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“It’s all getting to be too much for me. I feel I'm out of my depth. I'm scared. I'm
scared I'm going to do something stupid.”

“And if you do something stupid, what then?”
“Aren’t you scared of falling?”

“It’s sometimes a mistake to climb; it is always a mistake never even to make the
attempt.”

“What are you saying? That I ought to go back? Not walk out? Is that what you're
saying? You're just a dream. Listen, 've made up my mind.”

“If you do not climb you will not fall. This is true. But is that bad to fail, that hard to
fall? Sometimes you wake up. Sometimes the fall kills you. And sometimes, when you fall,
you fly."

Conversa entre o Sonho e Todd Faber.
Neil Gaiman em Fables and Reflections, vol.
6, 1993.
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Sanz, C.G. Caracterizacdo voltamétrica e quantificacdo de compostos de interesse
bioldgico em eletrodos convencionais e modificados com materiais nanoestruturados:
antichagasicos e antibioticos 2020 (154p.) Tese de doutorado no Programa de Quimica.
Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo

Resumo

A caracterizacdo eletroquimica de duas classes de farmacos eletroativos foi realizada utilizando
técnicas voltamétricas em solugdo aquosa. Os processos de redugdo do grupo nitro de dois candidatos
a farmacos antichagésicos foram avaliados em eletrodo de carbono vitreo e a influéncia da diferenca
estrutural entre as moléculas foi observada através da estabilizacdo de intermediarios reativos de
reducéo do grupo nitro. O composto p-NSF apresentou um processo de reducdo a mais do que 0
observado para o composto m-NSF, o qual foi atribuido a formacao do nitro anion radical, e, devido
ao maior nimero de canones de ressonancia da estrutura radicalar formada (p-NSF*~) apresentou
maior tempo de meia vida em meio aquoso. Os demais processos observados foram similares para
ambas as moléculas e foram atribuidos a geracdo do derivado nitroso em meio neutro e alcalino e a
hidroxilamina em meio &cido. A interagdo de ambos 0s compostos com oxigénio e cisteina também
foi realizada a fim de avaliar sua influéncia no processo de reducdo relacionado a formag&o do nitro
anion radical. A atividade bioldgica prevista de ambos os compostos foi discutida. Ademais, a
caracterizacdo eletroquimica da cefadroxila, um antibiético p-lactamico, foi realizada utilizando
eletrodo de carbono vitreo. O processo de oxidagdo se inicia com a formacao de um radical fenoxil
e, apos ataque nucleofilico pela agua, derivados de catecol e resorcinol sdo formados e oxidados de
acordo com um mecanismo eletroquimico-quimico-eletroquimico (ECE). A comparagdo entre o
perfil de oxidagdo eletroquimica da cefadroxila e da amoxicilina permitiu identificar o processo de
oxidagdo do heteroatomo do enxofre, proximo ao anel B-lactdmico, comum para ambos 0s
antibioticos. O coeficiente de difusdo (Do) calculado para o cefadroxila em solu¢éo tampéo BR foi
igual a 2 x10° cm? s, A formagdo de um complexo entre os fons Cu(ll) e cefadroxila e amoxicilina
foi confirmada usando voltametria ciclica. A curva analitica para a determinacdo de cefadroxila foi
construida com dados obtidos em voltamogramas de pulso diferencial, baseados no primeiro
processo de oxidagdo da porgdo fendlica, e o0 método foi aplicado com sucesso na quantificacdo de
cefadroxila em amostras comerciais. A caracterizacdo eletroquimica de cefadroxila também foi
realizada utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com CNTs e AuNps, construido
utilizando drop-casting de 4 uL de uma suspensédo 0,2 % (m/v) de CNTSs dispersos em 1,0 % (v/v)
de &cido acético contendo 0,5 % (m/v) de quitosana, seguido de 2 camadas de dispersdo de AuNps
(4 uL cada camada). A oxidacdo da porcao fenol do cefadroxila na superficie modificada ocorreu em
um valor potencial ligeiramente menos positivo e com maior magnitude de corrente em comparagdo
com o eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo. A superficie modificada foi tambeém
caracterizada utilizando espectroscopia de impedancia eletroquimica, apresentando valores mais
baixos de resisténcia a transferéncia de carga para a oxidacao do cefadroxila. A construcdo da curva
analitica foi realizada por amperometria com potencial aplicado de 0,74 V, utilizando o método da
adicdo de padréo. Os limites estimados de deteccao e quantificacdo foram de 0,222 uM e 0,739 uM,
respectivamente. A determinagdo de cefadroxila em amostras comerciais de Duracef® apresentou
altos valores de recuperacéo para cada adi¢do de padréo e a quantidade do farmaco em cada capsula
foi concordante com o valor especificado com o fabricante.

palavras-chave: cefadroxila, nitrocompostos, antichagasicos, antibidticos p-lactamicos,
caracterizagdo eletroquimica, voltametria, amperometria, eletrodos modificados.
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Sanz, C.G. Voltammetric characterization and quantification of compounds with
biological interest using unmodified and modified electrodes with nanostructured
materials: antichagasics and antibiotics 2020 (154p.) — PhD Thesis — Graduate program
in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Abstract

The electrochemical characterization of two classes of electroactive drugs was carried out using
voltammetric techniques in aqueous solution. The nitro group reduction processes of two candidates
for antichagasic drugs were evaluated using a glassy carbon electrode and the influence of the
structural difference between the molecules was observed through the stabilization of reactive nitro
group reduction intermediates. Although the voltammetric profile observed for both compounds was
similar, the p-NSF compound showed one reduction process that was not observed for the m-NSF
compound, which was attributed to the formation of the nitro radical anion, which, due to the greater
number of resonance structures (p-NSF*~ in comparison with m-NSF*~), presented a longer half-life
in aqueous medium. The other processes observed were similar for both molecules and were
attributed to the generation of the nitrous derivative in neutral and alkaline media and hydroxylamine
in acidic media. The interaction of both compounds with oxygen and cysteine was also performed in
order to assess their influence on the reduction process related to the formation of the nitro radical
anion. The predicted biological activity of both compounds was discussed. In addition, the
electrochemical characterization of cefadroxila, a p-lactam antibiotic, was performed using a glassy
carbon electrode. The oxidation process begun with the formation of a phenoxyl radical and, after a
nucleophilic attack by water, derivatives of catechol and resorcinol were formed and oxidized,
following an ECE mechanism. The comparison between the electrochemical oxidation profile of
cefadroxila and amoxicillin allowed the identification of the oxidation process of the sulfur
heteroatom, close to the p-lactam ring, common for both antibiotics. The diffusion coefficient (Do)
for cefadroxila was calculated as 2 x 10° cm? s in Britton-Robinson buffer solution. The formation
of a complex between Cu(ll) and cefadroxila and amoxicillin was confirmed using cyclic
voltammetry. The analytical curve for the determination of cefadroxila was constructed with data
obtained from differential pulse voltamograms, based on the first oxidation process of the phenolic
portion, and the method was successfully applied in the quantification of cefadroxila in commercial
samples. The electrochemical characterization of cefadroxila was also carried out using a glassy
carbon electrode modified with carbon nanotubes and gold nanoparticles, constructed using a 4 pL
drop-casting of a 0.2% (m/v) suspension of CNTSs dispersed in 1,0% (v/v) of acetic acid containing
0.5% (w/v) of chitosan, followed by 2 layers of gold nanoparticles dispersion (4 pL each layer). The
oxidation of the phenol portion of cefadroxila on the modified surface occurred at a slightly less
positive potential value and with a higher current magnitude compared to the bare glassy carbon
electrode. The modified surface was also characterized using electrochemical impedance
spectroscopy, showing lower values of charge transfer resistance for the oxidation of cefadroxila.
The construction of the analytical curve was performed by amperometry with an applied potential of
0.74V, using the standard addition method. The estimated limits of detection and quantification were
0.222 uM and 0.739 pM, respectively. The determination of cefadroxila in commercial samples of
Duracef® showed high recovery values for each standard addition and the amount of the drug in each
capsule agreed with the specified value.

keywords: cefadroxila, nitrocompounds, antichagasic, B-lactam antibiotics, electrochemical
characterization, voltammetry, amperometry, modified electrodes.
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CAPITULO 1

ELETROQUI'MICA~ APLICADA A DETERMINACAO E
CARACTERIZACAO DE FARMACOS ELETROATIVOS

Reacdes de transferéncia de carga ocorrem em diversos sistemas bioldgicos e estas podem
ser simuladas, in vitro, utilizando métodos eletroquimicos, o que os transforma em uma
ferramenta poderosa para estudar e tentar compreender eventos bioldgicos. Além disso,
espécies biolégicas vém sendo utilizadas h& anos como reagentes analiticos para
reconhecimento molecular, o que permite o desenvolvimento de novas metodologias no
campo da eletroanalise. Neste capitulo serdo descritos os conceitos basicos referentes a
eletroquimica e algumas de suas técnicas, principalmente aquelas em que se usa o potencial
como forma de perturbacéo aplicada a um eletrodo de trabalho, obtendo-se como resposta
um sinal de corrente. A variacdo de parametros experimentais utilizados, permite efetuar o

calculo de constantes de equilibrio, valores de pK, entre outros.
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1.1 Conceito [1-3]

Eletroquimica é o ramo da fisico-quimica que avalia fendmenos de separagdo de carga,
nos quais pode ocorrer (ou ndo) transferéncia de elétrons, tanto em uma fase (transferéncia
de carga homogénea) como entre duas fases distintas (transferéncia de carga heterogénea).
Para reacdes que ocorrem em eletrodos (interface eletrodo/solugdo) submetidos a uma
perturbacdo externa, a transferéncia de elétrons entre o material eletrodico e um composto
alvo ocorre quando ha possibilidade de o elétron ocupar o menor nivel energético possivel
das fases envolvidas. Caso a perturbacdo no sistema promova um aumento na energia do
material eletrodico, o elétron é entdo transferido para a camada menos energética disponivel
do composto alvo, o qual sofre reducgéo. Por outro lado, se a perturbacdo diminui a energia
do altimo nivel desocupado do eletrodo, o elétron é transferido no sentido inverso (para o
eletrodo), e o composto sofre oxidacdo. A energia critica na qual estes processos ocorrem
esta relacionada ao potencial padréo, E°, para as espécies quimicas envolvidas no sistema e
que se encontram em equilibrio na interface eletrodo/solucdo. Sendo assim, estes fendbmenos
quimicos podem ser avaliados através da aplicagdo de uma perturbacdo no sistema
(potencial, corrente), a fim de obter informacBes termodinamicas, cinéticas e analiticas de
um composto alvo, tendo em vista a relacdo entre eletricidade e uma mudanca quimica

identificavel.

Caso uma perturbacdo aplicada ao eletrodo produza um fluxo de corrente na interface
eletrodo/solucdo proveniente de uma reacdo quimica, o processo envolvido é considerado
faradaico, tendo em vista a proporcionalidade entre a quantidade de eletricidade e a
magnitude da reagcdo quimica promovida pela passagem a corrente. Porém, nem sempre
reacOes quimicas serdo termodinamicamente ou cineticamente favoraveis em uma gama de
potenciais e, neste caso, a adsor¢do e/ou dessorcdo de espécies da superficie do eletrodo

podem ocorrer, com consequente mudanca estrutural da camada interfacial, ainda que néo
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ocorra transferéncia de carga. Estes processos sdo considerados ndo-faradaicos (ou
capacitivos). Usualmente, quando se avalia uma reacdo redox que ocorre na superficie de
eletrodos, a corrente faradaica é a de interesse tendo em vista que é a resposta direta
relacionada a mudanca quimica de um analito alvo. Ainda assim, o sinal resultante detectado
€ composto por ambas as correntes faradaica e capacitiva, sendo que a ultima nao depende
da concentracao do analito e sim da perturbacéo aplicada ao sistema, da forca ibnica do meio
ou da area do eletrodo. Por isso, a incerteza atrelada a medida de concentracGes baixas do

analito, tendo em vista a magnitude da corrente capacitiva, deve ser considerada.

Considerando uma reacao quimica que ocorre na superficie de um transdutor e que
envolve a reducdo de uma espécie O na formacdo do composto R, com consumo de n

elétrons, de acordo com O + ne” = R, uma série de etapas estdo envolvidas, Figura 1.1.

y —_— 3y — ——p
o ads o osup t Obulk

- 1
o 1
= 1
@
@ 0 !
25 .
@
ne- 3 Etapa Etapa Transporte de
o' o fisica quimica massa
oo .
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(2]
9 1
o
a 1
[

1
] S gy —> o
R ads R « Rsup T Rbulk

Figura 1.1. Esquema de reacdo eletrddica. Adaptado de [1].

Primeiramente, deve haver o transporte de massa do analito do interior da solucdo para
a regido interfacial (Opuik corresponde a concentracdo da espécie O no seio da solugdo e Osyp
a concentracao da espécie na interface eletrodo/solucdo), seguido por mudangas quimicas
elou fisicas que podem preceder a reacdo eletrodica, como reagdes de dimerizagéo,

decomposicéo, processos de adsorcdo e dessor¢do (O’ corresponde a espécie O apos sofrer
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uma mudanga quimica e O 'ags & espécie O apds sofrer uma mudanga fisica). Entéo a reagdo
de transferéncia de carga entre a espécie e a superficie eletrodica ocorre, gerando o produto
R, 0 qual pode também sofrer mudancas fisicas e quimicas (R ’ads corresponde a espécie R
apos sofrer uma mudanca fisica e R’ a espécie R ap0s sofrer uma mudanca quimica). Todas

as etapas descritas podem alterar a resposta final do processo observado.

Para um sistema ser considerado reversivel, a velocidade de transferéncia de carga tem
de ser muito superior a velocidade do transporte de massa e, nesta condicéo, as espécies
encontram-se em equilibrio na superficie eletrodica (@ox/ared)int, tornando possivel a
utilizacdo da equacdo de Nernst, ja que as condicdes de reversibilidade termodinamica sao

obedecidas, e quando aox = ared, E = E°.

RT a
E=E°+—In| = 1.1
nF a (.1)

red Jint

Pelo contrario, um sistema é considerado irreversivel quando a velocidade de
transferéncia de carga € baixa e impede que haja o equilibrio das espécies eletroativas
oxidadas e reduzidas na superficie do eletrodo. Neste caso, ha uma barreira cinética que é
usualmente alcancada pela aplicagdo de um sobrepotencial (7). Sistemas quasi-reversiveis
sdo constituidos por reacdes eletrodicas que apresentam um comportamento intermediario.
Nestes Ultimos casos, deve-se considerar a presenca do coeficiente de transferéncia de carga
(o, catddico e aa, anddico), que representa uma medida da barreira da energia de ativacéo a

ser ultrapassada.

Sendo assim, percebe-se que a reversibilidade eletroquimica € distinta da
reversibilidade termodinamica, ja que essa depende de propriedades relacionadas as duas
fases envolvidas no processo de transferéncia de carga. Por vezes, um processo €

considerado irreversivel (ou quase-reversivel) eletroquimicamente, mas a reversibilidade
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pode ser visualizada variando parametros experimentais empregados como, por exemplo,
mudanca do material eletrodico ou aumento na velocidade de varredura de potencial no qual

a reacao é avaliada eletroquimicamente.

1.2 Métodos eletroanaliticos [1,2]

Métodos eletroanaliticos sdo utilizados com vérios propoésitos, dentre eles, a
caracterizagdo eletroquimica de sistemas envolvendo os mais diversos analitos nas mais
diversas matrizes e eletroanalise visando a quantificagdo do analito em sua matriz de origem.
Quando a etapa de caracterizacdo eletroquimica do sistema precede o desenvolvimento do
método analitico, evita-se a pesquisa baseada em tentativa e erro. Evidentemente, a
influéncia do meio eletrolitico e do material de eletrodo, assim como forca i6nica e pH do
meio e eventual presenca ou auséncia de espécies interferentes fazem parte da caracterizacao

do sistema.

Além disso, a versatilidade e baixo custo destes métodos quando aplicados em estudos
mais complexos, como aqueles de interacdo do tipo farmaco-molécula alvo para atribuicbes
de cunho bioldgico, também constitui uma vantagem significativa em comparacdo aos

demais métodos comumente utilizados em metodologias analiticas.

Métodos eletroanaliticos interfaciais considerados dindmicos sdo aqueles que
envolvem a variagé@o do potencial ou da corrente aplicada ao eletrodo de trabalho e, como
resposta, se obtém um sinal eletroquimico mensuravel (corrente, carga ou potencial) ao

longo do tempo que é proporcional, direta ou indiretamente a concentracdo do analito.

