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RESUMO

Deliberto, L. A. “Eletrodos quimicamente modificados com Poli (benzil viologénio):
comportamento eletroquimico de farmacos nitroderivados”. 122 p. Dissertagdo de
Mestrado - Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, Departamento de Quimica, Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto,
2013.

Na érea da saude, destacam-se alguns farmacos amplamente administrados, os quais possuem
grupamentos nitro em suas moléculas, como o Clonazepam (CNZ), Nitrazepam (NTZ) e
Nimesulida (Nimes). O CNZ e o NTZ sdo utilizados ilicitamente em coquetéis entorpecentes,
fragilizando vitimas. A Nimes é anti-inflamat6rio amplamente administrado e frequentemente
usado sem prescricdo médica. As metodologias de deteccdo e quantificacdo destes farmacos
sdo, na sua maioria, dispendiosas, desenvolvidas por HPLC, GC, etc. Poucos trabalhos
utilizam determinagdo eletroanalitica e dentre eles, menos ainda utilizam eletrodos
quimicamente modificados (EQMs). Os EQMs melhoram a seletividade e sensibilidade das
analises. Dentre as formas de modificacdo, a metodologia de filmes poliméricos € muito
versatil e possibilita 0 desenvolvimento de eletrodos especificos. Uma classe importante de
polimeros é a dos derivados de viologénio, como o Poli (benzil viologénio) (PBV). Este
polimero é empregado com diferentes finalidades. Possui trés estados de oxidacdo, um deles;
o PBV™ atua como mediador redox. E, a partir de experimentos prévios em nosso laboratdrio
demonstrou ainda a possibilidade de atuar na reducdo de nitrocompostos. Neste sentido, este
trabalho determinou as melhores condi¢fes experimentais para obtencdo de um EQM com o
PBV para seu emprego em analise e quantificacdo de farmacos nitroderivados (CNZ, NTZ e
Nimes), bem como em amostras comerciais, utilizando a técnica de voltametria ciclica. Este
trabalho contribuiu para o desenvolvimento de uma metodologia eficaz de modificacdo do
eletrodo de carbono vitreo (CV) com o PBV sintetizado. Este método garantiu o controle da
cobertura e a linearidade nas analises. Assim, o método foi padronizado com a aplicacdo de
eletrélise por 30 s durante o terceiro ciclo em -0,4 V. A varredura adotada foi 50 mV s* de 0 a
-0,8 V. Esse padrao forneceu de 2,0 a 3,0 nmol cm™ de cobertura. O eletrodo CV-PBV ndo
apresentou dificuldades na transferéncia de carga da superficie do eletrodo para o polimero,
apesar do valor de k = 5,2 s em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0. O valor do coeficiente
difusional de cada farmaco foi determinado em tampéao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0. Os estudos
de reducdo dos farmacos em diferentes pHs estdo de acordo com o mecanismo descrito na
literatura. Além disso, os resultados indicam que o eletrodo modificado diminui a influéncia
do pH sobre a reducdo dos farmacos. As quantificacdes dos farmacos foram feitas por curvas
padrdes com os eletrodos CV e Au, polidos e modificados. As correntes foram lineares até a
concentracdo de 120 pmol L. A modificacdo do eletrodo de CV com o PBV diminuiu, no
minimo, em aprox. 80 mV o potencial de reducdo dos farmacos em pH 7,0 em relagdo ao



eletrodo de CV polido. A excecdo foi o eletrodo de ouro modificado (Au-PBV) na anélise de
Nimes. Pode-se ainda, atribuir a modificacdo do eletrodo com o PBV 0 aumento da
sensibilidade das analises em comparacdo aos respectivos eletrodos polidos. Somente a
determinagcdo do NTZ ndo apresentou o mesmo efeito. O eletrodo CV-PBV foi empregado
com sucesso na quantificacdo dos farmacos (NTZ, CNZ e Nimes) em amostras comerciais de
Rivotril®, Sonebon® e Nimesulida - medicamento genérico. As quantificacdes apresentaram
aproximadamente 100% de recuperacdo. A normalizacdo das diferentes analises pelos valores
das coberturas dos eletrodos mostrou uma curva analitica com boa correlacdo linear.
Finalmente, os resultados apresentados neste trabalho sugerem a possibilidade de desenvolver
eletrodos descartaveis. Estes eletrodos podem ser empregados na analise de substancias
utilizadas de forma ilicitas, neste caso, o coquetel chamado “Boa noite Cinderela”, para uso
da pericia forense em analise amperométrica, no proprio local investigado. Estes eletrodos
também podem ser aplicados nas industrias farmacéuticas, nos setores de controle de
qualidade de farmacos e medicamentos.

Palavras-chave: Poli (benzil viologénio), eletrodos quimicamente modificados, Clonazepam,
Nitrazepam, Nimesulida, analise de farmacos.







ABSTRACT

Deliberto, L. A. “Chemically modified electrodes with Poly (benzyl viologen):
electrochemical behavior of nitro derivative drugs”. 122 p. Dissertagdo de Mestrado -
Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

In health care, broadly administered drugs can be highlighted, which possess nitro group
moieties within their molecules, such as the Clonazepam (CNZ), Nitrazepam (NTZ), and
Nimesulide (Nimes). CNZ and NTZ are illicitly administered as part of narcotics drinks,
weakening their victims. Nimes is an anti-inflammatory drug widely administered and often
used in self-medication. Detection and quantification methods of these drugs are in the
majority of cases costly and involve techniques such as HPLC, gas chromatography, etc. Only
few studies have made use of electroanalytical determination, and among them, even fewer
have made use of chemically modified electrodes (CME). CMEs improve selectivity and
sensitivity of analysis. Among of modification methods, polymeric films are very versatile
and make possible the development of specific electrodes. An important type of polymers
comprise Viologen derivatives, such as Poly (benzyl viologen) (PBV). This polymer is used
serving different purposes. This polymer has three oxidation states; one of them, PBV ™, acts
as a redox mediator. Also in addition, our group has provided evidence for the possibility of
PBV " to act reducing nitro compounds. In this way, in the present work it was determined the
best experimental conditions for developing CME with PBV for further application in
analysis and quantification of nitro derivative drugs (CNZ, NTZ and Nimes), as well as
commercial samples, through the use of cyclic voltammetry technique. This work has
contributed to the development of an effective methodology for the modification of glassy
carbon (GC) electrodes with synthesized PBV. This method guaranteed the control of
coverage and the linearity of the analysis. In this way, this method was standardized with a
potential hold during the third cycle of about -0.4V for 30 sec. Scan rate of potential was 50
mV s, from 0 to -0.8 V. This method provided a coverage 2.0 to 3.0 nmol cm? The
electrode GC-PBYV did not show difficulties to charge transfer from the electrode surface to
polymer, although the value of k was 5.2 s* in 0.1 mol L™ phosphate buffer solution, pH 7.0.
The difusional coefficient value of each drug was determined in 0.1 mol L™ phosphate buffer
solution, pH 7.0. Reduction studies of drugs in different pHs were in agreement with
mechanisms described in the literature. Furthermore, results suggest that modified electrode
decreased pH influence regarding drug reduction. Drug quantification was achieved from
standard curves using GC and gold electrodes, polished and modified. Currents were linear up
to 120 umol L. GC electrode modification with PBV decreased, at least, in approximately 80
mV, the drug potential reduction at pH 7.0 compared to respective polished electrode. The
exception was found for gold modified electrode during Nimes analysis. It can be also
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attributed to modification with PBV the increase of analysis sensitivity when compared to
respective polished electrodes. Only NTZ determination did not show the same effect. The
GC-PBV was successfully employed for drug quantification (NTZ, CNZ and Nimes) from
commercial samples, such as Rivotril®, Sonebon® and Nimesulide — generic medicine. Drug
quantification exhibited recovery close to 100%. Standardization of different analysis by
electrode coverage value showed good linear correlation. Finally, results suggest the
possibility to develop disposable electrodes. These electrodes can be employed to illicit
substance analysis, in the present case, the narcotic drinks known in Brazil as “Boa noite
Cinderela”, in addition to use in forensics during amperometic analysis at the site of
investigation. Also, such electrodes could be used in pharmaceutical industries, for drug and
medicine quality control.

Keywords: Poly (benzyl viologen), chemically modified electrodes, Clonazepam, Nitrazepam,
Nimesulide, drugs analysis.
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Foérmulas estruturais dos farmacos CNZ, NTZ e Nimes. A-
Representacdo da estrutura quimica do Clonazepam (CNZ), B-
Representacdo da estrutura quimica do Nitrazepam (NTZ) e C-
Representacao da estrutura quimica da Nimesulida (Nimes).

Representacdo da estrutura quimica do PBV.

Espectroeletroquimica do polimero PBV (1 mg mL™) em KBr 0,1
mol L. Espectros de absorcdo do eletrodo de ITO em solucdo
aquosa do polimero (previamente desoxigenada). Eixo em 0,0 V
absorcdo do PBV?* durante a aplicacdo de potencial em 0,0 V. Eixo
-0,4 V absorc¢do do cation radical formado durante a eletrélise em -
04V.

Perfil voltamétrico do eletrodo CV-PBV em tampéo fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,0 a 20 mV s ap6s a modificacdo. A- Modificacdo por
consecutivas varreduras de 0 a -0,8 V a 50 mV s™ (6 ciclos). AEp =
55 mV. B- Modificagdo com metodologia proposta neste trabalho.
AEp =15 mV.

Perfil da formacéo da cobertura com o PBV sobre o eletrodo de CV
em relacdo apenas a diferentes intervalos de eletrolise. Gréafico
dos valores de cobertura do eletrodo CV-PBV em funcéo do tempo
de eletrdlise, de 30 a 300 s. O potencial aplicado foi -0,4 V. A
cobertura foi determinada em tampéao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a
10mvs™

Comportamento eletroquimico do polimero [PBV]Br; em solucdo
aquosa. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento
eletroquimico do PBV (1 mg mL™) em solucdo aquosa de KBr 0,1
mol L™ previamente desoxigenada com argdnio por 10 minutos.
Eletrodo de trabalho CV, eletrodo auxiliar Pt, velocidade de
varredura de potencial 50 mV s™. Inicio da varredura de potencial
em0,0 V.

Comportamento eletroquimico do eletrodo CV-PBV em solucao
aquosa em diferentes velocidades de varredura. Voltamogramas
ciclicos referentes ao processo redox do eletrodo CV-PBV em
tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 em diferentes velocidades de
varredura: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mV s™.

Variacdo dos valores de corrente de pico anodico e catdédico em
funcéo da velocidade de varredura para o eletrodo CV-PBV em
solucdo aquosa. Os valores de corrente de pico foram obtidos por
voltametria ciclica em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 em
diferentes velocidades de varredura, sendo: 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100 mV s™.
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Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14
A:

Figura 14
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Figura 14
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Gréfico de Laviron. Valores de potencial de pico (anddico e catddico)
correspondentes a diferentes velocidades de varredura (0,01 a 10 V
s1) em funcdo do logaritmo da velocidade de varredura. Valores
obtidos para o eletrodo CV-PBV por voltametria ciclica em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

Determinacgdo do teor de CNZ. Gréfico dos valores das areas dos
picos em relac&o & concentragdo de CNZ (ug mL™).

Representacdo da estrutura quimica do CNZ e seus respectivos
pKas. Estrutura quimica do CNZ e os valores de seus pKas: pKar =
1,95; pKs2 = 10,5. 315,72 g mol™ [104].

Espectro de absorcdo de CNZ 50 pmol L™ em diferentes pHs.
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0; tamp&o acetato 0,1 mol L™ pH
5,0; tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tamp&o borato 0,1 mol L™
pH 9,0 e tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.

Representacdo da conjugacéo de elétrons da molécula de CNZ em
pH 12,0. Esquematizacdo da molécula do CNZ totalmente
desprotonada.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 umol L™ em diferentes pHs. A-Tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta:
eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma na cor azul:
eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na cor vermelha:
eletrodo CV-PBV na presenca de CNZ.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. B-
Tampé&o acetato 0,1 mol L™ pH 5,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma na
cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na cor
vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca de CNZ.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pH;. C-
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca de CNZ.
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Figura 14
D:

Figura 14
E:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19
A:

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pH;. D-
Tampéo borato 0,1 mol L™ pH 9,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenga de CNZ.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. E-
Tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenga de CNZ.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 umol L™ em pH 12 em diferentes
inicios de varredura de potencial a 10 mV s com o eletrodo
CV-PBYV. Voltamograma na cor preta: analise de CNZ em pH 12,0,
varredura iniciada em 0 V. Voltamograma na cor azul: anélise de
CNZ em pH 12,0, varredura iniciada em + 0,2 V . Voltamograma
na cor vermelha: analise de CNZ em pH 12,0, varredura iniciada
em+0,4 V.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CV-PBV em pH 12 em diferentes inicios de
varredura de potencial a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta:
CV-PBV em pH 12,0, varredura iniciada em 0 V. Voltamograma
na cor azul: CV-PBV em pH 12,0, varredura iniciadaem + 0,2 V .
Voltamograma na cor vermelha: CV-PBV em pH 12,0, varredura
iniciada em +0,4 V.

Gréfico de Levich. Gréafico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de CNZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV-PBYV,
velocidade de varredura 10 mV s™, tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0.

Gréfico de Levich. Gréafico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de CNZ 100 umol L™, eletrodo de trabalho CV,
velocidade de varredura 10 mV s™, tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0.

Determinacédo de CNZ em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s*. A- Gréfico dos valores de corrente (Ioc) Nos respectivos
potenciais de reducdo do CNZ obtidos para cada eletrodo de
trabalho. Concentragfes de CNZ totais adicionadas: 10 a 140 umol
L. Dados: CV = Ep. ~ -0,590 V, CV-PBV = Ep. -0,420 V, Au =
Ep. ~-0,560 V e Au-PBV = Ep. -0,430 V.
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Figura 19
B:

Figura 19
C:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24
A:

Determmagao de CNZ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s™. B- Gréafico dos valores de corrente (Ipc) normalizados pela
area (elxo da direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos respectivos
potenciais de reducdo do CNZ obtidos para cada eletrodo de
trabalho. Concentragfes de CNZ totais adicionadas: 10 a 100 umol
L™. Dados: cobertura calculada para CV-PBV 3,0 x 10 mol cm™,
para Au-PBV 1,5 x 10”° mol cm?, valores das &reas geométricas
para os eletrodos polidos: CV = 0,071 cm? e Au = 0,031 cm® CV =
Ep. ~ -0,590 V, CV-PBV = Ep. -0,420 V, Au = Ep. ~ -0,560 V e
Au-PBV = Ep.-0,430 V.

Determinacéo de CNZ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s™. C- Gréfico dos valores de corrente (I,c) obtidos em -0,420
V para todos os eletrodos de trabalho em funcdo das mesmas
concentragdes de CNZ analisadas. Concentragdes de CNZ totais
adicionadas: 10 a 140 pmol L™,

Curva de adicédo de padrao. Gréafico dos valores de corrente obtidos
para cada concentracdo de CNZ adicionada, inclusive para o
farmaco Rivotril®. Os pontos apresentados séo as médias de trés
determinagOes feitas em dias diferentes com diferentes eletrodos
CV-PBV. As analises foram desenvolvidas em tampdo fosfato 0,1
mol L pH7,0a10 mVs™.

Curva de adicdo de padrdo normalizada. Grafico dos valores de
corrente obtidos em relacdo a cada concentracdo de CNZ
adicionada, inclusive para o fairmaco Rivotril®, normalizados pelos
valores de cobertura de cada eletrodo de trabalho. Trés analises
com diferentes eletrodos CV-PBV foram determinadas. As analises
foramldesenvolvidas em tampédo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mVs™.

Representacdo da estrutura quimica do NTZ e seus respectivos
pKas. Estrutura quimica do NTZ e os valores de seus pKas: pKai =
2,98; pKa2 = 10,55. 281,27 g mol™ [107].

Espectro de absorcdo de NTZ 50 pmol L™* em diferentes pHs.
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0; tamp4o acetato 0,1 mol L™ pH
5,0; tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tamp&o borato 0,1 mol L™
pH 9,0 e tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do NTZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. A-
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de NTZ. Voltamograma na
cor azul: eletrodo CV na presenca de NTZ. Voltamograma na cor
vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca de NTZ.
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Figura 24
B:

Figura 24
C:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27
A:

Figura 27
B:

Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico
do NTZ 70 umol L™ em diferentes pHs. B-Tampé&o fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-
PBV na auséncia de NTZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV
na presenca de NTZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-
PBV na presenga de NTZ.

Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico
do NTZ 70 umol L™ em diferentes pHs. C-Tampéo fosfato 0,1 mol
L™ pH 12,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-
PBV na auséncia de NTZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV
na presenca de NTZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-
PBV na presenca de NTZ.

Gréfico de Levich. Gréfico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de NTZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV-PBV,
velocidade de varredura 10 mV s™, tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0

Gréfico de Levich. Gréafico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de NTZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV,
velocidade de varredura 10 mV s™, tampao fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0.

Determinac&o de NTZ em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s, A-
Grafico dos valores de corrente (l,) nos respectivos potenciais de
reducdo do NTZ obtidos para as analises utilizando cada um dos
eletrodos de trabalho. Concentracdes de NTZ totais adicionadas: 10
a 150 pmol L™. Dados: CV = E, ~ -0,560 V, CV-PBV = Ep, -0,470
V, Au = Ep; ~-0,590 V e Au-PBV = Ep. -0,470 V.

Determinacéo de NTZ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. B-
Grafico dos valores de corrente (l,c) normalizados pela area (eixo da
direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos respectivos potenciais de
reducdo do NTZ obtidos para cada eletrodo de trabalho.
Concentracdes de NTZ totais adicionadas: 10 a 150 pumol L™. Os
valores de cobertura calculados foram 2,7 x 10”° mol cm™ para CV-
PBV e 1,6 x 10®° mol cm? para Au-PBV e os valores das areas
geométricas para os eletrodos polidos foram: CV = 0,071 cm? e Au
= 0,031 cm® CV = Ec ~ -0,560 V, CV-PBV = Ep, -0,470 V, Au =
Ep. ~-0,590 V e Au-PBV = Ep. -0,470 V.
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Determinacéo de NTZ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™.
C- Gréfico dos valores de corrente (l,) obtidos em -0,470 V (para
todos o0s eletrodos de trabalho) em funcdo das mesmas
concentracdo de NTZ analisadas com todos os eletrodos.
ConcentracBes de NTZ totais adicionadas: 10 a 150 pmol L™,

Curva de adicdo de padrao. Gréfico dos valores de corrente obtidos
para cada concentracdo de NTZ adicionada, inclusive para o
farmaco Sonebon®. Os pontos apresentados sdo as médias de trés
determinacgdes feitas em dias diferentes com eletrodos CV-PBV
diferentes. As analises foram desenvolvidas em tampédo fosfato 0,1
mol LY pH7,0a10 mVs™

Curva de adicdo de padrdao normalizada. Gréafico dos valores de
corrente obtidos em relagdo a cada concentragdo de NTZ
adicionada, inclusive para o farmaco, normalizados pelos valores
de cobertura de cada eletrodo de trabalho. Trés analises com
diferentes eletrodos CV-PBV foram determinadas. As analises
foramldesenvolvidas em tampédo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mVs—.

