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RESUMO

Existe um numero significativo de substéncias farmacologicamente ativas, que
apresenta em sua estrutura um carbono assimétrico. Em geral, devido as
dificuldades de separar os enantibmeros estes farmacos sdo comercializados como
misturas racémicas apesar de se conhecer que diferentes enantibmeros podem
possuir diferentes atividades farmacoldgicas, farmacocinéticas e perfis toxicologicos.
Atualmente os métodos analiticos mais utilizados para a determinacédo de farmacos
sdo a CLAE e para a separacao dos enantiomeros a CLEA-FEQ. A necessidade de
se desenvolver novas alternativas capazes de resolverem, com vantagens, estes
problemas, tem despertado o0 interesse da comunidade cientifica para a
determinacdo de farmacos oticamente ativos tanto sob a forma de racemato mas
principalmente de seus enantiomeros separadamente. Esta demanda resulta de uma
necessidade de se conhecer mais aprofundadamente o0s aspectos cinéticos,
dindmicos e toxicoldgicos destes farmacos. O cloridrato de Sotalol antiarritmico e
beta-bloqueador é um exemplo de uma destas substancias. Este medicamento é
administrado a pacientes sob-regime de dose multipla sob a forma de racemato mas
sabe-se que seu isbmero R(-) Sotalol. € cerca de 50 vezes mais ativo que o0 S(+)
Sotalol, Neste estudo desenvolveu-se um método para a determinacdo da mistura
racémica usando a técnica voltamétrica de pulso diferencial tendo como eletrodo de
trabalho um eletrodo compdésito modificado com nanoparticulas magnéticas
carboxiladas (GECE). Neste procedimento o sotalol é pré-concentrado na superficie
do GECE e determinado em soluicdo tampao de fosfato a pH 7,0. Voltagramas
obtidos com o uso deste eletrodo comparados com o eletrodo sem modificacao
mostraram correntes anddicas pelo menos 5 vezes maiores. O sensor desenvolvido
apresentou respostas sensiveis, estaveis e seletivas, para determinacédo de Sotalol
que permitiu limite deteccdo de 1,5 x10® mol L e uma faixa linear entre 0,2 e 12
x10® mol L 1. A metodologia desenvolvida foi otimizada e apresentou 6timos
resultados em matrizes farmacéuticas (comprimidos comerciais) e biolégicas (urina).
Numa tentativa de se analisar separadamente o0s enantioméros, foi
eletrossintetizado um filme de polipirrol sobre um eletrodo de ouro na presenca de
um acido quiral (acido carbosulféxido). Esta tentativa ndo produziu bons resultados.
No entanto, o GECE desenvolvido apresentou respostas sensiveis, estaveis e
seletivas, para determinacdo de Sotalol na suas formas enantioméricas separadas
(R,S Sotalol ) usando a técnica VDP e previa formacdo de um complexo de
coordenacao tetraédrico com Zn(ll). Em avalia¢cdes preliminares obteve-se limite
deteccgédo e limite de determinacgéo aceitaveis, 0 que sugere boas perspectivas para
esta analise sendo necessario aprofundar os estudos para sua otimizacéo e futura
aplicacao.

Palavras-chave: Voltametria, nanoparticulas, enantiomeros, Sotalol.



ABSTRACT

There are a significant number of pharmacologically active substances which have
asymmetric carbon in their structure. In general, due to the difficulties of separating
the enantiomers, these drugs are marketed as racemic mixtures although it is known
that different enantiomers may have different pharmacological, pharmacokinetics and
toxicological activities. Currently the most widely used analytical methods for the
determination of drugs are the HPLC and for the separation of the enantiomers to
HPLC. The need to develop new alternatives capable of solving these problems with
advantages, has aroused the interest of the scientific community for the
determination of optically active drugs both in the form of the racemate but mainly of
its enantiomers separately. This demand results from a need to know more in depth
the kinetic, dynamic and toxicological aspects of these drugs. Antiarrhythmic and
beta-blocking Sotalol hydrochloride is an example of one of these substances. This
medicinal product is administered to patients on a multiple dose regimen in the form
of a racemate but it is known that its isomer R(-) Sotalol is about 50 time more active
than S(+) Sotalol In this study a method was developed for the determination of the
racemic mixture using the differential pulse voltammetric technique having as working
electrode a composite electrode modified with carboxylated magnetic nanoparticles
(GECE). In this procedure the sotalol is preconcentrated on the surface of the GECE
and determined in phosphate buffer solution at pH 7.0. Voltagrams obtained with the
use of this electrode compared to the electrode without modification showed anodic
currents at least 5 times higher. The developed sensor presented sensitive, stable
and selective responses for the determination of Sotalol, which allowed a detection
limit of 1.5 x 10 mol L* and a linear range between 0.2 and 12 x 10® mol L -1. The
developed methodology was optimized and presented excellent results in
pharmaceutical matrices (commercial tablets) and biological (urine) matrices. In an
attempt to analyze the enantiomers separately, a polypyrrole film was electro-
synthesized on a gold electrode in the presence of a chiral acid (carbosulfoxide acid).
This attempt did not produce good results. However, the developed GECE presented
sensitive, stable and selective responses for the determination of Sotalol in its
separate enantiomeric forms (R, S Sotalol) using the VDP technique and after
formation of a tetrahedral coordination complex with Zn (I). Preliminary evaluations
obtained an acceptable limit detection and limit of determination, which suggests
good prospects for this analysis and it is necessary to deepen the studies for its
optimization and future application.

Key words: Voltametry, nanoparticles, enantiomers, Sotalol.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Atualmente sabe-se que wuma grande parcela das substancias
farmacologicamente ativas apresenta isémeros oticos. No entanto as formas
comerciais dessas substancias geralmente as contém sob a forma de racematos e
apenas com o desenvolvimento da ciéncia foi possivel reconhecer que o0s
enantibmeros apresentam atividades oticas distintas, bem como atividades
biolégicas diferenciadas. O desconhecimento do isomerismo nas moléculas levou a
ocorréncia de consequéncias graves para a saude. Apesar de que atualmente os
riscos de se usar estas espécies sdao amplamente conhecidos, ainda séo
comercializados farmacos sob a forma de racematos. Isto ocorre, pois a sintese
enantioseletiva da maioria das moléculas apresenta altos custos e dificuldades
praticas para produzir enantibmeros puros, pois requer técnicas de separacdo e
determinacao quiral especifica, muitas vezes dificeis de serem encontradas.

Dentre as varias técnicas encontradas na atualidade para determinacédo de
enantibmeros novas metodologias baseadas no uso de sensores eletroquimicos,
tém sido descritas. Estas podem oferecer a seletividade e a sensibilidade
necessarias para abordagens analiticas de farmacos e seus metabdlitos em
amostras complexas, de modo mais simplificado. Usualmente estas metodologias se
caracterizam por apresentarem limites de deteccdo comparaveis com procedimentos
mais elaborados e emprego de instrumentacdo complexa e de alto custo tais como a
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massas. Além
disso, podem responder a demandas analiticas crescentes oferecendo dispositivos
confiaveis e de baixo custo para analises de enantibmeros de forma rapida. Neste
contexto, seria altamente relevante buscar novos métodos analiticos aptos para a
deteccdo de enantibmeros, bem como a deteccdo de sua forma racémica em

amostras complexas.

Objetivo

Sintese e desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados em

nanoparticulas magnéticas modificadas com grupos carboxilicos, empregando
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técnicas voltamétricas com o intuito de desenvolver métodos eletroanaliticos
alternativos, versateis, rapidos e econémicos para quantificar o farmaco cloridrato de

sotalol em sua forma racémica, bem como de seus enantibmeros simultaneamente.

Para isto pretende-se utilizar o cloridrato de sotalol, um [-bloqueador
amplamente usado no tratamento de doencas cardiovasculares, como composto
modelo comercializado em mistura racémica. Esta substancia possui enantibmeros
com efeitos farmacoldgicos diferentes, cujas estruturas quimicas sao mostradas na
figura 1. Apos desenvolvimento e otimizacdo do método pretende-se investigar sua
aplicacdo na determinacdo do farmaco e suas formas enantioméricas em
formulagbes farmacéuticas comerciais, em fluidos biolégicos tal como urina humana

em amostras biolégicas e aguas superficiais e residuais.

Figura 1 Representacao das estruturas quimicas dos isémeros oticos do sotalol [R(-)
e S(+)-( N-[4-[1-hidroxi 2-[(1-metiletil)amino]etil]fenil]-metasulfonamida)] com a
marcacao do atomo de carbono assimétrico.

Para isto pretende-se cumprir 0s seguintes objetivos especificos

Objetivos especificos:
» Separar as formas enantioméricas do cloridrato de sotalol por
cromatographia liquida, uma vez que as formas enantioméricas isoladas nédo

sdo comercializadas.
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Modificar eletrodos compdsitos a base de carbono/epdxi com nanoparticulas
magnéticas carboxiladas;

Testar a pré-concentracao e detec¢do de cloridrato de sotalol na sua forma de
racemato na superficie do eletrodo construido;

Desenvolver uma metodologia eletroanalitica com o eletrodo proposto para a
determinacao de cloridrato de sotalol, em diferentes amostras farmacéuticas e
biologicas na sua forma de racemato;

Construir e caracterizar o sensor eletroquimico a base de materiais
nanoparticulados e complexo organometalico (complexacdo com zinco) para
a determinacao do cloridrato de sotalol nas suas duas formas enantioméricas.
Aplicar a metodologia eletroanalitica, para a determinacdo individual das
formas enantioméricas de cloridrato de sotalol, em diferentes amostras

farmacéuticas e bioldgicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Farmacos quirais ainda sdo comercializados sob a forma de racemato,
mesmo sendo conhecidas diferencas nas atividades farmacocinéticas,
farmacoldgicas e perfis toxicolégicos dos seus enantibmeros, pois usualmente a

separacado destas formas envolve alto custo e dificuldade prética.

Atualmente poucos farmacos quirais possuem estudos envolvendo a
avaliacdo da eficacia, de efeitos toxicos e a influéncia de diversos parametros sobre
seus enantidbmeros isoladamente, bem como métodos de determinacdo destes

isbmeros ativos em fluidos biolégicos e outras matrizes.

A determinacdo de seus residuos em aguas € importante, pois muitos
farmacos biologicamente ativos sdo encontrados em aguas residuais e de superficie
como resultado da excrecdo humana e veterinaria e da eliminacdo incompleta dos
farmacos das estacBes de tratamento de &guas. Varios estudos reportam a
ocorréncia de inumeros destes compostos no ambiente aquatico o que tem sido
reconhecido como uma das questdes emergentes em quimica ambiental e na

vigilancia sanitaria (Maurer, et al., 2007)

O presente trabalho justifica-se por buscar metodologias alternativas
baseadas em métodos eletroanaliticos com alta versatilidade, rapidez, baixo custo e
possibilidade de portabilidade para analise de cloridrato de sotalol em diferentes
matrizes. Para isto propfe-se o uso de eletrodos compdsitos modificados por
nanoparticulas magnéticas carboxiladas para pré-concentrar especificamente o
farmaco por interacdes magnéticas ampliando sua detetabilidade e aplicacdo em
amostras complexas como urina humana, formulagcdes e amostras de agua. Além
disto, pretende-se explorar a versatilidade da técnica empregando a formacéo de
complexos de Sotalol com zinco, com vistas a determinacdo das formas

enantioméricas de cloridrato de sotalol.



24

3. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentados alguns conceitos relevantes sobre o papel
da vigilancia sanitaria no controle dos medicamentos, algumas nocdes béasicas de
eletroquimica, e o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, bem como algumas
informacOes sobre os eletrodos utilizados neste trabalho. Descreve-se também
neste capitulo aspectos relacionados com os farmacos de interesse,

especificamente os betabloqueadores.

3.1 VIGILANCIAS SANITARIAS E A LIBERACAO DE MEDICAMENTOS

Medicamento se define como produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico,
conforme a Lei 5991/73, que dispde sobre o controle sanitario do comércio de
drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e correlatos, em seu Art. 4°. No
entanto, um medicamento € muito mais que um produto farmacéutico; ele deve ser
compreendido dentro do contexto historico, socioeconémico e cultural no qual esta
inserido e que condiciona a sua utilizacdo. Por serem tao largamente consumidos,
e considerando-se que o0 seu uso inadequado ou incorreto pode acarretar até
mesmo a morte - uma vez que estes produtos tém atividade farmacoldgica,
toxicidade e efeitos colaterais - € fundamental garantir a sua qualidade, eficacia e
seguranca. assim como também o desenvolvimento de metodologias eficazes para

seu controle em qualquer matriz (Reis de Souza, 2002).

A vigilancia de produtos é uma das quatro grandes areas de abrangéncia da
vigilancia sanitaria (as demais séo a vigilancia sanitaria de servicos de interesse a
saude, do meio ambiente e de processos de trabalho). A Vigilancia Sanitaria de

Medicamentos envolve apenas uma categoria de produtos sob regime de controle
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sanitario, os medicamentos que mesmo assim formam uma categoria muito

importante, merecendo toda a nossa atencéo e interesse.

No Brasil, a agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA), desde o ano
2003 tem produzido resolucdes regulando o desenvolvimento de novos farmacos
estereoisomeéricos http://portal.anvisa.gov.br/legislacao#/. De acordo com a
resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n° 135 de 29 de Maio de 2003,
http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs _leis/vm/vm1.pdf, para 0 registro de

medicamentos (genéricos ou ndo) devem ser enviados dados sobre os teores de
estereoisomeros, no caso de farmacos que apresentam quiralidade cuja proporcao
possa afetar a seguranca e eficacia do medicamento e no RDC n° 136, da mesma
data, http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs_leis/vm/vml.pdf , é regulado que entre as

informacdes técnicas do principio ativo a serem enviadas, deve se relatar a presenca
de possiveis enantibmeros. Ja no ano 2009, através da RDC n°57, de 18 de Nov. a
ANVISA.  http://portal.crfsp.org.br/index.php/juridico-sp-42924454/leqgislacao/1804-
resolucao-rdc-no-57-de-18-de-novembro-de-2009.html, passou a exigir a

caracterizacdo e quantificacdo de isbmeros para 0 registro de insumos
farmacéuticos ativos que possuem quiralidade, criando uma demanda crescente
para métodos rapidos, precisos e sensiveis para a determinacdo da pureza

enantiomérica.

Nesse contexto o presente trabalho tenta oferecer dentro da teméatica de
vigilancia sanitaria um aporte ao controle de medicamentos ofertando uma nova
metodologia, com menor custo, e boa sensibilidade, para a determinacdo de

medicamentos quirais de uso comum.

3.2 QUIRALIDADE NA FARMACOLOGIA.

Foi necessario um século para se descobrir que a quiralidade desempenha
um papel fundamental ndo s6 na vida de plantas e animais, também na industria
farmacéutica, agricola e quimica e, conseqguentemente, na vigilancia sanitaria
(Nguyen, et al., 2006)


http://portal.anvisa.gov.br/legislacao#/
http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs_leis/vm/vm1.pdf
http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs_leis/vm/vm1.pdf
http://portal.crfsp.org.br/index.php/juridico-sp-42924454/legislacao/1804-resolucao-rdc-no-57-de-18-de-novembro-de-2009.html
http://portal.crfsp.org.br/index.php/juridico-sp-42924454/legislacao/1804-resolucao-rdc-no-57-de-18-de-novembro-de-2009.html
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Na industria farmacéutica, mais da metade dos farmacos atualmente em uso
sao produtos quirais, sendo sua grande maioria comercializada na forma de
racemato. Todas as proteinas, enzimas, aminoacidos, carboidratos, nucleosideos e
uma série de alcaloides e horménios sdo substancias quirais, o que explica que
estamos sob a influéncia constante da quiralidade durante toda a evolucdo como
resultada da natureza assimétrica do ambiente. A quiralidade dos compostos
quimicos, especialmente de compostos terapéuticos, é tema muito importante do
ponto de vista farmacoldgico, farmacocinético, toxicolégico e nos 6rgéos fiscais de
controle de qualidade de medicamentos na vigilancia sanitaria(Indra K. Reddy, 2004)
(Burke, et al., 2002)

Sabendo-se que a venda de farmacos sob a forma de mistura recémica ainda
ocorre, é necessario saber qual € o estereocisdmero responsavel pela atividade e ter
absoluta certeza que o0 outro estereocisdmero, presente na mistura, ndo tenha
nenhuma atividade biol6gica adversa (Singh, et al.) (Orlando, 2007). Do ponto de
vista do consumidor, a administracdo de um farmaco em sua forma racémica tem
algumas desvantagens (varios, 2016) (Def, 2016). A dose a ser utilizada deve ser
aumentada, pois somente uma parte dela tem o efeito farmacolégico desejado mas
0 paciente ingere, a cada dose, uma percentagem as vezes significativa de uma

substancia quimica desnecesséaria.

O Unico fator, no nosso entender, que dificulta a venda de farmacos quirais
em sua forma oticamente pura é o custo de uma sintese assimétrica. Normalmente,
0os métodos usados sdo caros, o que eleva o preco final do farmaco para o

consumidor.

Para garantir a seguranca e a eficiencia dos farmacos disponiveis e em
desenvolvimento, é necessario isolar e examinar cada um dos enantibmeros
separadamente. Além disso, € importante, também, o controle da composicao
estereoquimica desde a sintese até o consumo, envolvendo estudos farmacoldgicos,

fabricacéo e controle de qualidade (Pallastrelli, 2013).