As tecnicas voltamétricas sdo frequentemente utilizadas na caracterizagao
eletroquimica de farmacos eletroativos, ja que permitem avaliar, in vitro, as caracteristicas

dos mesmos frente a moléculas que podem atuar como alvos bioldgicos in vivo,
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possibilitando a proposicdo de mecanismos de acdo. Sdo ainda utilizadas na quantificacéo
de principios ativos em medicamentos ou em matrizes ambientais em que os farmacos

descartados de maneira errada podem atuar como poluentes.

Para tal, faz-se necessaria a utilizacdo de uma célula eletroquimica, que € constituida
por trés eletrodos: eletrodo de trabalho, no qual a mudanca quimica sera avaliada, eletrodo
de referéncia, que apresenta potencial constante e € usado para controlar o potencial aplicado
ao eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, por onde flui a corrente proveniente da reacao
eletroquimica. O eletrodo auxiliar deve possuir area superior a do eletrodo de trabalho para

que a corrente seja limitada pelo tamanho do eletrodo de trabalho.

1.2.1 Voltametria

Em técnicas voltamétricas, a obtencdo de informacdes acerca do comportamento redox
de um determinado analito (processo faradaico) é obtida através da varia¢do do potencial e
registro da corrente resultante que se da em funcéo do potencial (I = f (E)). O transporte de
massa do analito do interior da solucdo para a regido interfacial ndo envolve processos de
migracdo ou conveccao, ja que as medidas sdo efetuadas na presenca de eletrolito suporte
com concentracdo pelo menos 100 vezes superior a do analito e em solu¢cfes ndo agitadas.
Assim, o transporte de massa se d& unicamente por difusao e é definido pelo coeficiente de

difusdo da espécie analisada em um determinado eletrolito.

A forma na qual a variacdo do potencial é aplicada constitui a principal diferenca entre
as técnicas voltamétricas amplamente utilizadas, promovendo um valor distinto relacionado
a sensibilidade da metodologia. No caso da voltametria de varredura linear, a perturbacédo é
aplicada na forma de uma rampa de potencial e, a corrente registrada em cada ponto ¢ entdo
ilustrada no voltamograma resultante. A voltametria ciclica, Figura 1.2, é uma técnica de

voltametria linear, que apresenta a aplicacdo de uma rampa de potencial até um determinado
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valor, e a posterior varredura no sentido reverso até o valor de potencial inicial. Com esta
abordagem, é possivel avaliar os processos de oxidacdo e redugdo presentes em um sistema

em um unico ciclo.

Figura 1.2. Perturbacéo na forma de rampa de potencial e voltamograma resultante.

A voltametria ciclica € uma das técnicas mais comuns de caracterizacao eletroquimica
do comportamento redox de compostos eletroativos, tendo em vista que pode ser utilizada
para diagnosticar mecanismo de reagdes eletroquimicas, indicios de reversibilidade,
caracterizar espécies presentes em solucdo ou intermedidrios reativos além possibilitar o

estudo da cinética de reagdes quimicas.

Em sistemas reversiveis, a corrente cresce ao passo que o potencial necessario para o
comeco da transferéncia de carga é atingido, com a consequente difusdo das espécies
eletroativas para a regido interfacial. Assim que o fornecimento destas espécies comeca a
decair, a corrente também diminui, seguindo um perfil proporcional a t'2. Ao passo que a
varredura é realizada no sentido inverso, 0 processo inverso também se repete da mesma
forma. Para um processo reversivel o valor de corrente é descrito pela equacéo de Randles-

Sevcik, equagéo (1.2),

— -2,99.10°n"2AD,2[0] 12 (1.2)

Ioe
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em que A é a area geométrica do eletrodo de trabalho (cm?), Do € o coeficiente de difusdo
da espécie em um determinado eletrélito (cm?s™), n é o nimero de elétrons envolvidos na
etapa determinante, [O]. € a concentracdo do analito no interior da solucdo
(mol cm™), e v é a velocidade de varredura (V s*). Neste caso, a diferenca entre os potenciais
de pico |Epc e Epal é equivalente a 59/n mV, em que n é igual ao nimero de elétrons
envolvidos e a razdo lpa/lpc € equivalente a 1. Além disso, tendo em vista a equacéo (1.2),

percebe-se a proporcionalidade entre 1, e v

, 0 que permite que esta equacao seja
empregada, quando sistemas reversiveis sdo considerados, para o célculo das constantes

envolvidas (coeficiente de difusdo, area eletroativa, nimero de elétrons).

Em sistemas irreversiveis, o mesmo perfil voltamétrico € observado para uma reacao,
porém, nenhum processo é observado no sentido reverso. Neste caso, tendo em vista que as
espécies ndo se encontram em equilibrio na superficie eletrodica durante o processo de
transferéncia de carga, ndo so o potencial desloca-se para valores mais distantes de zero
(quando comparados com sistemas reversiveis), como a corrente resultante varia de acordo

com a equacao (1.3),

| =-2,99.10°n(en’)’? AD, 2[O], v’? (1.3)

pec

em que « corresponde ao coeficiente de transferéncia de carga heterogénea (barreira
cinética) e n’ corresponde ao numero de elétrons na etapa determinante. Neste caso, tendo

em vista a auséncia do processo no ciclo reverso, |Epc € Epe| corresponde a 47,7 / (an”) mV.

Estas duas abordagens sdo empregadas quando o transporte de massa nao sofre
influéncia de processos de adsor¢do previamente a transferéncia de carga. Quando
fendmenos de adsorcdo sdo observados, (por exemplo, ndo ha linearidade na curva Iy vs.

v'2), outras consideracdes devem ser realizadas.
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Figura 1.3. Dependéncia da corrente faradaica (linha azul, I5) e capacitiva (linha rosa, Ic) em funcéo
do tempo sob aplicacdo de potencial.

Um dos problemas associados a utilizagdo de voltametria ciclica é a contribuicdo da
corrente capacitiva no sinal final obtido, ja que I, = If + Ic. Tendo em vista que uma esta
relacionada a transferéncia de carga e a outra esta relacionada a separacdo de carga na
interface eletrodo/solucéo, a dependéncia da corrente em cada caso segue a relagao ¢ ~ t/2

e lc~e', Figura 1.3

Levando-se em consideracdo a escala de tempo em que ambas as correntes
diminuem, é possivel discriminar a corrente faradaica da corrente capacitiva, o que
promoveria um aumento da sensibilidade da técnica, permitindo a quantificacdo de
concentracdes mais baixas de analito. Para tal, técnicas de pulso podem ser empregadas, ja
que o valor de corrente capacitiva é parcialmente subtraido da corrente final obtida para a

construcdo dos voltamogramas.

Na voltametria de pulso diferencial, a aplicacdo da perturbacdo ao eletrodo de
trabalho é realizada através de pulsos iguais de potencial sobre uma rampa, e o registro da
corrente é realizado tanto no final do pulso (S2) quanto no momento que o antecede (Sz).

Como corrente resultante, I, = Is2 — Is1, tem-se uma resposta com maior sensibilidade (em
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comparacdo a voltametria ciclica) ja que a contribuicdo da corrente capacitiva na corrente

resultante é descontada, Figura 1.4.

L Intervalo
E ”
tempo
—

Aplicagdodo pulso
e

Amplitude

I Degrau de potencial

Figura 1.4. Perturbagdo na forma de degraus de potencial e voltamograma de pulso diferencial
resultante.

O intervalo de tempo entre a aplicagdo de pulsos de potencial consecutivos deve ser
pelo menos dez vezes superior a duracdo do pulso, com a finalidade de evitar que no préximo
pulso, parte da corrente capacitiva seja considerada, Figura 1.5. Como consequéncia, a
velocidade de varredura final de potencial utilizada na técnica é baixa, portanto ndo se

recomenda ultrapassar valores superiores av =10 mV s,

A amplitude dos pulsos adotada também depende da relacdo 50/n mV, caso o0 nimero
de elétrons da reacdo quimica seja conhecido, com a finalidade de obter melhor resolucéo
do sinal. Quando este valor é muito elevado (> 50/n mV), ainda que a corrente resultante
seja superior (tendo em vista a equacdo (1.4) utilizada para um sistema reversivel e
controlado por difusdo, que indica proporcionalidade entre estas duas variaveis), ocorre a
diminuicdo da resolugéo do sinal eletroquimico através do aumento na largura do pico.

2p2 %
[ m?F?A[0],) ][ D,
|p_[—4RT }[—EJ AE (1.4)
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em que I, é a corrente de pico, AE é a amplitude de pulso, F a constante de Faraday, téo

tempo de duracéo do pulso.

Em termos de caracterizacdo de um processo eletroquimico, a voltametria de pulso
diferencial proporciona o célculo estimado do nimero de elétrons que estdo envolvidos na
etapa determinante da reacdo redox, através do valor da diferenca de potencial a meia altura

de corrente (Way2). Para AE — 0,

_acoRT/ ~90
W, =352 AF_ AmV (1.5)

A baixa velocidade de varredura de potencial utilizada na voltametria de pulso
diferencial faz com que que o transporte de massa deixe de ser um fator limitante e com isso

limitacGes cinéticas podem vir a interferir na reversibilidade do sistema.

Para transpor a desvantagem relacionada ao longo de tempo de analise quando se
utiliza a voltametria de pulso diferencial, pode-se utilizar a voltametria de onda quadrada,
que usualmente é conduzida em velocidades de varredura de potencial mais altas, sem a
perda de sensibilidade. Neste caso, a aplicacdo da perturbacdo de potencial é realizada na

forma de uma onda quadrada sobreposta a uma rampa de potencial, Figura 1.5.

Frequéncia

E — i

%]
Q

©
Degrau de potencial
Amplitude

Figura 1.5. Perturbacdo na forma de ondas quadradas de potencial e voltamograma de onda
guadrada resultante.
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O potencial inicial aplicado ¢ uma mediana dos potenciais extremos, positivo e
negativo, da onda quadrada, a qual segue no sentido direto e reverso. A magnitude de cada
pulso corresponde a metade da amplitude entre picos do sinal de onda quadrada, e a
frequéncia é relacionada ao tempo que cada onda quadrada é aplicada (f = 1/1). As correntes
sdo registradas durante os Gltimos microssegundos de cada pulso, direto (St) e reverso (Sp),
Figura 1.6, e a diferenca entre a corrente medida em dois pulsos sucessivos do mesmo passo
é registrada como uma corrente resultante (I, = If - Ip). Tendo em vista a forma de aplicacéo
da perturbacdo de potencial, dois sinais sdo registrados: o sinal referente a reacao que ocorre
no sentido de potencial a qual a varredura é realizada (caso seja no sentido positivo, a
corrente é referente ao processo anddico e vice versa), e o sinal referente a reacao que ocorre
no sentido reverso (caso seja no sentido positivo, a corrente é referente ao processo catddico
e vice versa). Como exemplo, para uma reacdo O + le” > R, tem-se que o sinal direto
relacionado a reacao de reducdo da espécie O para a formacao da espécie R corresponde a
corrente direta lt. Caso a reagdo de reducéo seja reversivel, o sinal da componente reversa,
In, corresponderd a reacdo do consumo de R na formacéo da espécie O. A soma de ambos 0s
valores de corrente permite uma contribuicdo significativa para a sensibilidade da técnica,
tanto por eliminar a linha base da corrente capacitiva, quanto por incluir na corrente
resultante a contribuicdo de duas semi-reagdes, promovendo, assim, maior sensibilidade. Ja
que ndo ha necessidade de um alto tempo de espera entre a aplicacdo das ondas quadradas,
esta técnica pode ser realizada em velocidades de varredura altas, sem perda de sensibilidade,
conforme mencionado previamente. Porém, o ganho em sensibilidade é limitado pela
natureza da reagdo quimica, tendo em vista que, para um sistema irreversivel, a corrente
reversa nao contribui para a corrente resultante. Para uma reacéo reversivel controlada por

difusdo, a corrente resultante é proporcional a 2,
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O valor da amplitude do pulso também interfere na resolugédo do sinal final observado
em voltametria de onda quadrada, assim como o0 observado em voltametria de pulso
diferencial. Usualmente, o valor utilizado corresponde a 50/n mV, valor limite para a
realizacdo de medidas analiticas. De fato, a utilizacao da voltametria de onda quadrada pauta
entre duas utilizagcBes comuns: observacao do mecanismo relacionado a uma reacdo quimica
(conferir se ha indicios de reversibilidade) e eletroanalise. Neste Gltimo caso, com a
finalidade de aumentar ainda mais a sensibilidade, frequentemente utilizam-se etapas de pré-

concentracdo de um analito alvo na superficie eletrodica (stripping).

1.2.2 Amperometria

A amperometria € uma técnica eletroanalitica que envolve a medicdo da corrente ao
longo do tempo resultante da aplicacdo de um valor de potencial constante, Figura 1.6.
Assim, a corrente faradaica correspondente a um processo de oxidacdo ou reducdo de um
analito alvo e é controlada pelo transporte de massa (difusao) [4], o que reflete o gradiente

de concentragdo na superficie eletrédica, de acordo com a equacéo de Cottrell (1.6),

nFAD,’?[O].

o (1.6)

H(t)=1,(t)=

Se a concentracdo do analito alvo é conhecida, a técnica pode ser utilizada para obter
informacBes cinéticas (coeficiente de difusdo da espécie, Do, constante de velocidade
heterogénea, k), mecanisticas (nimero de elétrons envolvidos) e até mesmo relacionadas a

propriedades do material eletrodico (area eletroativa).
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Figura 1.6. Perturbacdo na forma de degrau de potencial e amperograma resultante indicando a
adicdo de concentragOes iguais de um analito alvo.

Amperometria também pode ser empregada em eletroandlise, ja que a corrente
faradaica é diretamente proporcional a concentracdo em solucdo de um analito alvo. Nesse
caso, usualmente o transporte de massa ocorre por convecgdo, para que a determinagdo

eletroquimica ndo seja influenciada por limitagdes difusionais, Figura 1.7.

O potencial utilizado deve ser suficiente para promover a mudanca quimica do analito
alvo. Ainda que a sensibilidade deste método seja consideravel, esta ndo ultrapassa a
sensibilidade observada em voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada. Ainda
assim, a amperometria é frequentemente utilizada no estudo de eletrodos modificados, e na
avaliacdo de interferentes, como por exemplo em estudos envolvendo biossensores e

avaliacdo da inibigdo enzimética.

1.3 Eletroguimica aplicada a determinacdo de farmacos eletroativos

Conforme previamente ilustrado, a utilizacdo de voltametria e amperometria na
determinacdo de um analito alvo possibilita a compreensédo da relagéo entre eletricidade e
uma mudanga quimica mensuravel e, para tal, pode ser aplicada na determinagcdo e
caracterizagdo de compostos de interesse bioldgico tendo em vista que boa parte destes

sofrem processos de transferéncia de carga.
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No desenvolvimento de farmacos, desde sua descoberta até sua aplicacdo comercial,
informacdes detalhadas quanto as suas caracteristicas quimicas devem ser realizadas com a
finalidade do controle de qualidade, testes de estabilidade, obtencdo de informagdes
farmacocinéticas, e monitoramento da eficiéncia bioldgica, usualmente utilizando técnicas
como espectrometria, cromatografia, ressonancia magnética nuclear e espectroscopia, ainda
que estas apresentem alto custo e por vezes procedimentos complexos de tratamento de
amostra [5]. Métodos eletroquimicos tém sido utilizados na area farmacéutica, tendo em
vista muitas de suas vantagens, como baixo custo, alta velocidade de anélise, sensibilidade,
baixa utilizacdo de reagentes toxicos e possibilidade de definir o mecanismo de acédo e a
cinética de reacdo quando aplicados em sistemas biologicos [6]. Além disso, a utilizacdo de
baixos volumes de amostra e a possibilidade de eliminar efeitos de matriz, permite a
determinacdo destes compostos em matrizes complexas como sangue, urina, plasma, entre
outros. Sendo assim, sua utilizacdo permite a obtencdo de informacdes que complementam

os dados obtidos com as demais técnicas.