Representacédo da estrutura quimica da Nimes e seu pK,. Estrutura
quimica da Nimes. Valor de pK,: 6,5. 308,311 g mol™ [109].

Espectro de absorcdo da Nimes 50 pmol L™ em diferentes pHs.
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tamp&o borato 0,1 mol L™ pH
9,0 e tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0 [108].

Estabilizagdo da carga negativa da Nimes apds desprotonacéo.
Estruturas ressonantes referentes a estabilizacdo da molécula ap6s
desprotonacdo em solugdo aquosa com valores de pH superiores ao
pK, [108].

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico da Nimes 70 umol L™ em diferentes pHs. A-
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de Nimes. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de Nimes. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBYV na presenca de Nimes.

Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico da Nimes 70 pmol L™ em diferentes pH;. B-
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de Nimes. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de Nimes. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBYV na presenca de Nimes.
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Gréfico de Levich. Gréfico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotagdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de Nimes 100 pumol L™, eletrodo de trabalho CV-
PBV, velocidade de varredura 10 mV s, tampéo fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,0.

Gréfico de Levich. Gréfico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotagdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de Nimes 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV,
velocidade de varredura 10 mV s, tamp#o fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0.

Determinacéo de Nimes em tampao fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV

s*. A- Gréfico dos valores de corrente (l,) Nnos respectivos
potenciais de reducdo da Nimes obtidos para as analises utilizando
cada um dos eletrodos de trabalho. ConcentracGes de Nimes totais

adicionadas: 10 a 150 pmol L™,

Determinacéo de Nimes em tampao fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV
s, B- Gréfico dos valores de corrente (I,) obtidos em -0,590 V
para os eletrodos CV e CV-PBV em fungdo das mesmas
concentracbes de Nimes analisadas. Concentraces totais
adicionadas: 10 a 150 pmol L™.

Determinac&o de Nimes em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV
s*. C- Gréafico dos valores de corrente (I,;) normalizados pela
area (eixo da direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos
respectivos potenciais de reducdo da Nimes obtidos para cada
eletrodo de trabalho. ConcentracGes de Nimes totais adicionadas:
10 a 150 pmol L™. Os valores de cobertura calculados foram: 2,9
x 10® mol cm? para CV-PBV e 6,9 x 10™ mol cm? para Au-
PBV e os valores das areas geomeétricas para os eletrodos de CV e
Au polidos foram: CV = 0,071 cm’ e Au = 0,031 cm®.

Curva de adicdo de padréo. Grafico dos valores de corrente obtidos
para cada concentracdo de Nimes adicionada, inclusive para o
medicamento genérico. Os pontos apresentados sdo as médias de
duas determinacdes feitas em dias diferentes com eletrodos CV-
PBV diferentes. As analises foram desenvolvidas em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™.

Curva de adicdo de padrdo normalizada. Grafico dos valores de
corrente obtidos em relacdo a cada concentracdo de Nimes
adicionada, inclusive para o medicamento genérico, normalizados
pelos valores de cobertura de cada eletrodo de trabalho. Duas
analises com diferentes eletrodos CV-PBV foram determinadas. As
analises foram desenvolvidas em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0a10mvs™.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1 Farmacos nitroderivados

As reacfes de reducdo de compostos nitroaromaticos vém sendo estudadas
detalhadamente devido as diversas possibilidades de emprego desses compostos. Dentre elas,
podem ser citadas: a utilizacdo em agroquimicos e explosivos que geram efeitos poluentes no
meio ambiente [1-3]; o emprego em grande parte dos produtos farmacéuticos os quais,
consequentemente, sdo introduzidos em organismos vivos. Uma vez no organismo, estes
compostos se envolvem em processos de oxidacdo-reducdo durante seu metabolismo.
Ressaltando a importancia destes compostos, acrescenta-se 0 emprego destas moléculas no
desenvolvimento de novos farmacos. Assim, tém-se necessidade de conhecer o0 mecanismo de
acao destes grupos presentes em moleculas naturais ou sintéticas.

Uma importante classe de farmacos, que possui 0 grupo nitro em determinadas
moléculas, € a dos benzodiazepinicos, dos quais podem ser citados 0 CNZ (fig. 1 A) e 0 NTZ
(fig. 1 B) dentre outros. A importancia destacada nesta classe de farmacos esta relacionada ao
seu efeito sedativo.

Devido a acdo inibitoria das funcbes do sistema nervoso central, estes farmacos tém
sido utilizados ilicitamente como drogas facilitadoras de roubos [4,5]. A ingestdo de elevados
niveis de benzodiazepinicos (aproximadamente 4 mg) é capaz de produzir forte sedacdo,
sonoléncia e amnésia. Sob estes efeitos, as vitimas assumem um estado de incapacidade de
defesa e inconsciéncia, tornando-se facilmente manipulaveis [6]. Os benzodiazepinicos sédo
utilizados separadamente ou ainda fazendo parte de um coquetel com outras drogas ilicitas;
por exemplo, Extasy. Este coquetel € conhecido no Brasil como: “Boa noite Cinderela”. Para
potencializar o efeito hipnético/sedativo destes farmacos, 0s mesmos ainda sao misturados em
bebidas alcodlicas [7].

Os benzodiazepinicos estdo entre os farmacos mais amplamente prescritos
(licitamente) no tratamento de stress, ansiedade, sindrome do panico, depressdo e distdrbios
do sono, espasmos musculares e crises convulvivas, entre outros. Infelizmente estdo

frequentemente envolvidos em casos de overdose [8].
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Os farmacos benzodiazepinicos e seus metabolitos sdo rotineiramente detectados e
quantificados na area de toxicologia forense em amostras de sangue, urina e bebidas.
Normalmente, como ja foi dito, estas amostras sdo provenientes de vitimas dopadas e
envolvidas em roubos e acidentes [9]. Os testes utilizados sdo, em alguns casos, apenas
colorimétricos. Ensaios deste tipo podem oferecer resultados falso positivos, além de néao
possuirem boa sensibilidade. Outros testes utilizados sdo os imunolégicos e cromatogréficos.
Estes ensaios sdo utilizados conjuntamente [10], ou seja, 0s propensos farmacos existentes nas
amostras sdo pré-selecionados através do método imunolégico e, posteriormente
quantificados pelo método cromatografico [11-13].

Os imunoensaios utilizados na pré-selecdo ndo sdo especificos, ou seja, podem
oferecer uma resposta errbnea para determinados farmacos [14]. E o0s metodos
cromatograficos instrumentais (HPLC e GC) sdo relativamente dispendiosos, requerem mao
de obra especializada, reagente de alta pureza e as amostras, geralmente, passam por um
processo de extracdo antes de serem injetadas no cromatografo. Estas exigéncias das técnicas
geram maior custo operacional e requerem maior tempo para obetencéo dos resultados.

Outra classe de farmacos que merece destaque devido a sua ampla administracdo € a
dos anti-inflamatorios. Pertencente a esta classe de farmacos, a Nimes (fig. 1 C) é um anti-
inflamatério ndo esteroidal e também é um composto nitroderivado. Clinicamente, estudos
tém estabelecido sua efetividade na analgesia, nos processos inflamatérios e no combate a
hipertermia [15]. A Nimes é um anti-inflamatorio seletivo da Ciclo-Oxigenase-2 (COX-2).
Este tipo especifico de anti-inflamatérios € relativamente novo no mercado (em média 12
anos), quando comparados aos anti-inflamatdrios gerais que possuem quase um seculo de
existéncia.

Tanto a COX-1 (Ciclo-Oxigenase-1) quanto a COX-2 sdo de extrema importancia na
cascata do acido araquidonico, especificamente na sintese de prostaglandina. Altos niveis de
prostaglandina elevam a temperatura corpdrea, aléem de sensibilizar a as terminacdes nervosas
no local acometido, causando a dor [16]. As Ciclo-Oxigenases sdo atuantes no processo
inflamatério e também na regulacdo normal do organismo. Especificamente, a COX-1 é
responsavel pela sintese de substancias relacionadas ao processo regulatério normal do

organismo, ja a COX-2 tem suas fungdes condicionadas aos estimulos inflamatérios locais.

3
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Desta forma, o emprego de farmacos seletivos apenas para a inibicdo da COX-2 diminui as
reacOes adversas causadas pelos anti-inflamatdrios ndo especificos, como por exemplo, a dor
causada no estbmago devido a falta de protecdo da mucosa desta regido. A protecdo da
mucosa é funcdo da COX-1, uma vez inibida pela a¢do dos anti-inflamatérios ndo especificos,
deixa de desempenhar esta e outras fungdes.

A determinagdo quantitativa da Nimes € muito importante tanto no controle de
qualidade em formulacbes farmacéuticas, quanto em diagndsticos clinicos de matrizes
bioldgicas. Existem na literatura alguns métodos analiticos empregados na determinagdo da
Nimesulida, como a fluorimetria, espectrofotometria e varios métodos cromatograficos
(HPLC, GC entre outros) [17]. A maioria dos métodos cromatograficos instrumentais, como
ja foi dito, determinam um custo elevado com mao-de-obra especializada, reagentes, muitas
etapas de manipulacdo, etc., os outros métodos de determinacdo, fluorimetria e
espectrofotometria, possuem baixa sensibilidade e podem acusar resultado falso positivo.
Portanto, o desenvolvimento de uma nova ferramenta analitica, que seja de facil manipulacéo,

baixo custo operacional e sensivel € muito pertinente para a anélise dos farmacos citados.
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Figura 1. FOrmulas estruturais dos farmacos CNZ, NTZ e Nimes. A-
Representacdo da estrutura quimica do Clonazepam (CNZ), B-
Representacdo da estrutura quimica do Nitrazepam (NTZ) e C-
Representacao da estrutura quimica da Nimesulida (Nimes).

1.2 Reducéo do grupo NO,

Todos os farmacos citados possuem grupamento nitro em suas moléculas, os quais
podem sofrer reacfes de reducdo durante o processo de metabolizagdo no organismo. Desta
forma, o grupo nitro pode ser detectado tanto no sangue (plasma), quanto na urina. No
plasma, grupo nitro é detectado na estrutura do farmaco que estd em sua forma integra, ja na
urina, em grande proporcdo, 0 grupo nitro esta presente na estrutura do metabdlito ou, em

menor quantidade, na forma ndo metabolizada do farmaco.
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No processo de reducdo dos grupos NO,, espécies toxicas podem ser geradas como foi
apontado, por exemplo, no estudo desenvolvido para a Flutamida, (4-nitro-3-trifluorometil-
isobutilanilida) [18]. A Flutamida é um medicamento nitroaromatico usado no tratamento de
cancer de prostata avancada. O estudo apontou a formacdo de radicais-livres a partir da
reducdo eletroquimica via 1 elétron da Flutamida.

O comportamento eletroquimico de nitroaromaticos em solugdo aquosa foi estudado
[19-23] e segue as etapas do mecanismo proposto no esquema 1. No qual, a reducdo de um
nitroaroméatico a hidroxilamina, ocorre via formacdo de dihidroxilamina (Reagdo 1) com
subsequente desidratacdo (Reacdo 2) formando o derivado nitrosil (RNO). A reducdo do RNO
ocorre em potenciais mais positivos que 0 RNO,, 0 que resulta aparentemente num processo

direto de 4 elétrons.

RNO, + 2H' +2¢° =——= RN(OH), 1)
RN(OH), ———= RNO+H,0 )
RNO + 2H" + 26 =——= RNHOH @)

Esquema 1. Reducdo do grupo NO, em meio aquoso. Mecanismo
geral da reducdo de nitrocompostos em meio aquoso.

O mecanismo de reducdo de nitrocompostos também foi estudado em diferentes
meios, pHs e eletrodos (Hg, C, Pt, Ag, Amalgama, PbO, e nanotubos de carbono) [24-37].
Alguns trabalhos abordaram a metodologia de pré-concentracdo e redissolucdo voltamétrica

[38-42], os quais fornecem uma melhora no limite de deteccdo do método.

1.3 Eletrodos quimicamente modificados (EQM)
O emprego de EQMs na eletroanalitica, como amplamente divulgado, aumenta a
especificidade da analise, seletividade e sensibilidade. Também contribui para uma maior

linearidade na determinacdo dos analitos.
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A denominagdo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi utilizada pela primeira
vez na eletroquimica por Murray e colaboradores, na década de 70. Designaram por este
nome, eletrodos que possuiam espécies ativas imobilizadas em suas superficies [43]. O
principal objetivo da imobilizagdo de substéncias ativas na superficie do eletrodo é
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo. Este
procedimento determina uma forma de alterar a reatividade e seletividade do material
original, formador da superficie do eletrodo de trabalho.

A modificacdo dos eletrodos propiciou o desenvolvimento de eletrodos especificos
para varios fins e aplicacbes de interesse. O avanco tecnolégico contribuiu para o
desenvolvimento de uma ampla aplicacdo dos EQMs. Uma vez modificada a superficie do
eletrodo, a deteccdo da substancia que se deseja, agora ocorre via intermédio do modificador,
ou seja, ha uma reacdo especifica entre as moléculas do modificador e da substancia de
interesse, gerando um sinal amplificado.

Em linhas gerais do desenvolvimento dos EQMs, hd um trabalho na literatura que
organiza em uma escala cronoldgica alguns estudos que marcaram o desenvolvimento dos
EQMs [43]. Sendo eles: o estudo da imobilizacdo de grupos funcionais com Cheek e Nelson
em 1964, em 1965 a incorporacdo de catalisadores inorganicos com Jasinski, em 1967 a
incorporacdo de catalizadores biologicos com Updike e Hicks, em 1970 a utilizacdo de filmes
poliméricos com Diaz, proporcionando aos EQM estabilidade e seletividade, em 1975 com
Murray e colaboradores o aparecimento da denominacdo EQM, na década de 80 destacou-se o
estudo de Fleischmann com a introducdo de microeletrodos modificados possibilitando a
aplicacdo em vivo e, na mesma década, a modificacdo de matrizes inorganicas e a aplicacao
de membranas bioldgicas com Miller e Millazo, respectivamente.

Ainda que ndo citado neste estudo cronoldgico, na mesma década dos estudos de
Murray, Bockris e colaboradores [44] citam a contribui¢do de Lane e Hubbard em 1973. Lane
e Hubbard desenvolveram o primeiro trabalho que apontou novas vantagens obtidas com a
utilizacdo de camadas orgéanicas sobre o eletrodo de trabalho. Os autores utilizaram a
modificacdo com o intuito de que este material modificador serviria como plataforma para a
imobilizacdo de outras substancias redox, diminuindo assim, a perda da atividade redox

causada pela adsorcdo direta da molécula bioldgica na superficie do eletrodo de trabalho. Este
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estudo abriu novas frentes para os biossensores, uma vez que a imobilizacdo de materiais
biolégicos pode ser feita de maneira a reduzir a perda da atividade deste material. Para
exemplificar essa plataforma de imobilizacdo de moléculas bioldgicas, podemos citar um
trabalho que utilizou um polimero redox, um derivado de viologénio, na regeneracdo da
enzima ap0s sua atuacdo no substrato de interesse. Desta forma, a enzima permaneceu no
eletrodo de trabalho atuando sobre substrato sem perda significativa de sua atividade [45].

Dependendo do material modificador, ha um procedimento que melhor imobiliza-o na
superficie do eletrodo. Os principais métodos de modificacdo sdo por adsorcdo, ligacdo
covalente, filmes poliméricos e materiais compdsitos. A adsor¢do € a incorporacdo do
material por contato do eletrodo com a dissolucdo do material no solvente apropriado.
Fornece no maximo uma monocamada e sofre o processo de dessorc¢do por tendéncia natural
do equilibrio. O método de ligacdo covalente consiste em ligar covalentemente grupos
funcionais presentes na superficie do eletrodo com o material modificador. Fornece
estabilidade, porém, requer maior tempo no procedimento e gera apenas uma monocamada.
Um namero muito pequeno de monocamadas desvia a analise da linearidade. No
procedimento com materiais compasitos, sdo misturados dois compostos com caracteristicas
diferentes. Essa mistura resulta em um compdsito com caracteristicas fisicas e eletroquimicas
especificas. Pode gerar resistividade a analise e lixiviacdo do material redox na mistura. O
material deixa a superficie do eletrodo apds algumas repeticdes da analise. A utilizagcdo de
filmes poliméricos na modificacdo dos eletrodos amplia enormemente a aplicacdo destes
eletrodos para fins especificos, sdo mais versateis e estaveis.

Na area da quimica de polimeros, encontram-se materiais com diversas caracteristicas,
possibilitando inGmeras criacdes e aplicacbes. Os filmes poliméricos possibilitam o
desenvolvimento de diferentes eletrodos modificados, aumentando a reatividade e
sensibilidade do eletrodo [46]. Os polimeros podem ser utilizados como catalisadores de
reacOes redox [47], plataforma para a imobilizacdo orientada de enzimas proporcionando a
regeneracdo das mesmas sem perda da eficiéncia catalitica [48,49], materiais capazes de
incorporar outras moléculas [50] ou ainda possibilitando a montagem de diferentes camadas

na superficie do eletrodo controlando sua reatividade [51]. Além do mais, esse tipo de
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modificagdo permite o controle sobre o crescimento das monocamadas formadas, as quais sao
fundamenteis para a amplificacdo do sinal obtido.

Dentre os polimeros utilizados na eletroquimica, uma ampla classe que pode ser citada
devido a sua importancia na eletroquimica é a dos polimeros derivados de viologénio [52].
S&0 chamados de derivados de viologénio devido ao fato de serem originados da
quaternizagdo dos dois nitrogénios da 4,4’- bipidina. O poli (benzil viologénio) [PBV]Br;
(fig. 2) (chamado de PBV) pertence a esta classe de polimeros, é um derivado de viologénio.
Assim como estes derivados, o PBV §é eletroativo e possui trés estados de oxidagdo PBV?*,
PBV"" e PBV? [53,54] e sua principal caracteristica é a facil redugdo via um-elétron, a qual

origina cations radicais estaveis [55].