Atualmente, questiona-se sobre a validade de continuar com a prética de
monitorar o nivel plasmatico total (soma dos dois isdmeros) e calcular os parametros

cinéticos para o racemato ou se devemos quantificar os isbmeros separadamente.
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Outro desafio em voga é estabelecer quais farmacos devem ser comercializados na
forma do isdmero puro,(Antonhy J. Trevor, 2015, Becker, 2012). Aproximadamente
25% de todos os farmacos sintéticos e naturais prescritos e dispensados séo
racematos. Dentre os farmacos sintéticos com centro quiral, cerca de 88% sao
comercializados na forma racémica, enquanto por volta de 98% dos farmacos de
origem natural (e.g. quinidina) sdo biossintetizados e comercializados na forma

enantiomeérica pura (Pallastrelli, 2013)

Dentre os farmacos antiarritmicos, boa parte é comercializada sob a forma de
racematos, destacando-se os agentes [-blogqueadores adrenérgicos (propranolol,
acebutolol, pindolol, atenolol, metoprolol, sotalol), o verapamil, a atocainida, a
mexiletina, a propafenona e a adisopiramida, para os quais ja foram reportadas

estereosseletividade farmacocinética e/ou farmacodinamica.

3.3 ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA

A eletroquimica envolve fenbmenos quimicos associados a transferéncia de
carga, podendo ocorrer a transferéncia, homogeneamente em solucdo, ou
heterogeneamente na superficie do eletrodo. Neste processo €é necessario
assegurar a eletroneutralidade, que exige a ocorréncia de duas ou mais reacdes de
transferéncia de carga em direcbes opostas (Gonzalez, 2015, Ticianelli, et al., 1998).
As reacfes que ocorrem no elétrodo sdo heterogéneas e tém lugar na dupla camada
elétrica (regido interfacial entre o elétrodo e a solucéo). O eletrodo pode atuar como
um doador (reducdo) ou receptor (oxidacdo) de elétrons transferidos de/ou para

espécies eletroativas em solugao, segundo a equacao (1):
O+ne —R (2)
onde, O e R sao as espécies oxidadas e reduzidas, respectivamente.

Sob um determinado potencial aplicado a um eletrodo (eletrodo de trabalho),
podera acontecer uma reacgao eletroquimica envolvendo as espécies eletroativas da

solucdo que podem chegar até sua superficie por transporte de massa. Este
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transporte de massas pode ser devido a difuséo,( provocado por um gradiente de
concentracdo que se estabelece entre solucdo e a superficie do eletrodo), por
migracdo de particulas carregadas num campo elétrico ou por conveccgao
envolvendo um processo mecanico, que ocorre principalmente devido a

movimentacao da solucéo.
As reacdes eletrédicas podem ser classificadas como:

Reac0es reversiveis, ko >> kd, a reacdo de transferéncia de carga que ocorre
no elétrodo € mais rapida do que o transporte de massa e para qualquer valor de
potencial atinge-se um estado de equilibrio na superficie do elétrodo, sendo possivel
aplicar a equacao de Nernst para qualquer potencial. (ko, constante de velocidade
padrdo da reacao eletroquimica, kd, coeficiente de transferéncia de massa).

ReaglOes irreversiveis, ko << kd, a reacdo de transferéncia de carga no
eletrodo é lenta e para acelera-la € necessério aplicar-se um potencial mais elevado.

Neste caso a transferéncia de carga deixa de ser suficiente para manter o equilibrio.

Na eletroquimica, durante uma reacdo de oxidacdo considera-se que 0
eletrodo de trabalho funcione como receptor de elétrons e a corrente denomina-se
de corrente anddica, (la), € tem um valor positivo. No caso da reagédo de reducéo o
elétrodo de trabalho atua como doador de elétrons e a corrente, corrente catodica,

(Ic), tem um valor negativo (Bagotsky) 2001)

Estes processos eletroquimicos envolvem algumas propriedades elétricas
mensuraveis como corrente, potencial e carga que podem ser utilizadas na quimica
analitica ao serem relacionados com algum parametro quimico intrinseco do analito
quando este é submetido a uma diferenca de potencial entre eletrodos em uma

celula eletroquimica.

As técnicas eletroanaliticas na atualidade tém sido muito utilizadas no
monitoramento ambiental, no controle de qualidade de produtos e processos
industriais, nas analises biomédicas, e também no controle de medicamentos. As
vantagens que elas apresentam séo (i) seletividade e especificidade resultantes da
oxireducdo das espécies analiticas de interesse em um potencial especifico; (i)

seletividade decorrente dos processos de oxireducdo do analito em eletrodo de
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trabalho feito com material especifico; (iii) grande sensibilidade e baixos limites de
deteccdo resultantes das técnicas de pré-concentracdo e modos de aquisicdo de

sinal, que proporcionam ambiente com baixo sinal de fundo.

3.4 VOLTAMETRIA. BREVE HISTORIA E FUNDAMENTOS

Os primeiros reportes sobre esta técnica foram feitos por Jaroslav Heyrovsky,
que estudou sistemas envolvendo eletrodos de mercurio, aplicados ao estudo de
metais em solucdo. Estes primeiros estudos conduziram ao desenvolvimento da
técnica para identificacdo e quantificagdo de componentes em diversas matrizes, o

que gerou o premio novel em Quimica dado ao Professor Heyrovsky.(Wang, 2006)

Desde a sua primeira utilizagdo como técnica analitica a voltametria tem
recebido substanciais contribuicdes ndo s6 da quimica e da fisico-quimica, mas em
especial da eletrénica e microeletronica, além do conhecimento amplo de que as
variaveis eletroquimicas potencial (E), carga (Q), e corrente (i), etc, podem ser
perfeitamente controladas e monitoradas. Contribuiram muito para esta técnica

também o desenvolvimento da termodinamica e da cinética (Pacheco, et al., 2013)

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solucdo adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dinamica,
pois a celula eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i) que, por
sua vez, € medida em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial (E), cuja

relacdo é mostrada na seguinte equacao (equacéo 2 ).
i = f(E) (2)

Nessa técnica, as informacdes sobre o analito sdo obtidas por meio da
medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se
aplicar um determinado potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo
auxiliar. Ou seja, o parametro controlado é o potencial (E) e o medido é a corrente

resultante (i). O registro da corrente em funcdo do potencial, € denominado
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voltamograma, e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons
durante um processo de oxireducdo (equagcao 1), pode ser relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo e consequentemente, na
celula eletroquimica, quando o analito sofre reacdo redox na janela de potencial

estudada.

O sistema mais comumente utilizado € formado por uma célula eletroquimica
composta, atualmente, por trés eletrodos, como representa a figura 2. Este sistema
é formado por um eletrodo de trabalho, de area relativamente pequena e onde
ocorre o disturbio e movimentacdo de elétrons subsequentemente medido, o
eletrodo de referéncia, de area relativamente grande (com a funcdo de manter
constante seu potencial durante a medida) e um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo,
gue pode ser de platina, um metal inerte, introduzido para assegurar uma situacao
potenciostatica. Nessa configuracéo os eletrodos sédo conectados a um amplificador,
que atuard quando for aplicada uma diferenca de potencial, entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia;

Figura 2. Desenho de célula com 3 eletrodos. (Verséo extraida de Pacheco, W. F.
2013) (A) Eletrodo de referéncia, (B) Eletrodo de trabalho (C) Contra-eletrodo
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A superficie eletrodica pode atrair espécies carregadas positiva ou
negativamente que podem sofrer reacéo eletroquimica ou ndo, além de interagir, via
adsorcdo, com espécies neutras presentes no meio. No entanto, a extensdo do
processo eletroquimico depende primeiramente do transporte das espécies quimicas
da solucédo até a superficie do eletrodo e depois da possivel reacdo eletrodica.

Assim a velocidade da reacdo eletrédica € governada por processos como (i)
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transferéncia de massa (transporte da espécie do corpo da solucdo para a interface
eletrodo-solucéo); (ii) transferéncia de carga (transferéncia de elétrons); (iii) reacdes
quimicas que precedem ou sucedem a transferéncia de elétrons as quais podem ser
homogéneas (protonacdo, dimerizacdo, etc) ou heterogéneas (decomposicdes

cataliticas, adsorcédo, dessorcao, cristalizagao).

Na voltametria € imprescindivel que o transporte de massa seja continuo e
existem trés formas através das quais este transporte pode ocorrer: migracao,
conveccao e difusdo, sendo a mais importante a difusdo, que é o movimento
espontaneo da espécie quimica de interesse devido a formacao de um gradiente de
concentracdo entre a superficie do eletrodo de trabalho (uma vez iniciada a reagcéo
eletroquimica) e a solugéo (Pacheco, et al., 2013)

Ja a transferéncia de cargas € consequéncia das reacfes redox ocorridas na
interface eletrodo-solucéo onde a corrente total é constituida por duas componentes:
corrente faradaica e corrente capacitiva. Sob o ponto de vista analitico deve-se
trabalhar no sentido de diminuir ao maximo ou mesmo eliminar a corrente capacitiva
e nesta situacdo a corrente medida sera aquela regida pelas leis de Faraday
(faradaica). De fato, a corrente capacitiva ndo é proporcional a concentracdo do
analito e sim ao acumulo de elétrons na superficie do eletrodo. Os equipamentos
mais novos tem priorizado a reducéo/eliminagéo desta corrente capacitiva. Assim, a
corrente que é medida (de natureza faradaica) tem sua origem quando o potencial
aplicado atinge um valor tal que permite que a reacdo de oxireducdo do analito
aconteca, e pode ser utilizada para quantificar o analito, pois essa corrente aplicada

€ proporcional a sua concentracgao.

A forma na qual € aplicado esse potencial, e consequentemente a forma em
que o sinal analitico (corrente) é adquirido, ira determinar o tipo de técnica

voltamétrica utilizada, como mostra a figura 3.
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Figura 3. Tipos de voltametrias em funcéo da forma de aplicacdo do potencial
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3.5 SENSORES ELETROANALITICOS NA QUANTIFICACAO DE FARMACOS

Devido a sua simplicidade, a eletroandlise tem se revelado o ramo da quimica
analitica com maior diversidade de técnicas disponiveis com diversas vantagens
como meétodos rapidos, simples e econdémicos aplicados na determinacdo de grande
diversidade de analitos de interesse industrial, clinico, ambiental e farmacoldgico,
nas mais variadas matrizes, com possibilidade de monitoramento do analito em

solventes aquosos e nao aquosos (de Oliveira, et al., 2015)
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Dentre suas aplicacfes, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos séo
uma das classes de maior destaque dentre os sensores quimicos (Henrique Duarte,
et al., 2014), (de Oliveira, et al., 2015), (Hudari, et al., 2014). Esses dispositivos tém
sua resposta diretamente relacionada com a quantidade de uma espécie quimica
especifica em solucdo e sado indicados para detectar e responder ao analito em

estado sdlido, liquido ou gasoso (Fantinato F., 2016).

Neste contexto nos ultimos anos, os eletroquimicos tém dedicado um grande
esforco para tentar controlar a superficie dos elétrodos com o objetivo de se obter
uma reacao redox perfeitamente controlada. Este controle da superficie do elétrodo
€ muito interessante, especialmente no campo da eletroanalise, uma vez que
permite aumentar a seletividade das técnicas eletroquimicas na busca de
especificidades para a analise de compostos organicos de interesse bioldgico
(Hudari, et al., 2016).

Assim, o0s eletrodos quimicamente modificados s&o particularmente
adequados ndo apenas para determinacfes analiticas, mas também para a
investigacdo de processos e mecanismos fisico-quimicos tanto de espécies
organicas como inorganicas (de Oliveira, et al., 2015, Vicentini, et al., 2015) (de
Oliveira, et al., 2015)

Além disso, com a adicdo de um modificador de superficie apropriado, pode-
se exercer maior controle sobre o comportamento eletrodico, ou seja, sobre as
reatividades na superficie do eletrodo. Desta forma, pode-se selecionar ou antecipar

respostas do eletrodo modificado para espécies externas (Silva, et al., 2014).

O desenvolvimento de sensores quimicos melhorou a quimica analitica
através de novos designs de instrumentacdo que aumentaram a capacidade de
resolver problemas analiticos mais especificos. Tanto € assim que a demanda
destes dispositivos para aplicagdes especificas por grandes empresas tem crescido
dramaticamente nos udltimos anos. O desenvolvimento de novos e melhores
elementos de reconhecimento é um dos requisitos basicos para o desenho de
sensores quimicos, incluindo também a sintese de novos receptores de
reconhecimento de ions e biomoléculas com maior seletividade e estabilidade (Bard,
et al., 1980, J., 2001)( Bard, 2001).
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Como alternativa aos métodos cromatograficos, a utilizacdo de sensores
eletroquimicos para a determinacdo de farmacos, tem sido de muita relevancia, e
tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, conforme a base de dados

Science Direct que permitiu obter a bibliometria mostrada na figura 4.

Figura 4. Evolucdo da producéo bibliografica relacionada com o uso de sensores
eletroquimicos para andlise de farmacos
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Estes aportam uma medida da concentragdo do farmaco, de uma maneira
rapida, pois o farmaco pode ser determinado sem a necessidade da separacao
prévia, ou seja, diretamente na matriz com procedimentos de dissolucdo e/ou

diluicdo.

Estes sensores pedem ser classificados com base no mecanismo de
transducdo do sinal analitico dividindo-se principalmente em sensores
potenciométricos, sensores amperometricos e sensores voltamperométricos. Todos

sdo igualmente confiaveis, baratos, rapidos e faceis de serem utilizados.

Como os procedimentos em eletroquimica dependem fortemente do material
do eletrodo de trabalho, assim s&o importantes as propriedades quimicas e fisicas
da superficie do eletrodo, os efeitos do potencial aplicado, adsor¢éo e revestimentos
aplicados a superficie do eletrodo, para diminuir o limite de detecc¢do (J., 2001)
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(Bard, 2001). Tanto as reacdes de elétrodo como o transporte de carga pode ser

modulado quimicamente e servir de base para estes sensores.

3.6 ELETRODO COMPOSITO DE GRAFITE EPOXI MAGNETICO (GECE)

Os compositos poliméricos de grafite condutores comegaram a ser utilizados
nos ultimos anos. Os eletrodos de carbono epdxi, do inglés graphite epoxy
composite electrode (GECE), por exemplo, tem aumentado sua aplicabilidade
baseado nas suas boas propriedades como transdutores e em suas vantagens
sobre os eletrodos tradicionais como maior sensibilidade, robustez e rigidez. Além
disso a superficie dos GECE podem ser regeneradas mediante um simples
polimento. Diferentemente dos eletrodos de pasta de carbono, a rigidez dos GECE
permite o desenho de diferentes configuracbes, e compatibilidade com solventes
nao aquosos (Pividori, et al., 2001) (Pividori, et al., 2001, Pividori, et al., 2003,
Williams, et al., 2003)

Dessa forma, acredita-se que o uso de eletrodos modificados com
nanoparticulas, seria bastante vantajoso para desenvolver sensores eletroquimicos
baseados em sistemas de eletrodos compdsitos com ima, capazes de pré-

concentrarem os analitos marcados por nanoparticulas magnéticas.

3.7 NANOPARTICULAS MAGNETICAS (MNPs)

A nanociéncia e a nanotecnologia podem ser definidas como “a ciéncia que
manipula a matéria na escala entre 0,1 e 100 nm, utilizando-se dos principios da
fisica, quimica e da biotecnologia com o intuito de: i) sintetizar novos materiais que
possuam novas propriedades, ii) modificar e manipular superficies e iii) elaborar
microestruturas em duas ou mesmo trés dimensdes, visando uma determinada
aplicagao.”(Vollath, 2013)
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A eletroandlise certamente recebeu, e continua recebendo, as maiores
contribuicbes do uso de materiais nanoestruturados na quimica analitica. O
desenvolvimento de sensores eletroquimicos vem sendo impulsionado fortemente

pelo uso de nanomateriais.

Em eletroanalise, os primeiros registros do uso de nanoestruturas para o
desenvolvimento de sensores voltamétricos data do inicio dos anos 2000, onde
alguns trabalhos relatam o emprego destes materiais para deteccdo de espécies
como dopamina e norepinefrina , utilizando nanoparticulas de ouro como modificares
de eletrodos(Raj, et al., 2003).

As novas propriedades destes nanomateriais podem ser atribuidas
fundamentalmente a que nessa dimensao manométrica, cada particula é formada
por uma pequena fracdo de atomos, normalmente de dezenas a algumas centenas.
Isso faz com que a razdo entre superficie/volume das nanoparticulas seja alta.
Como normalmente os &tomos superficiais possuem numero de coordenacgao

incompleto isso 0s torna mais susceptiveis a formar novas ligacdes(Janata, 2010)

Nos Ultimos anos, com o rapido desenvolvimento de materiais
nanoestruturados e nanotecnologia nas areas de biotecnologia e medicina,
particulas magnéticas nanométricas tém recebido consideravel atencdo(Raj, et al.,
2003).

A figura 5 mostra a bibliometria disponivel na Science Direct mostrando o
crescente numero de técnicas (mais de 3500 neste ultimo ano) que utilizam

nanoparticulas como sensores eletroguimicos.

Nanomateriais podem ser preparados utilizando-se diversos compostos, como
metais, polimeros, carbono e componentes biolégicos. Dentro deste contexto, 0s
nanomateriais magnéticos baseados em Fes3O4 tém sido bastante explorados devido
a sua propriedade intrinseca, 0 magnetismo (Erdem, et al., 2006, Lermo, et al., 2008,
Pinacho, et al., 2014)
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Figura 5. .NUmero de artigos relacionados com a utilizacdo de nanoparticulas como
sensores na eletroquimica.