Além de metodologias eletroguimicas serem utilizadas com sucesso dispondo-se de
eletrodos convencionais, a modificacdo de eletrodos de trabalho também ganha destaque
tendo em vista que a alteracdo ou funcionalizacdo da superficie eletrodica pode promover
maior interacdo com o analito alvo. A utilizacdo de eletrodos modificados sera abordada

mais profundamente no Capitulo 4.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO EL’ETROQUI'MICA DE CANDIDATOS
NITROCOMPOSTOS A FARMACOS ANTICHAGASICOS

Farmacos tripanomicidas sdo utilizados na acdo contra a doenca de Chagas, ainda que
também apresentem acdo citotoxica ao individuo. A acdo bioldgica destas moléculas se
baseia, parcialmente, em processos de transferéncia de carga, 0s quais geram in vivo
intermediarios reativos responsaveis pela inibicdo do mecanismo de detoxificacdo natural
do parasita. Este capitulo introduz a caracterizacéo eletroquimica referente ao grupo nitro de
novos candidatos a farmacos antichagasicos, cujo potencial de redu¢cdo em meio aquoso
permite avaliar a formag&o e estabiliza¢do do nitro &nion radical e, entdo, correlacionar com

a atividade biologica prevista.
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2.1 Introducéo

2.1.1 Doenca de Chagas

Doencas negligenciadas, por definicdo, sdo aquelas causadas por parasitas ou agentes
infecciosos, consideradas endémicas em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
nos quais existe um claro desinteresse tanto na introducdo quanto na otimizacdo de novos
farmacos para acdo controladora [7]. Estas se enquadram em um grupo abrangente de
endemias que, apesar de serem responsaveis por 11% da carga global de doengas,
perpetuam-se como alvos negligencidveis nas pesquisas relacionadas ao desenvolvimento
de novos medicamentos, tendo em vista que apenas 1,15% dos 1556 novos farmacos, estes
registrados entre 1975 e 2004, foram destinados em seu controle [8]. Este grupo de doencas
afeta majoritariamente populac6es pobres do continente africano, asiatico e americano, ainda
que atualmente propagam-se devido a facilidade de migracdo populacional, modificando o

perfil tradicional epidemioldgico [9].

Dentre o grupo de endemias consideradas negligenciadas, a doenca de Chagas se
destaca, sendo essa uma doenca tropical parasitaria do continente americano, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, e descoberta por Carlos Chagas em 1909 [10]. O
mecanismo de transmissdo do parasita € principalmente vetorial, através de insetos de
habitos noturnos da familia Triatominae, pertencentes principalmente aos géneros Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus [11], os quais afetam majoritariamente populacdes de baixa renda,
suscetiveis a condi¢gdes de saneamento basico precérias. Ainda assim, 0 mecanismo de
transmissdo oral, atraves de transfusdes ou transplacentaria também é possivel. Febre,
inchago nos ganglios linfaticos, dor de cabeca e até mesmo, em estagios avangados da
doenca, insuficiéncia cardiaca, megaes6fago e megacolon, sdo sintomas caracteristicos da
doenca de Chagas, que podem tardar de 10 a 30 anos para se manifestar [12]. No Brasil, a

taxa de morbidade (niUmero de pessoas que possuem a doenca em relagdo ao numero total
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de pessoas avaliadas) e mortalidade (nimero de pessoas que morrem vitimadas pela doenca
em relacdo ao numero total de pessoas avaliadas) € significativa, ja que a doenca proporciona
um quadro de cardiopatia chagasica crénica evolutiva, vitimando até 20% ou mais dos

individuos infectados [13].

Farmacos tripanomicidas como o benznidazol® e o nifurtimox®, Figura 2.1, sdo
empregados na acao controladora da doenca de Chagas, atuando principalmente através da
inibicdo de enzimas necessarias as exigéncias energéticas das células do parasita, ainda que
também apresentem acdo citotoxica ao individuo [14]. Estes farmacos apresentam-se
eficientes no tratamento doenca durante a fase aguda/intermediaria, porém, perdem a
eficacia se administrados tardiamente, apenas retardando ou prevenindo sintomas
caracteristicos da fase crbnica [15]. Ainda que efetivos, o emprego destes medicamentos
esteve atrelado, em 40% dos casos, a efeitos colaterais como doencas de pele, toxicidade

cerebral e irritacdo do sistema digestivo [16].

Ve

A

WVQ

Figura 2.1. Estruturas moleculares dos farmacos (A) nifurtimox e (B) benznidazol.

2.1.2 Mecanismo de ac¢do de nitrocompostos

De forma geral, uma das rotas na escolha de farmacos com atividade antichagasica se
baseia na capacidade que possuem em influenciar o mecanismo de destoxificacdo do

Trypanosoma cruzi, tornando-o deficiente no combate ao estresse oxidativo da célula [17].
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O mecanismo de defesa do parasita € conduzido por uma enzima especifica denominada
tripanotiona redutase (TR), ja que o parasita ndo possui as enzimas catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase, responsaveis por uma parcela do controle oxidativo em
mamiferos [18]. Os farmacos atuam indiretamente na inibicdo da TR, dificultando a reducao
da tripanotiona dissulfeto (substrato fisioldgico da enzima) ao seu componente tiolico, que
por sua vez, é responsavel pelo controle do estresse oxidativo no parasita [19]. Quando se
inibe a acdo da enzima de protecdo tem-se, como consequéncia, 0 aumento da
vulnerabilidade do parasita ao farmaco, promovida pelo aumento na concentracdo de

espécies reativas de oxigénio no meio intracelular [20].

Tanto o benznidazol quanto o nifurtimox, fazem parte de uma classe de farmacos que
possui um grupamento funcional nitro (-NO2) atrelado, normalmente, a cadeias aromaticas.
Sua citotoxidade € vinculada a formacdo do nitro radical aniénico (R-NO2°7), ao qual esta
associado o potencial de reducdo correspondente ao par R-NO2/R-NO2°*~. O nitro radical
anionico e seus derivados (RNO, derivado nitroso e RNHOH, hidroxilamina) podem
interagir toxicamente de duas formas: atuando diretamente como interferentes no
metabolismo do oxigénio do parasita, ou interagindo diretamente com o DNA, ao
desestabilizar a dupla hélice através de reacdes com as bases nitrogenadas (dependendo do
pH, especificamente timina e adenina [17]), além de afetar, adicionalmente, lipideos e

proteinas [21].

A estabilidade dos intermediarios oriundos da reducdo dos nitrocompostos
(principalmente o nitro radical anidnico) define o grau de leséo, ou seja, quanto mais lenta a
velocidade de decomposicdo e maior a facilidade em sua formacéo (ambos correlacionados

ao seu potencial de reducédo), maiores e mais rapidas serdo as lesdes causadas [22].
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Para a acdo farmacologica, 0 composto bioativo primeiramente transpassa a membrana
celular por difusdo passiva e, sua concentracdo no meio intracelular aumenta, ao passo que
espécies reativas provenientes da biorreducdo destes nitrocompostos desestabilizam a
membrana. Na primeira etapa do processo de biorreducéo, o nitro radical aniénico é gerado,
tanto em meio aprotico ou misto (aquoso/aprotico), em um processo eletroquimico reversivel

que envolve 1 elétron, conduzido por flavoenzimas em parasitas como o Trypanosoma cruzi.

Em condicdes anaerobicas, a reducdo completa dos nitrocompostos envolve 6 elétrons,
formando a amina através dos intermediarios nitroso e hidroxilaminico, ainda que alguns
desses farmacos ndo sejam reduzidos além da formacéo da hidroxilamina [23]. O nitro
radical anidnico e a hidroxilamina sdo descritos como principais responsaveis pela
toxicidade dos nitrocompostos, porém, os demais intermedidrios também apresentam
relativa toxicidade, como por exemplo, o derivado nitroso, ao interagir com grupos tiélicos
de enzimas detoxificantes, e o intermediario radical R-NO2* H*, ao reagir com as bases
nitrogenadas do DNA [19]. A Figura 2.2 ilustra os intermediarios reativos formados durante

a reducao do grupo nitro, bem como suas rotas de acdo em meio aerébico como anaerébico.
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I

>_< R-NO,*H" R-NO, + H,0
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0, 0,- =22, H,0, H,0 + %0,
2H T
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Figura 2.2. Intermediarios reativos envolvidos na reducdo de nitrocompostos. Adaptado de [19].

39



Em condicGes aerdbicas, o nitro radical anidnico reage com o oxigénio, em uma etapa
metabolica denominada ciclo futil, regenerando o nitrocomposto inicial e gerando o radical
superoxido (O2°7) [18]. Este estd envolvido em dois processos de desproporcionamento,
tanto espontaneo, ou sob acdo da enzima superoxido dismutase (SOD), formando peréxido
de hidrogénio, o qual tem a capacidade de introduzir radicais hidroxila (OH®) no meio
intracelular. A Figura 2.2 apresenta 0 mecanismo dos intermediarios de reacdo advindos da

reducao de nitrocompostos, tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio.

Sistemas enzimaticos apresentam capacidades distintas na redu¢édo do grupo nitro, no
qual o processo de reducdo depende diretamente ao meio em que ocorre, tanto na auséncia
guanto na presenca de oxigénio, fato este que pode ser correlacionado diretamente com a
toxicidade seletiva dos nitrocompostos perante certos microrganismos. Em sistemas
aerobicos, os valores de potencial referentes ao par R-NO2/R-NOz*~ sdo da ordem de -0,35
V, diferentemente do observado em sistemas anaerobicos, 0s quais podem chegar em valores

de potencial da ordem de -0,5 V [23].

Os potenciais de reducdo destes compostos, obtidos via reducdo eletroquimica, tém
sido utilizados para efetuar correlagdes entre os potenciais de reducdo e o mecanismo de
acdo bioldgica em aplicacdes biomédicas, no entanto, € preciso abordar a complexidade
desses sistemas em relacdo a estereoquimica, difusdo, solubilidade, permeabilidade na
membrana, entre outros fatores. [24]. Ainda assim, dado que os processos fisiol6gicos mais
importantes ocorrem por meio de reacdes de transferéncia de carga, processos induzidos por
potencial em meios aquosos ou organicos podem ser usados para esclarecer processos redox
e geracdo e estabilizacdo de espécies intermediarias reativas e coletar mais evidéncias sobre
reacOes biologicas de transferéncia eletrénica, sem o0 uso de métodos espectroscopicos e
cromatograficos dispendiosos [15]. Uma variedade de nitrocompostos aromaticos ja foi

caracterizada eletroquimicamente (como nitrobenzenos, nitrofuranos e nitroimidazdis), no
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entanto, quase toda a avaliacdo de intermediarios reativos foi realizada em meios aproticos
ou organicos [23,25-27], a fim de estabilizar ainda mais os radicais formados e prever seu
mecanismo e potencial de reducdo [25,28-36]. Além disso, estes processos de reducao
também foram avaliados em diferentes materiais de eletrodos, como mercurio [37], carbono
[38], diamante dopado com boro [39,40] e eletrodos modificados [41], a fim de estabilizar
uma conexao entre a composicao do transdutor e a estabilizacdo de intermediarios reativos.
Ainda assim, os principais aspectos relacionados ao estudo eletroquimico dessas classes de
compostos sdo a eficiéncia bioldgica [26,32,42-44] e o potencial dano ao DNA do

microrganismo [45-54].

2.1.3 Candidatos antichagasicos

Os compostos utilizados nesta tese foram fornecidos pela Prof.? Dr.? Elizabeth Igne
Ferreira, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (FCF-USP),
Figura 2.3. Ambos sdo isdbmeros de posicdo, e foram desenvolvidos através de modelagens
moleculares em busca de novos candidatos a farmacos com potencial antichagasico e

antibacteriano, com menor toxicidade.

S)
Me @Np
O\\S/’O N : ,\O
2 N Vi N
OoN—— H
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p-NSF : p-NO,
m-NSF : m-NO,

Figura 2.3. Estruturas dos compostos p-NSF (2-Oxido de (E)-3-metil-4-((2-((para-
nitrofenil)sulfonil)hidrazono)metil)-1,2,5-oxodiazol) e m-NSF (2-Oxido de (E)-3-metil-4-((2-
((meta-nitrofenil)sulfonil)hidrazono)metil)-1,2,5-oxodiazol) em estudo.
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2.1.3.1 Acao bacteriana

A atividade antibacteriana destes compostos esta atrelada a inibicdo da FabH (-
ketoacylacylcarrierproteinsynthase), enzima presente em bactérias, responsavel por
promover a sintese de acidos graxos (FAS), através da condensacdo de malonil-ACP com 2-
metilbutirila-CoA ou com acetil-CoA. A a¢do antibacteriana do composto é atribuida ao
grupo sulfonildrazona, como resultado de interagdes com a enzima FabH. Ja o anel furoxano,
fornece a molécula caracter idnico (densidade de carga negativa) e promove interacdes
ibnicas com receptores ou sitios ativos da enzima. Como o mecanismo de FAS é diferente
em bactérias e seres humanos, € possivel constatar a seletividade dos compostos

desenvolvidos quando empregados como farmacos [55].

2.1.3.2 Acdo antichagésica

O planejamento estrutural desta classe de farmacos antichagasicos foi desenvolvida
através da presenca de trés porc¢des distintas: o anel aromatico que contém o grupo nitro, a
porcdo sulfonilidrazonica intermediaria e o anel furoxano, 0s quais promovem a geracao de
espécies reativas no meio intracelular, inibicdo de cisteino proteases e liberacdo de 6xido

nitrico, respectivamente.

2.1.3.2.1 Geracdo de espécies reativas

A presenca do grupo funcional nitro (R-NOz) no anel benzénico dos compostos, tanto
na posicdo -para quanto na posicdo -meta, promove o aumento de intermediarios reativos
advindos do processo de biorreducdo no meio intracelular. O mecanismo de ac¢do do grupo
nitro e a consequente inibicao indireta da tripanotiona redutase ja foram discutidos na Secéo

2.1.2.

2.1.3.2.2 Inibicao de cisteino proteases

A endoprotease em questdo (cruzaina) é capaz de hidrolisar diversos tipos de proteinas

vitais para o processo de nutri¢do do parasita, além de estar também envolvida na penetracéo
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da forma tripomastigota na célula mamifera e no processo de escape do parasita contra o
mecanismo imunologico do hospedeiro. O grupo acilidrazdnico atua diretamente no sitio
ativo da enzima, promovendo, assim, sua inibi¢do. A substituicdo desta por¢do da molécula
pelo grupo sulfonildrazénico, representado na Figura 2.4, promove um aumento na atividade
tripanomicida em relacdo ao seu bioisdstero (derivado acilidrazdnico), e também um
aumento na seletividade em comparacdo ao farmaco atualmente empregado (benznidazol),

quando na auséncia do grupamento nitro [56].

A O
K e
H
B O.
\/S/\ ’Nsz
Ri H

Figura 2.4. Estruturas moleculares do derivado acilidrazénico (1) e sulfonilidraz6nico (2).

2.1.3.2.3 Liberagdo de Oxido nitrico

No meio intracelular, a presenca de éxido nitrico auxilia a ruptura da membrana
plasmatica do agente etioldgico, ainda que sua liberacdo excessiva possa prejudicar também
as células hospedeiras [55,57]. A liberacdo de dxido nitrico ocorre em meio alcalino, no qual

o anel furoxano sofre hidrolise, segundo o mecanismo ilustrado na Figura 2.5.

+ s 0 OH -
/ ~ /Q N=0 . N O + NO
j ( HO : : : Ci _H; :\ ,I< l _

~—~— oXl
R1 HO Ro R1 HO Ro Ri R
NO

Figura 2.5. Mecanismo de liberacdo de 6xido nitrico. Adaptado de [55].
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Dentro dos demais itens, os mecanismos de reducéo eletroquimica do p-NSF e m-NSF,
compostos lideres a medicamentos contra a doenca de Chagas, foram investigados na
presenca e auséncia de oxigénio. A caracterizacdo da reducao eletroquimica do grupo nitro
nestes compostos foi avaliada em meio preponderantemente aquoso e com eletrodo de
carbono vitreo sem modificacdo, meio ndo usual para a determinacao de seus intermediarios
reativos. Ainda que a determinacdo do processo de reducdo monoeletronica possa ser
dificilmente distinguido sem a utilizacdo de uma superficie eletrodica que o estabilize, as
informacdes obtidas podem ainda assim ser correlacionadas com a atividade biologica
prevista. Dado que moléculas que apresentam grupos tiol em sua estrutura podem formar
adutos com alguns dos intermedidrios reativos, esta eventual interacdo também foi avaliada.
A correlacdo entre os valores de potencial de reducdo, a presenca de produtos de reducéo
estabilizados e a comparacdo com compostos similares (derivados acilidrazénicos) ja com
atividade biologica determinada (em ensaios in vivo) foi realizada com a finalidade de prever
a correlacdo entre a diferenca de posi¢do do grupo nitro no anel benzénico (posicao para ou

meta) e a atividade bioldgica prevista.

2.2 Objetivos

o Investigar o mecanismo de reducdo dos compostos p-NSF e m-NSF, os quais sdo
candidatos a farmacos antichagasicos, sintetizados pelo aluno de doutorado Ricardo Serafim,
sob a supervisao da Prof.2 Dr.? Elizabeth Igne Ferreira (FCF-USP).

o Obter o perfil voltamétrico de intermediarios eletroativos sintetizados pelo aluno de
doutorado Kevin Dias, sob a supervisdo do Prof. Dr. Leandro H. Andrade, a fim de
estabelecer comparagGes com 0s processos eletroquimicos observados pelos compostos

candidatos a farmacos antichagasicos descritos no projeto
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o Discriminar os processos de reducdo dos compostos tendo em vista a formacéo de
intermedidrios reativos como o nitro &nion radical e avaliar sua interagdo com moléculas
aceptoras de elétrons, como oxigénio e cisteina;

o Prever a atividade bioldgica através da correlagdo entre o potencial de reducdo para
0 grupo nitro de ambos os compostos e comparar com o observado para nitrocompostos
derivados acilidrazbnicos ja descritos na literatura e cuja atividade bioldgica ja foi

comprovada por ensaios in vivo [58].