{@3@}

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica do PBV.

Dentre as aplicacdes desses polimeros, podemos citar o emprego como mediadores de
enzimas em biossensores (como ja foi citado) ou ainda em sensores eletroquimicos atuando
como mediadores na reducdo de outras moléculas de interesse [56-61]. Também s&o
utilizados como intercaladores de anions devido as cargas positivas [62] e ainda empregados
na confeccdo de dispositivos fotocrdmicos, devido a propriedade de mudanca de cor quando o
derivado passa a cation radical [63].

Outra aplicacdo possivel para os derivados de viologénio foi obtida a partir de estudos
prévios desenvolvidos em nosso laboratorio. O polimero N,N’-di (3-pirrol-1-il-propil) - 4,4°-
bipiridina (DPPB) o qual, também é um derivado de viologénio, foi eletropolimerizado na
superficie do eletrodo de carbono vitreo e apresentou atividade catalitica na reducao de 4-
nitrotolueno (NT). Este resultado possibilitou 0 emprego destes derivados no estudo da
reducdo eletroquimica de nitrocompostos, em potenciais significativamente menores e com

maior sensibilidade. Uma vez que as caracteristicas sdo semelhantes para os polimeros dessa
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classe, a possibilidade de aplicar o PBV na reducdo de outros compostos nitroderivados
passou a ser considerada.

Buscando na literatura o emprego de EQMs na area da eletroanalitica, especificamente
na detecgdo de nitrocompostos, que é foco deste trabalho, encontramos o emprego dos EQMs
como metodologia mais sensivel e seletiva para a anélise de nitrocompostos. Abordando a
modificacdo com algumas moléculas organicas, com metais, ou ainda em materiais
compdsitos como pasta de carbono [64-69]. Ainda a respeito da modificacdo de eletrodos e o
emprego na analise de nitroderivados, pode-se citar o emprego de moléculas bioldgicas como
modificadores, conferindo maior especificidade ao método. Estes modificadores sdo
imobilizados na superficie do eletrodo por métodos de adsor¢do ou materiais compositos [70-
74]. Recentemente, a deteccdo de nitrocompostos vem sendo desenvolvida também com
eletrodos modificados com nanomateriais, sejam eles nanoparticulas ou nanoestruturas [75-
77].

Na literatura existem pouquissimos trabalhos que abordam o emprego de EQMs na
deteccdo eletroquimica de farmacos nitroderivados como o0 CNZ, NTZ e Nimes. Apenas um
trabalho, até o momento, que emprega o uso eletrodo modificado na quantificacdo de CNZ
por deteccdo eletroquimiluminescente [78]. Ja para o NTZ, sdo encontradas na literatura
apenas abordagens de deteccao eletroquimica direta feita com eletrodos sem modificacdes, as
quais também nao séo encontradas em grande nimero [79-84]. Para a deteccdo eletroquimica
da Nimes, até o momento, poucos trabalhos utilizam os EQMs como eletrodos de trabalho em
andlises eletroanaliticas [85-87].

Assim, mesmo com tantas vantagens, como as que foram aqui citadas, obtidas com o
emprego de EQMs na determinacéo eletroanalitica, ndo ha muitos trabalhos que fazem uso
desta metodologia na deteccdo de farmacos nitroderivados. E nenhum, até o momento,
utilizando o polimero PBV na modificacdo de eletrodos de trabalhos para andlises diretas de
CNZ, NTZ ou Nimes. O emprego de EQM com PBV na andlise de farmacos nitroderivados
traria inameros beneficios para as analises. Tornaria estas analises mais seletivas e sensiveis,
diminuiria os custos de suas realizacBes, pois ndo necessitariam de equipamentos
sofisticados, solventes e outros materiais. Também, o tempo gasto para finalizar as analises

seria diminuido, uma vez que ndo seria necessario um pré-tratamento das amostras antes de
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suas determinacdes. E por fim, a analise poderia ser desenvolvida no local, com o uso de
dispositivos portéateis e microeletrodos impressos e descartaveis. Por exemplo, em industrias,
para controle de qualidade e na area de toxicologia forense, para a confirmacgdo da existéncia
de benzodiazepinicos nitroderivados em bebidas ou amostras bioldgicas.

Neste trabalho, esta descrita a melhor condicdo para a modificacdo do eletrodo de
carbono vitreo com o polimero PBV. E apresentado o estudo cinético, as caracteristicas
eletroquimicas dos eletrodos modificados, bem como o desenvolvimento das analises dos
farmacos CNZ, NTZ e Nimes em meio aquoso e em diferentes pHs, além da determinacéao
de suas curvas analiticas. Também é apresentada a aplicacdo do eletrodo CV-PBVem
amostras comerciais, ou seja, dos respectivos medicamentos Rivrotril®, Sonebon® e

Nimesulida - medicamento genérico, todos em solugdo aquosa.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento eletroquimico de farmacos
nitroderivados como o Clonazepam, Nitrazepam, e Nimesulida com eletrodos quimicamente
modificados com o polimero Poli (benzil viologénio) - PBV.

2.1 Objetivos especificos

Para avaliar a influéncia da PBV sobre a reducdo de farmacos nitroderivados foi
necessario:

e Sintetizar e caracterizar o polimero;

e Determinar o melhor procedimento para a modificacdo da superficie do eletrodo
de trabalho;

e Desenvolver o estudo eletroquimico dos farmacos utilizando os eletrodos
modificados e polidos pela técnica de voltametria ciclica;

e Determinar as curvas analiticas dos padrdes dos farmacos analisados;

e Aplicar o eletrodo modificado na analise de amostras comerciais.

13
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

A agua utilizada no preparo das solucdes foi purificada através do sistema Millipore
Milli-Q®. Nos experimentos de eletroquimica, as solucdes eletroliticas foram previamente
borbulhadas com gas inerte (argbnio 99,99% - White Martins) para a eliminacdo de
oxigénio. O oxigénio é eletroativo no intervalo de potencial trabalhado, deste modo, sua
remocao foi necessaria. A acetonitrila (anidro 99,8%) ( Sigma-Aldrich Co., Ltda) foi tratada

previamente com peneira molecular (4A) [63].

Os reagentes abaixo mencionados foram utilizados sem tratamento prévio.

Metanol (J. T. Baker, grau HPLC), éter etilico (Mallinckrodt Chemicals, anidro),
brometo de potassio (Merck, 99%). Os reagentes hexafluorfosfato de sodio (98%), 1,4-bis-
bromometil-benzeno (98%) e 4,4'- bipiridina (98%), fosfato de sddio monobasico (anidro,
99%), fosfato de sddio dibasico (anidro, 99%), fosfato de sddio tribasico (99,5%), agua
deuterada (99,8 %) e dimetilsulfoxido (DMSO - 99,5%) foram de procedéncia Sigma-
Aldrich Co., Ltda. Acido cloridrico, hidroxido de sodio (97%), acetato de sddio (97%),
acido bdrico (99,5%) e acido acetico de procedéncia Synth.

Os  farmacos  5-(2-clorofenil)-1,3-diidro-7-nitro-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona
(Clonazepam — CN2Z) e 1,3-diidro-7-nitro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepina-2-ona (Nitrazepam
— NTZ) foram cedidos pelo Laboratorio de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. O farmaco N-(4-Nitro-2-
fenoxifenil) metanosulfonamida (Nimesulida - Nimes) foi de procedéncia Sigma-Aldrich
Co., Ltda.

Os medicamentos utilizados nos experimentos com amostras comerciais foram:
Rivotril® gotas 2,5 mg mL™ (medicamento de referéncia que contém CNZ como principio

ativo) fabricado pelo laboratério Roche (lote n° RJ0437), Sonebon® comprimidos 5 mg
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(medicamento que contém NTZ como principio ativo) fabricado pelo laboratério EMS (lote
n® L374507) e Nimesulida suspensdo oral - gotas 50 mg mL™, medicamento genérico,
fabricado pelo laboratdrio Biosintética - Ache (lote n°® 1200095).

3.1.2 Instrumentacao

Para a realizacdo de medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato da marca
Bioanalytical System (BAS) modelo CV 27 acoplado a um registrador X-Y e celulas
eletroquimicas convencionais de trés eletrodos; Ouro (Au) com &rea geométrica de 0,031
cm? ou Carbono vitreo (CV) com 0,071 cm? de area geométrica como eletrodos de trabalho,
Platina (Pt) de grande é&rea (fio de platina em espiral) como eletrodo auxiliar e
Ag/AgCl(5/KClsary como eletrodo de referéncia.

Os experimentos eletroquimicos que necessitaram de altas velocidades de varredura
(maiores que 150 mV s™) foram desenvolvidos em um potenciostato/galvanostato da marca
Autolab modelo BSTR 10A interfaciado com computador.

Os experimentos envolvendo eletrodo de disco rotativo foram realizados com
eletrodo de disco rotativo de CV, com &rea geométrica de 0,20 cm?, acoplado a um
controlador de rotacdo da marca Pine Instruments MSRX.

Os espectros de absor¢do UV-Vis foram obtidos em um espectrofotdmetro modelo
UV-2550 da marca Shimadzu.

O teor do CNZ foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia e utilizou-se
o cromatografo da marca Shimadzu - modelo CBM-20A.

O espectro de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN *H) do PBV foi feito no
Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto; o

referido equipamento operou na frequéncia de 500 MHz.
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3.2 Métodos

3.2.1 Sintese do polimero Poli (benzil viologénio) — [PBV]Br;

O polimero [PBV]Br; (fig. 2) foi sintetizado por método semelhante ao descrito na
literatura [88] com algumas modificag¢bes: 7,58 mmol (2,0 g) de 1,4-dibromometilbenzeno e
7,58 mmol (1,2 g) de 4,4’-bipiridina foram adicionados em 60 mL de acetonitrila. A mistura
foi aquecida até refluxo, no qual permaneceu por 40 min. Apos o resfriamento, o precipitado
foi separado por filtragdo, em seguida lavado com éter etilico gelado e posteriormente seco a
temperatura ambiente. O polimero foi caracterizado por RMN *H em 4gua deuterada (D0).
A espectroeletroquimica foi utilizada como método de caracterizagdo do céation radical

formado a partir do polimero submetido a eletrolise.

3.2.2 Experimentos

3.2.2.1 UV-Vis

Os espectros de absor¢cdo dos farmacos CNZ e NTZ foram obtidos em diferentes
pHs: tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0, tampéo acetato 0,1 mol L™ pH 5,0, tamp&o fosfato
0,1 mol L™ pH 7,0, tampéo borato 0,1 mol L™ pH 9,0 e tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.
Os tampdes com os sais de fosfato de sddio e acetato de sodio foram feitos de acordo com os
valores de pHs desejados e os referidos sais ou acidos considerando os valores dos pKas. Foi
utilizado &cido cloridrico ou hidroxido de sédio para o ajuste fino do pH. Para o tampéo
borato, foi utilizado o &cido bdrico na concentracdo desejada e adicionado hidroxido de
sodio até a manutencao do pH desejado, no caso 9,0.

Os espectros dos farmacos foram obtidos na concentragdo de 50 pmol L™, partindo
de um estoque de 50 mmol L™ de cada um dos farmacos em DMSO. A baixa solubilidade da
Nimes em meio &cido, possibilitou apenas a obtencdo dos espectros deste farmaco nos pHs
7,0, 9,0 e 12,0. Para os demais farmacos, os espectros foram feitos em todos os pHs: 2,0; 5,0;
7,0; 9,0 e 12,0. Todos os experimentos foram desenvolvidos na temperatura ambiente
(aprox. 25 C).
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3.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Devido ao ndo conhecimento da procedéncia especifica dos farmacos CNZ e NTZ, o
grau de pureza destes padrdes ndo era determinado. Como o objetivo era utilizar estes
padrbes para verificar a aplicabilidade do eletrodo CV-PBV, o teor do farmaco CNZ foi
analisado por cromatogréfica liquida de alta eficiéncia.

Foi utilizada uma coluna Cig (Merck) de 12,5 cm de comprimento, 4,6 mm de
didmetro, com particulas de 5 um. A fase movel utilizada foi 70% metanol e 30% agua na
vazdo de 0,8 mL min®, método adaptado da literatura [5]. Foram analisadas concentracdes

de 5,0 a 45 pg mL™de CNZ em metanol, partindo do estoque de 250 ng mL™ em 308 nm.

3.2.2.3 Espectroeletroquimica

Os espectros foram obtidos utilizando um eletrodo de ITO (6xido de Estanho dopado
com indio), previamente limpo com etanol e agua destilada. A solucdo do polimero PBV foi
mantida a 1 mg mL™ em KBr 0,1 mol L™. O potencial aplicado para a geracdo do céton
radical foi - 0,4 V vs Ag/AQCls/KClsa. Utilizou-se como eletrodo auxiliar um fio de
platina e as medidas foram realizadas em cubetas de vidro. A cubeta foi colocada no
espectrofotbmetro, ja contendo a solucdo do polimero e tampada com uma tampa de teflon
na qual, os eletrodos foram encaixados e 0s mesmos foram inseridos na solucdo. Antes de
tracar os espectros da solugcdo de PBV, foi feito o espectro apenas da solucdo de KBr 0,1
mol L™ submetida & aplicacdo do potencial de -0,4 V e outro espectro da solucéo de PBV
submetida ao potencial de 0,0 V. O potencial foi aplicado por cinco segundo antes de tracar

0 espectro na regido de 450 a 600 nm.

3.2.2.4 Voltametria ciclica

Todas as medidas eletroquimicas (salvo excecbes quando citadas) foram obtidas por
voltametria ciclica na auséncia de oxigénio (borbulhamemento de gas argbnio por 10
minutos) em células eletroquimicas convencionais de trés eletrodos. Enguanto as medidas
eletroquimicas eram obtidas, o fluxo de argdnio foi mantido sob a superficie da solucao
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analisada. Eletrodos de CV ou Au foram utilizados como eletrodos de trabalho (polidos ou
modificados), Pt como eletrodo auxiliar e Ag/AgCls/KClsay como eletrodo de referéncia.

3.2.2.4.1 Preparo do eletrodo modificado

O eletrodo CV foi polido com suspensdo de alumina 1um (Arotec), lavado com agua
destilada e em seguida, sonicado por 30 segundos em &gua destilada. O eletrodo de Au foi
limpo com solugdo “Piranha” (3:1 — acido sulfrico/peréxido de hidrogénio), lavado com
agua destilada. Posteriormente foi submetido a uma limpeza eletroquimica varrendo o0s
potenciais entre +1,6 € -0,4 VV a 100 mV s em solugdo aquosa de &cido sulfarico 0,5 mol L™
previamente desoxigenada e finalmente lavado com agua destilada.

Para a modificacao dos eletrodos, foi utilizada uma solucéo aquosa do polimero PBV
1 mg mL™ em KBr 0,1 mol L™, para o eletrodo de CV o intervalo de potencial utilizado foi
de -0,8a0 V e parao de Au de -0,7 a 0 V. Ambos a 50 mV s™ por dois ciclos completos e
em -0,4 V (durante o terceiro ciclo) foi aplicado a eletrolise por 30 s. Imediatamente apos a
eletrolise, os eletrodos de trabalho foram mergulhados em uma solugédo saturada de NaPFg
para a precipitacdo do polimero com o contraion PFs e, em seguida, lavados com agua
destilada.

O método de modificacdo acima escrito foi obtido apos avaliacdo da cobertura
gerada por variacbes no metodo proposto. As variacdes forma feitas em relacdo aos
intervalos de potencial, aos tempos de eletrélise e aos nimeros de ciclos (se¢do 4.2).

A cobertura foi calculada pela analise dimensional (1), obtendo-se a area do pico de
reducdo do PBV a 10 mV s,

AV s mol
I‘ p—

cm?2 x 174 x nCoulombs (1)

Onde A.V ¢ a area do pico obtida pela pesagem do pico recortado, determinada em
comparacdo com o peso de um quadrado de area conhecida. O numero de elétrons

envolvidos no processo redox é n. A cobertura obtida I" é dada em mol/cm?.
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3.2.2.4.2 Comportamento eletroquimico dos farmacos CNZ, NTZ e Nimes

O comportamento eletroquimico do CNZ foi estudado por voltametria ciclica a
10 mV s* em diferentes pHs (0s mesmos utilizados nos experimentos de UV-Vis). A
concentracéo dos farmacos utilizada foi 70 umol L™. Uma vez que, a estrutura quimica das
moléculas de CNZ e NTZ sdo semelhantes, assim como seus valores de pKa, mudancas
significativas ndo foram esperadas no comportamento eletroquimico frente aos pHs, em
relagdo de uma para outra. Dessa forma, o NTZ foi avaliado apenas em condig¢des extremas
de pH, ou seja, em 2,0 e 12,0, também em 7,0 como padrdo para a compara¢do com 0S
outros pHs.

No caso da Nimes, a baixa solubilidade deste farmaco em meio &cido permitiu que o
estudo do comportamento eletroquimico fosse desenvolvido em pH 7,0 e, em relacdo aos
pHs basicos, o pH 12,0 foi escolhido. O estudo em pH 9,0 ndo foi desenvolvido pois, 0
comportamento obtido seria semelhante ao pH 12,0; ambos os valores de pHs sdo superiores

ao valor do pK, da Nimes.

3.2.2.4.3 Voltametria linear com eletrodo de disco rotativo
Os experimentos com eletrodo de disco rotativo foram realizados a 10 mV s,
variando a rotacéo de 100 a 1000 rpm. Foi utilizada a concentracdo de 100 umol L™ de cada

um dos farmacos em tampédo fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.

3.2.2.4.4 Deteccdo de CNZ, NTZ e Nimes

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0 como eletrélito de suporte a 10 mV s™. As curvas analiticas com os padrdes CNZ, NTZ
e Nimes foram construidas em relagdo aos valores de corrente correspondentes a cada
concentracdo do farmaco adicionada. A faixa de concentracdo trabalhada foi de 0 a 150
umol L. Foram construidas curvas para as anélises com os eletrodos CV e Au (modificados

e polidos).
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3.2.2.4.5 Anédlise de amostras comerciais

Os experimentos com amostras comerciais foram desenvolvidos a fim de determinar
a concentracdo de cada um dos principios ativos nos respectivos medicamentos (Rivotril®,
Sonebon® e Nimesulida genérico).