-
2500
.
© 3000
"
o 1500
v
£ 1000
— l I I
) - - _wm b _B '
» - - .« N w e » X > D e y ™ - W &
- .- . . ) " . "~ . a > . 2 ) ™~ - . .

Ano

Nanoparticulas magnéticas, como as de Oxidos de ferro, possuem uma
habilidade Unica de se movererm pela influéncia de um campo magnético externo.
Usualmente estas nanoparticulas superparamagnéticas (magnetitas) sdo nao
porosas e muito estaveis e podem ser formadas por um conjunto de graos
superparamagnéticos, 0s quais sao magnetizados na presenca de um campo
magnético, alinhando seus polos na direcdo do campo externo. Quando o campo é
removido, os momentos magnéticos randomizam-se, de modo que a magnetizagédo
liguida do conjunto retorna a zero. Este processo pode ser explorado com sucesso
na pré-concentracdo de analitos de interesse quando incorporados neste tipo de

nanoparticula.

Dentro deste contexto, a manipulacdo destes materiais magnéticos em
nanoescala aplicados em eletroquimica tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, como € mostrado na figura 5, principalmente para sistemas
operando como sensores e biossensores (Holzinger, et al., 2014, Luo, et al., 2006,
Rocha-Santos, 2014)

Suas aplicacdes versam desde a exploracdo de imobilizagdo de proteinas até
a deteccdo de hibridizacdo do &cido desoxirribonucléico (DNA) (Chen, et al., 2012,
Lu, et al., 2008) Chem e colaboradores sintetizaram nanoparticulas de magnetita

(FesO4) modificadas com Azul da Prassia, sobre eletrodo de carbono vitreo para
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aplicacdes em bioeletrocatalise com muito sucesso. Neste mesmo contexto, Pividori
e col. tem demonstrado 0 seu uso na construgcdo de imunosensores e
genossensores (Pividori, et al., 2001, Pividori, et al., 2001, Pividori, et al., 2003),
usando esferas eletromagnéticas para construcdbes de genossensores
eletroquimicos de DNA com alta sensibilidade e seletividade para uma grande

quantidade de analitos em baixo nivel de concentragéo.

Muitos sistemas usando modificacdo do analito com nanoparticulas
magnéticas assumem papel importante na quimica analitica, devido a propriedade
de identificar as espécies de interesse em amostras de grande complexidade por

meio de gradiente de campo magnético externo.

Dentro deste contexto, nesta parte do trabalho pretende-se utilizar sistemas
de eletrodos compdsitos modificados por ima, capazes de coletar farmacos, pré-
concentra-los sobre eletrodos modificados por nanoparticulas magnéticas de Fe203
modificadas por grupos carboxilicos e usa-los como extratores destes compostos.
Os farmacos assim coletados serdo monitorados pela oxidacéo eletroquimica de

seus grupos funcionais diretamente no eletrodo usando a voltametria convencional.

A etapa de pré-concentracdo via nanoparticulas magnéticas tem fornecido
alta sensibilidade quando comparada aos métodos convencionais (Cheng, et al.,
2014). Em adicdo, o uso destes dispositivos baseados nos principios da
nanotecnologia tem sido explorado para aumentar a relacéo sinal/ruido, reducéao do
tempo de resposta, aumento de estabilidade e sensibilidade, e assim obter limite de

deteccdo em concentragOes entre nanomolar e picomolar (Pagnocelli, 2013).

Por outro lado, as nanoparticulas magnéticas revestidas por grupos
carboxilicos poderiam ser de grande valia na pré-concentracdo de farmacos.
(Baccarin, et al., 2016, Vicentini, et al., 2016)

Desta forma, pretende aliar a alta eficiéncia na pré-concentragdo através de
nanoparticulas magnéticas com a alta seletividade dos sensores eletroquimicos, de
forma a obter uma metodologia analitica altamente sensivel e seletiva na

determinacao do farmaco em estudo.
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3.8 FARMACOS B-BLOQUEADORES; O SOTALOL

De acordo com os dados da Organizacdao Mundial da Saude (OMS), as doencas,
cardiovasculares sdo causadoras da maioria de mortes no mundo, matando cerca
de 17 milhdes de pessoas por ano WORLD HEALTH ORGANIZATION. World
Health Statistic 2012 Report Geneva Visto em:
http://www.who.int/gho/publications/world _health statistics/2012/en/. Acesso em 29
Oct 2016.

Relatorios de 2012 da OMS mostram que aproximadamente 33% da
populacdo sofrem de problemas cardiacos. Entre as doencas mais comuns estéao:
hipertenséao, angina pectoris, arritmia, glaucoma, enxaguecas e

tireotoxicose/hipertireoidismo (Saleem, et al., 2013)

A hipertensdo arterial € uma causa primaria importante de insuficiéncia
cardiaca e se enfatiza a necessidade de prevencdo da doenca, intervencao precoce
e controle com o objetivo de conter sua progressao e desenvolvimento. Atualmente,
a insuficiéncia cardiaca a4 a segunda causa mais comum de doenca cardiovascular
na populacdo e estima-se que sera a primeira causa de morte por doenca

cardiovascular em 2025 (Firmida, et al., 2001)

Diversos farmacos utilizados no tratamento das doencas cardiovasculares sao
quirais e incluem antagonistas B-blogueadores, bloqueadores dos canais de célcio e
diuréticos. Além disso, os B bloqueadores (antiarritmicos classe II) e os
bloqueadores dos canais de calcio (veramil, galopamil, e previlamina; antiarritmicos
classe IV) também séo utilizados no tratamento de arritmias juntamente com Varios

outros farmacos quirais pertencentes a classe | (Nguyen, et al., 2006);

Todos os bloqueadores B-adrenérgicos possuem pelo menos um centro de
assimetria e normalmente a atividade B — bloqueadora cardiaca € associada ao
enantibmero S(-). Uma excecao a esta regra € o Sotalol, uma vez que o enantibmero
R(-) possui a maior agao PB—bloqueadora, porém ambos 0s enantibmeros sao

equipotentes em termos de atividade antiarritmica classe 11l (REDDY, 2004).


http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2012/en/
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De um modo geral, os B — bloqueadores sao absorvidos pelo trato
gastrointestinal por difusdo passiva e este tipo de absor¢do ndo é considerado
estereosseletivo. Farmacos pertencentes a esta classe ligam-se a albumina e a1 —
glicoproteina no plasma. O Sotalol esta presente em alta quantidade no plasma, e

sua ligacao parece ser ndo-estereosseletiva.

A eliminagdo da maioria destes [ — bloqueadores ocorre via metabolizagéo
hepatica e/ou excreg¢ao renal do farmaco inalterado, sendo que os B — bloqueadores
lipofilicos s@o eliminados basicamente por metabolizagdo e os B — bloqueadores
mais hidrofilicos sdo predominantemente eliminados de forma inalterada pela urina
(REDDY, 2004).

Os B — blogueadores estdo entre os medicamentos mais prescritos no
mundo(Morante-Zarcero, et al., 2012). No Brasil os p — blogueadores séao
comercializados em formas farmacéuticas variadas, podendo estar na forma de

comprimidos, injetaveis, solu¢des oftalmicas etc (Def, 2016).

Devido ao grande numero de pessoas acometidas por doencas
cardiovasculares, foi selecionado o Sotalol como substancia-teste no

desenvolvimento de uma metodologia alternativa de determinacao.

Dentre os farmacos antiarritmicos, boa parte é comercializada sob a forma de
racematos, destacando -se os agentes B-bloqueadores adrenérgicos (propranolol,
acebutolol, pindolol, atenolol, metoprolol, sotalol), e o verapamil, a atocainida, a
mexiletina, a propafenona e adisopiramida, para os quais foram reportadas

estereosseletividade farmacocinética e/ou farmacodinamica.

O Sotalol é totalmente absorvido apds administracédo por via oral e 0 mesmo
nao se liga as proteinas plasmaticas (Enna, et al., 2008)

O Sotalol possui um centro quiral e consequentemente dois enantibmeros. A
forma racémica disponivel no mercado é empregada no tratamento de hipertenséo,

angina pectoris, e arritmias cardiacas (Enna, et al., 2008, Hume J. R., 2007)

A concentracdo plasmatica maxima do Sotalol apos administracéo por via oral
€ atingida ap6s aproximadamente 2 - 3 horas. Sua biodisponibilidade € proxima de

100% porém é reduzida pela presenca de alimentos.
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O Sotalol pode atravessar livremente a placenta e pode ser encontrado no
leite materno (Martindale, 2009). Seu tempo de meia vida plasmatica é de 10 a 20

horas , sendo maior em pacientes com insuficiéncia renal e em pacientes idosos.

Ate 75% da dose de Sotalol administrada é excretada pela urina sob forma
inalterada num periodo de até 72 horas ap0s a ingestdo. Menos 10 % ¢€ excretada

através das fezes. http://www.bv.fapesp.br/pt/auxilios/13236/disposicao-cinetica-dos-

enantiomeros-s-r-sotalol-em-pacientes-chagasicos-cronicos-portadores-de-arr/.

Uma vez que o Sotalol é eliminado primariamente pela urina, ajustes de dose
S840 necessarios em pacientes que possuem diminuicdo da depuracao renal (Enna,
et al.,, 2008). Pequenas quantidades de Sotalol também atravessam a barreira

cérebro-espinhal.

Algumas propriedades fisico quimicas do Sotalol e de seu cloridrato sdo
mostradas na Tabela 1. (MERCK, 2001 ; BRITISH PHARMACOPEIA, 2009a ;
EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2008 ;(C, 2011)


http://www.bv.fapesp.br/pt/auxilios/13236/disposicao-cinetica-dos-enantiomeros-s-r-sotalol-em-pacientes-chagasicos-cronicos-portadores-de-arr/
http://www.bv.fapesp.br/pt/auxilios/13236/disposicao-cinetica-dos-enantiomeros-s-r-sotalol-em-pacientes-chagasicos-cronicos-portadores-de-arr/
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Tabela 1: Algumas propriedades fisico quimicas do Sotalol e de seu cloridrato

Propriedade Sotalol Cloridrato de sotalol
Formula molecular C12H20N203S C12H20N203S.HCI
Peso molecular 272,36 g/mol 308,83 g/mol

Nome quimico

N-[4-[1-hidroxi 2-[(1-
metiletil) amino] etil] fenil] -
metasulfonamida, ou 4’-[1-
hidroxi- 2- (isopropilamino)

etil] metanosulfonamida

Cloridrato de N-[4-[1-hidroxi 2-
[(1-metiletil) amino] etil] fenil] -
metasulfonamida, ou 4’-[1-
hidroxi- 2- (isopropilamino) etil]

metanosulfonamida

Ponto de fuséo (°C) 207 Entre 218 e 219
Forma fisica Cristais P6 branco ou esbranquicado
Log P 0,240 £ 0,369 0,2
(octanol/agua)
pKa 9,31 + 0,10 8,2

3.9 TECNICAS PARA DETERMINACAO DE SOTALOL. ENANTIOSELETIVIDADE

Entre os métodos analiticos mais empregados para a separacao identificacao

e quantificacdo de farmacos estd a cromatographia liquida de alta eficiéncia,
(Abirami, et al., 2013, Santoro, et al., 2008) (Laer, 2001; Dilek, 2007). Esta técnica

tem sido amplamente aplicada também na determinacdo da pureza Optica e da

constituicdo estereoisomérica de medicamentos, matérias-primas, preparacdes

farmacéuticas e fludos biolégicos e em estudos de instabilidade configuracional de

farmacos (racemizacdo, enantiomerizacdo, epimerizacdo) e determinacdo da

farmacocinética e metabolismo de farmacos (T., 2010)
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Para a determinacdo na forma de racemato entre as técnicas mais simples
(mesmo sem baixos limites de deteccdo) encontram-se as colorimétricas, uma delas
descrita com base na formacg&o de complexo de transferéncia de carga na reacao do
sotalol com 4-cloro-7-nitro-2,1,3- benzoxadiazolo (NBD-CI) em acetona, cujo limite
de detecédo é de 0,1ug/mL (Amin, et al., 2002). Outras técnicas utilizam o quenching
de fluorescéncia em solucdo (Zhang, et al., 2011) e as técnicas cromatogréaficas
(Feng, et al.,, 2015); (Matysova, et al., 2015, Santos, et al., 2000), como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Abdelmonem, et al., 2016) a cromatografia
gasosa, cromatografia de fluidos supercriticos, (Dogrukol-Ak, et al., 2007) a
electroforese capilar (Hancu, et al., 2014) etc, que sédo aplicadas tanto para a
determinacdo na forma de racemato como a determinacdo dos enantidmeros em
separado. Recentemente, a eletroquimica também tem sido utilizada com fins de
determinacdo do contetdo de Sotalol em solucédo (Norouzi, et al., 2008) (Ensafi, et
al., 2013, Heli, et al., 2013)

No entanto, ainda € necessario maior aperfeicoamento dos eletrodos com o
objetivo de abaixar os limites de deteccdo através de mudancas no interior da
membrana, fundamentalmente nos fluxos dos ions, o que também sera tentado no

desenrolar deste trabalho.

Como alternativa aos métodos cromatograficos de separagdo quiral, a
utilizacao de sensores eletroquimicos enantioseletivos tem sido de muita relevancia.
Estes métodos permitem uma quantificacdo da mistura de enantibmeros de uma
maneira rapida, devido a que o enantibmero poderia ser determinado sem a
necessidade da separacdo previa, diretamente na matriz com procedimentos de

dissolucéo e/ou diluicdo da amostra.

Além disso, a maioria dos sensores enantioseletivos pode ser utilizada como
detectores em sistemas de fluxo. Nesta linha, tem sido disenhados analise
enantioseletivos online com sensores eletroquimicos para a detec¢ao de apenas um

dos enantibmeros ou para analise simultanea de ambos.

Os primeiros trabalhos sobre sensores eletroquimicos quirais foram
publicados em 1970 quando se descreveu a construcdo de um eletrodo de

membrana ion seletivo para a determinagdo do ion a-feniletlamonio empregando
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como ionoéforos enantioseletivos éteres coroa macrociclicos quirais. A partir disso, 0s
trabalhos dirigidos ao desenho de sensores enantioseletivos tiveram seu namero
incrementado de forma consideravel. Estes sensores pedem se classificar com base
no mecanismo de transducdo do sinal analitico dividindo-se principalmente em
sensores potenciométricos, sensores amperomeétricos e sensores

voltamperométricos.

Os polimeros de impressdo molecular (MIP) sdo uma alternativa para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos de maneira geral, destinados a
identificacdo seletiva de enantibmeros. No campo dos sensores e biosensores, estes
polimeros condutores quirais tem atraido uma atencdo especial devido a sua
capacidade para ser facilmente sintetizado nas superficies dos elétrodos Alguns dos
principais atrativos dos MIP sdo: (a) podem se fabricar a grande escala de forma
simples, barata e com diferentes morfologias a partir de monémeros organicos, (b)
sdo estaveis quimica e fisicamente, podendo trabalhar em condi¢des extremas de
pH, temperatura e em presenga de solventes organicos sem a alteracdo da sua
estrutura, e logo, sua afinidade p6r o analito. A técnica de impressdo molecular tem
sido aplicada com éxito na preparacdo de materiais poliméricos de elevada
especificidade em variadas areas como cromatografia, eletroforeses capilar,
sensores, catalise, analise em fluxo, etc.(Marestoni, et al., 2013) (Tarley, et al.,
2005). Eles sdo materiais eletricamente condutores de natureza organica que podem

ser gerados por polimeriza¢do quimica ou eletroquimica dos monémeros

Por sua natureza organica e capacidade de serem formados como particulas,
membranas ou fibras micro e/ou nanométricas estes polimeros geram novas
possibilidades para a concepcédo e desenvolvimento de sistemas especificos de

reconhecimento molecular

Figura 6. Estrutura molecular dos polimeros condutores mais empregados em
sensores quirais; polipirrol (PPy), politiofeno (PTh) y polianilina (PANI).
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Dentro deste grupo de polimeros, encontram-se o polipirrol (PPy), o
politiofeno (PTh) e a polianilina (PANI) (figura 6), dos quais o mais utilizado é o
polipirrol (PPY). Todos tém sido aplicados principalmente para o reconhecimento
enantioseletivo de aminoacidos, tais como fenilalanina, acido glutamico, acido
aspartico ou triptofano. Nestes enfoques, o polipirrol quiral é eletro-sintetizado sobre
as superficies dos eletrodos na presenca de acido L — ou d- canforsulfénico (CSA ),

glutamato ou acido aspartico que atuam como agentes indutores quirais.

Os eletrodos quimicamente modificados (EQM) séo eletrodos com espécies
quimicamente ativas deliberadamente imobilizadas em suas superficies com o
objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucdo (de Oliveira, et al.,, 2013). A grande maioria das aplicacbes
analiticas de EQMs envolve técnicas voltamétricas, amperométricas ou mesmo
potenciométricas. A modificagdo deliberada da superficie do eletrodo sendo uma
forma de impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilita o
desenvolvimento de eletrodos para varios propoésitos e aplicacdes. Do ponto de vista
analitico, a sensibilidade e/ou a seletividade de uma determinacdo deve aumentar
com a utilizacdo de um EQM para que seu uso seja justificado. Isto pode ser obtido
por meio de um ou mais dos seguintes fendbmenos: pré- concentracao, eletrocatélise
e exclusdo de interferentes, o que justifica a utilizacdo destes dispositivos na

especiacao quiral.