2.3 Procedimento experimental

2.3.1 Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sem prévia purificagdo. As
solugdes foram preparadas com agua deionizada (18 MQ cm) obtida com sistema de osmose

reversa OS10 LX (Gehaka).

2.3.2 Preparo de solugdes

As solucdes de eletrolito utilizadas nas medidas com eletrodo de carbono vitreo limpo
em meio aquoso (solucdo tampéo Britto-Robinson (BR) 0,04 M) foram preparadas a partir
da dissolucdo de massa apropriada de borato de sodio (Na2B4O7) e diluicdo do volume
apropriado de &cido fosforico (H3POs) e acido acético (CHzCOOH) em agua deionizada. O
ajuste do pH das soluc¢des de eletrolito suporte foi realizado com adi¢des de pequeno volume
de solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 6,0 M para valores de pH entre 4,0 e 10 (solucéo

tampéo BR 0,04 M).

As solucdes estoques 5,0 e 25,0 mM de p-NSF, m-NSF, p-MS e nitrobenzeno foram
preparadas por dissolucdo de massa/volume apropriada dos compostos em dimetilsulfoxido

(DMSO) e foram mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente (25 °C) por até 3 dias.
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A solucdo estoque 10 mM de cisteina foi preparada previamente as medidas realizadas por

dissolucdo de massa apropriada do composto em agua deionizada.

2.3.3 Instrumentacdo

As medidas voltamétricas foram efetuadas utilizando um potenciostato/ galvanostato
Autolab PGSTAT 101 da Metrohm controlado pelo software NOVA versdo 1.11.2. As
medidas de pH foram efetuadas usando um pHmetro modelo 654 acoplado a um eletrodo de

vidro combinado modelo 6.0203.100 (OE), ambos da Metrohm.

2.3.4 Célula eletroquimica e sistema de eletrodos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica constituida
de um copo de vidro com capacidade volumétrica de 10 mL. Foi utilizado um sistema
eletroquimico convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho um eletrodo de
carbono vitreo (GCE, &rea geométrica = 0,071 cm?). O eletrodo de Ag/AgCI, KClsa € um

fio de platina foram utilizados como eletrodo de referéncia e auxiliar, respectivamente.

2.3.4.1 Polimento e limpeza do eletrodo de carbono vitreo

A superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi renovada mecanicamente com
polimento utilizando spray de diamante com tamanho de particula de 1,0 um (Kemet) como
material abrasivo em um feltro (Buehler, TexMet C) e posteriormente lavada com agua
deionizada. O eletrodo foi lavado com agua deionizada e etanol apds cada etapa de polimento
mecanico. O procedimento de renovacdo da superficie do eletrodo foi realizado antes de

cada medida eletroquimica.

2.3.5 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas foram efetuadas com o eletrodo de carbono vitreo nédo

modificado, em solucgdo de eletrdlito (solugdo tampdo BR 0,04 M) contendo 1,0 mM de

46



analito: a célula eletroquimica contendo 2,5 mL do eletrolito adicionaram-se 100 uL da

solucéo estoque (25 mM), de modo a obter a concentracao de 1,0 mM em célula.

Em voltametria ciclica, 0s seguintes parametros experimentais foram utilizados: 2 mV
de degrau de potencial e 100 mVs™ de velocidade de varredura, a menos que indicado o

contrario.

Em voltametria de pulso diferencial, os seguintes pardmetros experimentais foram
utilizados: 25 mV de amplitude de pulso, 0,5 s de tempo de intervalo entre pulsos, 0.05 s de
tempo de modulacio e 5 mV de degrau de potencial, resultando em 10 mVs?® como
velocidade de varredura, a menos que indicado o contrario. Em voltametria de onda
quadrada, os seguintes parametros experimentais foram utilizados: 25 mV de amplitude de
pulso, 3 mV de degrau de potencial, 33 Hz de frequéncia, resultando em 10 mVs™* como

velocidade de varredura.

As medidas eletroquimicas foram em sua maioria realizadas na auséncia de oxigénio
através do borbulhamento de gas nitrogénio por 15 min previamente ao registro dos
voltamogramas. Para as medidas realizadas na presenca de oxigénio, o procedimento
anterior foi repetido e seguido de borbulhamento de oxigénio a uma vazédo de 1 L/min pelo

tempo indicado.

2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Caracterizacdo voltamétrica dos compostos p-NSF e m-NSF

A fim de obter uma visdo geral do perfil eletroquimico de ambos os compostos,
voltamogramas ciclicos foram registrados com GCE em uma ampla faixa de potencial (Ei =
00V,En=-14V,Ex =10V, Ef=0,0 V), em solu¢do tampéo BR 0,04 M pH 7,0 (meio

predominantemente aquoso) contendo 1,0 mM de p-NSF e m-NSF, na auséncia de Oz, Figura
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2.7A e Figura 2.7B. Os potenciais de pico referentes aos processos observados para 0s
compostos se encontram na Tabela 2.1. O perfil eletroquimico observado para ambos 0s
compostos foi 0 mesmo considerando o nimero de processos de reducdo e oxidacédo e seu
valor de potencial, provavelmente devido a semelhanca estrutural de ambas as moléculas.
Tendo em vista a quantidade de grupos eletroativos presentes nos dois compostos e 0 nimero
de processos eletroquimicos distintos visualizados nos voltamogramas ciclicos, dois
compostos estruturalmente semelhantes foram utilizados (nitrobenzeno e p-MS, Figura 2.6)
a fim de elucidar a reducdo do grupo nitro e distinguir processos que pudessem interferir ou

se sobrepor a eles.

Figura 2.6. Estruturas moleculares do nitrobenzeno (A) e p-MS (B).

No sentido direto de varredura de potencial (sentido negativo), um processo principal de
reducdo pode ser observado para ambos 0s compostos, processo 2¢, Epac (p-NSF) =-0,61 V
e Ep2c (M-NSF) =-0,64 V. Os valores de potencial para estes processo de redugdo em ambos
0s compostos foram comparados com os resultados dos voltamogramas ciclicos obtidos nas
mesmas condi¢des, porém na presenca de 1,0 mM de nitrobenzeno, Figura 2.7C. Os
resultados indicam que o processo 2c e 1a correspondem a reducgéo do nitro grupo ligado ao
anel benzeno e a posterior oxidacdo de um de seus intermediarios, respectivamente, como
tambem observado para outros nitrocompostos ja caracterizados em meio aquoso [28]. A
reducdo do grupo nitro geralmente é registrada em torno de -0,4 VV a -0,7 V e essa mudanca

nos valores de potencial geralmente esta associada a sua posi¢do e a estrutura aromatica a
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ele anexada (geralmente um anel furanico, anel imidazélico e anel benzénico), ja que que as

variacdes estruturais afetam a estabilidade dos produtos de reducéo [23].
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Figura 2.7. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de carbono vitreo em solugdo tampdo BR
0,04 M pH 7,0 contendo 1,0 mM de p-NSF (A), m-NSF (B), nitrobenzeno (C) e p-MS (D) na
auséncia de oxigénio, branco (eee), 1° ciclo (linha sélida) e 2° ciclo (linha pontilhada).
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Tabela 2.1. Potenciais de pico para 0s processos observados nos voltamogramas ciclicos obtidos
em meio preponderantemente aquoso contendo m-NSF e p-NSF (1° ciclo).

p-NSF m-NSF
Processo Eo/V  Processo E,/V  Processo Eo/V  Processo  Ep/V
1c -0,451 la 0,125 1c ausente la 0,141
2c -0,610 2a 0,618 2c -0,644 2a 0,585
4c -1,25 3c -1,05
4c -1,26

O material do eletrodo pode auxiliar na separacdo de um processo eletroquimico em
dois ou mais componentes, e, neste caso, mudancas nos potenciais de reducdo ou oxidacgéo
para intermediarios reativos pode ser observada. Usualmente, a caracterizacdo eletroquimica
de nitrocompostos é conduzida em eletrodos de carbono (carbono vitreo, pasta de carbono,
diamante dopado com boro) tendo em vista sua compatibilidade quimica com estruturas

aromaticas.

Para ambos os compostos (p-NSF e m-NSF), uma varia¢do nos potenciais de pico e
uma diminuicdo das magnitudes de corrente foram observadas no segundo ciclo registrado,
0 que pode ser um indicativo de que as espécies eletroquimicamente geradas no primeiro
ciclo, podem ser adsorvidas na superficie do eletrodo e interferem nas reagdes de

transferéncia de carga observadas nos ciclos subsequentes.

O processo 2a esta presente nos voltamogramas ciclicos para ambos os compostos, no
entanto, ndo esta presente nas medidas obtidas na presenca de nitrobenzeno, o que sugere
que este processo possa estar atrelado a outras por¢des estruturais presentes nos candidatos
p-NSF e m-NSF. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE em tamp&o BR 0,04 M, pH 7,0,
na presenca do p-MS, mostram o processo 2a, Figura 2.7D. Sendo assim, esse processo pode
ser atribuido, entdo, a porcdo intermediaria dos compostos, possivelmente a oxidacdo do
heteroatomo do grupo enamida proximo ao grupo sulfona. De fato, foi relatado que o valor

potencial para essa oxidacgdo esta proximo ao processo 2a [59].
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De acordo com o mecanismo de reducao para o grupo nitro indicado anteriormente,
Secdo 2.1.2. era esperado que seus intermedidrios de reducdo ndo pudessem ser
distintamente detectados devido a possibilidade de reacdes quimicas acopladas com agua
(dado sua instabilidade e natureza aquosa do eletrélito). Ainda assim, observou-se que 0
composto p-NSF possuia um processo de reducdo a mais do que o observado para o
composto m-NSF, nomeadamente, o processo de reducgédo 1c, ao passo que todos os demais
processos, apesar de apresentarem valor de potencial de pico distintos, possivelmente
representassem as mesmas reacfes de oxidacdo ou reducdo em ambos os compostos. O
potencial de pico do processo 1c e sua auséncia nas medidas registradas para o candidato m-
NSF indicam que este processo pode estar relacionado a reducdo e formacdo de um desses
intermediarios reativos. Como a atividade bioldgica de ambos os candidatos pode ser
correlacionada com a presenca e a estabilidade dos intermediarios reativos do grupo nitro,

os voltamogramas no sentido negativo de potencial foram escolhidos como foco do estudo.

Além da voltametria ciclica, resultados relevantes também podem ser obtidos por
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada, ja que ambas apresentam
maior sensibilidade. O primeiro, realizado em uma velocidade baixa de varredura, fornece
uma estimativa do niumero de elétrons envolvidos em cada processo eletroquimico, um passo
importante para entender 0s mecanismos de reacao de transferéncia de elétrons, enquanto o
ultimo permite avaliar a reversibilidade dos processos em velocidades de varredura mais

altas sem perder a sensibilidade.

Voltamogramas de pulso diferenciais foram obtidos com GCE em soluc&o tampéo BR
0,04 M em diferentes valores de pH em uma faixa de 4,0 a 10 contendo 1,0 mM de p-NSF
na auséncia de oxigénio. As Figuras 2.8A, 2.8B e 2.8C ilustram os voltamogramas de pulso
diferencial em pH 4,0, 7,0 e 10, respectivamente. O processo de reducdo 3c ocorre apenas

em valores mais altos de pH (pH > 8,0) e 0 processo 4c ocorre apenas em valores mais baixos
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de pH (pH < 7,0). No entanto, o processo 2c ocorre em uma ampla faixa de valores de pH,
mesmo que em valores mais altos, um ombro de reducdo seja perceptivel (processo 1c),
Figura 2.8B. Os valores de potencial observados na ampla faixa de pH utilizada estdo
ilustrados no grafico E, vs. pH, Figura 2.8D, no qual um deslocamento no potencial de pico

para 0s processos € observado.
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Figura 2.8. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em GCE em tampéo BR 0,04 M pH 4,0
(A), 7,0 (B) e 10 (C) contendo 1,0 mM de p-NSF, na auséncia de oxigénio. Grafico E, vs pH obtido
a partir dos voltamogramas de pulso diferencial (D).

Em valores mais baixos de pH (4,0 < pH < 6,0), o potencial de pico do processo 2c

varia para valores mais negativos, de acordo com a equagéo (2.1),

Epzc (p-NFS) / mV = -0.185 - 0.065 pH (R? = 0.991) (2.1)
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em que a inclinacdo da curva indica que o numero de protons e elétrons envolvidos nesse
processo € 0 mesmo, proximo ao valor tedrico de 59 mV/pH, Sec¢édo 1.2 do Capitulo 1. Em
valores de pH superiores a 6,0, o potencial de pico Epac permanece constante e,
possivelmente, é formado um produto de reducéo diferente sem o envolvimento de prétons.
Além disso, em valores de pH iguais ou maiores que 6,0, discrimina-se um novo processo
de reducdo (processo 1c). O valor potencial de pico desse processo também permanece
constante na faixa de pH avaliada, o que indica que nao ha envolvimento de prétons, bem
como para o processo 4c em valores mais altos de pH (pH > 7,0). Entretanto, em valores
mais baixos de pH (4,0 < pH < 7,0), o processo 4c sofre uma mudanca nos potenciais de
pico, o que ilustra que este processo de reducéo € facilitado em meio acido, de acordo com

a equacéo (2.2),
Epac (p-NFS) / mV = -0.890 - 0.055 pH (R? = 0.990) (2.2)

em que a inclinagdo da curva também indica que o nimero de prétons é igual ao nimero de
elétrons transferidos, semelhante ao observado em valores mais baixos de pH para o
processo 2c. O processo 3¢ ndo sofre nenhuma alteragcdo nos potenciais de pico na ampla

faixa de pH estudada.

Os valores de potencial a meia altura de corrente (W12) obtidos a partir de dados
obtidos em voltamogramas de pulso diferencial em tampao BR 0,04 M pH 7,0 correspondem
a-72 e -96 mV para 0s processos 1c e 2c, respectivamente. Dentro da margem de erro, esses
valores indicam que esse processo de redugdo ocorre com a transferéncia de um elétron, dada
a correlagdo de 90 mV por elétron transferido, Secdo 1.2 do Capitulo 1. Os processos 3c e
4c apresentam um valor mais alto de W12, 0s quais podem apresentar baixa velocidade de

transferéncia de carga ou ainda a sobreposicao de dois processos de reducao.
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Nos voltamogramas de pulso diferencial registrados apos a primeira medida, sem
renovacdo da superficie eletrddica (dados ndo ilustrados), 0s processos apresentaram a
mesma magnitude de corrente e potencial de pico que as primeiras medidas realizadas. Neste
caso, tendo em vista que estas medidas foram conduzidas somente no sentido negativo de
varredura de potencial, é possivel inferir que nenhum produto de reducdo formado na
primeira medida interfere com a transferéncia de carga na segunda medida. Porém, isto
difere do observado nos voltamogramas ciclicos, Figura 2.7A e 2.7B, nos quais 0
deslocamento do potencial de pico e a diminuicdo da magnitude de corrente ocorrem no
segundo ciclo registrado. Pode-se, entdo, inferir que a diminuicdo de correntes catodicas e
variacdo dos potenciais de reducdo possa estar associada a passivacao superficial do

eletrodo, tendo em vista que neste caso, a varredura de potencial atingiu valores positivos.

Voltamogramas de pulso diferencial também foram registrados com GCE em tampao
BR 0,04 M em diferentes valores de pH em uma faixa de 4,0 a 10 contendo 1,0 mM de m-
NSF, na auséncia de oxigénio. As Figuras 2.9A, 2.9B e 2.9C ilustram os voltamogramas de

pulso diferencial em pH 4,0, 7,0 e 10, respectivamente.
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Figura 2.9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em GCE em tampéo BR 0,04 M pH 4,0
(A), 7,0 (B) e 10 (C) contendo 1,0 mM de m-NSF, na auséncia de oxigénio. Gréfico Ep vs pH
obtido a partir dos voltamogramas de pulso diferencial (D).

Os principais processos de reducao (2c e 4c) observados para p-NSF estdo presentes,
no entanto, mesmo em valores mais altos de pH (pH > 6,0), o processo 1c ndo pdde ser
distinguido, Figura 2.9B. O processo 3c estava presente em valores mais baixos de pH do
que os observados com p-NSF, embora ainda apenas seja perceptivel em valores

intermediarios e mais altos de pH (pH > 7,0).