Para estas analises foi utilizado o eletrodo CV-PBV. Foi empregado método de
adicdo de padrdo [89] para a determinacdo do valor da concentragdo do principio ativo em
cada um dos medicamentos. Este método é empregado sempre que ndo se pode obter o
elemento de andlise livre dos interferentes da matriz, como foi o caso neste trabalho. O
método consiste na adicdo de uma aliquota do medicamento e adi¢des de aliquotas do
padrdo em diferentes concentragdes, todas exatamente conhecidas. Apds a adicdo de cada
aliquota, o valor de corrente (Ip;) foi determinado. O valor do principio ativo no
medicamento foi determinado através da regressao linear da curva Ip; x concentragdo do
padréo.

As adicBes foram feitas partindo das soluces estoques de 50 mmol L™ dos padrdes
em DMSO. Cada adigcdo correspondia a 10 pmol L™ do padrdo. A concentracdo dos
medicamentos foi calculada baseada nas especificacdes de cada fabricante, quanto a real
concentracdo de cada principio ativo contida no medicamento. A concentracao trabalhada
foi 7,0 umol L™ A obtencdo dessa concentracdo para cada um dos medicamentos esta

descrita a sequir:

Rivotril®
A apresentacdo deste medicamento (gotas) permitiu que, o volume correspondente a

concentracdo citada fosse retirado diretamente do frasco, sem prévia diluicdo.

Sonebon®

Neste caso, uma solucdo estoque do medicamento foi necessaria. Esta solugédo
estoque foi feita considerando o valor em massa do principio ativo que havia em um
comprimido (especificado pelo fabricando) e o peso médio de cada comprimido. Assim, foi

calculado o peso médio de quatro comprimidos, os quais foram macerados em seguida.

21



Materiais e métodos

Deste po, utilizou-se a massa relativa a dois comprimidos que forneceu a concentracdo de
12,5 mmol L™ em DMSO.

Nimesulida — medicamento genérico

O medicamento utilizado apresentava-se em suspencao, a qual ndo era solavel em
tampdo fosfato (eletrolito para as andlises). Desta forma, foi necessario 0 emprego de uma
solugdo estoque do medicamento. Esta solucdo foi preparada pipetando-se do frasco do
medicamento um volume que correspondesse a uma concentracdo final de 7,0 mmol L™

(segundo fabricante) em 1mL de DMSO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacédo do polimero PBV

4.1.1 Espectroeletroquimica

A caracterizagdo do polimero PBV recém-sintetizado foi feita por
espectroeletroquimica. A técnica consiste no acompanhamento do perfil de absorcdo das
moléculas na regido do visivel, enquanto se aplica o potencial de -0,4 VV e 0,0 V. A figura 3
apresenta o espectro de absorcéo do PBV (1 mg mL™ em KBr 0,1 mol L™) sobre a superficie
do eletrodo de ITO.

Durante a aplicacdo do potencial de 0,0 V no eletrodo de ITO inserido na solucdo do
polimero, ndo foi visualizada nenhuma banda de absorcdo em toda a regido do espectro (450
a 600 nm). A medida que o eletrodo de ITO foi polarizado em -0,4 V, a cadeia polimérica do
PBV foi reduzida, o0 monémero formado (PBV™") na superficie do eletrodo apresentou a
coloracdo azul. Desta forma, na figura 3 foi possivel observar uma Unica banda com
absorcdo maxima na regido de 530 nm; consequéncia da absorcdo dos cations radicais. Os
derivados de viologénio quando sofrem a primeira reducdo, por método quimico ou
eletroquimico, geram cations radicais e estas espécies apresentam como caracteristica a
absorcdo maxima na faixa de 525 a 540 mm [90-93].

Nas condigdes da metodologia proposta para a sintese do polimero, apenas as cadeias
do PBV foram precipitadas na forma de brometo, com rendimento de aproximadamente
100% e entdo o polimero foi recristalizado a quente. Desta forma, a espectroeletroquimica
pode ser empregada como metodologia de caracterizacdo, uma vez que, ja € conhecido seu

emprego na caracterizacao de derivados de viologénio.
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Absorbancig

Figura 3. Espectroeletroquimica do polimero PBV (1 mg mL™) em KBr 0,1 mol L™.
Espectros de absorcdo do eletrodo de ITO em solucdo aquosa do polimero

(previamente desoxigenada). Eixo em 0,0 V absorcdo do PBV?* durante a
aplicacdo de potencial em 0,0 V. Eixo -0,4 V absorcdo do céation radical

formado durante a eletrélise em -0,4 V.
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4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética de Hidrogénio (RMN *H)

O polimero também foi caracterizado por RMN *H (500 MHz, D,0) (anexo A) e 0
perfil espectral correspondeu aos seguintes deslocamentos: picos maiores: 6 9,16 (t, J = 5,0
Hz, 1H); 6 8,54 (t, J = 6,1 Hz, 1H); & 7,66 — 7,55 (m, 1H); 6 5,97 (s, 1H); picos menores: 6
9,08 — 9,00 (m, 0,27H); & 8,83 (d, J = 6,5 Hz, 0,26H); & 8,44 (d, J = 6,6 Hz, 0,27H); & 8,10 —
7,96 (m, 0,27H); & 7,50 (d, J = 7.0 Hz, 0.27H); & 5.92 (s, 0,44H). Os picos maiores
correspondem as unidades de repeticdo do polimero de viologénio, ou seja, sdo encontrados
em valores de deslocamento semelhantes ao espectro de RMN 'H (300 MHz, D,0) do
mondmero Benzil viologénio comercializado pela Sigma-Aldrich (Benzyl viologen
Dichloride 97% n° do produto 271845). Os picos menores, obtidos na caracterizagdo do
polimero, séo atribuidos as unidades da bipiridina monoalquilada e aos grupos metilenos, os
quais sd0 0s constituintes terminais da cadeia do polimero. Os dados obtidos por RMN *H
sd0 comparaveis aos obtidos por Creager e Fox [94], que caracterizaram por RMN *H (300
MHz, D,O) o mesmo polimero, apenas com contraion diferente, os autores utilizaram o

cloreto ao invés de brometo.
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4.2 Modificagédo do eletrodo de CV com PBV

Existem dois métodos encontrados na literatura para a modificagdo de eletrodos com
o polimero PBV, descritos por Abrufia e Bard [63]. Um deles se d& pela evaporacdo do
solvente no qual o polimero se encontrava disperso (com o contraion PFg"). A outra forma
descrita de modificagdo é através da fotoreducdo do PBV. Ambas as formas de modificacdo
descritas, segundo os autores Creager e Fox [94], ndo fornecem coberturas permanentes. Os
dois Gltimos autores introduziram a abordagem eletroquimica para a modificacdo do
eletrodo, através da ciclagem sobre as duas formas de reducdo do PBV (PBVZ/PBV™,
PBV""/PBV?), garantindo melhor adeséo do filme ao eletrodo.

Apesar da diferenca dos métodos de modificacdo propostos pelos autores aqui
citados, todos obtiveram eletrodos modificados com mesmo perfil eletroquimico. 1sso se
deve provavelmente a semelhanca das espécies geradas na superficie do eletrodo. Em todas
as modificagdes, a reducdo do polimero vai até & espécie neutra PBV® que se deposita na
superficie do eletrodo, provavelmente, de forma aleatdria, sem ordenacdo. Estas espécies
possuem carga total igual a zero desta forma, sugere-se que nao ha orientacdo (interacao por
carga) para que estas moléculas se agrupem ordenadamente no eletrodo.

Apesar da metodologia que utiliza a técnica de eletroquimica produzir um perfil de
picos alargados, ainda é vantajosa em detrimento ao método de precipitacao (evaporacéo do
solvente) apenas, pois, possibilita principalmente o controle do crescimento da cobertura do
polimero na superficie do eletrodo e garante maior aderéncia do material na superficie. O
método eletroquimico citado [94] foi reproduzido e o perfil voltamétrico do eletrodo
modificado com PBV em solucdo aquosa esté apresentado na figura 4 A. Objetivando uma
cobertura polimérica estavel, com perfis de picos definidos e principalmente, o controle
sobre o processo de formacdo dessa cobertura, um metodo de modificacdo foi desenvolvido,

o qual resumidamente é uma otimizacao das metodologias citadas.
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Figura 4. Perfil voltamétrico do eletrodo CV-PBV em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0 a 20 mV s* ap6s a modificacdo. A- Modificacdo por consecutivas
varreduras de 0 a -0,8 VV a 50 mV s™ (6 ciclos). AEp = 55 mV. B- Modificacio
com metodologia proposta neste trabalho. AEp = 15 mV.

Para tanto, a modificacdo eletroquimica da superficie do eletrodo de CV com o PBV,
pode acontecer por dois processos que ocorrem durante a reducdo do polimero. Os processos
redox fundamentais para a formacao das monocamadas no eletrodo sdo: a geracéo do cation
radical (PBV™") em aproximadamente -0,4 V e a formacdo da espécie neutra (PBV?) em
aproximadamente -0,7 V. Esses processos sdo semelhantes aos publicados para outros
derivados de viologénio [95].

A forma neutra do polimero é insolivel em solugdo aquosa, portanto, permanece na
superficie do eletrodo apds sua formacdo. A espécie PBV™" permanece na superficie do
eletrodo apenas durante o processo de sua formacdo, ou seja, durante a eletrélise em -0,4 V
aproximadamente. Uma vez que a eletrélise é interrompida, essa espécie tende, pelo
processo difusional, a deixar a superficie do eletrodo indo novamente para o seio da solucao.
Para que isso ndo aconteca, imediatamente ap0Os ter decorrido o tempo de eletrdlise, o
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eletrodo foi mergulhado em uma solucdo saturada de hexafluorfosfato de sdédio. Dessa
forma, as espécies ficam precipitadas na superficie do eletrodo na forma do sal insoltvel
[PBV](PF)..

As espécies PBV" determinam picos mais resolvidos para o perfil do eletrodo
modificado em solucdo aquosa, como pode ser visualizado na figura 4 B. Isto,
provavelmente devido as cargas que ordenam a formacdo da cobertura sobre o eletrodo de
trabalho. O cation radical é uma espécie que possui um elétron desemparelhado e por esse
motivo interage bem com a parte positiva de outras moléculas do PBV, determinando assim,
uma ordenacdo nas monocamadas formadas. Ao contrario do comportamento das espécies
PBV?, que como j4 foi dito, ndo se acomodam de forma ordenada, pois, sdo moléculas que
possuem mesma carga ocupando a superficie.

A contribuicdo de ambos os processos foi avaliada por experimentos nos quais, 0
intervalo de potencial, o tempo de eletrolise e 0 nimero de ciclos foram variados. A melhor
condicao para a modificacdo do CV com PBV foi obtida através dos valores de cobertura
(T') e de numero de monocamadas, considerando que uma monocamada corresponde a 3 X
10™ mol cm™ [96]. Os resultados referentes as variagdes no método de modificacdes do
eletrodo CV estdo apresentados na figura 5 e tabela 1 (A, B e C). Para todos 0s
experimentos a concentracdo do polimero foi mantida em 1mg mL™ em KBr 0,1 mol L e a
varredura de potencial, quando feita, desenvolveu-se a 50 mV s™.

Uma vez comprovado que as espécies PBV"™" conferem picos mais resolvidos no
perfil eletroquimico do eletrodo CV-PVB, um estudo para verificacdo do processo de
formacdo da cobertura apenas com a contribuicdo destas espécies foi desenvolvido. Para
tanto, o perfil de formagéo da cobertura (nmol cm) foi avaliado em relacéo ao tempo (s) em
que se manteve a eletrolise em —0,4 V. Este perfil (formacdo da cobertura em funcdo do
tempo de eletrdlise) pode se visto na figura 5.

A figura 5 apresenta o grafico que relaciona os valores de cobertura do eletrodo CV-
PBV obtidos em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mVs™ em funcéo do tempo de
eletrélise de 30 a 300 s em -0,4 V. E possivel verificar um comportamento de uma sigmoide
(R? = 0,995) em relacdo & cobertura em fungdo do tempo da eletrdlise. No intervalo de 0 a
105 s de eletrdlise, observou-se a formacdo de no maximo duas monocamadas. Ja a partir de
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intervalos superiores a 105 s até 240 s (~4 min) houve um aumento correspondente a aprox.
15 monocamadas, ou seja, um curto intervalo de tempo (~2 min) determinou a formacgéo de
um namero significativo de monocamadas. Apds 240 s foi possivel observar uma tendéncia
na manutencdo do valor da cobertura com o tempo, a qual permaneceu em aprox. 17
monocamadas.

Para 0 método de modificacdo de eletrodos, o controle de formacdo da cobertura é
fundamental. As respostas das andlises eletroquimicas sdo obtidas em relacdo a area do
eletrodo de trabalho. Uma vez que o eletrodo estd modificado com algum material, é fato
que, a resposta eletroquimica se dara levando em consideracdo a quantidade de material
sobre a superficie deste eletrodo, ou seja, a cobertura.

Com isso, considerando o controle sobre o processo de formagdo de monocamadas,
constou-se que a modificacdo feita apenas pela eletrélise em -0,4 V, na qual ha a
contribuicdo somente do monoradical, ofereceu um bom resultado acima de 4 min de
eletrolise e para intervalos inferiores a 105 s, os quais, fornecerem uma manutencéo no valor
de cobertura em funcdo do tempo. No intervalo entre estes valores, ou seja, de 105 a 240 s,
ocorreu uma mudanca grande no niumero de monocamadas em um curto tempo. Apesar do
controle em relacdo ao método de modificacdo obtido para os dois intervalos de eletrolise
determinados (inferior a 105 s e superior a 240 s), o valor do nimero de monocamadas ndo
foi significativo para intervalos inferiores a 105 s. Desta forma, um resultado consideravel
foi obtido apenas para intervalos de eletrélise iguais ou maiores a 5 min.

Assim, decidiu-se variar o potencial de inversdo e o numero de ciclos entre 0s
potenciais redox do PBV, realizando ou ndo a eletrolise em -0,4 V durante 30 e 60 s. Espera-
se com isso determinar uma condicdo mais reprodutivel e rapida para a modificacdo do

eletrodo.
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Figura 5. Perfil da formacéao da cobertura com o PBV sobre o eletrodo de CV
em relacdo apenas a diferentes intervalos de eletrolise. Gréafico
dos valores de cobertura do eletrodo CV-PBV em funcéo do tempo
de eletrolise, de 30 a 300 s. O potencial aplicado foi -0,4 V. A
cobertura foi determinada em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s™.

A Tabela 1 A apresenta os resultados em relagdo a variacdo do intervalo de potencial
de varredura. Este experimento foi realizado mantendo a eletrdlise por 30 segundos em -0,4
V durante o terceiro ciclo a 50 mV s™. As coberturas obtidas para os intervalos de -0,4 a 0 VV

e -0,5a 0 V ndo foram promissoras. Os valores obtidos ndo foram suficientes para completar
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uma monocamada, sendo assim, estes intervalos ndo foram utilizados nos préximos
experimentos. O maior valor de cobertura (~7 monocamadas) foi obtido para o maior
intervalo de potencial, devido a abrangéncia do potencial de formacéo de PBV? na superficie
do eletrodo, que contribui para a formacdo de uma maior quantidade das espécies PBV"™"
durante a eletrolise.

Os valores de cobertura em relacdo a variacdo do niumero de ciclos completos a 50
mV s™ sem eletrélise e para diferentes intervalos de potenciais estdo apresentados na Tabela
1 B. Este experimento deixou ainda mais evidente a influéncia da espécie neutra para uma
maior cobertura da superficie do eletrodo, pois, 0 aumento do numero de ciclos s6 foi
efetivo para intervalos de potencial mais amplos.

Em relacdo aos intervalos mais curtos de potencial (de -0,5 a 0 V), apenas com 6
ciclos foi possivel obter uma monocamada. Isto porque, neste intervalo de potencial o
segundo processo de reducdo do PBV ndo foi atingido e a Unica contribuicdo para a
formacdo da cobertura é a do cation radical. Quando o intervalo de potencial foi delimitado a
-0,6 V, o valor obtido para o nimero de monocamadas ficou em aproximadamente 1,
independente do namero de ciclos. Neste intervalo, apesar de ndo ser o Otimo para a
formacdo da espécie neutra, deve-se considerar o fato de que, um pouco dela pode ser
formada em -0,6 V e contribuiu para a cobertura. Essa observacdo foi fundamentada na
diferenca dos resultados de -0,5 e -0,6 V. Caso, somente as espécie PBV™" fossem as
responsaveis para a formacdo da cobertura, 0 mesmo valor para intervalo até -0,5 V seria
obtido para o intervalo até -0,6 V. Na verdade, para este intervalo (-0,6 a 0 V) ja com 4
ciclos foi possivel obter uma monocamada.

No intervalo de -0,7 VV a 0 V, o limite negativo estd muito proximo do potencial de
reducdo do PBV?, assim foi obtido um valor de cobertura razoavel, de aproximadamente 6
monocamadas, tanto para 4 ou 6 ciclos. Os melhores valores foram obtidos para o maior
intervalo de potencial, no qual, houve energia suficiente para que as espécies fossem
reduzidas até a forma PBV® na superficie do eletrodo. Assim, 0 aumento no nimero de
ciclos, contribuiu para o aumento de aproximadamente uma monocamada.

Tabela 1 C apresenta os resultados da variacdo do tempo de eletrélise em -0,4 V

durante o terceiro ciclo a 50 mV s* para diferentes intervalos de potencial. Neste caso, 0s
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melhores valores de cobertura foram obtidos para 0s maiores intervalos de potencial, para os
quais o aumento do tempo de eletrolise ndo foi significativo. Quando se tratava de um
intervalo de potencial menor, uma pequena quantidade da espécie neutra foi formada, e a
maior contribuicdo para a cobertura vem do cétion radical. Assim, um tempo maior de
eletrolise proporcionou uma melhor cobertura.

Experimentos com eletr6lise durante o quarto ciclo foram realizados, porém o
aumento do valor de cobertura ndo foi significativo em relacdo aos experimentos com
eletrolise durante o terceiro ciclo. Os resultados para eletrolise durante o segundo ciclo ndo
foram promissores, por esse motivo, as tabelas 1 A e 1 C apresentam os resultados em
relacdo aos experimentos com eletrolise durante o terceiro ciclo.