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrerd a
modificacdo, € um aspecto muito importante da preparacdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser
adequado para o método de imobilizacdo selecionado. Entre os materiais
convencionais estdo o ouro, a platina, o carbono vitreo, o mercurio (na forma de
filme) e a pasta de carbono. Carbono vitreo reticulado, fibras de carbono, material
plastico condutor e vidros condutores, estdo incluidos entre os substratos menos

usuais. (Souza, 1997, Wang, et al., 2009)

O uso de complexos quirais para a separagdo de macromoléculas através da
troca de ligantes tem mostrado grande potencial na enantioseletividade, devido a
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sua simplicidade e notavel especificidade para a separacao destas biomoléculas que
incluem aminoacidos, hidroxiacidos e peptideos. A grande maioria de trabalhos
nesta 4rea tem utilizado as diversas variantes das técnicas
cromatograficas(Davankov, 2003, Su, et al., 2015) (Fu, et al., 2011); (Zhang, et al.,
2013). Entretanto, nos ultimos anos, os complexos quirais vém sendo usados para a
separacdo enantiomérica através das técnicas eletroquimicas (Chen, et al., 2012).
Na maioria dos casos, sao utilizados complexos com Zn (ll) ou Cu (1), (Yang, et al.,
2001) (Yang, et al., 2006)aproveitando a capacidade destes metais de formarem
complexos com o grupo amino. No caso CHEN e col. reportam o desenvolvimento
de um sensor eletroquimico para o reconhecimento dos dois isdbmeros da penicilina
obtido com o uso de um eletrodo de ouro previamente modificado L-methotrexate (L-
Mtx), através da formacéo de 2 complexos de Zn (ll) de diferentes estruturas apos
reacdo com os enantibmeros (Chen, et al.,, 2012). Do mesmo jeito Liping e col,
determinaram por separado a D- e a L-tirosina pela formacédo de complexos de Zn
(I). O reconhecimento enantioseletivo dos isbmeros € conseguido através de
monitorizacdo da diferenca da corrente dos picos de oxidacdo ou reducdo dos

complexos (Bao, et al., 2015)

Yingz e col. conseguiram o reconhecimento enantioseletivo dos isbmeros S e
R do acido mandélico na presenca de Zn (Il) utilizando um eletrodo de ouro
modificado com L-cisteina, através da técnica de espectroscopia de impedancia

eletroquimica e voltametria ciclica (Fu, et al., 2011).

O Zinco tem sido utilizado desde o comecgo dos anos 2000 no reconhecimento
de células vivas, através do uso da técnica de microscopia de fluorescéncia e devido
a possibilidade da formacédo de complexos de zinco com as moléculas biolégicas
(Kikuchi, et al., 2004).

Em todos os casos, os autores referem a possibilidade da formacdo de um
complexo de coordenacdo com zinco sendo este o responséavel pelo reconhecimento

enantioseletivo, como mostra a figura 7
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Figura 7 Representacdo esquematica do reconhecimento quiral de algumas
moléculas através da formacgao de complexos com ions zinco (ll)
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3.10 BIODEGRADABILIDADE DE FARMACOS

Na vigilancia sanitaria uma das questdes emergentes é o destino das substancias
farmacologicamente ativas (PhACs) no meio ambiente, especialmente no ambiente
aquatico. Estudos realizados na Austria, Brasil, Canada, Croéacia, Inglaterra,
Alemanha, Grécia, Italia, Espanha, Suica, Holanda e EUA mostram que mais de 80
substancias, produtos farmacéuticos e varios metabdlitos de drogas, foram
detectados no ambiente aquatico (Heberer, 2002) (Gongalves, 2016)

Dentre as varias PhACs, os beta bloqueadores, foram encontrados em
concentracbes até o mg/L em rios e efluentes das estacdes de tratamento de
esgotos (ETEs), indicando assim degradabilidade e remocg&o incompletas destas
substancias pelos processos de tratamento utilizados (Maurer, et al., 2007)
(Morante-Zarcero, et al., 2012). Resultados mostram gque nos processos biolégicos,
a eficiéncia de degradacdo vem a ser fortemente influenciado pela presenca de
outros macroconstituintes, o que faz com que a degradacdo de farmacos e
desreguladores enddcrinos, além de ocasional, sejam apenas parciais (Kumar, et al.,
2014, Morante-Zarcero, et al., 2012).

Alguns autores referem que mesmo podendo ser atingidas elevadas taxas de
remocdo e de biodegradabilidade, nos sistemas biol6gicos, o risco ecoldgico

permanece ainda elevado devido aos subprodutos que geralmente tém mostrado
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elevadas consequéncias toxicoldgicas no ambiente aquatico (Mendez-Arriaga, et al.,
2010).

Os métodos mais utilizados para a determinagédo destes residuos em aguas
residuais tém sido aqueles baseados na extracdo em fase sélida seguidos por GC-

MS ou ionizacéo por electrospray em CLAE-MS-MS (Sacher, et al., 2001)
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4. MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo estaremos mostrando os equipamentos utilizados nesta tese
assim como os procedimentos desenvolvidos com a finalidade de otimizar as

metodologias a serem propostas.

4.1 CELULA ELETROQUIMICA

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica de

compartimento Unico, contendo eletrodos de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") como
eletrodo de referéncia, platina como eletrodo auxiliar e carbono epdxi compdsito
(GECE, area geométrica de 0,07 cm?) modificado com nanoparticulas magnéticas
(MNPs) como eletrodo de trabalho . A area efetiva desses eletrodos foi determinada

e € mostrada na sec¢ao de resultados e discussao.

O eletrodo de carbono vitreo foi polido com alumina de granulometria 1,00;
0,30 e 0,05 um (Micropolishing Material, Buehler LTDA). A seguir foi submetido a
varredura de potencial entre -1,0 a +1,0 V sob velocidade de varredura de 50 mV.s™.
Os eletrodos compdésitos modificados com nanoparticulas magnéticas foram limpos
apos a varredura com lixas de carbeto de silicio de granulometria 1200 (3M do
Brasil, Sdo Paulo-SP).

4.2 EQUIPAMENTOS

Todas as técnicas eletroquimicas utilizadas (voltametria ciclica, onda
quadrada, e pulso diferencial) foram realizadas em um potenciostato Autolab-2 da

EcoChemie, acoplado a um computador dotado de uma interface GPES.
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As medidas de espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis)
foram realizadas utilizando-se um espectrofotbmetro da Hewlett Packard (HP)
modelo 8453 interfaciado na faixa espectral de 200 a 1000nm em cubeta de quartzo,

da marca Hellma, com capacidade de 5,0 mL e caminho éptico de 1,0 cm.

As caracterizacfes morfologicas da superficie dos eletrodos foram obtidas
empregando um microscopio eletrénico de varredura SM (Hitchi) — 300 (Scanning
Electron Microscope).(TEM)

A identificacdo dos grupos funcionais nas amostras de MNPs foi obtida por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros
de FTIR foram registados utilizando-se um espectréometro FTIR Perkin Elmer Frontier
FTIR. As amostras secas foram dispersas em pastilhas de KBr e analisadas no

intervalo de 4000-400 cm ! com uma resolucdo nominal de 4,0 cm™.

A morfologia dos MNPs na suspensao coloidal foi observada com um
microscépio Leo 906E (Zeiss) TEM a 100 kV. Uma gota da suspenséao coloidal (100
Mg Fe / mL) foi dispersa e seca sobre uma grelha de cobre coberta com carbono

antes da medida.

As medidas de difracdo de raios-X foram feitas em equipamento SIEMENS
modelo D5000, DIFFRAC PLUS XRD Commander. As medidas de difragdo em
amostras solidas foram realizadas em BRAGG - BRENTANO, 6 - 26, com detector

de cintilagdo e monocromador de grafite.

A analise de cromatografia liquida acoplado a massas (LC-MS / MS) para o
farmaco e os produtos eletrolisados foi realizada em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia de 1200 Agilent Technologies acoplado a um Espectrometro de Massas
3200 QTRAP (Trampa quadrupolo linear de ions, LC-ESI-MS/MS) equipado com
uma coluna Phenomenex Kinetex PFP (150 x 4,6 mm y 5 um). As condi¢des de
andlise foram baseadas nas sugestdes de Pujos, com algumas modificacbes
(PUJOS, 2009). Na eluicho da amostra usou-se o0 modo de gradiente de uma
mistura de agua ultra pura contendo 0,10% de acido férmico (A) e metanol (B). Para
a analise utilizou-se a seguinte programacao de gradiente: 0-2 min 5% B, 2-12 min
5-100% B, 12-13 min 100% B, 13-14 min 100-5% B, Y 14-20 min 5% B, usando um

fluxo de 10pLmin? e volume de injecdo de amostra de 20 pl. A fonte de ions
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funcionava no modo positivo de eletrospray a 600°C nas seguintes condi¢cdes de
ionizacao: voltagem de pulverizacgdo ionica (IS) = 5500 V; gas de cortina (CUR) = 10
psi;. gas nebulizador 1 = 15 psi; potencial de decomposicao (DP), 65 V; e o
potencial de entrada (EP), 10 V.

Os experimentos para a investigagdo dos produtos de oxidagcdo foram
realizados pelo software LightSight® (SCIEX), baseando-se no espectro de ions de
fragmentos do padrdao do farmaco. Todos os experimentos foram testados por
enhanced mass scan (EMS) e selected reaction monitoring (SRM) para a aquisicao

simultanea dos fragmentos dos ions

Para a validacdo da metodologia proposta foi utilizado um equipamento
CLAE-DAD, um cromatografo analitico com sistema quaternario Shimadzu LC-10
AT, detector de UV-Vis de 20 CBM com matriz de diodos (DAD) modelo SPD-M 10A,
Degaser DGU-20A3R, auto amostra SIL-10A, Phenomenex® C18; 5 um (250 x 4,6

mm).

Na caracterizacdo dos complexos da molécula alvo com zinco foi utilizada a
técnica de dicroismo circular. Dicroismo circular ou Circular Dichroism (CD) é uma
técnica espectroscopica que tem como base a medida da absorvancia diferencial
entre as duas rotacbes de luz circularmente polarizada por uma molécula
assimétrica (Slade, et al.,, 2005). Fala-se que um material ou composto possuli
dicroismo circular quando a absorcéo da luz circularmente polarizada numa direcéo
(direita) € diferente da absor¢do da luz circularmente polarizada na direcdo oposta
(esquerda). CD € uma técnica ndo destrutiva, de facil manuseio, requer pequenas
quantidades de amostra e as analises sdo relativamente rapidas, perfeitamente
aproveitadas no caso de moléculas com grupos cromoforos que possuem
quiralidade intrinseca ou estéo localizados em condi¢Bes quirais.

Os instrumentos DC (conhecidos como espectropolarimetros) medem a
diferenca em absorbancia entre os componentes L e R da luz polarizada
circularmente, mais geralmente é reportado em termos de elipticidade (6) em graus.
E bom dizer que 6= (b/a) onde b e a sdo os eixos maior e menor da elipse
resultante.
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Existe uma relagao simples entre Ac e elipticidade (em graus), concretamente
0=32.98 Ac. O espectro de DC é obtido quando o dicroismo é medido como uma
funcdo do comprimento de onda.

O equipamento utilizado neste experimento foi o espectropolarimetro JASCO
Corp. J-810, com celulas de 1 cm de diametro.Os parametros ajustados foram
“bandwidth”= 2 nm; tempo de resposta = 1s e velocidade de varredura = 20 nm/min;
0 numero de acumulacdes foi 0 necessario para que o valor de HT ndo excedesse
700 V

4.3 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes quimicos usados foram de grau analitico e adquiridos da
MERCK (Rio de Janeiro — Brasil). O Padrdo Cloridrato de (+/-) Sotalol com grau de
pureza 298%, foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. As amostras comerciais de
cloridrato de (+/-) Sotalol também utilizadas foram adquiridas no mercado.

A solucéo estoque do padrédo do farmaco em concentragdo de 1x10?molL* foi
preparada por dissolucdo direta da substancia-padrdo do farmaco em &gua
deionizada (MILLI-Q - condutividade de 18.2 yQcm-1). As solugdes de trabalho
foram sempre preparadas pela transferéncia de aliquotas quantitativas da solucéo

estoque do farmaco para o volume final na célula eletroquimica (10mL).

As solucdes-tampéo de fosfato (NaH2POa4/), de acetato e Britton Robinson
(BR), foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos na literatura,
para os pH desejados (VINCENT S. 1990) A solugdo tampédo de fosfato foi
preparada pela mistura de 39 mL de solucdo 0,2 mol L' e 61 mL da solucéo 0,2 mol
L't KH2PO4 num volume final de 200 mL .No caso da solugdo tampéo de Britton
Robinson se preparou uma solugéo 0,4 mol L' de H3POas, HAc e H3sBO3z. O pH da
solucgéo resultante foi ajustado a pH 7,0 com solucdo de NaOH.
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As medidas de pH de todas as solucfes foram realizadas em um pHmetro
Corning 555, equipado com eletrodo combinado de vidro, ap0s as calibracfes
necessarias com padrées adequados para as faixas de pH desejadas.

As amostras foram pesadas em dois tipos de balancas de acordo com a

precisao necessaria: Mettler Toledo A245 com precisao de 0,1 mg e Ohyo JK-200.

O ferrocianeto e o ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s] e Ks[Fe(CN)s]) foram
obtidas da Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.) e utilizados sem purificacdo prévia. O
acido R- canforsulfonico (R-CSA) foi adquirido da Fluka (Buchs, Suiza).

4.4 PROCEDIMENTOS

No presente capitulo serdo descritos os procedimentos usados nas metodologias

desenvolvidas nas diferentes etapas de este trabalho.

4.4.1 Construcao do eletrodo magnético composito (GECE)

O eletrodo compaosito foi obtido pela mistura de grafite em p6 (tamanho de
particula de 50 pm) e resina epoOxi (Epotek H77, Epoxy Technology, USA)
juntamente com o endurecedor comercial na propor¢cao 1:4 (p/p) de acordo com a
recomendacgnao de varios autores. (Lermo, et al., 2008, Pinacho, et al., 2014);
(Brugnera, et al., 2012, Lu, et al., 2008, Park, et al., 2006, Zhang, et al., 2011). A
pasta obtida foi transferida para um corpo cilindrico de PVC (6 mm i.d.), contendo
em seu interior uma placa de cobre como contato elétrico e um pequeno ima de
neodimio (3 mm 1.d.) foi colocado no centro do eletrodo. Finalmente, o elétrodo foi

curado a 40 °C durante 1 semana para se obter um compdsito rigido.

Antes do seu uso, a superficie do eletrodo compésito foi lixada com lixas de
carbeto de silicio de granulometria 1200 (3M do Brasil, Sdo Paulo-SP), até
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conseguir-se uma superficie com um aspecto uniforme e espelhado. A seguir o
eletrodo foi lavado com agua destilada, para retirada de excesso de material,

estando finalmente pronto para uso.

4.4.2 Sintese e modificacdo de nanoparticulas magnéticas (MNPs ) com grupos

carboxilatos

As nanoparticulas magnéticas modificadas com grupos carboxilicos foram
sintetizadas e funcionalizadas no laboratério. Para isto, as nanoparticulas
magnéticas (MNPs) foram sintetizadas por co-precipitagdo de FeCl3.6H20 e
FeCl2.4H20 na razdo molar 2:1, dissolvidos em 40 ml de agua deionizada. Apds
purgar a solucdo com argonio para a eliminacdo do oxigénio, adicionou-se um
pequeno volume de uma solucdo 0,1 mol.L* de amoniaco com agitacdo mecanica
vigorosa. A suspensdo negra resultante foi transferida para um baldo de fundo
redondo de trés bocas equipado com um condensador de refluxo. A temperatura foi
aumentada para 90°C e mantida sob atmosfera de argénio durante 30 minutos. A
modificacdo das nanoparticulas com o grupo carboxilico foi obtida adicionando-se a
suspensao anterior 3 mL de uma solucdo de &cido citrico (0,6 g / ml - pH ajustado a
7 com solucdo amoniacal 0,01 mol.L'). Apds 7 horas de reacdo as nanoparticulas
obtidas foram dialisadas contra agua deionizada durante 48 horas. A concentracao

final da solucéo de nanoparticulas era de 0,01 mgL™*.

4.4.3 Procedimento otimizado para extracao do Sotalol de comprimidos comerciais

Vente comprimidos de sotalol foram triturados em cadinho de agata e 350 mg
do p6 resultante foram pesados e tratados com 350 uL de dietilamina. Apés 1 min
em sonicador, adiconou-se 10 mL de acetonitrila e submeteu-se a mistura a
dissolucdo por mais um 1 minuto em vortex. A seguir a solucdo foi eluida em

cartuchos pré-empacotados de aproximadamente 1,0 cm de diametro, contendo
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aproximadamente 3 cm de fase estacionaria RP-18 préviamente ativados com 5 mL
de acetonitrila (LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck). A amostra foi eluida com 3mL

de acetonitrila. A figura 8. apresenta um esquema do procedimento.

Rendimento: 40 a 80 mg de sotalol puro, comprovado por medidas de
cromatografia liquida e espectrofotometria na regido do UV-Vis.

Figura 8. Esquema da extracdo do sotalol de uma amostra pulverizada de
comprimidos comerciais.

6xVm 6xVm gx Vm 6xVm
200% ACN 100% ACN Amostra 100% ACN 100% ACN
(5mL) {5mL) (3mL) (5mL)

U U v b !