O grafico Ep vs. pH, Figura 2.8D, indica uma similaridade em relagdo aos processos
de reducdo que as moléculas compartilhnam, 2c, 3c e 4c. Os processos 2c e 4c¢ sofrem um

deslocamento nos potenciais de pico de acordo com as equacdes (2.3) e (2.4),
Epz2c (M-NFS) / mV = -0.2890 - 0.056 pH (R? = 0.945) (2.3)
Epac (M-NFS) / mV = -0.8438 - 0.065 pH (R? = 0.985) (2.4)

Sendo assim, a discussédo relativa ao envolvimento de protons e elétrons é igual ao
previamente discutido para o composto p-NSF. O processo 3c nao sofre alteracdo nos valores
de potencial de pico, semelhante ao observado nos voltamogramas de pulso diferencial
obtidos com p-NSF. A aproximagdo do nuimero de elétrons envolvidos no processo de
reducdo néo foi realizada, uma vez que os valores Wy indicaram que mais de um processo

de reducéo poderiam estar sobrepostos.
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Tabela 2.2. Diferencas entre os potenciais de pico Epic e Epac obtidos em voltametria de pulso
diferencial com eletrodo de carbono vitreo em solucdo tampéo 0,04 M BR pH 7,0 para os
compostos p-NSF e m-NSF.

Composto Epic/ V Epac /' V
p-NSF -0,457 -0,583
m-NSF ausente -0,615

Embora exista uma similaridade entre as duas moléculas em termos do perfil
eletroquimico em relagdo aos processos de reducdo e sua magnitude de corrente em uma
ampla faixa de pH, o composto p-NSF sofre outro processo de redugéo (1c), Epic (p-NSF) =
- 0,457 V em tampédo BR 0,04 M, pH 7,0, e também, o processo de reducdo 2c ocorre em

valores menos potenciais do que agquele observado para o0 composto m-NSF.

O processo de reducdo 2c, Ep2c (M-NSF) =-0,615 V ocorre em valor de potencial mais
negativo do que aquele observado para o composto p-NSF, Epxc (p-NSF) = -0,583 V. A
mudanga nos potenciais de pico (menor energia para promover a reducdo do composto p-
NSF) e a presenca de outro processo de reducdo (produto intermedidrio mais estavel),
novamente, podem estar associados a diferenca na posi¢cdo do grupo nitro na estrutura
aromatica, como ilustrado na Figura 2.10, o que mostra como seria 0 fluxo eletrénico
envolvido na formagdo do nitro anion radical (RNO2°") proveniente da reducéo

monoeletronica dos composto p-NSF e m-NSF.
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Figura 2.10. Canones de ressonancia do nitro anion radical formado pela redu¢cdo monoeletronica
dos compostos p-NSF e m-NSF.

Como primeiro passo, ocorre a reducdo monoeletrénica dos compostos p-NSF e m-
NSF, induzindo a homolise da ligagdo 7 entre o nitrogénio e o oxigénio presente na POr¢ao
nitro, gerando os nitro radicais anidnicos p-NSF*~ e m-NSF*~ [60]. Em termos estruturais,
o intermediario p-NSF*~ possui a capacidade de ser estabilizado pela ressonancia do par
solitario alocado no nitrogénio, interrompendo a aromaticidade do anel benzénico e a dupla
ligacdo entre o enxofre e o oxigénio na porcao sulfonila. Assim, a presenca de estruturas de
ressonancia do p-NSF*~ poderia aumentar consideravelmente sua vida Gtil durante as

medidas eletroquimicas.

Com a finalidade de avaliar a reversibilidade dos produtos de reducdo gerados,
voltamogramas de onda quadrada também foram registrados com GCE em tampéo BR 0,04
M com diferentes valores de pH (4,0, 7,0 e 10) contendo 1,0 mM de p-NSF e m-NSF, na

auséncia de oxigénio, Figura 2.11(A-C) e Figura 2.11(D-F), respectivamente.
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Figura 2.11. Voltamogramas de onda quadrada obtidos em GCE em tampéo BR 0,04 M pH 4,0
(A,D), 7,0 (B,E) e 10 (C,F) contendo 1,0 mM de p-NSF (A-C) e 1,0 mM de m-NSF (D-F), na
auséncia de oxigénio.

Esses dados indicam que o processo 2c é irreversivel em pH 4,0 para o p-NSF e m-
NSF, dado que a corrente inversa (lp) ndo apresenta componente anddica. Com o aumento

do valor do pH para 7,0 ou pH 10, a reversibilidade do processo 2c € observada, tendo em
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vista a presenga da componente anodica e, com valores de I+/lp proximos de 1 em meio
alcalino. Novamente, o processo 1c € registrado apenas nas medicdes realizadas para p-NSF,
e componente anddica correspondente também aumenta com o aumento do valor do pH do
meio. Os processos 3c e 4c ndo apresentam indicios de reversibilidade em nenhum dos

valores de pH avaliados.

Dadas as diferencas acima mencionadas na caracterizacao eletroquimica de ambos os
compostos quanto aos processos de reducao 1c e 2c, é necessario compreender 0 mecanismo
de reducdo referente a estes processos a fim de estabelecer uma previsao para a atividade
bioldgica dos compostos candidatos a antichagasicos. O processo 2c¢ pode ser atribuido a

reducdo direta do grupo nitro na formacéo de hidroxilamina, de acordo com a reacao (R1),
RNO; + 4e” + 4H* > RNHOH + H,0 (R1)
40<pH<6.0

Neste caso 0 processo de reducdo ocorre em valores mais baixos de pH com o
envolvimento de 4 elétrons e 4 prétons, sendo este processo favorecido pela disponibilidade
de protons no meio, e confirmado pelos voltamogramas de pulso diferencial obtidos
anteriormente (alto valor de Wy, e deslocamento do potencial de pico). Além disso, a
irreversibilidade desse processo de reducdo foi confirmada em voltamogramas de onda
quadrada, nos quais em valores mais baixos de pH (pH = 4,0), a corrente inversa ndo

apresentava um componente anodico.

Por outro lado, a reducdo de nitrocompostos em valores intermediarios e altos de pH
(pH = 7,0 e pH = 10) favorece a estabilizacdo de intermediarios reativos como o nitro anion
radical e o derivado nitroso, o que diminui drasticamente a reducao posterior para a formacao
da hidroxilamina. Dado que a disponibilidade de prétons diminui, a formagéo do derivado

nitroso e favorecida, de acordo com a reacéo (R2),
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RNO; + 2e” + 2H* & RNO + H,0 (R2)
7.0 <pH <10

em que dois elétrons e um proton estdo envolvidos. A inclinacdo do grafico E, vs. pH para
ambos os compostos ndo indica que haja um envolvimento de prétons nesse processo de
reducdo. A formacdo de derivado nitroso pode seguir 2 rotas diferentes: reducdo do nitro
anion radical, de acordo com a reacdo (R3) e reducéo direta do nitrocompostos original a

RNO, de acordo com a reacdo (R2), mas em ambos 0s casos, 0 processo é pH dependente.
RNO2*~ + 1"+ 2H* & RNO + H,0 (R3)
70<pH <10

Usualmente, a formacdo do derivado nitroso advém diretamente do nitro anion radical,
mas, tendo em vista que este, em meio aquoso, € dificilmente registrado, € possivel que a
estimativa do numero de elétrons envolvidos através de valores de Wi. seja uma
aproximacdo ndo muito correta. De fato, o valor estimado € de 1 elétron para o processo Epzc.
E possivel que a formagao do derivado nitroso, ainda que apresente envolvimento de prétons,
ocorra com etapas determinantes que ndo sao facilmente observadas na via eletroquimica.
Sendo assim, a hip6tese que mais convém de acordo com os dados voltamétricos obtidos é
de que a formagao do derivado nitroso no processo Epxc advem diretamente do nitro anion
radical, ainda que, no composto m-NSF, o processo de formacdo do radical ndo seja

observado.

Os processos 3¢ e 4c¢ podem ser atribuidos a processos de reducao que ndo ocorrem no
grupo nitro dos compostos. Como previamente ilustrado, em valores de pH elevados, o anel
furoxano sofre hidrélise, promovendo a liberacdo de gas NO. O processo 3c ocorre em
valores de potencial que podem ser atribuidos a reducdo de NO e em concordancia ao que é

ilustrado na literatura [57]. O processo 4c pode ser atribuido a por¢éo sulfona da molécula,
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ja que o processo € largo e ocorre em valores de potencial similares aos observados na

literatura, de acordo com [61,62].

O processo 1c ocorre em valores de potencial menos negativos do que o processo 2¢
e, de acordo com o que foi previamente discutido, pode estar associado a reducdo do grupo
nitro na formacao de seu primeiro intermediario instavel, o nitro anion radical, de acordo

com a reacdo (R4),

RNO; + 1e > RNO,*~ (R4)

6,0 < pH < 10

Geralmente é dificil para que esse processo seja registrado em eletrodos de carbono
vitreo, devido ao seu curto tempo de vida e alta reatividade com a agua. De fato, a maioria
dos estudos sobre a caracterizacdo desse radical é realizada em meio organico, no qual sua
reversibilidade é facilmente observada, ou com o uso de superficies modificadas que

estabilizam o produto radicalar para que o sinal eletroguimico seja detectado [40].

Para confirmar se o processo 1c pode ser atribuido a formacdo do anion do radical
nitro, os voltamogramas para ambos os compostos foram conduzidos na presenca de
oxigénio e cisteina. No primeiro caso, o radical é consumido pelo oxigénio molecular para
regenerar 0 composto nitro original, enquanto no segundo caso, a cisteina induz a formacao
direta do derivado RNO pela formacéo de adutos [39]. Nos dois casos, a reacdo de reducéo

do grupo nitro para nesta etapa.

2.4.2 Influéncia do oxigénio

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos com GCE em tampé&o BR 0,04 M
pH 7,0 contendo 1,0 mM de p-NSF, na auséncia (0 s) e na presenga de oxigénio com o

aumento do tempo de borbulhamento (10 s, 20 s e 30 s), Figura 2.12A. Com 0 aumento da
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quantidade de oxigénio na célula eletroquimica, a magnitude da corrente para o processo 1c

também aumenta.
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Figura 2.12. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em GCE em solucdo tampdo BR 0,04 M
contendo 1,0 mM de p-NSF (A) e 1,0 mM de m-NSF (B), na auséncia e na presenca de oxigénio
com diferente tempo de borbulhamento (0s a 30s).

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com GCE contendo m-NSF, Figura
2.12B, mostraram que 0 processo 1c ndo esta presente nas medidas realizadas na auséncia
de oxigénio, mas sempre que ha disponibilidade de oxigénio, o processo 1c é distinguido e
sua magnitude aumenta com o aumento da quantidade de oxigénio na célula eletroquimica.
Isso confirma que o processo 1c pode ser atribuido a formacdo do nitro anion radical,

conforme o esperado, e, de acordo com a reacao (R5),

RNO2*~ + O2 > RNO2+ O°*~ (R5)

na qual o produto intermediario de reducdo do grupo nitro interage com o oxigénio, gera

radicais superdxido e regenera o nitrocomposto inicial, em um ciclo eletrocatalitico.

2.4.3 Influéncia da cisteina

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos em GCE em tampao BR 0,04 M

pH 7,0 contendo 0,5 mM de p-NSF, na presenca de cisteina com concentragdes crescentes
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(0,25 mM, 0,5 mM e 1,0 mM), na presenca e auséncia de oxigénio, Figura 2.13A e Figura
2.13B, respectivamente. Em valores baixos de pH, a magnitude da corrente para 0 processo
2c¢ diminui com o aumento da concentracdo de cisteina e, simultaneamente, o pico de
potencial desloca para valores menos negativos. Em valores intermediarios e elevados de

pH, a magnitude de corrente para o processo 1c¢ diminui na presenca de cisteina, até que seja

totalmente suprimida em proporc¢des superiores a 1:1 de cisteina/p-NSF.
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Figura 2.13. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em GCE em solucdo tampédo BR 0,04 M
contendo 0,5 mM de p-NSF e 0,5 mM de cisteina, na presenca (A) e auséncia (B) de oxigénio.

A interacdo do derivado nitroso com moléculas de tiol ja foi discutida. Em meio acido,
0 derivado nitroso interage com moléculas de cisteina na producdo de um aduto, o qual

promove a reacdo quimica para a formacao de hidroxilamina, de acordo com a reacdo (R6).
RNO + 2RSH > RNHOH + 2RS" (R6)
40<pH<6,0

Essa reacdo quimica é responsavel pela diminui¢cdo da magnitude de corrente do
processo 2c, porém, sua influéncia sobre as etapas de reducdo eletroquimica diminui quanto

o valor de pH da medida aumenta. Além disso, na presenca de cisteina, a formacao do nitro
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anion radical ¢é prejudicada mesmo em meios neutro e alcalino, uma vez que a formacéo do

aduto direciona o processo de reducédo para a formacéo direta do derivado nitroso.

2.4.4 Estabilizagdo do RNO.*~ e previsdo da atividade biologica

Derivados acilidrazonicos contendo o anel furoxano e a por¢do aromatica que
apresenta o grupo nitro (p-NAF e m-NAF), Figura 2.14, foram avaliados quanto a atividade
bioldgica contra a doenca de chagas. Através da analise in vitro, observou-se um aumento
da atividade bioldgica (ICso (p-NAF) = 2,88 + 0,38 uM e ICso (M-NAF) = 9,94 + 2,06 uM)
quando o grupo nitro foi substituido na posicdo -para em relagdo a porcao sulfonil em

comparagao com a substituicdo -meta no anel aromatico [58].
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Figura 2.14. Estrutura molecular dos derivados acilidrazénicos p-NAF e m-NAF.

A substituicdo da porcdo intermediaria destes bioisdsteros (grupo acilidrazénico por
sulfonilidrazdnico) promove maior atividade bioldgica e maior seletividade do que o
farmaco atualmente empregado (benznidazol) [58]. Além disso, reconhecendo as
similaridades estruturais entre p-NSF e p-NAF, os estudos eletroquimicos para p-NSF
mostraram um sinal claro sobre a redugéo do grupo nitro e a geragéo do intermediario reativo
radicalar (RNO2°7). Espera-se que essas semelhancas estruturais entre esses bioisosteros
permitam elucidar ndo apenas a atividade biologica ja incluida do p-NAF em comparacao

ao m-NAF (dado que a estabilizacdo do radical seria semelhante a proposta para p-NSP e m-
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NSF) mas também para prever que a atividade biolégica do p-NSF seja maior do que a
observada no m-NSF. Estes estudos in vivo ainda serdo realizados e discutidos em

publicacGes futuras.