Com base nos resultados obtidos, a condi¢do estabelecida para a modificacdo do
eletrodo de CV foi manter eletrélise em -0,4 V por 30 segundos no terceiro ciclo, varrendo
os potenciais de -0,8 a 0 V a 50 mV s™ (fig. 6). Com este método foi possivel controlar o
crescimento da cobertura sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Os numeros de
monocamadas obtidos com o método de modificacdo proposto em diferentes dias
apresentaram linearidade na resposta das analises (secdo 4.4.6).

Com o método proposto para a modificacdo, a solucdo aquosa do polimero utilizada
durante o processo de modificacdo pode ser reutilizada sem que o valor de cobertura

decrescesse significativamente, como pode ser visto na tabela 1 D.
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Tabela 1 A. Valores de cobertura e nimero de monocamadas obtidos em diferentes
intervalos de potencial, apos eletrolise por 30 s em -0,4 V durante a varredura do
terceiro ciclo a 50 mvV s™.

Janela de potencial (V) -0,8a0 -0,7a0 -06a0 -05a0 -0,4a0

r (nmol cm™?) 2,2 1,9 0,61 0,12 0,070
N° de monocamadas 7 6 2 0,4 0,2

Tabela 1 B. Valores de cobertura e nimero de monocamadas obtidos em diferentes
intervalos de potencial, ap6s a varredura de 4 e 6 ciclos a 50 mV s™ sem eletrélise.

Janela de potencial 4 ciclos 6 ciclos
V) r (nmolem?®) n°monocamadas r (nmolcm™®)  n® monocamadas
-0,8a0 2,3 8 2,6 9
-0,7a0 1,8 6 1,8 6
-0,6a0 0,40 1 0,49 2
-05a0 0,28 0,9 0,43 1

Tabela 1 C. Valores de cobertura e monocamadas obtidos para diferentes intervalos
de potencial apos a eletrolise por 30 e 60 s em -0,4 V durante a varredura do terceiro
ciclo a50 mv s™.

Janela de 30 segundos 60 segundos

potencial (V)  r (nmolcm®) n’monocamadas r (nmolcm?) n’monocamadas

-0,8a0 2,2 7 2,4 8
-0,7a0 1,8 6 19 6
-0,6a0 0,65 2 1,2 4
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Tabela 1 D. Valores de cobertura e monocamadas obtidos com a modificacédo feita a
partir da mesma solucdo aquosa de [PBV]Br, 1mg mL™ em KBr 0,1 mol L™ em
diferentes janelas de potenciais e ap6s a eletrélise por 30 s em -0,4 V durante o
terceiro ciclo a 50 mV s™.

Uso da -0,6 a0V -0,7a0Vv -0,8a0v
solugo ro n’mono- r n’mono- ro n’mono-
(nmolcm™)  camadas (nmolcm®)  camadas ~ (nmolcm™)  camadas
1° 0,74 2 1,8 6 2,7 9
20 0,54 2 1,4 5 2,6 9
3° 0,37 1 1,4 5 1,9 6
40 ; - 1,1 4 1,7 5
50 - - 0,86 3 1,3 4
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Figura 6. Comportamento eletroquimico do polimero [PBV]Br, em solu¢cdo aquosa.

Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico do
PBV (1 mg mL™) em solucdo aquosa de KBr 0,1 mol L™ previamente
desoxigenada com argénio por 10 minutos. Eletrodo de trabalho CV,
eletrodo auxiliar Pt, velocidade de varredura de potencial 50 mV s™. Inicio
da varredura de potencial em 0,0 V.
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4.3 Parametros cinéticos

Apb6s a modificacdo do eletrodo de carbono vitreo (CV-PBV), seguindo método
descrito na secdo anterior, o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado foi
obtido em diferentes velocidades de varredura, em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 e est4
apresentado na figura 7. E possivel observar a simetria dos picos redox, caracteristica de um
material depositado na superficie do eletrodo de trabalho. Também, é notavel que, tanto o
potencial do pico de reducdo (Ep;) quanto o de oxidacdo (Ep,) ndo sofreram variacédo
significativa com a velocidade de varredura, este comportamento é caracteristico de uma
substancia redox que ndo esta sofrendo processo difusional, ou seja, estd confinada na
superficie do eletrodo [97]. Devido a existéncia de simetria em relagdo as correntes de pico
anodica e catddica, somada ao fato de que ndo houve variagdo consideravel nos valores de
potencial de pico (anddico e catddico), sugere-se que o processo redox deste polimero €
reversivel.

Na verdade, uma pequena variacdo na diferenca dos valores do Ep. € Epa (AEp) foi
observada com o aumento da velocidade de varredura. No caso do polimero PBV, essa
variacao era esperada. O PBV € um polimero com carga e ha um fluxo de ions na interface
polimero/solucdo para que se mantenha a eletroneutralidade ao eletrodo ser polarizado. Isto
se torna ainda mais evidente a medida que a velocidade de varredura aumenta. Além do
mais, o polimero ndo possui apenas uma monocamada e quanto maior o numero de

monocamadas, maior desvio é esperado no perfil linear (AEp vs v) [98].
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—30mVs'

15,0+ — 40 mVs"
— 50 mVs'
—60mVs'
—— 70 mVs"
— 80 mVs'
—90mVs'
— 100 mVs"

100 mVs"

-15.0—

I ' I ' I
'O,6 '0;3 0:0

E/V vs (Ag/AgCl (S)/ KC](Sﬂt))

Figura 7. Comportamento eletroquimico do eletrodo CV-PBV em solucao
aquosa em diferentes velocidades de varredura.
Voltamogramas ciclicos referentes ao processo redox do eletrodo
CV-PBV em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 em diferentes
velocidades de varredura: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mV s,

Um parametro muito utilizado para comprovar se as espécies redox estdo confinadas
na superficie do eletrodo ou se estdo sofrendo processo difusional é linearidade do grafico Ip

vs vou Ip vs v'2. Para o grafico Ip vs v, a linearidade indica que as espécies redox estdo na

38



Resultados e discussdo

superficie do eletrodo, devido & proporcionalidade direta entre corrente (Ip) e velocidade de

varredura (v) relacionadas na equacéo 2 [99], como foi o caso do eletrodo CV-PBV.

n2F?

4 RT

Ip = xvAT (2)

Onde: T = 298K, R = 8,3 J K" mol™ (constante universal dos gases
perfeitos), n = 1 (nimero de elétrons transferidos), F = 96485,3399 C mol™
(constante de Faraday), v = valor da velocidade de varredura e AI"= mols
da espécie adsorvida na superficie do eletrodo.

O grafico apresentado na figura 8 foi obtido atraves dos valores de Ip. e Ip. em
funcdo da velocidade de varredura para o eletrodo CV-PBV em tampéo fosfato 0,1 mol L™
pH 7,0. Ambas as retas exibidas (Ip. e Ip.) apresentaram comportamento linear, com R? de
0,999 para a reta dos valores de Ip. e R? de 0,994 para os valores correspondentes a Ipa, até

aproximadamente 100 mV s™ para ambas as retas.
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Figura 8. Variacdo dos valores de corrente de pico anddico e catodico em
funcéo da velocidade de varredura para o eletrodo CV-PBV
em solucdo aquosa. Os valores de corrente de pico foram
obtidos por voltametria ciclica em tampéao fosfato 0,1 mol L™
pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura, sendo : 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 mVs™.

O valor do coeficiente de transferéncia de elétrons () e da constante de transferéncia
de carga (k) (para o transporte de elétrons entre a superficie do eletrodo e o polimero

depositado) foram determinados através da expressdo geral de Laviron [100] (equacéo 3).
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T
logk = alog(1-a)+ (1- a)loga- log (E)_

a(l—a)nFAEp
2,3RT

(3)

Onde: T = 298 K, R = 8,3 J K™* mol™ (constante universal dos gases perfeitos), n = 1
(nGmero de elétrons transferidos) e F = 96485,3399 C mol™ (constante de Faraday), v =
valor da velocidade de varredura no limiar a separacdo dos picos.

Esta equacdo satisfaz a condicdo Ep, - Ep. > 200 mV/n (separagdo de pico a pico)
para espécies confinadas na superficie do eletrodo [100]. Os valores de v, Ep, € Ep. foram
obtidos através da extrapolacao das curvas Ep. e Ep, do grafico apresentado na figura 9.

O gréfico (fig. 9) apresenta os dados da diferenca dos potenciais (Ep - Ej) em funcéo
do logaritmo da velocidade de varredura (log v). O termo E; € a média aritmética dos
potenciais redox obtidos na velocidade de varredura mais baixa [101], ou seja, Ej = (Epa +
Epc) /2 . Os valores de Ep,, Ep. € Ej séo respectivamente -0,324 V; -0,359 V e -0,341 V. O
termo Ep é o valor de potencial anddico (Ep,) ou catodico (Epc) correspondente a cada
velocidade de varredura.

O valor do coeficiente de transferéncia de elétrons (), que indica a simetria entre as
reacOes redox do polimero, foi obtido através dos valores das inclinacbes das retas
determinadas para as duas porcoes (Epa € Epc) em altas velocidades de varredura. Essas duas
porgdes de pontos apresentaram valores de inclinagdes de retas iguais a -2,3RT/anF para o
pico catddico e 2,3RT/(1-a)nF para o anodico. Desta maneira, o valor de a obtido foi
aproximadamente 0,5. Usando a equacdo 3, o valor de k determinado para o eletrodo CV-
PBV em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 foi 5,2 s™*.

A transferéncia de carga no polimero ndo é muito rapida, como foi apresentado pelo
valor de k e através da variacdo dos Ep com a velocidade de varredura [98]. Este valor chega
a 1,2 x 10% s para uma constante moderadamente rapida [96]. O valor obtido pode néo ter
sido tdo alto devido a propria caracteristica do polimero e também pela somatoria de outros
fatores que diminuem o valor da constante. Dentre estes fatores, podemos citar a diferenca

na solvatacdo e/ou movimento idnico [61] e o fato de que se trata de um polimero com uma

41



Resultados e discussdo

cobertura significativa com 2,3 nmol cm™, correspondente a 8 monocamadas aprox. Assim,
existe uma resisténcia da propria cobertura em relacéo ao fluxo idnico.

Porém, o valor de 4,3 x 10" s para a constante de transferéncia de carga foi relatado
como bom resultado [102] para o qual, o grafico de Laviron apresentou o Ep quase
independente do logaritmo da velocidade de varredura, isto para baixas velocidades de
varredura. Este comportamento sugere que a comunicacao eletrénica entre os sitios redox do
mediador e a superficie do eletrodo ndo limita o processo interfacial. Esse mesmo
comportamento (ou seja, a independéncia de Ep com log vpara baixas velocidades de
varredura) também foi obtido para o polimero PBV e esta apresentado na figura 9, desta
forma, ha uma boa transferéncia de carga entre o polimero PBV e a superficie do eletrodo.
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Figura 9. Grafico de Laviron. Valores de potencial de pico (anddico e

catddico) correspondentes a diferentes velocidades de varredura
(0,01 a 10 V s*) em funcdo do logaritmo da velocidade de
varredura. Valores obtidos para o eletrodo CV-PBV por
voltametria ciclica em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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4.4 Clonazepam

4.4.1 Determinacéo do teor de CNZ

Devido a procedéncia ndo especifica do padrdo CNZ, o teor foi analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A figura 10 apresenta o grafico da relagdo linear
(R? = 0,998) dos valores das 4reas dos picos e as concentracdes de CNZ totais adicionadas,
com o valor de inclinacdo da reta de 6,26 x 10*. Os valores das areas foram calculados pela
integracdo dos picos cromatogréaficos. O valor da area do pico obtido para a amostra de CNZ
(250 pg mL™) foi 1,61 x 10° Este valor de &rea correspondeu ao valor obtido
experimentalmente de 26,4 ng mL™ para a concentracio de CNZ. Considerando os erros

experimentais, adotou-se o valor de 100% para o teor do CNZ.

-6
1

Area do pico x 10

L L L
0 10 20 30 40 50

Concentra¢do de CNZ / pg mL™

Figura 10. Determinacdo do teor de CNZ. Grafico dos valores das areas
dos picos em relacio & concentracéo de CNZ (ug mL™).
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4.4.2 Espectros de absor¢do em diferentes pHs

Os espectros de absorcdo foram realizados em diferentes pHs, como forma de
caracterizacdo da molécula em diferentes estagios de protonacédo, de acordo com os valores
de pK, apresentados na figura 11. Os espectros de absor¢cdo do CNZ em diferentes pHs
podem ser visualizados na figura 12. Nos pHs 5,0; 7,0 e 9,0 observou-se picos de absorcao
em 250 e 300 nm (aprox.) muito similar aos espectros da literatura [103]. Estes pH; (5,0; 7,0
e 9,0) estdo acima do valor do primeiro pK; (pKa = 1,95 [104]) da molécula de CNZ; nestas
condicdes, a molécula teve seu primeiro préton liberado. Em pH 2,0 foi visualizada uma
banda alargada englobando a regido de 250 a 300 nm, isso porque o valor de pH esta muito
proximo ao valor do pK,, coexiste portanto, proporcoes semelhantes da molécula na forma
protonada e desprotonada. Em pH 12,0, observou-se uma banda de forte absorcdo em
aproximadamente 400 nm. O aparecimento desta banda € atribuido ao mecanismo de
conjugacéo de elétrons (fig. 13) originado pela perda do segundo préton (pKa, = 10,5 [104]),
semelhante ao espectro da literatura obtido em outros meios ndo aquosos [105]. Desta
forma, devido a facilidade de transicdo eletronica, a absorcéo foi obtida em comprimentos
de onda maiores, ou seja, menor energia requerida pela molécula (deslocamento

batocromico).

o=

Figura 11. Representacdo da estrutura quimica do CNZ e seus
respectivos pKas. Estrutura quimica do CNZ e os valores de
seus pKas: pKa1 = 1,95; pKa2 = 10,5. 315,72 g mol™ [104].
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Figura 12: Espectro de absorcdo de CNZ 50 umol L™ em diferentes pHs.
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0; tamp&o acetato 0,1 mol L™
pH 5,0; tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tampéo borato 0,1 mol
L™ pH 9,0 e tampédo fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.

.0
N— N=—
\N+ —N O\N+ —=N
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Figura 13: Representacdo da conjugacdo de elétrons da molécula de CNZ
em pH 12,0. Esquematizacdo da molécula do CNZ totalmente
desprotonada.
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4.4.3 Comportamento eletroquimico do CNZ em diferentes pHs

O comportamento eletroquimico do CNZ foi analisado para os mesmos pHs citados
anteriormente, portanto, utilizou-se os mesmos tampdes nas mesmas concentragdoes. Como
pode ser observado nas figuras 14 A e 14 B em comparagdo aos voltamogramas
apresentados em 14 C, 14 D e 14 E houve um adiantamento no potencial de reducdo do
farmaco quando foi utilizado tampdes de carater &cido. Isto significa que, a condicdo do
meio propiciou uma diminuicdo na energia requerida para reacdo. O favorecimento da
reducdo do CNZ em pH baixo esta de acordo com o mecanismo de reducdo eletroquimica
dos compostos nitroaromaticos [citado na se¢do 1.2]. Como reacdo geral dessa classe de
compostos em meio aquoso, a reducdo eletroquimica do grupamento nitro depende do ganho
de 4 elétrons acompanhado de 4 prétons (H"), como apresentado no esquema 1 (p. 06).

De maneira geral, o estudo eletroquimico de redugdo do CNZ em diferentes pHs
demonstrou que, o potencial de reducdo do CNZ aumentou com o aumento do valor de pH
do meio. Porém, a andlise dos potenciais de reducdo do CNZ utilizando o eletrodo
modificado (CV-PBV) e polido (CV) demonstrou que, com o eletrodo CV-PBV, 0 aumento
do potencial de reducdo do farmaco ndo foi tdo significativo em comparacédo ao eletrodo CV
(polido). A reducdo do CNZ em pH 9,0 (fig. 14 D) com o eletrodo CV-PBV aconteceu no
mesmo potencial de reducdo em pH 7,0 para o eletrodo CV (fig. 14 C). Mesmo com o
aumento do pH (dificultando a reducéo), o eletrodo CV-PBV foi mais eficiente. O CNZ,
resumidamente (nos pHs de 7,0 a 12,0) foi reduzido em potenciais menos negativos quando
utilizou-se o eletrodo modificado (em relacdo ao eletrodo polido). A diminuicdo do
potencial de reducdo do CNZ (CV-PBV em relacdo ao CV) alcancou 170 mV em pH
proximo de 7,0 (fig. 14 C).

Em pH 12,0, (fig. 14 E) o valor de corrente obtido para a analise do CNZ utilizando
CV-PBV, foi substancialmente maior em relacdo a mesma analise utilizando CV polido.
Isto pode estar relacionado com uma maior interacdo entre o analito e o filme polimérico.
O polimero possui carga positiva, e o farmaco em pH 12,0 se encontra totalmente
desprotonado apresentando assim, carga negativa. Desta forma, neste pH pode ter havido

forte interacdo entre cargas opostas. O alto valor de corrente obtido pode ser, portanto,
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consequéncia de um maior nimero de moléculas presentes na superficie do eletrodo,

devido a esta forte interagéo.

| —
0 —
D -
N ——CV-PBV
3 - ——— CV-PBV+CNZ
—— CV+CNZ
| | ' | ! |
-0.6 -0,4 -0,2 0,0

Figura 14. Voltamogramas

E/V vs (Ag/AgCl /KCI_ )

A

ciclicos referentes ao comportamento

eletroquimico do CNZ 70 pmol L™* em diferentes pHs. A-
Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0 a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma
na cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na
cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca de CNZ.
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E/V vs (Ag/AgCl, /KCI )

B

Figura 14. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento
eletroquimico do CNZ 70 umol L™ em diferentes pHs. B-
Tampdo acetato 0,1 mol L™ pH 50 a 10 mV s
Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia
de CNZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na
presenca de CNZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo
CV-PBV na presenca de CNZ.
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Figura 14. Voltamogramas  ciclicos  referentes ao  comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. C-Tampao
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta:
eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ. Voltamograma na cor azul:
eletrodo CV na presenca de CNZ. Voltamograma na cor vermelha:
eletrodo CV-PBV na presenca de CNZ.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pH;. D-
Tampé&o borato 0,1 mol L™ pH 9,0 a 10 mV s™. Voltamograma
na cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de CNZ.
Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca de CNZ.
Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca
de CNZ.
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E

Figura 14. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento
eletroquimico do CNZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. E-
Tampdo fosfato 0,1 mol L* pH 12,0 a 10 mV s™
Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na auséncia de
CNZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca de
CNZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na
presenca de CNZ.
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Foi sugerido inicialmente que esse elevado valor de corrente em pH 12,0 poderia ser
resultado da adsorcdo do farmaco no filme polimero. Devido a interacdo das cargas de
sinais opostos, 0 CNZ (carga negativa) estaria incorporando no filme (carga positiva). A
figura 15 apresenta os voltamogramas, com diferentes inicios da varredura de potencial (0
V;+ 0,2V e +0,4 V) referentes ao perfil eletroquimico do CNZ em pH 12,0 analisado com
CV-PBV a 10 mV s™. Como o CNZ possui carga negativa neste pH, o inicio da varredura
em potenciais positivos proporciona a chegada de mais espécies negativas na superficie do
eletrodo. Uma vez que, o polimero incorpora essas espécies negativas, o aumento da
resposta (corrente) seria esperado. Porém, os voltamogramas com inicio das varreduras em
potenciais mais positivos apresentam as menores respostas (fig. 15). Primeiro foi feito o
voltamograma partindo de 0 V, depois comegando em +0,2 V e o ultimo voltamograma
teve seu inicio em +0,4 V.