Condicionamento

(ativacdio) Equilibragac Injecdo

ica Limpeza
da amostra ERdcho P

Obs: Volumenes para um cartucho de 3 mL/ 500 mg

A figura 9 mostra os cromatogramas de CLAE-DAD obtidos para os padrdes
de cloridrato de sotalol e do farmaco apds a extracdo utilizada. Em ambos observa-
se um unico pico bem definido com tempo de retencao (tr) de 2,68 min, mostrando
gue o procedimento adotado foi eficiente e pode ser usado para extracdo da mistura

racémica de sotalol de comprimidos comerciais.
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Figura 9 Cromatograma CLAE- DAD obtido para 1mg ml* de (A) sotalol padrdo e
(B) sotalol extraido de comprimidos comerciais usando a extracdo em fase sélida
com cartuchos LiChroprep RP-18
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4.4.4 Construcdo do sensor para a determinacéo de Sotalol
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A figura 10 mostra o sensor eletroquimico obtido pela adicdo da solucédo da
nanoparticula modificada por grupos carboxilatos depositada sobre o eletrodo
compoésito (GECE).

Dois procedimentos foram testados nesta preparacao:

Procedimento 1: Solugdes contendo 100-x pL de tampéao fosfato-salino (PBS) de
pH7 mais x pl de solugéo do padrédo e 100 pL da solugdo de nanoparticulas, que
completa um volume total de 200 pL, foram deixados em repouso em Eppendorf
durante 30 min. A seguir 40 pL desta solucao foi depositado sobre a superficie do
eletrodo e deixado por 5 minutos. Finalmente, este sistema foi inserido uma em
célula eletroquimica contendo 10 mL de solu¢do tampé&o junto com os eletrodos de
referencia Ag/AgCl e o contra-eletrodo de fio de platina.

Procedimento2: 40 pL de solucdo de nanoparticulas (0,01 mg.mL?) foi
depositado sobre a superficie do eletrodo compdédsito (GECE) e apés 2 minutos o
eletrodo composito foi transferido para uma célula eletroquimica e imerso em uma
solucdo de eletrdlito suporte contendo o analito, por tempo suficiente para que
ocorra a pré-concentracdo das solugdes, correspondentes na superficie da
nanoparticulas (2 minutos). ApoOs esta pré-concentracdo, foram realizadas as

medidas eletroquimicas.

Figura 10 - Sensor eletroquimico (GEC + nanoparticulas modificadas) utilizado.

4.4.5 Analise de sotalol (mistura racémica) em amostras farmacéuticas comerciais
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Amostras de 160mg do pd resultante da trituracdo de comprimidos de
cloridrato de sotalol da marca Merck® e de um produto genérico contendo acido
estedrico, celulose monocristalina, amido, diéxido de silicio e estearato de magnésio,
forma pesados, devidamente tratados e analisados visando estudar as possiveis
interferéncias na resposta do sensor. Seguindo o procedimento de extracdo e o
procedimento de andlise descrito anteriormente realizou-se a quantificacdo do
Sotalol nas referidas formula¢des farmacéuticas utilizando o sensor proposto e o

método de adi¢des de padréo.

Os resultados obtidos foram comparados com o método adaptado da
Farmacopeia brasileira (ANVISA, 24 2010). Para esta analise utilizou-se um
cromatografo liquido com uma coluna C18 acoplado a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD) ajustado para A = 254 nm, sendo a fase mdével constituida por mistura
de acetonitrila (ACN) : H20 (45:5 v/v) a um fluxo de 1 mL min-.

Curvas analiticas foram construidas usando-se os padrdes preparados.

4.4.6 Determinacgéo de sotalol (mistura racémica) em amostras de urina.

Aliquotas de 10 mL de amostras de urina de uma pessoa saudavel voluntaria
forma coletadas e fortificadas com 1mL da solucdo padrédo de sotalol 2x102 mol.L™.
Desta solucédo de concentracdo 2x10-3mol.L* tomou-se 1 mL e diluiu-se em 8 mL de
solucdo tampéo fosfato 0,10 molL? (pH 7,0). Esta solucdo foi transferida para a
célula eletroquimica e analisada sem qualquer pré-tratamento utilizando-se a técnica

de adicao-padrao e o eletrodo preparado como descrito no procedimento 2.

A validagdo do método proposto foi obtida por andlises da mesma amostra
utilizando CLAE, ap0s diluicdo prévia de cinco vezes e limpeza da amostra em

cartucho C18 conforme mostrado anteriormente.
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4.4.7 Tentativa de construcdo de um sensor para a determinacdo de sotalol

enantioseletivamente: modificacdo do eletrodo de ouro.

O primeiro sensor enantioseletivo para Sotalol foi construido por
eletropolimerizacdo. A eletropolimerizagdo € um processo que gera uma capa
polimérica na superficie eletrédica através da aplicacdo de varreduras de potencial

elétrico sucessivas.

No presente trabalho procurou-se construir um filme de polipirrol (PPy)
oticamente ativo com a finalidade de ser utilizado como sensor quiral. Para isso,
substituiu-se os acidos habituais empregados na sintese do PPy, por um acido débil
qguiral. Utilizando essa modificacdo na metodologia de eletrosintesis as formas
racémicas do &cido empregado seria incorporado a matriz PPy na sua forma de
contra-ion e o filme polimérico resultante adquiriria uma orientacdo espacial

diferente.

Existem diferentes métodos para gerar o filme polimérico, entre eles
encontram se a voltametria ciclica (VC) e a voltametria diferencial de pulso (VDP),

sendo a primeira delas a mais utilizada(Tian, et al., 2006)

Neste trabalho utilizou-se a eletrossintese de um polimero condutor, na
presenca de um indutor quiral com objetivo de recobrir a superficie eletrédica. O
mondmero selecionado foi o pirrol que na presenca do acido R ou S canforsulfonico
(CSA), deve gerar um polimero orientado espacialmente, dependendo do

enantidmero do acido utilizado no processo da sintese.

A figura 11 mostra o esquema do que seria a determinacao enantioseletiva do

sotalol na presenca de um acido quiral.
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Figura 11 Resumo do procedimento de sintese da malha polimérica sobre a
superficie o eletrodo de ouro

< et aii n bl n = (51
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1 Eletropolimerizacéao
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ZDedopagem
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3 Redopagem

A geracéo do polimero foi da forma potenciostatica a um potencial fixo que
permite 0 engrossamento da capa polimérica, evitando reagfes oxidativas de
degradacédo préprias destes polimeros a potencias muito elevados. Ndo obstante foi
aplicado no inicio uma varredura ciclica com a finalidade de oxidar o monémero na

dissolucéo e dar inicio a reacdo de sintese.

Na literatura e reporatda a eletrosintese do polipirrol com diversos acidos,
sendo o mais utilizado o H2SO4 (Tian, et al., 2006). Seu mecanismo de sintese tem
sido amplamente descrito por diferentes autores; que também descrevem a
incorporacdo de ions Cl;, SO4?> 0 CHzCOO" como contra-ions dopantes do polimero

sintetizado.

No presente trabalho foi comparada a eletrosintesis do polipirrol com os dois
acidos diferentes (H2SO4 e CSA), aplicando sucessivas varreduras ciclicas de
potencial (VC) numa faixa compreendida entre 0,0 e 1,6 V empregando na mistura
de polimerizagdo 150 pL de uma solucdo 5x10“ mol L de pirrol previamente
purificado e 5 mL de uma solucdo de concentracdo 0.28 mol L' do A&cido. A
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superficie do eletrodo foi previamente polida com alumina de granulometria 1,00;

0,30 e 0,05 um (Micropolishing Material, Buehler LTDA) prévio a cada medida.

Finalmente, as superficies dos eletrodos (mostradas na figura 12) foram
caracterizadas eletroquimicamente e os dois filmes realizados nas mesmas
condicdes, foram analisados comparativamente. Todas as medi¢cbes foram

realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

Figura 12 Eletrodo de ouro A) sem modificacdo B) modificado

A voltametria ciclica foi a técnica eletroquimica utilizada para a obtencdo do
potencial e a corrente de pico para o sistema redox Fe(CN)e*/*, usando um
potenciostato PAR, a cela eletroquimica constituida por um contra-eletrodo de
platina, um eletrodo de referencia de Ag/AgCl e eletrodo de trabalho de ouro com
area geomeétrica de 0,071 + 0,001cm?. Forem registradas varreduras de potencial de
0,0 V a 1,6 V mudando a velocidade de varredura de 25 a 1000 mV s,

Para a determinacdo da é&rea efetiva do eletrodo de ouro modificado foi

utilizada a técnica cronocoulombimetria (CC)

Cronocoulombimetria (CC) é uma das técnicas classicas utilizadas em
eletroquimica, baseada na medicdo da carga (coulombs) como uma fungdo do
tempo. Consiste na aplicagdo de um pulso rapido - crescente de potencial ao

eletrodo de trabalho e a carga elétrica que passa através deste eletrodo € medida
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como uma funcdo do tempo(J., 2001) (Bard, 2001). O analise dos dados
cronocoulombimétrico estdo baseados na equacéo de Anson (equacao 3) que define
a dependéncia do tempo da carga: (Fragkou, et al., 2012)

Q = 2nFAC+/DITt 3)

Portanto, a area eletroativa do eletrodo de trabalho (A) pode ser calculada a
partir da inclinacdo da equacgéo 3, sendo 0s outros quatro parametros (n, F, C y D)

conhecidos

a= 2nFCA\/5/7r @

Além do numero de elétrons transferidos (n) e da constante de Faraday (F)
(96,485 coulombs/mole), o coeficiente de difusdo (D) para o ferrocianeto é de (7,6

x10® cm?s?) e a concentracdo do mediador (C) foi de 1,0 mol L.

A técnica utilizada para estudar o mecanismo de reacao foi a voltametria
ciclica, fazendo estudos da mudanca na velocidade de varredura a diferentes
concentracbes € possivel conhecer a cinética das reacdes o a presenca das
espécies intermdiarias no processo redox. Portanto é possivel fazer a relagdo entre
os sinais de corrente anddica e catddica a varias concentracbes e a diferentes
velocidades de varredura. Deve se lembrar que para um processos reversivel lpa/ Ipc
=1 para a eletro -reducdo e Ipc / Ipa = 1 para a electro-oxidacdo, situando se no
numerador do quociente a corrente devido as espécies que sao geradas no

eletrodo(Kiryushov, et al., 2011)

O sistema utilizado como referencia para o estudo foi Fe (CN)s 374, ja que a
transferéncia de carga deste sistema é dependente do material do eletrodo de

trabalho e a forma de preparacéo dele (Kiryushov, et al., 2011)

Foram registrados voltamogramas de duas solugbes de concentragao
equimolar de Fe (CN)s /* nos eletrodos modificados em diferentes velocidades de
varreduras, para ver o efeito da polimerizacdo do pirrol na presenca do acido

sulfarico e do indutor quiral CSA.
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4.4.8 Construcdo de um sensor para a determinacdo de sotalol

enantioseletivamente via formagéao de complexos.

Existem duas formas que podem ser utilizadas no uso de complexos no
reconhecimento enantioseletivo. A primeira seria a modificacdo do eletrodo
propriamente dito através de multiplas modificagbes da superficie formando o
complexo no mesmo corpo do eletrodo, e a segunda seria a formagao do complexo
de zinco com a molécula alvo e medir-se hum eletrodo previamente modificado.

Neste trabalho tentou-se as duas variantes de formacao do complexo.

Procedimento 1. 40 pL de solucdo das nanoparticulas (0,01 mg.mL?) foi
transferido para um tubo Ependdorff juntamente com 40 pL de uma solucéo
(CHsCOO)2Zn. 2 H20 1x102 mol.L* e apés 15 minutos de contato foram retirados 40
uL e depositado sobre a superficie do eletrodo compdésito (GECE). Ap6s 2 minutos,
o eletrodo compdsito modificado foi transferido para uma célula eletroquimica e
imerso numa solucéo de eletrolito suporte com o analito, por tempo suficiente para
gue ocorresse a pré-concentracdo das solucdes correspondentes na superficie da
nanoparticulas modificadas (2 minutos). Apds esta pré-concentracdo, foram

realizadas as medidas eletroquimicas.

Procedimento 2. Solu¢des de Sotalol de concentracdo conhecida foram
transferidas para tubos Ependdorff contendo o dobro da concentracdo de Zn (ll), por
e deixados em contato por 15 minutos, tempo previamente determinado para que a
reacao ocorresse. Apos esse tempo, o contetdo do Eppendorf foi transferido para a

célula de trabalho que continha o sistema eletrédico completo.

Os melhores resultados forem obtidos utilizando a primeira das metodologias
testadas, continuando a otimizacdo dos restantes parametros com este

procedimento
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de cada teste desenvolvido nesta tese sdo reportados no
capitulo a continuacdo, sendo imprescindivel comecar por uma simples
caracterizagdo da superficie das nanoparticulas propostas na modificacdo do

eletrodo.

5.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS MODIFICADAS
COM GRUPOS CARBOXILATOS

A figura 13 mostra as imagens de microscopia eletrbnica de transmissdes
(TEM) obtidas para as nanoparticulas com a superficie modificada (Curva e figura A)
e para as nanoparticulas modificadas carregadas com sotalol (B). Pode-se observar
que as nanoparticulas sintetizadas sao esféricas e possuem tamanho de particula
médio de 7,5nm (figura 13A). As imagens inseridas na figura 13B mostram as
nanoparticulas contendo o sotalol e sua aglomeracdo na proximidade de um ima

externo (parte iluminada).

Figura 13. Imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM), distribuicdo de
tamanho das nanoparticula magneticas modificadas com carboxilatos (A) e
nanoparticulas com o farmaco e seu comportamento magnético na presenca de um
ima externo (B).
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A figura 14 mostra o espectro de FTIR obtido para as nanoparticulas, o sotalol
e as nanoparticulas depois da incorporacédo do sotalol. Observam-se no espectro do
Sotalol as bandas caracteristicas do composto, onde se sobressaem trés bandas
fundamentais: uma banda de absorcédo larga e de grande intensidade ao redor de
3330 cm?, caracteristica do estiramento N-H das aminas secundarias e do
estiramento de O-H; uma banda em 1633 cm™ caracteristica da deformacéo
simétrica angular no plano devido ao N-H da molécula de sotalol, assim como a
banda caracteristica do grupo carboxila na faixa dos 600 cm'1l. No espectro das
nanoparticulas contendo o sotalol a primeira banda (3330 cm 1) é substituida por
duas bandas de absor¢cdo pequenas, alargadas e superpostas em torno de 3200
cm? que pode ser atribuida a deformacéo axial do O-H) (Silverstein, 2005). Além
disso, as bandas observadas em torno de 1200 cm™ atribuida ao estiramento do
carboxilato presente na superficie da nanoparticula. Por sua parte a nanoparticula
tem uma banda bem definida nos 1100 cm™ caracteristicas do —OH que diminui
apos a reacdo com o farmaco.: Tudo isso sugere a interacdo entre o farmaco e as
nanoparticulas devida possivelmente a uma interacdo entre os grupos carboxilato da

nanoparticula e amina do farmaco.

Figura 14 Espectro de FTIR do cloridrato de sotalol (a), nanoparticula em contato
com sotalol (b) e nanoparticula magnética (c)
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A Fig.15 mostra um difratograma de raios-X obtido para as nanoparticulas. Os
picos de difracdo a 2 6 = 26,27, 43,42 e 53,92 sao atribuidos ao Fe203 presente na

nanoparticula magnética (Bezerra, et al., 2010).

Figura 15. Difractograma de raios-X obtido para a nanoparticula magnética de
Fe20s.
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5.2 OXIDACAO VOLTAMETRICA DE CLORIDRATO DE SOTALOL

A figura 16 mostra um voltamograma ciclico obtido para uma solugédo 1x10-°
molL?! de cloridrato de sotalol em solugdo-tampédo de fosfato (pH7) obtido com o
eletrodo de carbono compésito (GECE- linha vermelha). Como pode ser observado
o sotalol € oxidado em duas etapas bem definidas, em potenciais +0,70 V e +0,95 V,
respectivamente. Na varredura reversa de potencial ndo se observa nenhum pico de
reducdo bem definido do(s) produto(s) gerado(s), demonstrando que a oxida¢édo do

farmaco ocorre de forma irreversivel(J., 2001) (Bard, 2001).
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre eletrodo de compdsito (GECE) em
solugcédo-tampéo fosfato (pH7) na auséncia (a) e na presenca de sotalol na
concentragdo de 1x10°molL* (B): velocidade de varredura (v) = 50mV s
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Ambos os picos | e Il mostram correntes anddicas de igual intensidade,
sugerindo que o numero de elétrons transferidos em cada etapa € o mesmo. Por
outro lado, para os 2 picos observa-se que os valores de Ep — E12 =50 mV, sendo o
potencial de meia onda aquele referente a 84,5% da corrente de pico nos
voltamogramas ciclicos. Sabendo-se que Ep - Ei2 = 59 mV/an tem-se que an = 0.85
em cada etapa de oxidacdo, o que sugere que o sotalol é oxidado em duas etapas

com transferéncia de um elétron em cada uma (J., 2001)(Bard, 2001).