2.5 Conclusoes

O perfil voltamétrico de dois candidatos antichagasicos foi estudado em meio aquoso
com eletrodo de carbono vitreo utilizando diferentes técnicas voltamétricas. O perfil
eletroquimico observado para ambos os compostos foi 0 mesmo considerando, o niumero de
processos de reducdo e oxidacdo e seu valor de potencial, provavelmente devido a
semelhanca estrutural de ambas as moléculas. Tendo em vista a quantidade de porcdes
eletroativas presentes nos dois compostos e 0 nimero de processos eletroquimicos distintos
visualizados nos voltamogramas ciclicos, dois compostos estruturalmente semelhantes,
foram utilizados (nitrobenzeno e p-MS). O composto p-NSF possuia um processo de reducéo
a mais do que o observado para o composto m-NSF, nomeadamente, o processo de reducgéo
1c, ao passo que todos os demais processos, apesar de apresentarem valor de potencial de
pico distintos, possivelmente representassem as mesmas reacdes de oxidacao ou redugdo em
ambos os compostos. Este processo foi atribuido a reacdo de reducdo do grupo nitro na
formagdo do seu primeiro intermediério reativo, o nitro anion radical. O maior tempo de
meia vida deste intermediario foi associado ao maior nimero de canones de ressonancia do
nitro anion radical formado (p-NSF*~) em comparacdo ao seu isdmero de posi¢cdo (m-
NSF*7). O processo 2c foi atribuido ao processo de reducdo do grupo nitro para a formacédo
de hidroxilamina, em meio &cido, e para a formacéo do derivado nitroso, em meio neutro e
alcalino. A interagcdo de ambas as moléculas com oxigénio foi avaliada, a qual indicou um
aumento na magnitude de corrente para o processo 1c, tanto para o composto p-NSF, quanto

para 0 composto m-NSF, ainda que neste Gltimo, o processo sé tenha sido observado na

66



presenca de oxigénio. A reducédo eletrocatalitica do grupo nitro na presenca de oxigénio
envolve a formacdo do nitro anion radical, reacdo quimica com o oxigénio para a formacao
do radical superdxido, e a consequente regeneracdo do nitrocomposto inicial, promovendo
uma maior magnitude de corrente para o processo 1c. A interacdo de ambas as moléculas
também foi avaliada na presenca de cisteina, tendo em vista que espécies contendo o grupo
tiol apresentam a possibilidade de formar adutos com o derivado nitroso. Foi possivel
observar que o processo de reducdo 1c referente ao composto p-NSF sofreu uma diminuigéo
na magnitude de corrente na presenca de cisteina, até ser completamente suprimido em
concentracdes superiores a 1:1 cisteina/p-NSF. Além disso, reconhecendo as similaridades
estruturais entre 0 p-NSF e o p-NAF (bioisosteros dos candidatos antichagasicos cuja
atividade biologica ja foi comprovada in vivo), os estudos eletroquimicos para p-NSF
mostraram um sinal claro sobre a reducéo do grupo nitro e a geragdo do intermediario reativo
radicalar (RNO.*7). Estas semelhangas estruturais entre os bioisosteros podem elucidar nao
apenas a atividade biologica ja descrita do p-NAF em comparacdo ao m-NAF (dado que a
estabilizacdo do radical seria semelhante a proposta para p-NSF e m-NSF) mas também para

prever que a atividade bioldgica do p-NSF seja maior do que a observada com m-NSF.
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CAPITULO 3

CARACTERIZAQAO ELETROQUIMICA DE ANTIBIOTICOS
BETA-LACTAMICOS

Antibioticos sdo farmacos utilizados no combate a infecgdes causadas por bactérias,
ainda que também sejam utilizados contra outros microrganismos patdgenos. Atuam ao
causar a morte do parasita ou a inibir seu metabolismo e reproducdo. Sua determinacédo é
crucial tanto no controle de qualidade para comercializacdo de farmacos quanto sua
quantificacdo em ambientes nos quais atuam como poluentes emergentes. Além disso, com
0 crescimento de bactérias mutantes resistentes ao tratamento, a avaliacdo do seu mecanismo
de acdo auxilia no desenvolvimento de estratégias para promover maior atividade bioldgica,
evitar a proliferacdo e consequente endemia generalizada. Este capitulo aborda a
caracterizagdo eletroquimica da cefadroxila e sua determinacdo em cépsulas comerciais de

Duracef®.
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3.1 Introducéo

3.1.1 Bactérias

Bactérias sdo seres unicelulares procariotas, primeiramente observados pelo holandés
Antonie Van Leeuwenhoek em 1676, embora sua classificacdo oficial (Bacterium) tenha
sido estabelecida pelo alemédo Christian Gottfried Ehrenberg em 1828, ao observar
microrganismos com formato de bastdo ndo formadores de esporos [63]. Estes ndo possuem
parede ao redor do material genético (nucleo), mitocondria ou qualquer outra organela
membranosa, apresentam tamanho micrométrico em diversas formas fisicas (esferas,
espirais, bastonetes) [64], as quais, em conjunto com seu tamanho, permitem maior
distribuicdo intracelular de nutrientes e secrecao de residuos, devido a alta razdo entre a area
superficial e volume [65]. Acredita-se também que foram os primeiros seres vivos a
habitarem o planeta (principalmente em condi¢des extremas [66]), tendo em vista sua
estrutura celular mais simplificada e sdo encontrados em grande quantidade no corpo
humano, nos quais desempenham funcdes necessarias para a regulacdo fisiologica [67]. A
vitamina By participa como cofator na sintese de DNA, no metabolismo de &cidos graxos e
aminoacidos e € um grande exemplo da necessidade da simbiose bacteriana no mundo
animal, j& que sua sintese é quase gque exclusivamente realizada por bactérias que compdem
a microbiota intestinal [68]. No mundo vegetal, o0 mutualismo entre bactérias do género
Rhizobium e raizes de leguminosas [69] permite a fixacdo de nitrogénio e possibilita a
conversdo de nitrogénio inerte em amonia (disponivel para assimilacdo em organismos

Vivo0s).

Ainda que a presenca de bactérias seja imprescindivel na regulacdo de parte do
metabolismo animal e vegetal, algumas especies atuam como parasitas, causando danos ao
organismo hospedeiro, diretamente através da interagcdo com suas células (uso de nutrientes

ou liberacdo de residuos) ou indiretamente ao provocar uma resposta imune excessiva e

70



inapropriada. O parasitismo ocasionado pela presenca de bactérias consideradas patdgenas
é responsavel pelo desdobramento de doencas infecciosas cuja transmisséo pode ocorrer pelo
ar, pelo contato direto ou indireto, sexual, através da amamentacdo, troca de liquidos
corporais ou pela via intestinal [70]. A utilizacdo de antissepticos promove a degradacéo ou
a inibicdo do crescimento destes microrganismos a fim de reduzir 0s nimeros de espécies
patogénicas para niveis em que 0 mecanismo de defesa do hospedeiro possa impedir a
infeccdo, ainda que em casos mais graves e em hospedeiros com doencas autoimunes, a
proliferacdo dificilmente é evitada [71]. Doengas como tuberculose, tétano, febre tifoide,
difteria, cOlera, sifilis, lepra e peste bubdnica sdo causadas por infeccdes bacterianas, e
usualmente tratadas com determinados farmacos designados para combater cada bactéria de

forma seletiva, de acordo com sua estrutura e classificacao [72].

A parede celular bacteriana, que contém um componente chamado peptidoglicano,
confere integridade estrutural a célula, determina sua forma e é responsavel pelo controle da
pressdo osmotica do citoplasma [70]. Tendo em vista sua necessidade para a sobrevivéncia
bacteriana, a parede celular é o alvo principal de acdo de varios farmacos, os quais interferem
em sua sintese, mas sem afetar células eucariotas que apresentam apenas uma membrana
celular. Existem dois tipos principais de construcao de paredes celulares bacterianas, as de
bactérias gram-positivas e as de bactérias gram-negativas, Figura 3.1, diferenciadas por suas
caracteristicas no teste de coloracdo de Gram [73], o qual permite avaliar a estrutura da
parede celular de bactérias a partir das coloracdes que estas adquirem apds tratamento com
agentes quimicos especificos. No caso de bactérias gram-positivas, a camada grossa de
peptidoglicano esta presente como componente externo da parede celular, ao passo que em
bactérias gram-negativas, este se encontra no interior da composi¢do da parede celular, nas
guais 0 componente externo € constituido de lipopolissacarideos e proteinas [74]. Apesar da

camada mais espessa de peptidoglicano as bactérias gram-positivas, quando que comparadas
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as bactérias gram-negativas, sdo mais susceptiveis a determinados farmacos que atuam

contra a parede celular, principalmente devido a auséncia da membrana externa [75].
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Figura 3.1. Estrutura da parede celular de bactérias (A) gram-negativas e (B) gram-positivas.
Adaptado de [76].

3.1.2 Antibiéticos

Farmacos utilizados no combate a infec¢des bacterianas sdo denominados antibioticos
(oriundos do grego avri (anti) e fronikég (biotikos), "contra um ser vivo"). Estes farmacos
promovem a morte direta do microrganismo através da atuacdo contra a parede celular,
membrana celular ou inibicdo de enzimas de defesa do microrganismo (acdo bactericida) ou
inibicdo da sintese proteica necessaria para o metabolismo e reproducdo (acdo

bacteriostatica) [77] dos mesmos, Figura 3.2.

72



Construgdo da parede celular
Bacitracina
B-lactéamicos . -
Fosfomicina Rifampicina

li id 7
Glicopeptideos Sintese

Parede Celular / proteica

= X i Aminoglicosideos
Sintese de Tetrahidrofolato Lincosamida
acido félico Macrolideos

‘ Oxazolidona

Tetraciclina

Trimetoprim

Dihidrofolato

Sulfonamidas - 1

Acido p-aminobenzdico

Membrana Celular

- Construgdo da membrana celular
Estrutura e fungdo do DNA e
Colistina

Quinolonas Polimixina B
Nitrofurantoina
Nitroimidazol

Figura 3.2. Alvo molecular de fArmacos antibi6ticos na célula bacteriana.

Antibioticos podem ser naturalmente obtidos, usualmente por microrganismos em
combate a uma determinada bactéria, ainda que também possam ser sintetizados (baseado
na fonte natural) , como sulfonamidas e antissépticos, estes ultimos mais propriamente
classificados como farmacos antibacterianos. A avaliacdo da acdo de antibidticos na
medicina moderna ocorreu, inicialmente, com o descobrimento de compostos sintéticos
derivados de corantes, o que impulsionou o desenvolvimento da imunologia e quimioterapia.
Em 1891, o alemdo Paul Ehrlich descobriu que certas células ou organismos absorviam
corantes seletivamente. Uma dose suficientemente grande poderia ser injetada para matar
microrganismos patogénicos, se o corante ndo afetasse outras células. Uma das primeiras
aplicacBes guimioterapicas bem sucedidas contra enfermidades causadas por bactérias se
deu em 1907 com a obtengdo da arsfenamina, um derivado de corante, também chamada de
composto 606 tendo em vista 0 numero do teste clinico realizado em ratos contaminados
com a bactéria Treponema pallidum causadora de sifilis [78]. Este farmaco foi desenvolvido
através da avaliacdo de uma classe de organoarsénicos sintéticos na busca pelo conceito da

“magic bullet”, ou seja, um medicamento que causasse dano somente a bactéria patdgena,
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impedindo que atuasse também nas células saudaveis do hospedeiro. Sua comercializagédo
foi iniciada em 1910 sob o nome comercial Salvarsan e substituido em 1913 pelo farmaco
consideravelmente menos toxico Neosalvarsan (também nomeado de composto 914). Nos
dias atuais, estes medicamentos foram substituidos pelos entdo chamados antibioticos -

lactamicos [79].

3.1.2.1 Antibidticos S-lactamicos

A avaliacdo da inibicdo do crescimento de bactérias realizada pelo contato com outros
microrganismos (fungos) serviu como base para o desenvolvimento de uma nova classe de
farmacos naturais no comeco do século 20, os quais foram e sdo amplamente utilizados até
dias de hoje [80]. As vantagens relacionadas a utilizacdo desta classe de farmacos naturais
originavam da baixa toxicidade contra o hospedeiro e grande potencial bactericida contra
uma alta gama de bactérias. O estudo desta interacdo de microrganismos levou a postulacao
da penicilina em 1928 pelo escocés Alexander Fleming, a qual foi isolada em fungos do
género Penicillium, purificada em 1942 por Ernst Chain, Howard Foley e Edward Abraham,
nomeada de penicilina G (cujo nome oficial € benzilpenicilina) e disponibilizada para
tratamento em 1945 [81]. A estrutura principal desta classe de compostos se baseia na
presenca da B-lactama, estrutura constituida por um anel heterociclico com 3 4tomos de
carbono e 1 atomo de nitrogénio ligado ao B-carbono relativo a carbonila. Antibiodticos [3-
lactdmicos sdo utilizados no tratamento contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e
sdo constituidos principalmente por derivados de penicilinas, cefalosporinas, monobactamas

e carbapenemas, entre outros.

A agdo de antibioticos B-lactdmicos se da através da inibi¢do da sintese estrutural da
parede celular bacteriana a qual é responsavel por conferir rigidez a célula de bactérias e
evitar a lise osmdtica. A seletividade desta classe de farmacos perante o parasita € justificada

ja que este componente estrutural (peptidoglicano) ndo esta presente na membrana celular
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de células eucariotas [81]. O peptidoglicano € um heteropolimero constituido principalmente
por cadeias lineares de acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina. Sua sintese é
realizada pela acdo de enzimas denominadas PBPs (penicillin-binding proteins), as quais sao
responsaveis pela formacédo de pontes de pentaglicina (ligacdes cruzadas) entre as cadeias
polissacaridicas, através da interacdo com residuos de D-alanina (substrato fisiologico da

enzima) presentes nas cadeias proteicas (peptideos), Figura 3.3.

Inibic3o das PLPs

€

Antibiotico

R $

!nc

Ponte de

Proteinas ligadoras
de penicilina (PLP)

Figura 3.3. Mecanismo de acdo de antibidticos b-lactdmicos na inibicdo da sintese de
peptidoglicano.

A similaridade entre a estrutura molecular do anel B-lactamico e residuos de D-alanina
é responsavel pela interacdo e consequente inibicdo das PBPs, ainda que sua atividade seja
mais comumente associada a sua estrutura conformacional do que ao seu isosterismo [82],

Figura 3.4.
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Figura 3.4. Similaridade estrutural entre penicilinas, cefalosporinas e residuos de D-alanina.
Adaptado de [83].

Inclusive, a poténcia antibidtica desta classe de farmacos estad também atrelada a duas
caracteristicas estruturais: a altura (em angstroms) da piramide formada pelo atomo de
nitrogénio da B-lactama como &pice e os trés atomos de carbono adjacentes como base
(nomeadamente h, de acordo com o parametro de Woodward) e a distancia entre o &tomo de
carbono do carboxilato e o atomo de oxigénio da carbonila (nomeadamente c, de acordo com
0 parametro de Cohen) [84]. Ou seja, € elevada a eficiéncia de antibidticos f-lactamicos que
apresentem valores mais altos de h (mais reativos a hidrolise) e valores mais baixos de ¢

(melhor interagdo com as PBPs).

Ainda que alguns farmacos apresentassem eficiéncia comprovada no tratamento de
doencas infecciosas causadas por bactérias, o crescimento da resisténcia bacteriana passou
a ser um problema de ambito mundial [85,86]. Esta resisténcia é a capacidade de
microrganismos ou bactérias de resistir aos efeitos da medicagdo anteriormente utilizada
para trata-los. Esta resisténcia foi ocasionada principalmente por fatores como o aumento da

quantidade de bactérias resistentes por pressao seletiva (conjunto de condi¢fes ambientais
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que origina o favorecimento de determinados genes em relacdo a outros em determinada
populacéo), o aumento da disponibilidade global de farmacos desde a década de 1950 e a
venda descontrolada em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, nos quais estes
farmacos sdo vendidos usualmente sem receita médica e utilizados muitas vezes sem
necessidade [85]. Bactérias resistentes a antibioticos -lactamicos apresentam as chamadas
beta-lactamases, enzimas capazes de romper o anel B-lactdmico e tornar sua conformacao
final menos adequada para ancoragem no sitio ativo das PBPs [87]. O desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos menos suscetiveis a acdo de beta-lactamases (resistentes a
clivagem) ainda é um foco de pesquisa. Inclusive, é frequente a administracdo concomitante
de antibioticos com inibidores como &cido clavulanico, sulbactam ou tazoctam, os quais
inativam o sitio ativo das beta-lactamases, impedindo a clivagem da fragdo do anel B-

lactdmico presente nesses antibioticos [88].

3.1.2.1.1 Cefalosporinas

Dentre os farmacos com acao bactericida, as cefalosporinas constituem um grupo de
antibidticos B-lactdmicos relacionados com as penicilinas, apresentando diferencas
estruturais no anel atrelado a p-lactama, o qual € composto por um anel de 6 membros com
um heteroatomo de enxofre [89]. O espectro antibacteriano das cefalosporinas é amplo e
algumas de suas propriedades tais como, solubilidade em &gua, tolerabilidade a &cidos,
biodisponibilidade oral, meia-vida biol6gica e outras propriedades[90], também variam
bastante. Foi descoberta em 1948 pelo italiano Giuseppe Brotzu, que isolou compostos de
uma espécie de fungos (Cephalosporium acremonium) oriundos da costa da Sardenha na
Italia, que apresentavam atividade contra o crescimento de Staphylococcus aureus [91]. Os
primeiros compostos derivados desta espécie de fungos foram nomeados cefalosporina P, N
e C. Tendo em vista que a poténcia antibidtica destes compostos ndo era muito elevada, a

producéo do acido 7-aminocefalospanico a partir da cefalosporina C (7-ACA, analogo ao
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acido 6-aminopenicilanico) e a incorporacdo de cadeias laterais nesta estrutura base
possibilitou o desenvolvimento de diversas cefalosporinas na busca de farmacos que fossem
uma alternativa aos derivados penicilinicos [92]. Em 1959, Sir Edward Abraham avaliou a
eficiéncia do derivado n-fenilacetil da cefalosporina C (cujo nome oficial & N-fenilacetil),
constatando que este era mais potente contra Staphylococcus aureus em comparagdo ao
composto original [93]. A primeira cefalosporina foi comercializada em 1964, sob 0 nome
de cefalotina e usada em infeccGes do trato respiratorio, infecgdes da pele e tecidos moles,
infeccdes do trato urinario, sepse, infeccdes gastrintestinais, meningite e infecgdes dsseas e
articulares. A segunda cefalosporina foi comercializada e usada em 1970 com o nome de
cefaloridina contra infec¢bes no trato urinario. Desde entdo, tem sido usada com sucesso no
tratamento de infec¢bes no trato respiratorio. A base estrutural destes dois farmacos
possibilitou a utilizacdo de modelagem molecular para o desenvolvimento de derivados

semissintéticos de cefalosporinas que sdo empregados até os dias de hoje [94].