Foi verificado que, essa diminuicdo na resposta estava relacionada com a perda do
filme polimérico. A medida que o tamp&o fosfato foi submetido a potenciais positivos, 0s
anions foram atraidos para o eletrodo e podem ter ocasionado a substituicdo do PFg que
estava como contraion do polimero. O ion PFs- mantém o PBV na superficie do eletrodo,
por tornar esse composto (PBV) insolivel em solucdo aquosa, uma vez que este contraion
foi substituido, o filme polimérico acaba saindo da superficie do eletrodo. Isto pode ser
constatado com a diminuicdo dos valores do Ip. para eletrodo CV-PBV quando o mesmo
experimento foi desenvolvido na auséncia do CNZ. Este comportamento esta apresentado
na figura 16. Portanto, apenas com esse experimento ndo foi possivel comprovar se, de
fato, h&d uma incorporacdo do CNZ no PBV.

Foi desenvolvido um experimento utilizando a técnica de espectroeletroquimica (ja
utilizada na caracterizacdo do PBV) para verificacdo da possivel adsor¢do, porém essa
técnica ndo foi sensivel o bastante. A absorbancia do cation radical PBV™ formado na
superficie do eletrodo ja modificado é muito pequena (abaixo do valor 0,1) e a verificacao
de alguma mudanca por conta da incorporacdo do CNZ ndo foi possivel, visto que, a
quantidade de CNZ possivelmente adsorvido no polimero, também seria pequena. Apds a
modificacdo do eletrodo de ITO com o PBV, foi feito o espectro de absor¢do durante a

aplicacdo de -0,4 V em seguida, o eletrodo ITO-PBV foi submetido a analise com CNZ,
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lavado com agua e, novamente feito um espectro em com aplicacdo -0,4 V. Nenhuma
mudanca foi observada. As andlise foram feitas em tampdo fosfato pH 12,0. A
concentracdo de CNZ utilizada foi 70 pmol L™.

Um experimento semelhante ao anterior (espectroeletroquimica) foi desenvolvido
ainda em relacdo a possivel adsor¢do. Neste experimento, o eletrodo utilizado foi o CV-
PBV e ao invés da espectroeletroquimica, utilizou-se a voltametria ciclica. Apo6s a
obtencdo do eletrodo CV-PBV, o mesmo foi utilizado na anélise de CNZ 70 umol L™ em
tampdo fosfato pH 12,0 e, em seguida lavado com agua destilada e inserido em tampédo
fosfato na auséncia do farmaco. O Ip. obtido para a anélise do CNZ com o eletrodo CV-
PBV néo foi observado quando utilizou-se 0 mesmo eletrodo (apds analise do CNZ) na
auséncia do farmaco.

Diante dos resultados apresentados, a elevada corrente obtida na andlise do CNZ em
pH 12,0 com o eletrodo CV-PBV, justifica-se pela interacdo entre as cargas do analito e do

polimero no momento da analise.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico
do CNZ 70 pmol L™ em pH 12 em diferentes inicios de varredura
de potencial a 10 mV s™ com o eletrodo CV-PBV. Voltamograma na
cor preta: analise de CNZ em pH 12,0, varredura iniciada em 0 V.
Voltamograma na cor azul: analise de CNZ em pH 12,0, varredura
iniciada em + 0,2 V . Voltamograma na cor vermelha: andlise de
CNZ em pH 12,0, varredura iniciada em +0,4 V.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento
eletroquimico do CV-PBV em pH 12 em diferentes inicios
de varredura de potencial a 10 mV s™. Voltamograma na
cor preta: CV-PBV em pH 12,0, varredura iniciada em 0 V.
Voltamograma na cor azul: CV-PBV em pH 12,0,varredura

iniciada em + 0,2 V . Voltamograma na cor vermelha: CV-
PBV em pH 12,0, varredura iniciada em +0,4 V.
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4.4.4 Voltametria linear com eletrodo de disco rotativo

O valor do coeficiente difusional das espécies redox (D) foi obtido a partir do valor
da inclinacdo do grafico de Levich. Para tanto, a corrente limite de reducdo do CNZ foi
calculada para o eletrodo de disco rotativo de CV modificado com PBV. A concentragdo de
CNZ utilizada foi 100 umol L™ em tampéao fosfato 0,1 mol L™* pH 7,0 a 10 mV s*. A
velocidade angular foi variada de 100 a 1000 rpm. Observou-se que a corrente limite
aumentou com o aumento da velocidade de rotagdo, da mesma forma em que estdo
relacionadas na equagéo 4 [99].

A figura 17 apresenta o grafico de Levich da corrente limite (wA) obtida em -0,420
mV (potencial de redugdo do CNZ para este eletrodo) em fungdo da raiz da velocidade de
rotacdo (rad s™). O valor da corrente limite manteve a linearidade para altas velocidades de
rotacdo, o gréafico exibiu uma reta com R? = 1, sugerindo que ndo ha controle cinético no
processo de reducdo do CNZ com o eletrodo CV-PBV.

A partir do valor da inclinacdo da reta (fig. 17) e utilizando a equacéo 4 foi possivel
determinar o valor de D para 0 CNZ. Desta forma, o valor de D determinado com o eletrodo
CV-PBV foi 3,81 x 10 + (0,02) cm? s™. O valor do coeficiente difusional varia com
viscosidade do meio, fato que provavelmente justifica a diferenca em relacdo ao valor
apresentado por Kumar e colaboradores [106], uma vez que ndo foi utilizado o mesmo
tampao para as duas analises. O trabalho citado utilizou o tampéo citrato/borato/fosfato com
pH 6,0.

I1=0,620nFAD/3w/2v /6 [CNZ] @)

Onde: | = valor da corrente; n = nimero de mols envolvidos na reacdo do grupo
nitro (= 4); F = 96485,3399 C mol™ (constante de Faraday); @ = velocidade
angular (rad s™); A é a 4rea do eletrodo (= 0,20 cm?); D = coeficiente difusional
das espécies redox; v = viscosidade cinematica do meio (= 0,01cm?s™).
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Figura 17. Gréafico de Levich. Grafico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacéo do eletrodo de trabalho. Concentracéo

de CNZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV-PBV, velocidade de
varredura 10 mV s, tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

O coeficiente difusional é caracteristico de cada espécie redox, como identidade da
mesma, assim, praticamente o mesmo valor para o D foi encontrado quanto utilizou-se o
eletrodo polido (CV) nas mesmas condicGes do experimento anterior, utilizando os valores
de corrente em -0,590 mV (potencial de reducdo do CNZ para este eletrodo). Essa
proximidade entre os valores demonstra a confiabilidade na determinacdo experimental do
coeficiente difusional do CNZ. A curva apresentou perfil linear (R? = 0,997) (fig. 18) e o

valor obtido para o D utilizando o eletrodo CV foi 3,89 x 10™ (+0,05) cm? s™.
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Figura 18. Grafico de Levich. Grafico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho. Concentragéo
de CNZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV, velocidade de varredura
10 mV s, tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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4.4.5 Deteccéo de CNZ

As figuras 19 A, 19 B e 19 C apresentam as curvas analiticas obtidas a partir dos
valores de corrente em funcdo da concentracdo de CNZ. As analises foram feitas por
voltametria ciclica a 10 mV s™ em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 utilizando como
eletrodo de trabalho CV, CV-PBV, Au e Au-PBV.

A resposta de cada eletrodo, em relacdo as concentracbes de CNZ adicionadas, esta
apresentada na figura 19 A. Os valores de corrente observados no grafico foram obtidos nos
respectivos potenciais de reducdo do CNZ, para cada eletrodo de trabalho utilizado. O
eletrodo CV-PBV apresentou eficiéncia na analise do farmaco, visto que, a corrente obtida
para este eletrodo foi bem maior em relagdo aos demais eletrodos para a mesma analise.

Como se sabe, a corrente é proporcional a area do eletrodo e, consequentemente a
cobertura do mesmo. Por este motivo, para viabilizar a comparacgdo entre as respostas dos
eletrodos, uma vez que se tratava de coberturas e areas diferentes, os valores de corrente
foram normalizados pela area ou cobertura (eletrodo polido ou modificado, respectivamente)
e os valores obtidos estdo apresentados na figura 19 B.

A figura 19 B apresenta o grafico que relaciona os valores de corrente obtidos nos
respectivos potenciais de reducdo do CNZ, para cada eletrodo de trabalho utilizado,
normalizados pela cobertura ou area. Estes valores de corrente normalizados estéo
apresentados em funcdo da concentracdo de CNZ. Verificou-se que a resposta de todos 0s
eletrodos apresentou certa linearidade, porém, o eletrodo CV-PBV demonstrou melhor
desempenho, em relacdo ao eletrodo Au-PBV. A sensibilidade da analise pode ser avaliada
através da inclinacdo da curva analitica, ou seja, o eletrodo CV-PBV apresentou melhor
sensibilidade para a analise do CNZ. Vale ressaltar que, além da melhor resposta
apresentada pelo eletrodo CV-PBV, 0 mesmo também foi capaz de diminuir em 170 mV o
valor de potencial da reducéo do farmaco (em comparacéo ao eletrodo polido).

Os valores dos potenciais de reducdo do CNZ (Ep.) para cada eletrodo de trabalho
foram: CV = Ep. ~ -0,590 V, CV-PBV = Ep. -0,420 V, Au = Ep. ~ -0,560 V e Au-PBV =
Ep. -0,430 V. Os valores de cobertura calculados: 3,0 x10”° mol cm™ para CV-PBV e 1,5 x
10 mol cm™ para Au-PBV e os valores das areas geométricas para os eletrodos polidos: CV

= 0,071 cm? e Au = 0,031 cnm?.
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A

Determinacdo de CNZ em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s*. A- Grafico dos valores de corrente (Ipc) nos respectivos
potenciais de reducdo do CNZ obtidos para cada eletrodo de
trabalho. Concentragdes de CNZ totais adicionadas: 10 a 140 umol
L. Dados: CV = Ep. ~ -0,590 V, CV-PBV = Ep. -0,420 V, Au = Ep
~-0,560 V e Au-PBV = Ep. -0,430 V.
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Figura 19. Determinacédo de CNZ em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,02 10 mV s’
! B- Gréfico dos valores de corrente (Ioc) normalizados pela area (eixo da
direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos respectivos potenciais de
reducdo do CNZ obtidos para cada eletrodo de trabalho. Concentracdes
de CNZ totais adicionadas: 10 a 100 pumol L™. Dados: cobertura
calculada para CV-PBV 3,0 x 10”° mol cm™, para Au-PBV 1,5 x 10 mol
cm?, valores das areas geométricas para os eletrodos polidos: CV =
0,071 cm? e Au = 0,031 cm?. CV = Ep. ~ -0,590 V, CV-PBV = Ep, -
0,420 V, Au = Ep. ~-0,560 V e Au-PBV = Ep. -0,430 V.
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A figura 19 C apresenta os valores de corrente determinados em -0,420 V (para
todos os eletrodos de trabalho) em funcdo da concentracdo de CNZ. Esta figura ilustra
melhor a eficiéncia do eletrodo CV-PBV, uma vez que, neste potencial (-0,420 V), apenas 0
eletrodo CV-PBV foi capaz de reduzir o farmaco CNZ. Os demais eletrodos de trabalhos
utilizados precisaram de mais energia para reduzir o CNZ, indo assim, para potenciais mais
negativos. A resposta do eletrodo CV-PBV foi linear em relagdo a concentracdo de CNZ até
120 umol L™ com R?*= 0,9951 e, pode ser determinada através da equacdo I= 0,031
(nA pumol™ L) [CNZ] + 0,90 (+0,04) (LA).
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Figura 19. Determinacdo de CNZ em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10
mV s™. C- Gréfico dos valores de corrente (l,) obtidos em -0,420
V para todos os eletrodo de trabalho em funcdo das mesmas
concentracfes de CNZ analisadas. Concentracdes de CNZ totais
adicionadas: 10 a 140 pmol L™,
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4.4.6 Analise de amostras comerciais

A fim de verificar a aplicabilidade do eletrodo CV-PBV na determinagdo de CNZ em
amostras comerciais, uma analise com medicamento de referéncia Rivotril® em gotas foi
desenvolvida utilizando o referido eletrodo. Para tanto, foi utilizada uma aliquota do
medicamento Rivotril®, sem prévia dissolucdo, correspondente a 7,0 pmol L™ de CNZ,
mediante as informac6es do fabricante contida na bula do medicamento. A andlise foi feita
em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. O valor da concentracdo de CNZ (no
Rivotril®) foi determinado pelo método de adic&o de padrao.

Os valores de corrente em funcdo da concentracdo de CNZ estdo apresentados na
figura 20. Estes valores sdo referentes a aliquota do medicamento (ponto correspondente a 0
umol L™ de CNZ) e as demais adicBes do padrdo CNZ (de 10 a 90 umol L™). A figura
representa a média de trés determinacdes, relacionadas através da barra de erro em cada um
dos pontos da curva. Estas determinacdes foram feitas em dias diferentes, com eletrodos
CV-PBV preparados com 0 mesmo método de modificacdo, para cada uma das analises.

O valor obtido experimentalmente para a concentracdo de CNZ presente no Rivotril®
foi calculado através da regressdo linear (fig. 20), a qual descreve a equagdo | = 0,033
(LA umol™ L) [CNZ] + 0,21 (+0,50 x 10°%) (nA) com R?*= 0,999. A concentracdo de CNZ
encontrada foi de 7,0 umol L™, que corresponde a um fator de recuperagdo de 100%. Como
ja foi explicado, através da inclinacdo da curva é possivel dimensionar a sensibilidade da
analise. O valor encontrado para a sensibilidade foi 33 nA umol™® L, que indica uma boa
sensibilidade para o método proposto. Quando se compra este valor de sensibilidade com o
valor obtido para a inclinacdo da reta (CV-PBV) apresentada na figura 19 C, € notoria a
semelhanca entre eles, este fato indica boa reprodutibilidade para o método de analise de
CNZ com o eletrodo CV-PBV.
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Figura 20. Curva de adicdo de padrao. Grafico dos valores de corrente obtidos
para cada concentracdo de CNZ adicionada, inclusive para o
farmaco Rivotril®. Os pontos apresentados sdo as médias de trés
determinacdes feitas em dias diferentes com diferentes eletrodos
CV-PBV. As andlises foram desenvolvidas em tampéo fosfato 0,1
mol L* pH 7,0a10 mV s,
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A figura 21 apresenta o gréafico no qual, os valores de corrente obtidos para a anélise
de Rivotril®, a mesma analise descrita anteriormente, encontram-se normalizados pela
cobertura. Nota-se que, a linearidade apresentada pelo método de analise manteve-se em
relagdo as trés determinagdes. As analises apresentaram semelhanca nas respostas em
relacdo aos valores de corrente normalizados pela cobertura, com uma boa correlagdo linear.
Esse resultado indica que a resposta do eletrodo modificado independe do dia no qual a
analise foi desenvolvida, ou seja, do valor de exato de cobertura (na faixa dos valores de
cobertura obtidos para estas analises).

Apesar de cada modificagdo ndo oferecer exatamente 0 mesmo valor de cobertura, o
que seria um impedimento para a reprodutibilidade das anélises, dentro da faixa dos valores
de cobertura que o método de modificacdo ofereceu, o0 método de analise de CNZ
demonstrou-se reprodutivel. Deste modo, é possivel tracar uma curva analitica universal,
dentro da faixa dos valores de cobertura estudados, para ser aplicada nas determinagdes
analiticas [45]. Esta curva (fig. 21) apresentou um coeficiente de correlacdo igual a 0,982. O
eletrodo CV-PBV deixou de responder linearmente com a concentracdo do farmaco a partir

do valor de cobertura de 3,2 x 10”° mol cm™.
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Figura 21. Curva de adicdo de padrdo normalizada. Grafico dos valores de corrente
obtidos em relacdo a cada concentracdo de CNZ adicionada, inclusive para o
farmaco Rivotril®, normalizados pelos valores de cobertura de cada eletrodo de
trabalho. Trés analises com diferentes eletrodos CV-PBV foram determinadas.
As analises foram desenvolvidas em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10

68



Resultados e discussdo

4.5 Nitrazepam

Como o padrdo de CNZ determinado por cromatografia apresentou
aproximadamente 100% de recuperacdo e as determinacgdes eletroquimicas com o eletrodo
CV-PBV também ficaram na mesma faixa, concluiu-se que, o método eletroquimico foi
confiavel. Assim, como as analises eletroquimicas do NTZ também produziram resultados
satisfatdrios (aprox. 100% de recuperacdo), julgou-se que a determinacdo do teor de NTZ

por cromatografica ndo era necessaria.

4.5.1 Espectros de absorcdo em diferentes pHs

Os espectro de absorcdo do NTZ foram realizados em diferentes pHs, da mesma
forma descrita para 0 CNZ. Devido a semelhanca entre as moléculas do CNZ e do NTZ, os
valores dos pKas, sdo bem proximos. A figura 22 apresenta a estrutura quimica do NTZ,

assim como os valores de seus pKss

Figura 22. Representacdo da estrutura quimica do NTZ e seus respetivos
pKas. Estrutura quimica do NTZ e os valores de seus pKas: pKa1
= 2,98; pKq, = 10,55. 281,27 g mol™ [107].
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Os espectros de absorcdo do NTZ em diferentes pHs estdo apresentados na figura 23.
O perfil de absorgéo de luz para o NTZ foi similar aos espectros apresentados para 0 CNZ.
Assim, o embasamento da explicacdo do perfil de absor¢do do CNZ nos referidos pHs é, de
forma geral, valido para o resultado com o NTZ.