A figural7 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidacdo de
1x10®° molL! de sotalol em solucdo-tampédo de fosfato (pH7) sobre eletrodo
compoésito (GECE) antes (Curva a) e apdés modificagdo com nanoparticulas

magnéticas carboxiladas (MNPs) (Curva b): velocidade de varredura de 50 mV s,

Os resultados evidenciam que mesmo na presenca de nanoparticulas
magnéticas carboxiladas (MNPs), o sotalol é oxidado em duas etapas em potenciais
de 0.70 V e a 0.90 V. No entanto, as correntes de pico observadas com o uso do
eletrodo modificado sdo cerca de 5 vezes maiores que no eletrodo sem modificacao,

indicando que o farmaco é pré-concentrado no eletrodo modificado pelas
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nanoparticulas magnéticas. Nenhum pico de reducédo foi observado na varredura
reversa demonstrando que o processo € igualmente irreversivel. Observa-se ainda

um pequeno deslocamento anddico do primeiro pico.

Figura 17. Voltamogramas ciclicos obtido para 1 x10° mol L de sotalol em solucéo-
tampéo fosfato 0.10 mol L (pH 7) sobre eletrodo compésito antes (a) e apds
modificacdo com nanoparticulas magnéticas carboxiladas (b): velocidade de
varredura de 20 mvs™.
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5.3. EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA DE POTENCIAL ( v).

A influéncia da velocidade de varredura (v) foi investigada no intervalo de 10 a
300 mV s, registrando-se os voltamogramas ciclicos correspondentes a oxidacdo
de 1,0x10° mol L? do cloridrato de Sotalol em solucdo-tampéo de fosfato sobre o
eletrodo compédsito modificado com nanoparticulas carboxiladas com o término da
varredura a potenciais de +0,9 V (A) e a +1,2 V (B). Os respectivos voltamogramas

ciclicos sédo apresentados na figural8.
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Os valores de corrente de pico aumentam com o aumento da velocidade de
varredura para ambos 0s picos e nenhum pico de reducao € observado na varredura

reversa de potencial.

Figura 18 (A) Voltamogramas ciclicos de uma solug¢édo 1,0x10°mol L* do farmaco
sotalol em solugdo tampdo fosfato (pH 7) obtido com o eletrodo compdsitos em
diferentes velocidades de varredura do potencial entre Ei = 0,3 e Er. = 1,2; (B) )
Voltamogramas ciclicos obtidos entre os potenciais. Ei= 0,3 Er. = 0,9
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A figura 19A mostra que a corrente do primeiro pico de oxidacdo (+0,70),
experimenta uma variagdo linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura
(v}?) em todo o intervalo de varredura estudado, seguindo a equacdo: Ip (I) (UA) =
2,2075 — 6,463 v (mV s?) r? = 0,9954). Para o segundo pico (figura 19 B) esta
relacdo é também linear e segue a equacao: Ip (Il) (MA) = 2,2793 HA - 7,786 v (MV s
1) r2 = 0,9977. Este comportamento é tipico de processos controlados por difusdo. A
comparacao entre as inclinagdes das curvas correspondentes aos dois picos (figura
20) mostra um comportamento similar, indicando que provavelmente ha a

transferéncia eletronica de 1 elétron em cada etapa.
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Figura 19 (A) Relacdo entre as correntes de pico e v’z medidas para o primeiro e o

segundo picos e respectivas equagdes. A — relagcdes obtidas para o primeiro pico
E1(V) = 2,2075 (v*?) - 6,4636. B - Relacdes obtidas para o segundo pico E2(V) =

2,2793 (v1/2) - 7,786
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Figura 20. Comparacao entre os comportamentos reportados na Figura 19.
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O efeito da variacdo de pH sobre os voltamogramas ciclicos obtidos para
Sotalol foram investigados no intervalo de pH 2 a 12, utilizando-se uma
concentragdo 1,0 x10° mol.L* de Sotalol em solucdo-tampéao Britton-Robinson 0.10
mol.Lt (pH 7) e velocidade de varredura de 50 mVs sobre eletrodo de carbono

vitreo. A figura 21 apresenta os perfis definidos em funcéo do pH.

Em meio acido (pH < 6), o processo apresenta apenas uma onda de oxidag&o que
sofre deslocamento catddico e se desdobra em duas ondas a partir de pH > 7. Em

qualquer valor de pH n&o se observa nenhum pico na varredura reversa.

O deslocamento catddico (para potenciais menos positivos) quando o pH se torna
mais alcalino, indica que o mecanismo de reacédo eletrodica é dependente do pH do
meio, comportamento similar ao que ocorre em reacdes onde ha pré-protonacao do
analito(J., 2001) (Bard, 2001).

No intervalo de pH estudado, duas inclinacbes foram obtidas: a primeira (qi =
66,93 mV/pH) entre pH 2 e 7, sugerindo a liberacdo de 1 elétron e 1 préton por
molécula oxidada e a segunda (qi = 34,50 mV/pH), entre pH 8 e 12, sugere a saida

de 2 elétrons e 1 préton.

Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos para oxidagao do farmaco Sotalol sobre
o eletrodo de carbono vitreo para 0,05 V s** numa solugéo tampé&o Briton Robinson
entre os pH 2-12 a) pH 12,0; b) pH 10,0; c) pH 8,0; d) pH 7,0; e) pH 6,0; f) pH 4,0 e
g) pH 2,0.

140 ~

120 /
100

i(UA)

E(V) vs Ag /Ag CI
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No intuito de determinar o possivel mecanismo e determinar as espécies
produzidas durante o processo de oxidacdo no eletrodo compdsito, foi realizada
eletrélises a potencial controlado do farmaco cloridrato de sotalol em uma célula
eletroquimica de 75 ml que continha o eletrodo de trabalho de malha de platina,
eletrodo auxiliar (IAmina Ti / Ru de 25 cm? ) e referéncia (Ag | AgCl, KClz mol L 1).
Os eletrodos foram submergidos numa solucdo-tampédo de fosfato 0.10 mol L*
(pH7.0). Foram feitas curvas de corrente vs tempo, aplicando-se um potencial fixo de
0,85 V, para o primeiro pico e 1,0V no caso do segundo pico, ambos experimentos
foram feitos por um tempo de 3 horas. As duas solucdes resultantes da eletrolise.

foram analisadas no LC-MS/MS

Os respectivos espectros de massas sao apresentados na figura 22.

Figura. 22. Espectro de massas obtidos para amostras-padrao de sotalol.
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O espectro obtido apresenta um pico com m/z 273 atribuido ao sotalol (MM =
272). A figura 23 mostra os espectros de massas correspondentes aos produtos

obtidos apés eletrolise a 0,85 e a 1,0V.
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Figura.23. Espectros de massas obtidos para amostras-padrdao de sotalol pré-
oxidadas a potencial de (A)0,85V e (B) 1,0V
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A analise destes espectros indica que parte do farmaco foi oxidada, porém
ainda ha residuos de sotalol detectado em m/z 273. No entanto observa-se a
ocorréncia de dois picos nao identificados no espectro do sotalol. Outra concluséo
importante desse experimento € que os dois espectros sdo bem parecidos devido
provavelmente a um mecanismo em duas etapas consecutivas onde, num primeiro
momento ocorreria a formagdo de um radical, (com grande possibilidade de
oxidacdo do grupo hidroxila do sotalol), cujas espécies envolvem um equilibrio de

protonacdo, segundo 0 mecanismo embaixo:

R-OH < RO + H* (5)
R-OH ©R=0 + e- (5.1)
RO <R=0 + e- (5.2)

Na equacéo (5) observa-se que o equilibrio da protonacédo da fungéo hidroxila
no sotalol ocorre préoximo do pKa = 8.3 (Norouzi, et al., 2008). Deste modo, em meio
acido observa-se apenas uma onda de oxidacdo porque a funcdo hidroxila encontra-

se totalmente protonada. Em valores de pH alcalino, observa-se que as duas ondas



74

de oxidacdo podem ser atribuidas a espécie ndo protonada que seria oxidada em

potenciais menos positivos ( pico 1)

Nas medidas subsequentes, embora tenhamos observado que o pico tem maior
intensidade em valores de pH 12, o mesmo foi descartado em virtude de possiveis
reacoes de hidrolise do farmaco. Deste modo, escolheu-se para medidas posteriores
o valor de pH 7 por estar mais perto do pH fisiolégico e apresentar boa intensidade
de corrente e boa resolugéo do pico.

5.5. EFEITO DO ELETROLITO DE SUPORTE

O efeito do eletrdlito foi investigado comparando-se o comportamento
voltamétrico do farmaco em solugédo-tampéo de fosfato e em solugdo-tampéo de

Britton-Robson como mostradona figura 24, ambos a pH 7,0.

A figura 24 mostra os respectivos voltammogramas obtidos para solucdes 1,0
x10° mol.L, do farmaco pré-concentrado no eletrodo compdésito com nanoparticulas
magnéticas modificadas com carboxilatos. Pode se observar que o tampéo fosfato
apresenta melhor resolugdo de ambos os picos e portanto foi escolhido para as

medidas posteriores.



75

Figura 24. Voltamogramas céclicos obtidos para solugdo 1x10-7 mol L de sotalol
em: (A) 0,10 molL? da solucdo de tampéao fosfato (pH 7) e (B) 0,10 molL* da
solucdo tampéo B-R . Velocidade de varredura (v) de 20 mVs*
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056 0.9 12
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E(V) vs Ag/AgCI

5.6 DETERMINACAO DA AREA DO ELETRODO.

No intuito de determinar a area efetiva do eletrodo compadsito modificado, foi
realizado um experimento registrando voltamogramas do eletrodo modificado em

diferentes velocidades de varredura da solugdo equimolar de Fe (CN)e 3/

A area ativa do eletrodo modificado foi calculada usando a equacédo de

Randles-Sevcik (Pingarron Carrazon, et al., 2003)

3 \%2
ip:0,4463(F—j n’2AD2cv? (6)
RT

onde
ip = intensidade da corrente de pico *
[A], n = nimero de elétrons intercambiados

A = area superficial do eletrodo [cm?]
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D = coeficiente de difuséo da espécie eletroativa [cm? s]
C = concentracdo da espécie eletroativa [mol cm3]

v = velocidade de varredura [V s].

Tomando-se os voltamogramas ciclicos para uma solucédo 1x10= mol L* de
hexacianoferrato (lll) de potasio em solucdo 1,0 mol L de solucdo de KCI, como
modelo e considerando que o coeficiente de difusdo do hexacianoferrato é de 7,6
mm?s obteve-se (figura 25) foi calculada a area ativa para o GECE/MNPs como

sendo de 0,19 cm?.

Figura 25 Relagdo entre a corrente de pico e v e voltamogramas ciclicos para
1x10 mol L de hexacianoferrato (1) de potassio em solucdo 1,0 mol L de KCI

Ip = 3,20x10-5 + 4,34x10-5
4004 r2=0,997

300 -

i (UA)

200+

w4+

Nesta mesma solucdo 1,0 mol Lt de KCI contendo hexacianoferrato () de
potassio, foram registrados os voltamogramas a modo comparativo dos eletrodos de
carbono vitreo, do eletrodo GECE e do eletrodo GECE/MNPs. Como mostra a figura

26 o melhor comportamento foi conseguido com o uso do ECE/MNPs.
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Figura 26 Voltamogramas ciclicos de uma solucéo 1x102 mol.L? de
hexacianoferrato (Ill) de potassio em 1,0 mol L** em solugdo de KCI para os
eletrodos a) eletrodo de carbono vitreo, b) eletrodo GECE e c) eletrodo
GECE/MNPs.
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5.7 OTIMIZACAO DA RESPOSTA DO SENSOR

A fim de diminuir os niveis de deteccdo do farmaco em meio aquoso,
diferentes modos de varredura foram testados para melhorar a sensibilidade do
método. A figura 27 mostra a respectiva curva obtida para 1x10° mol L* de Sotalol
em 0,10 molL?! da solucdo de tampdo fosfato (pH 7) no modo de voltametria de

varredura linear (v 20 mVs'1) e em voltametria de pulso diferencial

Observa-se um aumento ao redor de 100 % da corrente do primeiro pico
anodico quando se usa a voltametria de pulso diferencial (VDP) em relacéo a analise
por voltametria ciclica (VC), e, portanto este modo foi escolhido para as medidas de

quantificacao do farmaco.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos (a) e em pulso diferencial (b) de uma solugéo
1x10° molL* de Sotalol em 0.1 molL* de solucdo tampéao fosfato (pH 7.0.

9_
6_
g a
2 3
01 b
0,6 0.9 1.2
E/V vc Ag/AgCl

5.7.1 Ajuste das condi¢des instrumentais

Foram investigadas as melhores condi¢cdes experimentais para determinacéo
de solatol usando a voltametria de pulso diferencial. Os seguintes parametros foram
investigados: frequéncia de aplicacdo dos pulsos, amplitude de pulsos e incremento

de varredura, e os melhores valores obtidos sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros da voltametria de pulso diferencial avaliados e melhor
definicdo para a oxidacdo de sotalol em solugcdo-tampéao de fosfato de pH 7,0.

Parametros
Intervalo de Melhor
(Voltametria diferencial o
Estudo definigéo

de pulso)
Frequéncia (f) 10-70st 50
Amplitude (a) 10 - 100 mV 70
Velocidade

25-100 mVs? 50

de varredura (v)

Assim as condigfes utilizadas nas determinacg6es do farmaco sobre o eletrodo
composito foram modificados com nanoparticulas magnéticas: f =50 s, a=70 m V

e v=50 mVvs?

5.7.2 Efeito da concentracdo das nanoparticulas magnéticas.

A influencia da quantidade de nanoparticulas magnéticas modificadas com o
grupo carboxilato foi investigada, mantendo-se constante a concentracédo de solatol
em 1x10° mol L? em tampdo fosfato de pH 7, utilizando a técnica de pulso

diferencial e adi¢cdes de nanoparticulas entre 0 a 40 pL.
A figura 28 mostra os respectivos voltamogramas obtidos.

Observa-se que em volumes menores que 40 uL a corrente de pico aumenta
muito pouco e em volumes superiores a este as nanoparticulas aparentemente nao
ficam retidas no eletrodo. Deste modo a melhor condicédo foi obtida para 4x10*4 mg

de nanoparticulas que correspondem a 40 uL da solucéo utilizada.
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Figura 28. Voltamograma de pulso diferencial registrado para 1x10° molL* de
concentragdo de Sotalol em 0,1 molL* de solucdo-tampéao fosfato (pH 7.0) e
concentragées de a) 2x10“ b) 3x10* ¢) 4x10* d) 5x10* mg de nanoparticulas sob as
condicdes otimizadas e ja descritas.
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5.8. QUANTIFICACAO DE CLORIDRATO DE SOTALOL

A figura 29 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para
oxidacdo de Sotalol entre concentrages de 9,9 x 107 a 1,5 x 10° mol. LX. A andlise
destes voltamogramas indica que ambos os picos anddicos aumentam em funcéo da
concentracdo de Sotalol e poderiam ser utilizados para quantificacdo. Considerando
a facilidade de operar a linha de base e as maiores correntes obtidas optou-se por
construir a curva de calibragdo, (mostrada na figura 30) a partir do pico Il. Sob as
condicOes otimizadas as correntes do picos correspondente ao potencial de 0.92 V
em relacdo a concentracdo de sotalol mostraram um comportamento linear de
acordo com a equacéo da regressao ip (A) = 0,141 Csot. + 1,52x10%, r2 = 0,99972
para n = 5. O limite de deteccdo foi estimado em 0,015 pmol L? e o limite de

quantificagdo em 0,055 umol L (Sinal / ruido = 5).
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Figura 29 Perfil dos voltamogramas em pulso diferencial obtidos para o sensor nas
condicdes eletroquimicas: f = 50 s, a =70 m V e velocidade de varredura = 50 mVs"
1. a) 9,9x10  mol L 17, b) 2,9x10° mol L 1, c¢) 4,7x10® mol L -3, d )6,5x10° mol L 1, e)
8,2x10° mol L 1, f) 1,3x10°mol L 1

1,5- .
= 101
=
0,5' a
0,01
07 08 0.9 1.0 11
E(V) vs Ag /AgCl

Figura 30 : Curva analitica obtida a partir dos dados apresentados na Fig. 29. Barra
de erros correspondente a triplicatas das analises.

e ip(UA)= 0.141 C _ +1.52x10°
¥ =0.9088
1,2
j‘_:-_-,/ 08
0,4
0,0 T T T
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Curvas analiticas para concentracbfes mais elevadas do farmaco exigiram

monitoramento apenas do pico |, pois o pico Il perde a definicho em concentracdes
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superiores a 5,0x10° mol.Ll. Para estes casos, a figura 31 mostra o0s

voltamogramas (Curva A) e a respectiva curva analitica (Curva B).

Figura 31 (A) Perfis voltamétricos em diferencial de VDP dos resultados obtidos com
o sensor desenvolvido na faixa de concentracdes compreendida entre 25x10° e
1,2x10“*mol L1) . (B) curva analitica correspondente aos voltamogramas mostrado
em (A) sob as condicfes de analise otimizadas. Condi¢des eletroquimicas: Ei= 0,3
V;Ef=1,2; f=50s1,a=70mV e SR=50 mVs™.
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A eficiéncia do método na determinacdo de sotalol em meio aquoso foi
analisada testando-se a recuperacéo de padrdes. Para isto, amostras de agua pura
foram contaminadas propositalmente com 1.96 X10° mol L de sotalol. A seguir as

amostras foram submetidas & analise segundo a metodologia proposta.

A figura 32 mostra a curva de adicdo de padréo obtida e os voltamogramas
obtidos por VDP.

Os resultados obtidos indicaram uma recuperagdo de 1,82 x 10® mol L7,
representando valores médios de 93%. Estes resultados indicam que o método

proposto apresenta boa recuperacéo para as concentracoes testadas.
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Figura. 32 (A) voltamogramas obtidos para amostras de agua contaminadas
propositalmente com 1.96 mol.Llde sotalol e submetidas a adicdo de padréo (B)
Curva de adicdo de padrédo e recuperacado do padréo.