A classe de antibidticos cefalosporinicos € dividida até entdo em cinco geracoes,
dependendo da atividade antibacteriana, época de desenvolvimento e base estrutural [90].
Cefalosporinas de primeira geracdo (cefalexina, cefadroxila, cefalotina e cefazolina) atuam
principalmente contra bactérias gram-positivas e apresentam atividade moderada contra E.
coli, Proteus mirabilis e K. pneumoniae, além de serem administradas sem muitos problemas
durante a gestacdo [95]. As geracOes de antibidticos sdo classificacbes que os diferenciam
no espectro de bactérias aos quais estes antibioticos serdo eficientemente utilizados. Quanto
maior o nimero da geracdo a qual um antibidtico é designado, maior a eficiéncia contra
bactérias gram-negativas (as quais podem ou ndo apresentar resisténcia ja desenvolvida ao
longo dos anos), e menor eficiéncia em relagdo as bactérias gram-positivas. Por exemplo,
duas cefalosporinas de quinta geracéo, ceftobiprol e ceftarolina, sdo os Unicos antibidticos

B-lactdmicos efetivos contra Staphylococcus aureus (MRSA) resistentes a meticilina. A
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atividade terapéutica destes dois compostos sO foi obtida porque foram introduzidas
propositalmente no C-3, cadeias laterais estaveis na presenca de certas beta-lactamases, com
a finalidade de promover maior estabilidade metabolica, maior atividade e também para de
ancorar em PBPs especificas de Staphylococcus aureus e de Streptococcus pneumoniae

resistentes a penicilina [96].

A cefadroxila pertence a classe das cefalosporinas ¢ é um antibidtico B-lactamico
semissintético de primeira geracdo, patenteado em 1967, aprovado para uso médico em 1978
e eficaz, ap6s administracdo oral, contra uma variedade de microrganismos gram-positivos
sendo adsorvido no trato gastrointestinal [97], Figura 3.5. E comercializada sob o nome
Duracef®, e empregado no tratamento de infeccdes leves a moderadas, tais como infeccdes
no trato urinario, no sistema reprodutivo e na pele, além das infec¢bes causadas por espécies
de bactérias como Streptococcus pyogenes e Streptococcus tonsillitis. E administrado
previamente em procedimentos dentarios, principalmente em pacientes com alergia a
derivados de penicilina, expelido na urina e pode ser removido por hemodialise. O uso
veterinario pode ser realizado no tratamento de ferimentos infecciosos e, a quantidade

administrada varia com o peso e tamanho do animal [98].
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Figura 3.5. Estrutura molecular da cefadroxila.
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3.1.3 Caracterizagao eletroquimica de antibidticos -lactamicos

O mecanismo de acao de f&rmacos comercialmente disponiveis e em desenvolvimento
envolve muitas vezes processos de transferéncia de carga, podendo ser mimetizado in vitro
usando técnicas eletroquimicas, [99]. Deste modo, correlagBes entre estrutura quimica e
atividade bioldgica podem ser efetuadas. A determinagdo de antibidticos B-lactdmicos é de
extrema importancia para o0 monitoramento terapéutico, controle de qualidade e de residuos,
avaliacdo de biodisponibilidade e bioequivaléncia e obtencdo de parametros

farmacocinéticos [100].

Devido a larga janela de trabalho, tanto na regido positiva quanto negativa de
potencial, o que facilita a compreensdo dos processos redox observados, 0 comportamento
eletroquimico de farmacos eletroativos é geralmente caracterizado utilizando eletrodos de
carbono. Dentre os eletrodos a base de carbono, os de carbono vitreo ganharam popularidade
no campo da eletroanalise por facilitarem a compreensdo dos fendmenos que ocorrem na
interface eletrodo-solugdo, principalmente porque o material € quimicamente inerte,
apresenta propriedades mecanicas e eletroquimicas adequadas e seu custo € relativamente

baixo [101], embora a janela de trabalho dependa do pH.

A quantificacdo de antibioticos B-lactamicos tem sido realizada em eletrodos de
gotejantes de mercurio [102-104], eletrodos de diamante dopados com boro[105], eletrodos
de carbono ndo modificados [106-109] e/ou modificados com nanoparticulas metalicas
[110-114], nanotubos de carbono [115] ou mesmo nanoestruturas inorganica [112],
utilizando técnicas eletroquimicas como voltametria, amperometria e polarografia. Os
processos de reducdo e oxidacdo dos substituintes das cadeias laterais presentes em
cefalosporinas e penicilinas [116,117] sdo muitas vezes a fonte do sinal eletroquimico, dada

a sua eletroatividade.
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A reducéo de complexos de cefalosporinas com cations como Cu (1), Cd (I1), Pd (1)
e Zn (1), também foi estudada utilizando polarografia [118] e técnicas voltamétricas [119—
124] e nestes casos, a reducdo do metal nos complexos geralmente ocorre em potenciais mais

negativos do que aqueles observados para o metal na auséncia do farmaco.

Os mecanismos de oxidacdo e reducdo dessa classe de compostos ndo estdo bem
elucidados, especialmente em relagdo as por¢des proximas ao anel B-lactamico. Esses
produtos de oxidacdo e reducdo , que podem ser gerados in vivo, alteram a conformacéo final
do composto inicial, interferem na absorcdo do farmaco através das membranas e, portanto,
afetam sua eficiéncia quando administrados no combate a um agente patégeno especifico
[85,125]. Alem das técnicas eletroanaliticas, as técnicas cromatograficas,
predominantemente a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com deteccédo por
espectroscopia de absorcdo de UV-visivel [126-128], também tem sido utilizada para
quantificacdo desta classe de compostos. O recente método prescrito na International
Pharmacopoeia para a determinacdo analitica de cefadroxila e amoxicilina emprega essa

técnica, ainda que envolva o uso de reagentes toxicos [129].

Neste capitulo sera descrito 0 mecanismo de oxidagdo eletroquimica da cefadroxila,
antibidtico B-lactamico, uma cefalosporina de primeira geragdo. O mecanismo de oxidagéo
da amoxicilina, uma penicilina com similaridade estrutural, também foi realizado a fim de
avaliar eventuais semelhancas, dada a similaridade estrutural dos dois compostos. A
formacéo de complexos com Cu(ll) também sera avaliada através de voltametria ciclica para
ambos os compostos. Esta caracterizacdo é importante tendo em vista a possibilidade de
aumento de sensibilidade na determinagdo comercial de antibioticos quando estes se
encontram na forma de complexos. A determinacdo de cefadroxila em capsulas comerciais

de Duracef® utilizando voltametria de pulso diferencial também sera descrita.
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3.2 Objetivos

o Caracterizar o mecanismo de oxidacgdo eletroquimica do antibidtico cefadroxila em
meio aquoso;
o Caracterizar o mecanismo de oxidacdo eletroquimica da amoxicilina a fim de

compara-lo com o da cefadroxila;

o Avaliar a formacdo de complexos entre estes dois antibioticos com Cu(ll) e
caracterizar o perfil de interagdo, com a finalidade de utilizagdo dos complexos formados na
determinacéo de cefadroxila;

o Quantificar cefadroxila em capsulas comerciais do antibiético.

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sem prévia purificacdo. As
solugdes foram preparadas com agua deionizada (18 MQ cm) obtida com sistema de osmose

reversa OS10 LX (Gehaka).

3.3.2 Preparo de Solugdes

As solucdes de eletrolito utilizadas nas medidas voltamétricas (solucdo tampéao Britto-
Robinson (BR) 0,04 M) foram preparadas a partir da dissolucdo de massa apropriada de
borato de sodio (Na2B407) e diluicdo do volume apropriado de acido fosforico (HsPQOas) e
acido acético (CH3COOH) em agua. O ajuste do pH no intervalo de 2,0 e 12 foi feito por
adicdo de pequenos volumes de solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 6,0 M a solugéo
estoque do tampéo. Os estudos de interagdo antibiotico-Cu(ll) foram realizados em tampéo

HEPES 0,1 M pH 7,0, preparado pela dissolucdo da massa apropriada do sal em &gua.
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As solucbes estoques 5,00 mM de cefadroxila e amoxicilina foram preparadas por
dissolucdo de massa apropriada dos compostos em agua e mantidas ao abrigo da luz sob 4
°C quando ndo utilizadas. A solucéo estoque 5,0mM de Cu(ll) foi preparada por dissolucéo

de nitrato de cobre trihidratado (Cu(NO3z)2 . 3H20) em agua.

3.3.2.1 Preparo de amostra comercial de cefadroxila

Cada céapsula de Duracef®™ (Zamora, Espanha) foi pesada, dissolvida completamente
em agua, submetida em banho de ultrassom e filtrada. O residuo insolivel que permaneceu
no filtro foi lavado pelo menos 3 vezes, as aguas de lavagem foram adicionadas ao filtrado

e 0 volume foi completado a 1000 mL de solugdo amostra.

3.3.3 Instrumentacéo

As medidas voltamétricas foram efetuadas utilizando um p-Autolab Type I
potenciostato / galvanostato controlado pelo software GPES versdo 4.9. As medidas
espectrofotométricas foram efetuadas utilizando um U-2810 Spectrophotometer Digilab®
Hitachi, controlado pelo software UV Solutions Program. As medidas de pH foram efetuadas

usando um pHmetro modelo CRISON 2001 micro pH-meter.

3.3.4 Célula eletroquimica e sistema de eletrodos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica constituida
de um copo de vidro com capacidade volumétrica de 10 mL. Foi utilizado um sistema
eletroquimico convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho um eletrodo de
carbono vitreo (GCE, area geométrica = 0,071 cm?). O eletrodo de Ag/AgCI, KClsat € um

fio de platina foram utilizados como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente.
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3.3.4.1 Polimento e limpeza do eletrodo de carbono vitreo

A superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi renovada mecanicamente com
polimento utilizando spray de diamante com tamanho de particula de 1,0 um (Kemet) como
material abrasivo em um feltro (Buehler TexMet C) e posteriormente lavada com &gua
deionizada. O procedimento de renovacgdo da superficie do eletrodo foi realizado antes e

apos cada medida eletroquimica.

3.3.5 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas foram efetuadas com o eletrodo de carbono vitreo néo
modificado, em solucdo de eletrolito contendo 100 uM de analito: a célula eletroquimica
contendo 5,0 mL do eletrolito adicionaram-se 100 pL da solucéo estoque, de modo a obter
a concentracdo de 100 uM na célula. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas na

presenca de oxigénio.

Em voltametria ciclica, os seguintes parametros experimentais foram utilizados: 2 mV
de rampa de potencial e 100 mVs™ de velocidade de varredura, a menos que indicado o

contrario.

Em voltametria de pulso diferencial, os seguintes pardmetros experimentais foram
utilizados: 50 mV de amplitude de pulso, 0,5 s de tempo de intervalo entre pulsos, 0,05 s de
tempo de modulagdo e 2,5 mV de degrau de potencial, resultando em 5 mVs® como

velocidade de varredura, a menos que indicado o contrério.

Em voltametria de onda quadrada, os seguintes parametros experimentais foram
utilizados: 50 mV de amplitude de pulso, 3 mV de degrau de potencial, 33 Hz de frequéncia,

resultando em 10 mVs* como velocidade de varredura.
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3.3.6 Medidas Espectrofotométricas

Todos o0s espectros de UV-visivel foram obtidos no intervalo de
200 <A <400 nm, com uma velocidade de 100 nm/min, intervalo de amostragem de 0,2 nm
e caminho oOptico de 1 cm. O método da adigdo de padrdo, com adi¢des de 5,0 pL de uma
solugéo estoque de 3,0 mM de cefadroxila e o comprimento de onda de 229 nm foram usados

para a construcdo da curva analitica.

3.4 Resultados e discussédo

A caracterizacdo da oxidacao eletroquimica da cefadroxila em eletrodo de carbono
vitreo sem modificacdo prévia foi realizada usando técnicas voltamétricas (voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada) em solucdo tampéo
BR 0,04 M pH 7,0 proximo do valor de pH bioldgico, como eletrolito suporte. Tendo em
vista que a amoxicilina apresenta estrutura molecular similar a cefadroxila, a oxidacéo
eletroquimica deste farmaco também foi investigada, a fim de avaliar se haveria processos
de oxidacdo comuns a ambos os antibidticos. A diferenca de reatividade na porgdo
tiazina/tiazolidina em relacdo a oxidacdo do atomo de enxofre presente préximo do anel
beta-lactdmico também foi avaliada. Além disso, a formacdo de complexos entre estes
antibidticos e Cu(ll) também foi investigada, com a finalidade de propor uma alternativa na

determinacéo de antibi6ticos com maior sensibilidade.

3.4.1 Caracterizacdo voltamétrica de cefadroxila

Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo tampéao BR 0,04 M pH 7,0 contendo 100
uM de cefadroxila, Figura 3.6, apresentam na varredura direta trés processos de oxidacao
em Ep1a = 0,72 V (1a), Ep2a = 1,10 V (2a) e Epza = 1,42 V (3a). Na varredura reversa de
potencial, um processo de reducdo € observado em Epoc = 0,049 V (Oc), cujo componente

anodico é observado no segundo ciclo de varredura em Epoa = 0,097 V (0a). Os processos Oc
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e 0a possivelmente correspondem a um processo reversivel, com AEp = 48 mV e lpa/lpc =

0,85, aparentemente dependentes do processo de oxidacédo 1a.

L N A L
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 186

E/V vs. Ag/AGCI, KCI

Figura 3.6. Voltamogramas ciclicos (linha-base corrigida) obtidos com eletrodo de carbono vitreo
em solucdo tampéo BR 0,04 M pH 7.0 contendo 100 uM de cefadroxila, v =100 mV s, primeiro
ciclo (=) e segundo ciclo (eee).

Voltamogramas de pulso diferencial referentes a segunda medida, Figura 3.7, realizada
apos restringir o potencial final da primeira medida até ap6s os processos 1a (A), 2a (B) ou
3a (C), ilustram que o produto formado apds o processo 1a é eletroativo e responsavel pelo
par redox observado em 0a/Oc. Além disso, devido a sensibilidade da técnica utilizada, um
novo processo de oxidacao foi observado, 0a’. Pode-se dizer que o produto de oxidagédo do
processo la sofre reagfes quimicas acopladas gerando duas novas espécies eletroativas, que
séo reduzidas e oxidadas em potenciais distintos. Tendo em vista a magnitude dos processos

Oa e 0a’, acredita-se que um destes produtos de oxidacao é mais estavel e majoritariamente
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formado apods a reacdo quimica acoplada (espécie oxidada em 0a), o que explicaria a

magnitude de corrente superior em comparacao ao processo de oxidacao 0a’.
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Figura 3.7. Voltamogramas de pulso diferencial (linha base corrigida) obtidos com eletrodo de
carbono vitreo em solucdo tampédo BR 0,04 M pH 7.0 contendo 100 uM de cefadroxila, Ei = -0,2 V
eE=09V (A),E=11V (B)eE=15V (C), primeira medida (=)

e medida ap6s agitacdo da solucdo (eee).

Na segunda medida, Figura 3.7C, 0s processos 1a, 2a e 3a sdo ligeiramente deslocados
para potenciais mais positivos com uma menor magnitude de corrente, o que indica que
produtos de oxidacdo formados ou produzidos podem adsorver na superficie eletrodica e
dificultar a transferéncia de carga para medidas subsequentes, nas quais a diminuigéo

progressiva de fato é observada.

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos apds a primeira medida, apenas
transferindo o eletrodo para uma célula contendo eletrélito na auséncia do analito, indicam
que as espécies formadas ap6s o processo de oxidacao 1a na primeira medida se encontram
adsorvidas na superficie eletrodica, tendo em vista que os processos Oa e 0a’ estdo presentes,

Figura 3.8.
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Figura 3.8. Voltamogramas de pulso diferencial (linha base corrigida) obtidos com eletrodo de
carbono vitreo em solugdo tampéo BR 0,04 M pH 7,0 contendo 100 uM de cefadroxila, v=5mV s
! (==) 2° medida em solug@o tampdo sem o analito.

O valor de W1, obtido através dos voltamogramas de pulso diferencial, fornece uma

estimativa do nimero de elétrons envolvido em cada processo de oxidag&o, de acordo como

ilustrado na equacdo (1.5) da secdo 1.2 do Capitulo 1, Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Diferenca de potencial a meia altura (wa/,) obtidos através de voltamogramas de pulso
diferencial presentes na Figura 3.8.