Na figura 23, basicamente, observam-se trés perfis de absorcdo caracteristicos; que
podem ser resumidos em quatro regides distintas com Amax. de 260, 275, 310 e 370 nm. Nos
pHs 5,0; 7,0 e 9,0 observou-se 0 mesmo perfil: dois picos com absor¢do maxima em 260 e
310 nm. Esta semelhanca nas bandas de absorcdo é devida a relagdo entres estes pHs € 0
valor o pKj:. Quando o valor do pH esta acima do pK,, a molécula perde o préton, portanto,
considerando o valor do pKa = 2,98, a molécula de NTZ se encontrava na forma
monoprotonada nos pH; de 5,0 a 9,0, resultando assim, espectros semelhantes.

Em pH 2,0, foi visualizada uma banda alargada e distorcida, com absor¢do maxima
proxima a 275 nm, isso porque o valor de pH estd muito proximo ao valor do pK,, coexiste
possivelmente, proporcoes semelhantes da molécula na forma protonada e desprotonada.

Em pH 12,0, observou-se um deslocamento da banda de absor¢éo para uma regido do
espectro diferente das apresentadas anteriormente. O maximo de absor¢do aconteceu em 370
nm, ou seja, uma regido de menor energia. Este deslocamento batocromico so foi possivel
devido a uma maior facilidade na transicdo eletrénica, originada pela perda do segundo
proton (pK,z = 10,55).
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Figura 23: Espectro de absorcdo do NTZ 50 pmol L™ em diferentes pHs. Tampao
fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0; tamp&o acetato 0,1 mol L™ pH 5,0; tamp&o

fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tampéo borato 0,1 mol L™ pH 9,0 e tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.

4.5.2 Comportamento eletroquimico do NTZ em diferentes pHs

O comportamento eletroquimico do NTZ foi analisado somente para alguns valores
de pH, dentre aqueles citados nos experimentos com o CNZ. Utilizou-se valores extremos de
pH: 2,0 e 12,0. O pH 7,0 também foi analisado, como padrdo de comparacao para 0s outros

pHs. Nesta faixa de pH selecionada, o tampéo fosfato 0,1 mol L™ foi utilizado, de acordo
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com a capacidade tamponante de cada par &cido/base conjugado. Como ja foi dito, as
estruturas das moléculas do CNZ e do NTZ sdo muito semelhantes. O comportamento
eletroquimico associado ao pH, obtido para 0 CNZ, também foi esperado para 0 NTZ. Desta
forma, a reducdo eletroquimica do NTZ foi realizada em meio &cido, neutro e basico para a
confirmacdo do comportamento eletroquimico desta molécula frente a condices extremas
de pH.

Como pode ser observado na figura 24 A, em comparagdo aos voltamogramas
apresentados nas figuras 24 B e 24 C, houve um adiantamento no potencial de reducdo do
farmaco, tanto para a analise desenvolvida com o eletrodo polido, quanto para o modificado.
A condicdo do meio propiciou uma diminuicdo na energia requerida para reacao, ou Seja,
houve um o favorecimento para a reducdo do NTZ em pH &cido. Esse comportamento esta
de acordo com o mecanismo geral proposto para a reducdo eletroquimica de compostos
nitroaromaticos, como ja discutido na sec¢éo 4.4.3.

Em pH 7,0 (fig. 24 B), o potencial de reducdo do NTZ, utilizando o eletrodo
modificado (CV-PBV), teve valor menos negativo em relacdo ao potencial obtido na analise
desenvolvida com o eletrodo polido (CV). A diminuicdo do potencial de reducdo do NTZ
alcancou 100 mV (aproximadamente) em pH 7,0.

Em pH 12,0 (fig. 24 C), o valor de corrente obtido para a analise do NTZ, utilizando
CV-PBV foi substancialmente maior em relacdo a mesma analise utilizando CV polido.
Novamente, a explicacdo cabivel € interacdo entre cargas de sinais opostos, ou seja, a do
polimero (carga positiva) e a do farmaco que, neste pH, apresenta carga negativa.
Consequentemente, essa interacdo possibilitou a atracdo de um maior nimero de moléculas
do farmaco na superficie do eletrodo, o que aumentou sua resposta, traduzida no elevado

valor de corrente obtido nesta analise.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico
do NTZ 70 umol L™ em diferentes pH;. A-Tampdo fosfato 0,1 mol
L pH 2,0 210 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV
na auséncia de NTZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na
presenca de NTZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV
na presenca de NTZ.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico do
NTZ 70 pmol L™ em diferentes pHs. B-Tampéo fosfato 0,1 mol L™
pH 7,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na
auséncia de NTZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca
de NTZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na
presenca de NTZ.

74



Resultados e discussdo

— CV-PBV
= CV-PBV + NTZ
o —CV +NTZ

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0
E/V vs (Ag/AgCl o/ KCl (Sat))
C

Figura 24. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico
do NTZ 70 umol L™ em diferentes pHs. C-Tamp#o fosfato 0,1 mol L™
pH 12,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na
auséncia de NTZ. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca
de NTZ. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na
presenca de NTZ.
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4.5.3 Voltametria linear com eletrodo de disco rotativo

O valor do coeficiente difusional das espécies redox (D) para o NTZ foi obtido a
partir da equacéo 4 (se¢édo 4.4.4) e do gréfico de Levich. O valor de D foi calculado para o
eletrodo disco rotativo de carbono vitreo modificado com PBV. A concentracdo do farmaco
utilizada foi 100 pmol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. A velocidade
angular foi variada de 100 a 1000 rpm. Da mesma forma em que a corrente variou
linearmente com a velocidade de rotagdo, explicado na se¢éo 4.4.4, observou-se a mesma
correspondéncia linear para o NTZ.

A figura 25 apresenta o grafico de Levich da corrente limite (wA), obtida em -0,470
mV (potencial de reducdo do NTZ para este eletrodo), em funcdo da raiz da velocidade de
rotacdo (rad s*) para o eletrodo CV-PBV. E notério que a corrente manteve a
correspondéncia linear (R?= 0,997) com a velocidade de rotacdo, mesmo quando altos
valores de velocidade de rotagdo foram atingidos. Esta linearidade sugere que ndo ha
controle cinético no processo de redugdo do NTZ com o eletrodo CV-PBV. O valor do D
determinado a partir da inclinagdo da reta, relacionada com a equacéo 4, foi 4,02 x 10™ (+
0,04) cm? s para 0 NTZ analisado com o eletrodo CV-PBV. Exatamente o mesmo valor
(4,02 x 10® (+ 0,02) cm?s™?) foi obtido quando se utilizou o eletrodo CV polido (Epc= -
0,560; potencial de reducdo do NTZ para este eletrodo), demonstrando novamente a
confiabilidade do método. O grafico de Levich para o NTZ analisado com o eletrodo CV

esta apresentado na figura 26.
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Figura 25. Grafico de Levich. Grafico dos valores de corrente (I) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de NTZ 100 pumol L™, eletrodo de trabalho CV-PBYV,
velocidade de varredura 10 mV s, tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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Figura 26. Gréafico de Levich. Grafico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de NTZ 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV,
velocidade de varredura 10 mV s, tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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4.5.4 Deteccdo de NTZ

As figuras 27 A, 27 B e 27 C apresentam as curvas analiticas obtidas a partir dos
valores de corrente em fungdo da concentracdo de NTZ. As analises foram feitas por
voltametria ciclica a 10 mV s™ em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 utilizando como
eletrodo de trabalho CV e Au polidos e modificados com PBV.

Na figura 27 A os valores de corrente correspondentes as concentragcdes de NTZ
adicionadas, foram obtidos nos respectivos potenciais de reducdo para cada analise
desenvolvida com cada eletrodo de trabalho. Os valores dos potenciais de redugédo do NTZ
(Epc) em relacdo aos eletrodos de trabalho utilizados foram: CV = Ep. ~ -0,560 V, CV-PBV
= Ep. -0,470 V, Au = Ep. ~ -0,590 V e Au-PBV = Ep, -0,470 V.

Todos os eletrodos apresentaram linearidade na reposta em relacéo a concentracao do
farmaco em até aproximadamente 120 umol L™. Os eletrodos modificados apresentaram
maior eficiéncia na analise do farmaco, visto que, o potencial de reducdo para o farmaco,
quando analisado com os eletrodos modificados, foi menos negativo que em relacdo aos
mesmos eletrodos polidos. A modificacdo com o polimero PBV diminuiu o potencial de
reducdo do NTZ em 100 mV aprox. Porém, os valores de corrente obtidos para a analise
utilizando tanto o eletrodo modificado, quanto o polido, foram bem préximos. Desta forma,
os valores de sensibilidade em relacdo aos eletrodos polidos e modificados também ficaram
proximos. Os valores de sensibilidade obtidos foram: CV-PBV = 31 nA umol L™ com R? =
0,999; CV = 28 nA umol L™ com R? =0,998; Au-PBV = 10 nA umol L™ com R? =0,999 e
para 0 Au = 10 nA umol L™ com R? = 0,991.

A figura 27 B apresenta os valores de corrente normalizados, para a cobertura
(eletrodos modificados) e area (eletrodos polidos), em funcdo da concentracdo de NTZ.
Todos os eletrodos apresentaram resposta linear em relacdo a concentracdo de NTZ, em até
aprox. 120 pmol L™

Vale ressaltar que, embora a sensibilidade do método de andlise do NTZ com 0s
eletrodos modificados ndo foi tdo diferente da sensibilidade da analise com os eletrodos
polidos, as melhores respostas (potencial de reducdo menos negativo) foram obtidas para as
analises com os eletrodos modificados com PBV (Au-PBV e CV-PBV) e podem ser

visualizadas na figura 27 C. Nesta figura, todos os valores de correntes foram obtidos no
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potencial de -0,470 V. Este potencial foi o menor para a reducdo do NTZ (considerando
todos os eletrodos utilizados) e, somente os eletrodos modificados foram capazes de
apresentar corrente significativa neste potencial, ou seja, apenas eles responderam para a
analise em potencial menor.

Especificamente, o eletrodo Au-PBV diminuiu em aproximadamente 120 mV o valor
do potencial de redugdo do farmaco em comparacdo ao eletrodo de Au polido. O eletrodo
CV-PBV diminuiu em 90 mV o potencial de redugdo do NTZ em relacéo ao eletrodo de CV
polido. Os maiores valores de corrente foram obtidos para a analise desenvolvida com o
eletrodo CV-PBYV (fig. 27 C). Estes valores sdo coerentes ao tamanho da area do eletrodo. O
eletrodo de CV possui uma dimensdo de area maior em comparacdo com a area do eletrodo
de Au assim, um maior valor de corrente era esperado para a analise desenvolvida com o
eletrodo de CV.
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Figura 27. Determinagdo de NTZ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. A-
Grafico dos valores de corrente (Ipc) nos respectivos potenciais de reducéo
do NTZ obtidos para as andlises utilizando cada um dos eletrodo de
trabalho. Concentragdes de NTZ totais adicionadas: 10 a 150 pmol L™.
Dados: CV = Ey ~ -0,560 V, CV-PBV = Ep, -0,470 V, Au = Ep. ~ -0,590
V e Au-PBV = Ep. -0,470 V.
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Figura 27. Determinacdo de NTZ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. B-
Grafico dos valores de corrente (l,) normalizados pela area (eixo da
direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos respectivos potenciais de
reducdo do NTZ obtidos para cada eletrodo de trabalho. ConcentracGes de
NTZ totais adicionadas: 10 a 150 umol L™ Os valores de cobertura
calculados foram: 2,7 x 10" mol cm™ para CV-PBV e 1,6 x 10”° mol cm™
para Au-PBV e os valores das areas geométricas para os eletrodos de CV e
Au polidos foram: CV = 0,071 cm” e Au = 0,031 cm?. Dados: CV = Ej ~ -
0,560 V, CV-PBV = Ep.-0,470 V, Au = Ep. ~ -0,590 V e Au-PBV = Ep,. -

0,470 V.
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Figura 27. Determinacdo de NTZ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s*. C-
Grafico dos valores de corrente (Iy) obtidos em -0,470 V (para todos os
eletrodos de trabalho) em funcdo das mesmas concentracdo de NTZ
analisadas com todos os eletrodos. Concentracdes de NTZ totais
adicionadas: 10 a 150 umol L™.
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4.5.5 Analise de amostras comerciais

A aplicabilidade do eletrodo CV-PBV na determinagdo de NTZ em amostras
comerciais foi desenvolvida com o emprego do medicamento de Sonebon®. Para tanto, foi
utilizado um volume proveniente da solucdo estoque 12,5 mmol L™ do medicamento,
correspondente a 7,0 umol L™. A solucéo estoque foi preparada com os comprimidos (massa
correspondente a 12,5 mmol ™) em DMSO. A anlise foi feita em tamp#o fosfato 0,1 mol L™
pH 7,0 com o eletrodo CV-PBV. O valor da concentracdo de NTZ foi determinado pelo
método de adicdo de padrédo.

Os valores de corrente, em funcdo da concentragdo de NTZ estdo apresentados na
figura 28. Estes valores sdo referentes a aliquota do medicamento (ponto correspondente a 0
umol L™ de NTZ) e as demais adicdes do padrdo NTZ solucdo padréo (de 10 a 50 umol L™).
A figura representa a média de trés determinagdes e a discrepancia entre elas esta
representada pela barra de erro em cada um dos pontos. Estas determinagdes foram feitas em
dias diferentes, com eletrodos CV-PBV recém preparados com 0 mesmo método de
modificacéo.

O valor obtido experimentalmente para a concentracdo de NTZ presente no
Sonebon® foi calculado através da regressdo linear (fig. 28), a qual descreve a equacdo | =
0,044 (uA pmol™ L) [NTZ] + 0,32 (0,20 x 107%) (nA) com R*= 1. A concentracdo de NTZ
encontrada foi de 7,1 pmol L™ que corresponde a um fator de recuperacdo de 101%. Como
ja foi explicado, através da inclinacdo da curva é possivel dimensionar a sensibilidade da
analise. O valor encontrado para a sensibilidade este método de analise foi 44 nA pmol L,
o qual indica uma boa sensibilidade para o método proposto.

As inclinacdes da curva de adicdo de padrdo e da curva analitica (fig. 27 A) ndo
apresentaram 0s mesmos Valores de inclinacdo. Provavelmente, essa diferenca foi
ocasionada pelo método de preparo das amostras comerciais que, foram processadas antes
de serem analisadas, ou contrario do farmaco. A matriz do medicamento pode ter interferido
no volume total da aliquota que foi retira da solucdo estoque do medicamento, mesmo assim,
a curva obtida pelo método de adicdo de padrdo manteve a linearidade para o método de

analise.
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Figura 28. Curva de adicédo de padrao. Grafico dos valores de corrente obtidos para
cada concentracdo de NTZ adicionada, inclusive para o farmaco
Sonebon®. Os pontos apresentados séo as médias de trés determinagdes
feitas em dias diferentes com eletrodos CV-PBYV diferentes. As analises
foram desenvolvidas em tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 2 10 mV s™.

A figura 29 apresenta o grafico dos valores de corrente (apresentados na figura 28)
normalizados pela cobertura de cada dos eletrodos CV-PBV utilizados nas analises. Nota-se

que, a linearidade apresentada pelo método de analise manteve-se em relacdo as trés analises
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desenvolvidas. Na faixa dos valores de cobertura obtidos pelo método de modificacdo do
eletrodo CV-PBV, o método de analise de NTZ demonstrou-se reprodutivel. A curva
analitica universal apresentou um coeficiente de correlacdo entre as trés determinagdes de
0,946, o que significa que a mesma pode ser empregada na padronizacdo de determinagdes
analiticas. O valor do coeficiente de correlagdo ndo foi mais préximo do valor ideal (=1)
porque, como ja foi dito, a apresentacdo da solucdo estoque do medicamento propicia certo
desvio na resposta de uma analise para outra. O eletrodo CV-PBV deixou de responder
linearmente com a concentracéo do farmaco a partir do valor de cobertura de 3,2 x 10”° mol

cm’.
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Figura 29. Curva de adicdo de padrdo normalizada. Grafico dos valores de corrente
obtidos em relacdo a cada concentracdo de NTZ adicionada, inclusive para
o farmaco, normalizados pelos valores de cobertura de cada eletrodo de
trabalho. Trés analises com diferentes eletrodos CV-PBV foram
determinadas. As andlises foram desenvolvidas em tampéo fosfato 0,1 mol
LY pH 7,0a10 mVs™.
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4.6 Nimesulida
Uma vez que o padrdo da Nimes tinha procedéncia Sigma-Aldrich e elevado grau de

pureza, a determinacdo do teor por cromatografia liquida foi dispensada.

4.6.1 Espectros de absorcdo em diferentes pHs

Os espectro de absorcdo da Nimes foram obtidos em pH 7,0; 9,0 e 12,0. Devido a
baixa solubilidade da forma ndo iénica do farmaco, a obtencdo dos espectros de absor¢édo
deste farmaco em meio acido ficou prejudicada. Em pHs menores que o valor do pK, da
Nimes, a molécula estd em sua forma ndo dissociada, como representada na figura 30. Este
carater acido fraco da Nimes é devido a presenca do grupo metanossulfonamida que, ao
contrario dos demais anti-inflamatérios da sua classe (ndo esteroidal), ndo possui o grupo

acido carboxilico [108].

N/ pKa

AN
HsC  NH

+
o Xo

Figura 30. Representacdo da estrutura quimica da Nimes e seu pKa.

Estrutura quimica da Nimes. Valor de pK,: 6,5. 308,311 g

mol™ [109].
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A figura 31 apresenta 0s espectros de absorcdo da Nimes 50 umol L™ nos pHs 7,0;
9,0 e 12,0. Para tanto, foi utilizado o tampé&o fosfato para a manutencdo dos pHs 7,0 e 120 e
tampao borato para o pH 9,0. A concentracdo de 50 umol L™ foi obtida a partir da soluc&o
estoque 50 mmol L™ preparada em DMSO. Os espectros referentes ao comportamento da
Nimes apresentaram o mesmo perfil de absor¢éo, independente do valor de pH trabalhado
(fig. 31).