1,21

i(mA)

0,8

[ sotalol] (mol L)

i(UA)

0,4
1,82x10° mol L™

[ sotalol ] mol L

A Tabela 3 apresenta a comparacao dos resultados obtidos com o eletrodo proposto
e com outros sensores para Sotalol desenvolvidos e publicados na literatura. Como
se pode observar, o sensor desenvolvido mostrou-se promissor frente aos outros
sensores eletroquimicos, principalmente no que se refere ao melhor desempenho
analitico e a capacidade de realizacdo de inUmeras analises, mediante a simples
renovacao da superficie do eletrodo, o que diminui o custo por analise e, portanto,

possibilita maior acessibilidade.
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Tabela 3: Comparacao do sensor proposto com outros sensores reportados na

literatura.
Técnica Tipo de eletrodo Limite de Faixa Linear Ref
deteccdao
(mol Lt x 10%)
(mol L x 10%)
Voltametria Microeletrodo de Ouro 3,49 1,1-50 NOROUZI,
Ciclica 2008
Voltametria Nanoparticulas de 1,89 100-1283 HOSSEIN
cobre-nanocompdsito H.,2013
Ciclica
Voltametria NiFesOs-MWCT 0,09 0,5-1000 ALI A. 2013
Ciclica Eletrodo de carbono
vitreo modificado
Diferencial de Eletrodo de carbono 0,015 0,2 - 1200 Este método

Pulso

epoxy modificado com
nanoparticulas
magnéticas(GCE/MNPS)

5.9 APLICACAO DO SENSOR NA ANALISE DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS.

A gquantificacdo deste farmaco nos medicamentos foi realizada em triplicata e

usando o método da adicdo de padrdo para se avaliar, evitar e prevenir o efeito

matriz.

A figura 33 mostra as respostas tipicas do sensor e a correspondente curva

de adicdo de padréo obtidas por VPD para amostras do farmaco. Pode-se observar

gue a sensibilidade obtida na adi¢cdo de padrao foi similar a da curva de calibragcéo

(Fig.30) mostrando que no caso das amostras de farmacos o sensor ndo apresentou

efeito de matriz. Entretanto este resultado j& era esperado, uma vez que, na
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presenca dos excipientes dos medicamentos, 0 sensor ndo mostrou nenhuma
resposta. Desta forma, amostras farmacéuticas poderdo ser analisadas usando a
curva analitica, facilitando a realizacdo da medida.

Figura 33 - Curva de adicédo de padrao e curvas voltamétricas obtidas em VDP com
o sensor desenvolvido para as amostras do farmaco, nas condi¢des de analise
otimizadas. Condicdes eletroquimicas: Ei= 0,3 V;Ef=1,2; f=50st,a=70mVe
SR= 50 mVs™.(n=3)

ip(A) = 0,2893 C__ +3,76x10°
r2 = 0,9928
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Os resultados encontrados com o eletrodo nanoestruturado foram

comparados com CLAE-UV (método oficial de analise) e sdo mostrados na tabela 4

Tabela 4 : Resultados obtidos na analise de formulagcfes farmacéuticas atraves do
sensor eletroquimico desenvolvido frente a CLAE.

Amostras Valor .‘IEtOdOIOgia ;\Ie:;:lc(:::gla TeSte-tc Teste—Fd
: nominal® prop osta®? (HPLC)a’b (2,776) (19,00)
Czn;ﬁ;g;do 160 165 =3 170 =3 2,041 1,00
C°’ff;$’d° 160 172 £2 168 =3 2.229 3.86
a umol L-1.

b Valor médio + desvio padréo considerando trés determinacfes independentes (n=3).
¢ Valor critico de teste-T pareado para o nivel de confianca de 95 % e .
d Valor critico de teste-T pareado para o nivel de confianca de 95 % e.
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Como podem ser observado os teores de cloridrato de sotalol obtidos para os
medicamentos analisados pelo método proposto foram similares aqueles obtidos por
CLAE, evidenciando a confiabilidade nesta metodologia.

5.10 APLICACAO DA METODOLOGIA PROPOSTA NA ANALISE DE SOTALOL EM
URINA HUMANA.

A aplicabilidade do eletrodo desenvolvido em amostras biologicas foi avaliada
preparando-se o0 sensor e emergindo-o diretamente na urina contaminada com
concentragdo conhecida do Sotalol. A andlise foi feita conforme descrito

previamente.

Para isto, inicialmente analisou-se a amostra de urina sem a adicdo do
farmaco, na qual ndo foi observado nenhum sinal eletroquimico, evidenciando que
0S compostos contidos na urina nao interferem na resposta do sensor. Em seguida,
realizou-se o estudo de recuperacdo do sotalol utilizando uma concentracéo

conhecida do farmaco e os resultados sao mostrados na tabela 4.

A figura 34 mostra os voltamogramas da adicdo e a curva de adicdo de

padrédo correspondentes.



Figura.34 Curva de adicao de padrao e voltamogramas obtidos em VDP para as
amostras de urina, nas condi¢cdes de analise propostas. Condi¢des eletroquimicas:
Ei=0,3 V;Ef=1,2; f=50st,a=70mV e SR=50 mVs™.(n=3)

i(UA)

0,7 0.8

0.9 1.0
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1,1

Tabela 5: Resultados obtidos na analise de urina humana através do sensor

eletroquimico desenvolvido e aquelas obtidos por CLAE.
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Auiostras Valor Metodologia )Ie(t)(;:lc?;(l)gla Teste-t Teste-F*
< . a ab ~ 7
nominal proposta (HPLC)*® (2,776) (19,00)
Urina
+ S+2 .4+ 2,25
(fortificada) 100 98=3 95 1,441 25
a pmol L-1.
b Valor médio + desvio padrédo considerando trés determinag@es independentes (n=3).
¢ Valor critico de teste-T pareado para o nivel de confianca de 95 % e .
d Valor critico de teste-T pareado para o nivel de confian¢a de 95 % e.
Os resultados obtidos demonstram que o0s dois resultados sao

estatisticamente iguais, ou seja, o sensor desenvolvido pode ser usado no

monitoramento de sotalol em amostras de urina sem qualquer pré-tratamento.

5.11 MODIFICACAO E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO
ELETRODO DE OURO, PARA A DETERMINACAO ENANTIOSELETIVA DE

SOTALOL.
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O filme polimérico de polipirrol (PPy) foi gerado utilizando a técnica descrita

no capitulo de procedimentos utilizando os dois &cidos em estudo (H2SO4 e CSA).

A técnica utilizada para estudar o mecanismo de reacdo foi a voltametria
ciclica, ja que proporciona informacdo rapida sobre o comportamento redox das
espécies e as reaclfes quimicas envolvidas (mecanismos de reacdo, reacles
quimica acoplada) e a determinagdo dos parametros termodinamicos. Além disto,
permite eletrolisar uma espécie e inverter o potencial para verificar a formacdo do

par redox podendo-se desta forma inferir o mecanismo da reacéo.

De forma comparativa, na figura 35 mostra-se o comportamento do PPy na
presenca de ferri/ferrocianeto de potassio 103 mol.L* meio de H2SO4 0.1 mol L a
partir de 0.14 mol L de pirrol previamente purificado. A eletrossintese do PPy em
H2SO4 acontece também em meio CSA como pode se deduzir da similitude entre
ambos o0s voltamogramas e concretamente dos pares redox indicativos da
interconversao dos distintos estados de oxidacao do polimero, sendo que no sistema
pirrol/CSA observa se dois picos, tanto no processo de oxidagcao (304 mV, 649 mV)
como no de reducdo (1036 mV, 1235 mV). Um deles estd em correspondéncia com
o pico do sistema Fe (CN)s 34, sintetizado em &cido sulfrico. A presenca deste
segundo pico justifica um possivel processo adsortivo de reagentes e produtos
causados pela interacdo eletrostatica com possivel carga residual induzida pela
presencia do CSA na eletropolimerizacao.

O fato de se encontrar carregado, o CSA provoca que espécies ibnicas de
carga oposta presentes no meio de reagao se incorporem a macroestrutura na forma

de contra-ion.
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Figura 35 Resposta voltamétrica do sistema pirrol/H2SO4 e do sistema pirrol/CSA, na
presenca de uma solucéo de Fe (CN)s %4 103 mol.L?
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A determinacdo da area efetiva dos eletrodos modificados com polipirrol na
presenca dos acidos em estudo foi realizada utilizando-se a técnica de

cronoamperometria e a equacao de Anson descritas anteriormente.

Os valores da area efetiva dos eletrodos determinada por cronoamperometria

sdo mostrados na tabela 6

Tabela 6 Area efetiva dos eletrodos de ouro antes e ap6s a polimerizacéo

ELETRODO AREA(cm?)
-Pirrol/H2S04 0,151 +/-0,001
Pirrol/CSA 0,167 +/-0,002
Ouro 0,126+/- 0,004
Area geométrica 0,071 +/- 0,001




90

Como era de esperar, a superficie eletroativa do eletrodo modificado é maior
que a &rea geométrica da superficie do eletrodo de ouro sem modificagdo. O fato
pode se explicar pelo fator de rugosidade (relacédo entre a superficie eletroquimica e
a superficie geométrica) que no caso do eletrodo modificado Pirrol/H2SO4 é de 2,1 e
do eletrodo modificado Pirrol/CSA é de 2,3. Este fator de rugosidade pode ser
atribuido a morfologia da superficie modificada com polipirrol, formando uma
camada polimérica condutora porosa. A presencia do indutor quiral CSA nédo afeta a

rugosidade do sistema polimérico obtido eletroquimicamente

Estudos das variacdes na velocidade de varredura na presenca de diferentes
concentracfes facilita o conhecimento da cinética das rea¢fes ou a presenca de
espécies intermediarias no processo redox. Este procedimento permite se fazer a
relacdo entre os sinais de corrente anddica e catddica a varias concentracdes a
diferentes velocidades de varreduras. Para um processo reversivel se espera que lpa
/ Ipc = 1 para a eletro -redugao e Ipc / Ipa = 1 para a eletro-oxidagéo, situando se no
numerador do quociente a corrente devido as espécies geradas no processo

eletrédico

O sistema utilizado como referéncia para o estudo, o Fe (CN)s 34, foi
escolhido porque a transferéncia de carga deste sistema é dependente do material
do eletrodo de trabalho e do modo de preparacdo do mesmo(Kiryushov, et al.,
2011). Assim foram registrados voltamogramas obtidos com os eletrodos
modificados em diferentes velocidades de varreduras, para duas concentracdes
equimolares de Fe (CN)s 34, para verificar-se o efeito de polimerizacdo do pirrol na

presenca do &cido sulfurico e do indutor quiral.

A figura 36 mostra as curvas de corrente-potencial para o sistema Fe (CN)s 34

a diferentes velocidades de varreduras.

No sistema pirrol/CSA observam se dois picos, tanto no processo de oxidagcao
(304 mV, 649 mV) como no de reducdo (1036 mV, 1235 mV). Um deles esta em
correspondéncia com o pico do sistema Fe (CN)s 374, obtido no sistema que utiliza o
acido sulfarico. O segundo pico é facilmente visiualizado a partir da velocidade de
varredura de 50 mV/seg. A presenca deste segundo pico justifica um possivel

processo adsortivo de reagentes e produtos causados pela interacdo eletrostatica
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com uma possivel carga residual induzida pela presenca do CSA na

eletropolimerizagao.

Figura36 Voltamogramas obtidos a diferentes velocidade de varredura para a)
sistema pirrol/H2S04 e b) sistema pirrol/CSA, solucéo de Fe(CN)s /#1023 mol.L*?
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A equacdo de Randles — Sevcik (equacédo 6 ) mostra que a relacéo log ip x
log v é linear, no caso do controle difusional. Mas se a espécie eletroativa esta
adsorvida na superficie do eletrodo a intensidade da corrente do pico sera
diretamente proporcional a velocidade de varredura em lugar da sua raiz quadrada.
Assim constante de Randles-Sevcik (k) permite extrair-se informacdes analiticas
importantes, como o numero de elétrons intercambiados e o valor do coeficiente de

difusdo da espécie eletroativa.

As tabelas 7 e 8 mostram os parametros lineares da reta resultante do grafico

log v vs.log ip para os processos catodicos e anodicos.

Tabela 7 Resultados da aplicagcéo da equagcdo Randles-Sevcik ao estudo da
influéncia da velocidade de varredura na corrente do pico Catédico. (logip = log k+
mlog v)

Inclinacdo (m) Regresséao (R)

H2SO4 1.10°3 0,38+0,03 0.9726
1.10* 0,38+0,03 0,9726
CSA(1036 1.10°3 0,25+0,03 0,9101
mV)
1.10* 0,34+0,02 0,9748
CSA (1235 1.10°3 0,30+0,02 0.9810
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mV)
1.104 0.38+0,03 0.9726

Tabela 8. Resultado da aplicacdo da equacdo Randles-Sevcik ao estudo da
influéncia da velocidade de varredura na corrente do pico Andédico. (logip = log k+
mlog v)

Inclinacdo (m) | Regresséao(R)

H2S04 1.10°3 0,5+0,07 0,9287

1.10% 0,53+0,07 0,9287
CSA (1036 1.10°3 0,74+0,01 0,9981
mV)

1.10% 0,74+0,04 0,9993
CSA (1235 1.10°3 0.43+0,09 0,9653
mV)

1.10% 0.53+0,06 0,9726

Dos valores obtidos, pode se apreciar uma similitude entre as inclinacdes
para cada sistema estudado (pirrol/H2SO4 e pirrol/CSA) nédo sendo evidenciada
diferencas no transporte de massa e na resisténcia ndo compensada. Pode-se
apreciar também gue no processo anddico de ambos sistemas apresentam controle
difusional. Os processos catddicos em ambos sistemas mostraram comportamento
nao regido pela difusdo. Estes comportamentos afastados do controle difusional
sugerem possivel adsor¢céo dos produtos e dos analitos, provocado pela modificacéo

no sistema de polimerizagcdo com o uso do indutor quiral.

Para ambos os sistemas ao aumentar a velocidade de varredura, aumenta a
diferenca de potencial entre os picos catdédico e anddico, que mostra um

comportamento ndo-reversivel ou seja, quasi-reversivel. ( figura 37 ).
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Figura 37 Gréficos de AE versus velocidade de varredura (v), (I Fe 10 mol L1, II
Fe 10* mol L) a) sistema pirrol/H2SO4 e b) sistema pirrol/CSA
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A figura 37 mostra que para o sistema pirrol / CSA tem-se uma menor
diferenca do potencial entre os picos catddico e anddico do Fe (CN)e 374, indicando
uma maior facilidade termodinamica para a transferéncia eletrénica do processo

redox.

Outro critério para determinar a reversibilidade do sistema consiste em
relaacionar o quociente dos sinais da corrente catodica e anodica de varias
concentracbes com diferentes velocidades de varredura. Além disto, o quociente
permite inferir o possivel mecanismo associado com a reacao no eletrodo. As figuras
38 e 39 mostram os graficos obtidos para lpa/lpc Versus velocidade de varredura para
o eletrodo modificado pirrol/H2SO4 (figura 38) e para o eletrodo modificado
pirrol/CSA (figura 39)



Figura 38. Graficos de Ilpa/lpc versus velocidade de varredura, elétrodo modificado

pirrol/H2S0a4, (1 [Fe] 103mol L2, Il [Fe]10* mol L1).
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Figura 39 Grafico de lpa/lpc Vv versus a velocidade de varredura, eletrodo modificado

pirrol/CSA (I [Fe 110 mol L Il [Fe] 10“mol L?)
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Levando em conta o perfil dos quocientes da corrente catédica/anddica

obtido, pode-se observar dois comportamentos, um a baixas velocidades de

varredura onde o quociente da corrente aumenta com a velocidade de varredura e

outro a altas velocidades onde o0 quociente mantém-se constante.

Este

comportamento é mais marcante na concentracdo mais baixa. Este comportamento

sugere uma transferéncia de elétrons reversivel seguido de uma reacdo quimica

irreversivel. As altas velocidades de varredura o sistema tem um comportamento

caracteristico de uma transferéncia eletrénica sem reacdes quimicas acopladas.
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5.12 DETERMINACAO ENANTIOSELETIVA DE SOTALOL COM O ELETRODO
DESENVOLVIDO.

A determinacdo seletiva dos enantidbmeros do sotalol no sistema desenvolvido
neste trabalho, foi avaliada através da formacdo de complexos de zinco, como

descrito a seqguir:

As medidas eletroquimicas foram realizadas na mesma célula eletroquimica dos
anteriores estudos. Tanto os eletrodos de referencia como o auxiliar foram os
mesmos utilizados sé6 mudando o eletrodo de trabalho em cada caso. No caso de
comparacdes com eletrodo de carbono vitreo foi feito também com o mesmo

utilizado anteriormente.

5.12.1 Caracterizacéao fisico-quimica do complexo.

A primeira técnica a ser avaliada na caracterizacao fisico - quimica do complexo
foi a UV-Vis. Foram registrados espectros UV-Vis dos complexos com Zn*? com a
mistura dos dois enantibmeros e do complexo com cada um deles por separado. A

figura 40 mostra o comportamento observado.

Figura 40 Espectro UV — Visivel dos complexos de Zn (II) com mistura racémica (-),
Zn (II) com o R(-) Sotalol (-) e do Zn (Il) com S(+) Sotalol (-)
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A observacao dos resultados obtidos mostra que o espectro apresenta-se com
uma banda larga com um maximo em torno de 230 nm e que o grupo croméforo da
molécula responsavel é mantido depois da formacdo dos complexos. Esta técnica

nao foi capaz de diferenciar os complexos formados com os dois enantibmeros.

Os espectros obtidos por dicroismo circula (DC), proporciona informacao a cerca
das moléculas biolégicas e, por isto, foi outra das técnicas utilizadas na

caracterizagao dos complexos formados (figura 41).

Figura 41 A - Espectros de dicroismo circular dos complexos formados com a
mistura (azul), com R(-) Sotalol (preto, e com S(+) Sotalol (vermelho).B — Espectros
de dicroismo circular das interacdes entre os complexos R e S e as nanoparticulas
utilizadas para modificagcéo do eletrodo proposto.
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Estes espectros confirmam que complexo que mostra um maximo positivo é o
correspondente ao formado com o enantiomero S(+) Sotalol e aquele que mostra um

maximo negativo corresponde ao complexo formado com o R(-) Sotalol.

A figura 41 B) mostra comportamento diferente dos enantiomeros na sua

interacdo com as nanoparticulas da superficie do eletrodo de trabalho desenvolvido.

A figura 42 mostra o espectro de FTIR obtido para as nanoparticulas, as
nanoparticulas apods interacdo com os ions zinco e depois de entrarem em contato
com o sotalol. Observa-se primeiramente no espectro que as bandas
correspondentes as nanoparticulas sdo mantidas quando € colocada em contato

com o zinco e a novidade é que ao entrarem em contato com o Sotalol aparecem
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aguelas bandas caracteristicas do sotalol, ja descritas no capitulo anterior, (1633 cm-
1. 1000 cm™). Foram registrados os espectros com os enantibmeros em separado e
como era de esperar ndo houve diferenca entre eles. Estes espectros ndo foram
adicionados para ndo complicarem ainda mais a visibilidade dos espectros

mostrados.

Figura 42 Espectro de FTIR da, nanoparticula magnética (a) nanoparticula em
contato com Zn (b) e nanoparticula em contato com Zn /Sotalol (c)
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A figura 43 Mostra o espectro de ressonancia magnética nuclear 2D com
deteccdo inversa (Heteronuclear MultipleBond Coherence) (RMN/HBMC) de
nitrogénio. Esta técnica permite observar sinais dos protons que interatuam
diretamente com os atomos de nitrogénio. Foi registrado o espectro da solugédo de
sotalol (figura 43 A) que mostrou dois sinais (pontos em vermelho) correspondentes
aos hidrogénios do grupo amino da molécula de sotalol. Estes sinais desaparecem
no espectro obtido apos interagdo com o zinco (figura B) corroborando que esta

interacao ocorre através do grupo amino.
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Figura 43 Espectro RMN/HMBC de sotalol (A) e sotalol em contato com a solucao de
zinco(B)

Este comportamento é evidenciado igualmente no espectro RMN protdnico,

mostrado na figura 44.

Figura 44 Espectro RMN proténica de Sotalol (azul) e R (-) Sotalol/Zn em contato
com a solucéo de zinco

5.12.2. Oxidacao Voltamétrica enantioseletiva de cloridrato de Sotalol pela

formacao de complexos de zinco
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Dois procedimentos foram testados, o primeiro consiste em colocar-se em
contato previamente a solucdo de sotalol com a solugcdo de Zn (llI), nas mesmas
concentracdes e depois de transcorrido o tempo necessario analisar esta solucédo de
acordo com o procedimento desenvolvido neste trabalho. O segundo procedimento
consistiu em colocar-se 0s ions zinco para interagirem previamente com o eletrodo
modificado antes de ser transferido para a célula de trabalho contendo o sotalol. Os
melhores resultados foram obtidos com o primeiro dos procedimentos, aquele de

formar o complexo previamente em solucéo.

Foram registrados os voltamogramas ciclicos em pulso diferencial, das
seguintes solucdes: solucdo—-tampéo de fosfato pH = 7,0; solucéo de ions Zn*? 3x10°
5 mol L?; solucdo de sotalol de concentragdo 3x10° mol L colocada em contato
prévio com solucdo de Zn (ll). As condi¢cdes instrumentais forma ajustadas aos
valores ja relatados O registro foram feito primeiramente na faixa de potencial de 0,3
V a 1,2 V, pudendo sermos observado (figura 45 A) o pico de potencial
caracteristico do sotalol com o GECE/MNPs. Sendo que em lugar de dois picos
aparece sO6 um deles, evidenciando, uma vez mais, que o complexo esta sendo
formado através do grupo amina que era o responsavel pela oxidacdo em dois

passos.

Também foram registrados os voltamogramas nas mesmas condicdes
mudando s6 a faixa de potencial para a faixa catddica com o intuito de dar
seguimento a mudanca no potencial de reducao Zn (ll) devido a complexacdo. A
figura 45 mostra que na faixa de -1,4 V a 0 V. (A), como pode ser observado o sinal
de oxidacdo do zinco e mantido no mesmo potencial sendo no entanto diminuido. A
diminuicdo do sinal resulta de que parte do zinco esta formando complexo com o

Sotalol .
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Figura 45 Voltamograma diferencial de pulso obtido para solucdo de Sotalol 3x10-°
mol L%, / Zn (1) em tampédo fosfato (pH 7) sobre o eletrodo de carbono epoxi
modificado. A velocidade de varredura (v)=50mV s (A) na faixa de potencial 0,3-1,2
V (B) na faixa de potencial -1,4 - 0 V para a) solucdo de Zn(ll) em contato com
Sotalol b). solucéo de Zn(ll)
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O pico de reducéo do zinco foi o de maior intensidade e o mais reproduzivel e por
causa disso que os restantes estudos e a quantificacéo foi desenvolvida na faixa de
potencias de -1,4 -0 V, avaliando-se o efeito da formagdo do complexo pela sua

interac&o com o sotalol no pico de redugéo do zinco.

5.12.3 Estudo da velocidade de varredura.(v)

Foram igualmente registrados os voltamogramas ciclicos correspondentes a
oxidacéo do cloridrato de Sotalol 1 x10™ mol L em solucdo tampéo de fosfato sobre
o eletrodo composito modificado com a nanoparticula colocado previamente em
contato com uma solucdo de Zn (I) da mesma concentracdo (segundo

procedimento).

Neste caso, foi estudada a influencia da velocidade de varredura (v) no intervalo
de 10 a 300 mV s e registrados os voltamogramas entre os potenciais Ei= 0,3 Er. =

1,2. Observa-se que a baixas velocidades de varredura (10 mVs) observa-se um
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pico alargado com um maximo em torno de 0,95 V que diminui até desaparecer, a

medida que a velocidade de varredura aumenta.(figura 46).

A figura 47 (A) mostra a relagdo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'?) e figura 47 (B) mostra a relacédo entre a corrente de
pico com a velocidade de varredura. Pode-se concluir que a relacdo expressa na
figura 46 A é descrita por uma funcéo linear de equacao ip = 0,23923 v'? + 2,7414.

Este comportamento é caracteristico de sistemas totalmente irreversiveis.

Figura 46 Voltamogramas ciclicos da oxidagdo do sotalol (solugéo 1,0x10°mol L)
em contato prévio com solucdo de Zn (ll) da mesma concentracdo em solucao
tampao fosfato (pH 7), registrados sobre o eletrodo compadsito em diferentes
velocidades de varredura do potencial, entre os potenciais Ei= 0,3 Er. = 1,2.
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Figura 47 Dependéncia da corrente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura.(A) e do potencial com a velocidade de varredura (B)
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A irreversibilidade resulta de uma transferéncia eletrbnica lenta entre as
espécies redox e o elétrodo de trabalho, sendo a reacéo de elétrodo controlada pela
velocidade de transferéncia de carga heterogénea (k°). Nestas condi¢cdes, ndo é
valida a equacédo de Nernst e ndo sdo aplicaveis os critérios definidos nas equacdes

de Randles-Sevcik.

Nesse tipo de sistema, a velocidade de transferéncia de carga é lenta
comparada com a velocidade de varredura (v) e a equagao que descreve a corrente

de pico (equacéo 7) é afetada pelo coeficiente de transferéncia (a).
ip=1(2,99 x 10°) n (a n) 1/2ADo 1/2Co v¥% (7)
onde,
n € o numero de elétrons transferidos até o passo determinante da velocidade
A é a area do eletrodo (cm?)
Co é a concentracdo da espécie em solucdo (mol cm-3)
Do é o coeficiente de difusdo (cm? s 1)

v é a velocidade de varredura (V s?)
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a é o coeficiente de transferéncia

Nesses sistemas costuma-se observar apenas um dos picos, neste caso 0
pico anodico, conforme observado na figura 45. Esse pico tende a deslocar-se com
leve aumento da velocidade de varredura como verificado na Fig 46 B . E importante
ressaltar que ele é afetado pelo o coeficiente de transferéncia (a) e pela velocidade

de transferéncia de carga (ks).

5.12.4 Otimizacao da resposta do sensor

A fim de obter o melhor sinal do farmaco formando o complexo com zinco
diminuindo o limite de deteccdo e a sensibilidade, foram investigadas as melhores
condicbes instrumentais usando voltametria diferencial de pulso, j& que nos
capitulos anteriores foi determinado que este método como o melhor para o sistema
em estudo. Foram investigados, a frequéncia de aplicacdo dos pulsos, a amplitude
de pulsos e o incremento de varredura, e os melhores resultados sdo mostrados na

seguinte tabela (tabela 8)

Tabela 9 - Parametros da voltametria de pulso diferencial correspondente a oxidacao
do complexo de zinco com Sotalol em tampao fosfato pH 7,0.

Parametros
Intervalo de Melhor
VVoltametria diferencial
( Estudo Definicdo
de pulso)

Frequéncia (f) 10-70st 70

Amplitude (a) 10 - 100 mV 50

Velocidade de

25-100 mVs? 50

varredura ( v)
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As melhores condicdes obtidas para a determinacdo do complexo apés a
reacdo com nanopaticulas magnéticas sobre o eletrodo compésito foram : f = 70 s,
a=50mYV e v=50 mvVs™

Uma vez que o0 processo que envolva reacbes de oOxido-reducdo de
complexos que aqui se pretende seja de reconhecimento quiral depende
principalmente da formacdo dos complexos, o tempo de contato € uma importante
variavel a ser estudado. As solucdes foram colocadas em contato por tempos que
variavam de 0 a 45 minutos. Na figura 48 mostra o comportamento faixa de tempo
estudado mostrando que o melhor resultado foi conseguido com o tempo de contato
de 15 minutos, o qual corresponde com estudos anteriores feitos no uso de zinco na

formacéo de complexos quirais(Chen, et al., 2012).

Figura 48 Voltamogramas do complexo de Sotalol-Zn em tampéo fosfato e f = 70 s,
a=50mV e v=50 mVs obtidos com diferentes tempos de reacéo.

1,0x10°

8,0x10° 4

6,0x10° 4

tempo de contao (mine)

—— 15 mint de contato
—— 10 mint
—— 0 mint

30 mint
45 mint

4,0x10°

2,0x10° 4

0,0

A figura 49 exemplifica a quantificacdo do sotalol medida através da
diminuicéo do pico de reducao do Zn em consequéncia do aumento da concentracao
deste farmaco na solucéo de ions zinco. Pode-se ver que a diminuicdo da corrente
de pico do zinco decresce linearmente com a adicdo de sotalol no rango de
concentracdo estudado. O menor valor de concentragdo que consegue ser

determinado por este método é 0,09 x10° M.L* sendo este o limite de determinacéo.
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Figura 49 — Voltamogramas obtidos a partir de uma solucéo de Zn*? (1x10°2 molL?)
apos a adicao de concentracdes crescentes de Sotalol. Condi¢des voltamétricas
otimizadas.
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No intuito de tentar a quantificacdo enantioseletiva do Sotalol procedeu-se a
separacdo enantiomérica de cada enantibmero por cromatografia quiral, devido a
que nao é comercializado dos padrbes desses isdbmeros. A separacao foi feita no
Grupo de Sintese Organica e CLAE, Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Sao Carlos utilizando um cromatografo com coluna quiral acoplada,

como ja foi descrito no capitulo anterior.

Uma vez separados os enantibmeros foram registrado os voltamogramas com
o eletrodo modificado desenvolvido, sob as mesmas condi¢cdes de nossos estudos

anteriores.
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Figura 50 Voltamogramas em pulso diferencial de solu¢do-tampéao de fosfato (PBS);

de solugédo de mistura racémica de sotalol (-), de R(-) Sotalol (-) e de S(+) Sotalol (-
) obtidos com o eletrodo de carbono ep6xi GEC (-) e com eletrodo de carbono epéxi

modificado com a nanoparticula GEC/nano (--). Condi¢des voltamétricas: f=70 s™,

a=50mYV e v=50 mvVs™
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A figura 50 mostra que nao é possivel diferenciar-se através da metodologia
proposta a mistura e 0s dois enantidbmeros mais evidencia que o S(+) sotalol
apresenta uma resposta voltamétrica bem maior que o R(-). Estas diferencas podem
ser exploradas em estudos futuros para viabilizar estas determinacdes

isoladamente.

No intuito de cumprir o objetivo de determinar eletroquimicamente por
separado dos enantibmeros , tentou-se a determinacao através da formacao de um
complexo com Zn(ll). De fato estudos prévios reportam esta possibilidade para
outras substancias (Bao, et al., 2015, Fu, et al., 2011). A resposta voltamétrica
resultante da oxidacdo dos complexos formados pelos enantiomeros com Zn(ll) foi
registrada sob as condicbes previamente estudadas e a figura 51 mostra 0s
resultados obtidos. A diferenca nos potenciais de pico observadas justifica a

possibilidade de se estudar a metodologia adequada para esta finalidade.
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Figura 51 Voltamogramas dos complexos de Zn-sotalol em tamp&o fosfato de pH =
7,0 de a) solugéo 3x10-5 mol I-1 de Zn (lI), b) Zn (ll) - mistura racémica de sotalol, c)
Zn(ll) e R(-) Sotalol, d) Zn (1) e S(+) Sotalol. Nas condicdes; f=70st,a=50mVe
v=50 mVs,
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Pelo fato do zinco ser um metal de transicéo ele tem a possibilidade de formar
complexos de coordenacédo quirais, de tipo tetraédricos (BASOLO,1987). No caso de
nosso analito a proposta dos complexos formados poderiam ser os seguintes (figura
52):

Figura 52. Estruturas provaveis dos complexos dos enantibmeros do sotalho com o
Zn (1)
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Desses 4 possiveis complexos 0 mais estavel do ponto de vista quimico pela

sua estrutura deve ser o trans (S,S )(Basolo, et al., 1980)

A quantificacdo dos enantibmeros por separado foi testada e a figura 53
mostra 0s voltamogramas e as curvas de calibracdo correspondentes a cada um
deles isoladamente. A curva de calibrado segue a seguinte funcdo (ip(A) =
3,2916x108 Csot + 5,57x107, r? = 0,98831) para o S(+) Sotalol e (ip(A) = 3,4708 x10®
Crsot + 2,652x107 r? = 0,9891) para o caso de R(-) Sotalol .Os parametros descritos
anteriores e a separacado nos potenciais de pico dos complexos com os diferentes
enantibmeros faz com que resulte perfeitamente prossivel suas quantificacdes pela
técnica eletroquimica com eletrodo de GECE/MNPs modificada previamente

formando um complexo com Zn (II).
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Figura 53 (A) Perfil voltamétrico em pulso diferencial do sensor enantioseletivo e as
respectivas curvas de calibracao dos dois enantibmeros do sotalol apés
complexacdo com ions Zn, nas condicdes de analise otimizadas. Condi¢des
eletroquimicas: Ei=-1,4 V;Ef=0; f=70s?, a=50m V e SR=50 mVs Na faixa de
concentragées (25x10°%mol Lt a 7,5 x10°mol L1) .
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6CONCLUSOES

>

O eletrodo compodsito modificado com nanoparticulas magnéticas
carboxiladas pode ser utilizado para pré-concentracédo de cloridrato de sotalol
em meio aquoso com grande eficiéncia. Voltagramas obtidos com o uso deste
eletrodo comparados com o eletrodo sem modificagdo mostraram correntes
anodicas pelo menos 5 vezes maiores.

O sensor desenvolvido apresentou respostas sensiveis, estaveis e seletivas,
para determinacdo de sotalol usando a técnica voltamétrica de pulso
diferencial que permitiu niveis de limite deteccdo e limite de determinagéo
compativeis com os exigidos para a analise desta substancia em amostras
ambientais.

O sensor desenvolvido demonstrou ser uma alternativa simples, econdmica e
altamente viavel no monitoramento de cloridrato de sotalol na forma racémica
em matrizes farmacéuticas, biolégicas e ambientais.

Foi eletrossintetizado polipirrol sobre um eletrodo de ouro na presenca de um
acido quiral (acido carbosulfoxido) e caraterizada sua superficie no intuido de
ser utilizado para quantificar separadamente o farmaco alvo sem entretanto
conseguir-se bons resultados.

O sensor desenvolvido apresentou respostas sensiveis, estaveis e seletivas,
para determinacdo de sotalol em suas formas enantioméricas separadas (R,S
Sotalol ) usando a técnica voltamétrica de pulso diferencial e previa formacao
de um complexo de coordenacgéo tetraédrico com Zn(ll).

RECOMENDACAO

As perspectivas pra a determinacdo de cada enantibmero separadamente na
mistura racémica mostrou-se viavel, mas necessita maiores estudos para sua

otimizacao.
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