Na figura 31 é possivel observar que 0s trés espectros apresentaram um Unico pico
de absorcdo em aproximadamente 400 nm. Esta banda visualizada em meio neutro e basico
pode ser atribuida a forma idnica da molécula (pH do meio maior que o pK, do farmaco). A
forma idnica da Nimes proporcionou a absor¢do de energia na regido do visivel, assim como
a coloracdo amarela apresentada pela solucdo analisada. A forma ibnica da Nimes é
resultado de trés estruturas ressonantes que estabilizam a carga negativa proveniente da
desprotonacdo do unico hidrogénio dissociavel da molécula [108]. Estas estruturas estdo

apresentadas na figura 32.
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Figura 31. Espectro de absorcdo da Nimes 50 pmol L™ em diferentes pHs. Tampao
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0; tamp&o borato 0,1 mol L™ pH 9,0 e tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ pH 12,0.

O\\\S /& S\S'/O\_ o}

Figura 32. Estabilizacdo da carga negativa da Nimes ap6s desprotonacdo. Estruturas
ressonantes referentes a estabilizacdo da molécula ap6s desprotonacdo em
solucdo aquosa com valores de pH superiores ao pK, [108].
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4.6.2 Comportamento eletroquimico da Nimes em diferentes pHs

O comportamento eletroquimico da Nimes foi analisado nos pHs 7,0 e 12,0 com o0s
eletrodos CV e CV-PBV (fig. 33 A e 33 B). Foi utilizado tampao fosfato 0,1 mol L™, de
acordo com a capacidade tamponante de cada par &cido/base conjugado para cada pH. O
comportamento eletroquimico associado ao pH, obtido para a Nimes, também esteve de
acordo com a reacdo geral dos compostos nitroaromaticos ja apresentada. O valor do Ep. da
Nimes em pH 12,0 foi aproximadamente 170 mV maior que em pH 7,0. O eletrodo CV-
PBV desempenhou a melhor resposta em relagdo ao valor do potencial de reducdo. Em pH
7,0 houve um adiantamento de aproximadamente 80 mV para o Ep. em compara¢do com o
eletrodo CV polido. Além do mais, o eletrodo CV-PBV foi capaz de responder de forma
muito mais sensivel para a analise em ambos os pHs, visto que, a corrente dos
voltamogramas em vermelho (fig. 33 A e 33 B) foi bem maior em comparagdo com 0s
voltamogramas na cor azul (CV).

Uma vez que, este farmaco apresenta carga negativa desde o pH 7,0, era esperado
que a corrente fosse alta para ambos os pHs (7,0 e 12,0) na anélise com CV-PBV. E, como
pode ser observado nas figuras 33 A e B, a corrente apresentada como resposta da anélise
da Nimes com o eletrodo CV-PBV manteve-se alta para ambos os pHs. Esta resposta é
justificada novamente pela forte interacdo entre as cargas opostas presentes no filme e no

farmaco, como ja foi explicado anteriormente.
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Figura 33. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico da
Nimes 70 pmol L™ em diferentes pHs. A-Tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH
7,0 a 10 mV s, Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na
auséncia de Nimes. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca
de Nimes. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na presenca
de Nimes.
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Figura 33. Voltamogramas ciclicos referentes ao comportamento eletroquimico da
Nimes 70 umol L™ em diferentes pHs. B-Tampéo fosfato 0,1 mol L™
pH 12,0 a 10 mV s™. Voltamograma na cor preta: eletrodo CV-PBV na
auséncia de Nimes. Voltamograma na cor azul: eletrodo CV na presenca
de Nimes. Voltamograma na cor vermelha: eletrodo CV-PBV na
presenca de Nimes.
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4.6.3 Voltametria linear com eletrodo de disco rotativo

O valor do coeficiente difusional das espécies redox (D) para a Nimes foi obtido a
partir da equacéo 4 (secédo 4.4.4) e do gréfico de Levich. O valor de D foi calculado para o
eletrodo disco rotativo de CV modificado com PBV. A concentracdo de farmaco utilizada
foi 100 umol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™. A velocidade angular
foi variada de 100 a 1000 rpm. Da mesma forma, em que a corrente variou linearmente com
a velocidade de rotagdo, explicada nas secdes 4.4.4 e 4.5.3, observou-se que a mesma
correspondéncia linear foi obtida para a Nimes.

A figura 34 apresenta o grafico de Levich da corrente limite (uA) obtida em -0,590
mV (potencial de reducdo da Nimes para o eletrodo CV-PBV), em funcdo da raiz da
velocidade de rotacdo (rad s™). E notério que a corrente manteve a correspondéncia linear
(R?= 0,999) com a velocidade de rotagdo, mesmo quando altos valores de velocidade de
rotacdo foram atingidos. Através desta linearidade, pode-se afirmar que ndo ha controle
cinético no processo de reducdo da Nimes com o eletrodo CV-PBV, da mesma forma para
0s demais farmacos analisados com o eletrodo CV-PBYV e discutidos neste trabalho. O valor
do D determinado a partir da inclinacio da reta relacionada com a equacao 4 foi 4,14 x 107
(+ 0,03) cm®s™ para a Nimes, analisada com o eletrodo CV-PBV. Este valor é bem préximo
ao determinado por cronoamperometria, 4,9 x 10° cm? s em PBS pH 2,0, utilizando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de carbeto de Silicio [17].

A figura 35 apresenta o grafico de Levich para a analise (a mesma que a anterior)
desenvolvida com o eletrodo CV. Para este eletrodo, a corrente limite foi obtida em -0,670
mV (potencial de reducdo da Nimes para este eletrodo). Foi obtido o valor de 0,997 para o
coeficiente de correlagcdo dos pontos apresentados na reta. O valor para o D obtido com esta
analise foi 3,86 x 10 (+ 0,04) cm? s™. Como ja foi discutido, o valor de D é caracteristico
de cada molécula, por isto, ambos os valores (obtidos com CV e CV-PBV) ndo se

distanciaram quando comparados entre si.
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Figura 34. Gréfico de Levich. Grafico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de Nimes 100 pmol L™, eletrodo de trabalho CV-PBYV,
velocidade de varredura 10 mV s, tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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Figura 35. Gréfico de Levich. Grafico dos valores de corrente (1) obtidos para
diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo de trabalho.
Concentracdo de Nimes 100 umol L™, eletrodo de trabalho CV,
velocidade de varredura 10 mV s, tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.
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4.6.4 Deteccao de Nimes

As figuras 36 A, 36 B e 36 C apresentam as curvas analiticas obtidas a partir dos
valores de corrente em funcdo da concentracdo de Nimes. As andlises foram feitas por
voltametria ciclica a 10 mV s em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0, utilizando como
eletrodo de trabalho CV e Au polidos e modificados com PBV.

Na figura 36 A, os valores de corrente, correspondentes as concentracdes de Nimes
adicionadas, foram obtidos nos respectivos potenciais de reducdo para cada analise
desenvolvida com cada eletrodo de trabalho (CV, CV-PBV, Au e Au-PBV). Os valores dos
potenciais de redugédo da Nimes (Ep.:) em relacdo aos eletrodos de trabalho utilizados foram:
CV = Ep. ~ -0,670 V, CV-PBV = Ep. -0,590 V, Au = Ep, ~ -0,450 V e Au-PBV = Ep; -
0,610 V. Até a concentracdo de aproximadamente 120 pmol L™, todos os eletrodos
empregados apresentaram linearidade na analise.

A modificacdo com o polimero PBV sobre a superficie de CV garantiu a diminuigéo
do potencial de reducdo da Nimes em aproximadamente 80 mV, comparado com o eletrodo
polido (CV). Esse efeito de diminui¢do no valor de potencial em relacdo as respostas dos
eletrodos CV e CV-PBV pode ser visualizado na figura 36 B. Nesta figura, os valores de
corrente para as analises da Nimes, tanto com o eletrodo de CV modificado quanto com o
polido, foram obtidos no mesmo valor do Ep. obtido para o eletrodo CV-PBV, ou seja,
-0,590 V. Este valor foi o menor potencial de reducdo obtido para a analise da Nimes em
relacdo aos eletrodos CV e CV-PBV. O mesmo efeito de diminuicdo do valor de potencial
ndo foi obtido para a modificacdo no eletrodo de Au. A superficie deste eletrodo (Au)
possibilitou a reducdo da Nimes em valores de potencial menos negativos que em relacéo a
superficie modificada. A energia de superficie do ouro pode ser o fato que justifica esse
melhor desempenho do eletrodo polido uma vez que, a modificacdo alterou a energia da
superficie e pode ter provocado o aumento do valor potencial de reducdo da Nimes,
atingindo valores mais negativos [44].

Porém, o PBV sobre as superficies de todos os eletrodos garantiu a melhor resposta
(sensibilidade) para a analise da Nimes visto que, os valores de corrente sdo bem mais
significativos em comparacdo com as analises desenvolvidas com os eletrodos polidos. Essa

melhora nas respostas pode ser constata através dos valores de sensibilidade obtidos pelos
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valores das inclinagbes das curvas apresentadas na figura 36 A. Para a analise com o
eletrodo CV-PBV: 161 nA pmol L™, R? = 0,997; para 0 CV: 23 nA pumol L*, R? = 0,993;
para eletrodo Au-PBV: 24 nA umol L™, R? = 0,999 e o eletrodo Au apresentou 8,0 nA pmol
L™ para o valor de sensibilidade e R? =0,991.

A figura 36 C apresenta os valores de corrente normalizados para a cobertura
(eletrodos modificados) e area (eletrodos polidos), em fungdo dos valores das concentracdes
de Nimes adicionadas. Todos os eletrodos apresentaram resposta linear em relacdo a

concentracdo de Nimes em até aproximadamente 120 pmol L™.
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Figura 36. Determinacéo de Nimes em tampao fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. A-
Grafico dos valores de corrente (Ip;) nos respectivos potenciais de
reducdo da Nimes obtidos para as analises utilizando cada um dos
eletrodos de trabalho. Concentracdes de Nimes totais adicionadas: 10 a
150 umol L™,
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Figura 36. Determinacdo de Nimes em tampao fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. B-
Gréafico dos valores de corrente (Ip;) obtidos em -0,590 V para 0s
eletrodos CV e CV-PBV em funcdo das mesmas concentracdes de Nimes
analisadas. Concentragdes de Nimes totais adicionadas: 10 a 150 pmol L™,
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Figura 36. Determinacdo de Nimes em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ a 10 mV s™. C-
Grafico dos valores de corrente (l,c) normalizados pela area (eixo da
direita) e cobertura (eixo da esquerda) nos respectivos potenciais de
reducdo da Nimes obtidos para cada eletrodo de trabalho. ConcentracGes
de Nimes totais adicionadas: 10 a 150 pmol L™. Os valores de cobertura
calculados foram: 2,9 x 10®° mol cm? para CV-PBV e 6,9 x 10™° mol
cm? para Au-PBV e os valores das areas geométricas para os eletrodos
de CV e Au polidos foram: CV = 0,071 cm? e Au = 0,031 cm?.
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4.6.5 Analise de amostras comerciais

O eletrodo CV-PBV foi empregado na determinacdo de Nimes em amostras
comerciais. Para tanto, uma analise com medicamento genérico Nimesulida suspensdo oral -
gotas 50 mg mL™ foi desenvolvida. Foi utilizado 0 método de adicdo de padrdo para a
determinacdo da concentracdo do principio ativo Nimes no medicamento. Uma aliquota do
medicamento correspondente a 7,0 mmol L™ de Nimes, mediante as informacdes do
fabricante, foi utilizada no preparo da solucdo estoque do medicamento em DMSO. Da
solucdo estoque foi retirado um volume correspondente a 7,0 umol L™ de Nimes. As
aliquotas adicionadas da solucéo padrdo de Nimes foram correspondentes a 10 pmol L™. A
analise foi desenvolvida em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 com o eletrodo CV-PBV.

Os valores de corrente em fungdo da concentracdo de Nimes estdo apresentados na
figura 37. Os valores de corrente sdo referentes a aliquota do medicamento (ponto
correspondente a 0 pumol L™ de Nimes) e as demais adi¢des do padrdo da Nimes (de 10 a 50
umol L™). A figura representa a média de duas determinagdes, relacionadas através da barra
de erro em cada um dos pontos da curva. Estas determinacGes foram feitas em dias
diferentes, com eletrodos CV-PBYV recém preparados com 0 mesmo método de modificacao.

O valor obtido experimentalmente para a concentracdo de Nimes presente no
medicamento foi calculado através da regressdo linear (fig. 37), a qual descreve a equacao |
= 0,104 (pA pmol™ L) [Nimes] + 0,724 (+0,026) (nA) com R?= 0,999. A concentragéo de
Nimes encontrada foi de 6,9 umol L™, que corresponde a um fator de recuperacdo de 99%.
O valor determinado para sensibilidade da anélise foi 104 nA umol™ L, ou seja, 0 método de

analise possui boa sensibilidade.
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Figura 37. Curva de adicao de padrao. Grafico dos valores de corrente obtidos
para cada concentracdo de Nimes adicionada, inclusive para o
medicamento genérico. Os pontos apresentados sdo as médias de
duas determinacdes feitas em dias diferentes com eletrodos CV-PBV
diferentes. As analises foram desenvolvidas em tampdo fosfato 0,1

mol L* pH 7,0a10 mV s,
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A figura 38 apresenta o grafico dos valores de corrente (apresentados na figura 37)
normalizados pela cobertura de cada um dos eletrodos CV-PBV utilizados nas anlises. Os
valores obtidos para as coberturas dos eletrodos foram 2,3 nmol cm? e 2,7 nmol cm®. Na
faixa dos valores de cobertura obtidos pelo método de modificacdo do eletrodo CV-PBV, o
método de analise da Nimes demonstrou-se reprodutivel visto que, a linearidade permaneceu
nas duas curvas. A curva analitica universal apresentou um coeficiente de correlagdo entre as
trés determinacdes de 0,970, o que significa que a mesma pode ser empregada na
padronizacdo de determinacGes analiticas, devido a boa correlagdo mantida. Da mesma
forma como foi obtido para as analises anteriores, eletrodo CV-PBV deixou de responder
linearmente em relacdo a concentragdo da Nimes a partir do valor de cobertura de

aproximadamente 3,2 x 10° mol cm™.
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Figura 38. Curva de adicdo de padrdo normalizada. Grafico dos valores de corrente
obtidos em relacdo a cada concentracdo de Nimes adicionada, inclusive
para 0 medicamento genérico, normalizados pelos valores de cobertura de
cada eletrodo de trabalho. Duas analises com diferentes eletrodos CV-
PBV foram determinadas. As andlises foram desenvolvidas em tampéo

fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 a 10 mV s™.
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5. CONCLUSAO

A caracterizacdo por RMN *H e espectroeletroquimica do polimero PBV constatou
que o mesmo foi sintetizado de maneira efetiva, além de ter apresentado um rendimento de
aproximadamente 100%.

O melhor método para a modificacdo do eletrodo CV foi definido em relagdo a
formacdo da cobertura, tanto na obtencdo, quanto no controle do método. Este, estabeleceu-se
com a aplicacdo de eletrélise por 30 s durante o terceiro ciclo de varredura de 0 a -0,8 V a 50
mV s™. Imediatamente ap6s a eletrdlise, o PBV foi precipitado na superficie do eletrodo com
0 contraion PFe". Este método foi capaz de modificar de forma efetiva a superficie do CV e
forneceu coberturas de 2,0 a 3,0 nmol cm™. A solugdo do polimero a 1 mg mL™ foi feita em
KBr 0,1 mol L™ e pode ser reutilizada sem perda significativa na formacao da cobertura do
eletrodo. Apesar da constante de transferéncia de carga ter apresentado um valor ndo elevado
(5,2 s), o comportamento do polimero na superficie do eletrodo CV sugere que a
transferéncia de carga entre o polimero e a superficie do eletrodo ndo € fator limitante no
processo interfacial.

Com as andlises dos farmacos em diferentes pHs, constatou-se que, os farmacos
nitroderivados utilizados neste trabalho seguem a reacdo geral de reducdo dos
nitroaromaticos. Porém, a interacdo do farmaco com eletrodo CV-PBV foi maior que a
influencia de pHs altos. Para valores maiores de pHs, nos quais os farmacos nitroderivados
reduziriam em potenciais mais negativos, com a utilizacdo do eletrodo CV-PBV, 0s mesmos
se reduziram em potenciais menos negativos. O polimero, devido a carga positiva, interage
fortemente com os farmacos o0s quais, possuem carga negativa quando submetidos a pH
maiores que os valores de seus pkas, respondendo de forma bem sensivel a analise.

Os eletrodos modificados, de forma geral, foram capazes de reduzir os farmacos em
potenciais menos negativos, comparados com os eletrodos polidos. Essa diminuicdo no
potencial de reducdo dos farmacos, quando analisados com o eletrodo modificado, variou de
80 a 170 mV, em relacdo a mesma analise com o eletrodo polido. A excecdo foi o farmaco
Nimes, quando analisado com o eletrodo de Au-PBV, devido a prépria caracteristica da

superficie do eletrodo de Au, a reducdo aconteceu em potenciais menos negativos que para o
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eletrodo Au-PBV. Todos os eletrodos modificados responderam de forma linear a
concentracdo de cada farmaco, em até aproximadamente 120 pmol L™. Além do que, as
analises desenvolvidas (em pH 7,0) com os eletrodos modificados apresentaram maior
sensibilidade. A excecdo foi a analise do NTZ, que apresentou praticamente a mesma
sensibilidade com a utilizagdo do eletrodo CV modificado ou polido.

O emprego do eletrodo modificado CV-PBV apresentou 6timos resultados nas
analises de amostras comerciais. A recuperacdo do método foi, de modo geral, igual a 100%.
A normalizacdo (I/T") indicou a possibilidade de aplicar uma Unica curva analitica para a
analise de cada farmaco. Isso foi possivel pois, todas as retas tracadas (em relacdo as curvas
de cada farmaco) determinaram uma equacdo de reta geral, padronizando assim o método de
analise. Além disso, o trabalho contribuiu para o desenvolvimento de um eletrodo (CV-PBV)
que pode ser aplicado em analises em meio aquoso de trés farmacos utilizados pela

populacdo, sem que as amostras necessitem de purificacdo anterior as analises.
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A.  Espectro de RMN H do [PBV]Br, solubilizado em D,0O, 500 MHz.
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