W1/2 (mV) Epla/ mV Ep2a/ mV Ep3a/ mV EpOa/ mV EpOa' / mV

19 scan 107 108 110 - -
namero de € 1 1 1 - -

2° scan - - - 68 63
namero de e- - - - 2 2

Na primeira medida realizada, as reacGes de oxidacao ocorrem com a transferéncia de
um elétron, tendo em vista que o valor de Wx2 obtido foi proximo de 90 mV, diferentemente

do observado na segunda medida, nos quais 0s processos Oa e 0a’ estdo presentes e ocorrem

com a transferéncia de dois elétrons.
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A reversibilidade dos processos de oxidacdo foi avaliada usando voltamogramas de
onda quadrada, obtidos em condi¢bes semelhantes as técnicas voltamétricas previamente
utilizadas (v = 100 mV s™), Figura 3.9. Era esperado que o processo 0a’ nio estivesse
presente, devido a falta de tempo para que a etapa quimica fosse significantemente
estabelecida. Porém, ambos os processos podem ser observados, possivelmente devido a alta

sensibilidade da voltametria de onda quadrada, comparada a voltametria ciclica.

A If.-' B h i

— —— T
4 06 08 10 12 14 02 00 02 O

4 | oie ' oja ' 10 12 14
E /V vs. Ag/AgCl, KCItsat) E/V vs. Ag/AgCl, KCI(SaU

Figura 3.9. Voltamogramas de onda quadrada obtidos com eletrodo de carbono vitreo em solugéo
tampéo BR 0,04 M pH 7,0 contendo 100 uM de cefadroxila, v =100 mV s, corrente total (=),
corrente no sentido direto e inverso (eee), primeira medida (A) e segunda medida (B).

Estes processos apresentam um perfil reversivel (I+/lp = 1 para Oa e I+/lp = 1 para 0a’),
com potenciais de pico préximos ao previamente observados. A irreversibilidade do
processo 1a também pode, entdo, ser comprovada, tendo em vista a auséncia da componente
catédica no sentido reverso do voltamograma de onda quadrada. O Gltimo processo de
oxidacéo observado, 3a, ndo foi observado nas medidas realizadas, porém, de acordo com o
observado em voltamogramas ciclicos obtidos com o cefadroxila, pode-se inferir que o

processo 3a também é irreversivel.
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O efeito da velocidade de varredura (voltametria ciclica) nas magnitudes de corrente
de pico obtidas com o eletrodo de carbono vitreo em solucdo tampédo BR 0,04 M pH 7,0
contendo 100 uM de cefadroxila também foi investigado para o primeiro e principal
processo de oxidagdo, 1a. Uma resposta linear foi observada no grafico I, vs. v?, Figura
3.10, o que indica que o processo ocorre com controle difusional. O valor do coeficiente de
difusdo para o cefadroxila em solucdo tampdo BR 0,04 M pdde ser estimado, tendo em vista
que, para um processo irreversivel, a equacao referente a corrente ilustrada na Secdo 1.2 do

Capitulo 1 pdde ser utilizada.

A equagcio de reta curva obtida foi lpia / HA = 1,71 X107 + 5,99 x106v12 /V s, R? =
0.972 na faixa de velocidade de varredura entre 10 e 1000 mV s*. Para um processo de

oxidacdo irreversivel e controlado por difuséo,
Ep — Ep/2 = 47,7 / ((lal’l ’) (31)

O valor calculado de o, para o processo de oxidacdo 1a foi 0,59 considerando n’ =1,
e a area eletroativa do eletrodo de carbono vitreo (0,0345 cm?) foi obtida através do
componente angular no grafico I, vs. v’2 em uma solugio 0,1 M KCI contendo 1,0 mM de

K4Fe(CN)s, com D = 6,3 x10® cm? s [130].
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Figura 3.10. Gréfico Iy vs. v¥2 . Valores de corrente do primeiro ciclo de voltamogramas obtidos
com o eletrodo de carbono vitreo em solucdo tampédo BR 0,04 M pH 7,0 contendo 100 uM de
cefadroxila.

O coeficiente de difusdo obtido para a cefadroxila foi Do = 4,2 x10™° cm? s que esta

em concordancia com valores obtidos na literatura para outras cefalosporinas [104].

A influéncia do pH nos potenciais de pico para os processos de oxidacdo também foi

investigada, na faixa linear entre pH 2,0 e pH 12, Figura 3.11.

0,2 H

0,0 |

-0,2

Figura 3.11. Gréfico E; vs. pH, obtido a partir dos dados fornecidos pelos-voltamogramas de pulso
diferencial obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solugdo contendo 100 uM de cefadroxila
em tampéo BR 0,04M, Epoa (=), Epoa (=) € Ep1a (=).
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As equacdes que descrevem os coeficientes angulares das curvas observadas para 0s

processos Oa, 0a’ e 1a sdo:

Epoa/ V = 0,51 — 0,064 pH, R2 = 0.998 (3.2)
Epox / V = 0,68 — 0,064 pH, R? = 0.993 (3.3)
Epa/ V = 1,21 — 0,066 pH, R2 = 0.980 (3.4)

Os valores de coeficiente angular para as curvas Ep vs. pH, -64, -64 e 66 mV,
respectivamente, para 0s processos 0a, 0a’e 1a, mostram que o nimero de prétons nos 3
processos é igual ao numero de elétrons, de acordo com 59/pH mV ilustrado na Secédo 1.2
do Capitulo 1. O valor de pKa do grupo envolvido no processo de oxidacdo 1a foi estimado

como 9,70, figura 3.11.

Os processos de oxidacdo 2a e 3a nao sao pH dependentes, ja que 0s potenciais de
oxidagdo ndo variam significativamente com a alteracdo do pH do meio. A fim de
compreender qual por¢do da molécula esta sendo oxidada neste potencial, uma comparagdo
foi feita com a molécula da amoxicilina, que apresenta estrutura molecular similar a da

cefalosporina em estudo, com a distin¢do do grupo tiazina/tiazolidina, Figura 3.12.

N —S_  CH;,
N CH;

//OH

Figura 3.12. Estrutura molecular de cefalosporinas (grupo tiazina) (A) e penicilinas (grupo
tiazolidina) (B).

93



Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em condi¢cfes similares as previamente
realizadas com cefadroxila, Figura 3.13, apresentaram alguns processos de oxidacao
semelhantes (Oa, 0a’ e 1a). Devido a similaridade molecular entre os dois compostos,
acredita-se que estes processos ocorram nas mesmas por¢des para ambas as moléculas. Os
processos 2a e 3a, para a amoxicilina, foram detectados em valores mais positivos de
potencial, Ep2a = 1,15V e Epza = 0,128 V, com menor resolugdo e magnitude de corrente do

que o observado para o cefadroxila.
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E /V vs. Ag/AgCI, KCI(sat)

Figura 3.13.Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com eletrodo de carbono vitreo em
solugdo tampao BR 0,04 M pH 7,0 contendo 100 uM de amoxicilina, v =5 mV s-1, primeira
medida (=) ¢ medida apds agitagdo da solugdo (eee).

Esta comparacdo indica que estes processos possivelmente ocorrem no atomo de
enxofre presente proximo ao anel beta-lactamico de ambos os compostos. Tendo em vista
que a diferenca estrutural entre a penicilina e a cefalosporina ocorre exatamente na porgao
tiazina/tiazolidina, a energia necessaria para promover a oxidacdo do atomo de enxofre €
distinta para as duas moléculas, e isto se reflete no deslocamento dos potenciais de pico e

magnitude de corrente voltamogramas obtidos. A posic¢ao do enxofre no anel hexaciclico do
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cefadroxila facilita o processo de oxidacdo, diferentemente do enxofre presente na
amoxicilina, cujo anel pentaciclico ndo estabiliza o fluxo eletrénico relacionado ao produto

de oxidacdo gerado.

3.4.2 Mecanismo de oxidacdo do cefadroxila em meio aquoso

Um mecanismo ECE (eletroquimico — quimico — eletroquimico) pode ser atribuido ao
primeiro processo de oxidacdo do cefadroxila, 1a, tendo em vista que a porcdo fenol da
molécula é oxidada em um processo envolvendo um elétron e um proéton. O pKa fornecido
pelo diagrama de Pourbaix (E, vs. pH) para este processo coincide com o valor tedrico para
o grupo fenol, pKs = 9,48 [131]. Um radical fenoxil é formado durante o processo de
oxidag#o, sofre ataque nucleofilico e produz derivados de catecol e resorcinol. E improvavel
que o derivado de hidroquinona seja formado, tendo em vista que a porcdo do anel
correspondente a posi¢do -para esta ocupada e dificilmente atua como um grupo de saida.
Os derivados de catecol e resorcinol sdo imediatamente oxidados a quinonas, mediante o
potencial aplicado, reduzidos na varredura reversa e reoxidados no ciclo subsequente
(processos Oa e 0a’ para o derivado de catecol e resorcinol, respectivamente), em um
processo envolvendo 2 elétrons e 2 prdtons [132]. Esta porcdo da molécula é similar a

molécula da amoxicilina, que sofre um processo de oxidacdo similar.

O mecanismo de oxidacdo proposto para 0s processos 2a e 3a € menos trivial, tendo
em vista que ocorre em valores mais positivos de potencial, de modo que a reacdo de
transferéncia de carga pode ser afetada pela presenca de moléculas derivadas de quinona,

previamente adsorvidas na superficie eletrddica.

De acordo com a literatura, o heteroatomo de enxofre presente no anel hexaciclico
préximo ao anel beta-lactamico é oxidado em um processo envolvendo 2 elétrons, 2 prétons

e uma molécula de agua, produzindo sulféxido e sulfona na etapa subsequente. Estes
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processos sdo também observados nas medidas realizadas em solucdo de amoxicilina,
porém, tendo em vista que a estabilizacdo do produto de oxidacdo no anel pentaciclico é
menor do que no anel hexaciclico do cefadroxila, estes sdo detectados em valores mais

positivos de potencial, com uma menor resolucdo e magnitude de corrente.
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Figura 3.14. Mecanismo eletroquimico proposto para o cefadroxila utilizando eletrodo de carbono
vitreo, o qual acompanha a varredura direta de potencial e somente as Gltimas etapas refletem a
varredura reversa.

96



O processo de oxidacgdo 2a, atribuido a formacéo de sulféxido, se origina a partir da
oxidacdo de espécies intermediarias adsorvidas no GCE, ja que estes processos nao foram
detectados quando eletrodos de diamante dopados com boro (BDDE) foram usados. Nestes,
contrariamente ao observado em resultados obtidos com GCE, somente o processo de
oxidacdo que gera diretamente o produto final, sulfona, se faz presente, possivelmente
devido ao carater ndo-adsortivo da superficie eletrodica [133]. O mesmo mecanismo foi

observado para metionina utilizando BDDE [134].

3.4.3 Formacdo de complexos entre cefadroxila e amoxicilina e Cu(ll)

O comportamento eletroquimico de complexos de Cu(ll) com diversos antibiéticos foi
investigado anteriormente [34,35]. Para avaliar a interacdo entre os ions de cobre (Il) e a
cefadroxila, foram obtidos voltamogramas ciclicos em solugdes tampdo HEPES 0,1 M pH
7,4 contendo inicialmente 200 pM de Cu?* e 100, 200 e 400 uM de cefadroxila, Figura 3.15.
Esta solucdo tampao foi usada para evitar interferéncia de agentes complexantes de metais

como ions fosfato e cloreto, presentes em outras solu¢des tampéao biolégicas.
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Figura 3.15. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de carbono vitreo em solucéo tampéo
HEPES 0,1 M, pH 7,4 contendo 200 uM de Cu?* (==), Cu?*:cefadroxila na proporgéo 2:1 (=) (A),
Cu?*:cefadroxila na proporgéao 1:1 (==) (B), Cu?":cefadroxila na propor¢éo 1:2 (==) (C) e
Cu?*:amoxicilina na proporgdo 1:1 (==) (D), v= 100 mV s,

O potencial de pico para reducéo de Cu?* é deslocado para valores mais negativos e a
magnitude da corrente é drasticamente reduzida. Ao mesmo tempo, o0 processo de oxidacao
(Ep.a0) referente a reacdo reversa se desloca para potenciais menos positivos na presenca dos
antibidticos (Ep,a1), mas a corrente deste processo diminui com o numero de ciclos & medida
que outro processo de oxidacdo aparece com valor de potencial mais positivo e com
magnitude de corrente que cresce sequencialmente a cada ciclo (Ep.a2). Existe, portanto, uma
mudanca progressiva no perfil do voltamograma a medida que a quantidade de cefadroxila
aumenta em relacdo a uma concentragio fixa de Cu?*, de modo que a reducio do Cu?* é

totalmente suprimida, devido a formacdo de um complexo.
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Para a amoxicilina, a evidéncia de que o complexo é formado também pode ser
deduzida através do desaparecimento do processo de reducio do Cu?*, mas nenhum processo
de oxidacdo aparece no sentido positivo. O complexo pode ser mais estavel, sendo oxidado

em potenciais ainda mais positivos e fora da janela potencial utilizada.

Tendo em vista o valor baixo de potencial em que o processo de oxidacao, Ep a2, ocorre,
ha a possibilidade de utilizar o complexo Cu(ll)-cefadroxila formado para a determinacao
do antibidtico. Este estudo nao foi realizado neste trabalho e sera abordado em publicacdes

futuras.

3.4.4 Determinacéo eletroquimica de cefadroxila
3.4.4.1 Obtencdo da curva analitica

A voltametria de pulso diferencial (DPV) foi utilizada para a constru¢do da curva
analitica para o cefadroxila usando os valores da corrente referentes ao primeiro processo de
oxidacdo (1a). Os voltamogramas foram obtidos em triplicata com eletrodo de carbono
vitreo em solucdo tampao BR 0,04 M pH 7,0, efetuando-se adi¢des de cefadroxila no
intervalo de 1,0 a 5,0 uM, Figura 3.16. Esse valor de pH foi utilizado por ser uma condicéo
préxima ao meio fisioldgico e por apresentar as mais altas magnitudes de corrente. Ja o
primeiro processo de oxidacdo, la, foi escolhido para a construcdo da curva por ser
controlado por difusdo, apresentar a maior magnitude de corrente (em relacdo aos outros
processos) e, pela auséncia de reagcdes quimicas acopladas, que venham a produzir espécies
que adsorvam na superficie eletrddica. De acordo com a curva analitica obtida, j, / nA cm2

= 2,14 + 118 [Cefadroxila / uM], R? = 0,994.
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Figura 3.16. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com eletrodo de carbono vitreo em
solugdo tampéo BR 0,04 M pH 7,0 contendo concentracéo crescente de cefadroxila, amplitude de
pulso = 50 mV, potencial step = 2,5 mV, v=5mV s%. Inset: curva analitica jp vs. [Cefadroxila /

pMM] com j,/ nA cm-2 = 2,14 + 118 [Cefadroxila / uM].

O potencial se desloca para valores mais positivos com o0 aumento da concentragéo de
cefadroxila e, acima de 10,0 uM, a magnitude de corrente para o primeiro processo de
oxidagdo passa a ser inferior as medidas previamente obtidas, provavelmente devido aos
derivados de hidroguinona adsorvidos na superficie do eletrodo. O limite de deteccdo
calculado foi de 0,3 uM, usando 3 vezes o desvio padrdo do espagco em branco dividido pela
inclinacgdo da curva de calibracdo. O limite de quantificacéo, 3,33 vezes o valor do limite de
deteccdo, coincide com a concentracdo referente a primeira adicdo do analito. Estes calculos

estdo indicados no Apéndice I.

Tendo em vista a possibilidade de obter uma curva analitica para a determinacdo de
cefadroxila em meio aquoso com baixos valores de erro, esse procedimento foi utilizado

para determinar o cefadroxila em amostras de capsulas comerciais.
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3.4.4.2 Analise de amostras de capsulas comerciais

O principio ativo presente em amostras comerciais da Duracef® foi determinado
utilizando eletrodo de carbono vitreo e voltametria de pulso diferencial em tampédo BR 0,04

M pH 7,0.

Tabela 3.2. Dados obtidos para a determinagdo do principio ativo em capsulas comerciais de
Duracef® de voltamogramas de pulso diferencial registrados com GCE (n = 3).

Especificado Adicionado/ Encontrado/ Recuperado

Amostra / uM UM UM 1% RSD /%
1.00 0.00 0,99 99,0 1,65
1.00 1.00 1,84 92,2 1,61

Duracef® 1.00 2.00 2,75 91,6 1,18
1.00 3.00 3,70 92,6 1,03
1.00 4.00 4,55 90,9 1,11

Os resultados comparados foram comparados aqueles obtidos por espectroscopia UV-
vis utilizando a mesma matriz e 0 método de adicdo padrdo, mas em uma faixa linear
diferente devido a diferenca de sensibilidade das duas técnicas (no caso das medidas
realizadas em espectrometria de UV-visivel, a faixa linear de concentracdo avaliada foi de

5,0 a 50 UM).

Nas medidas eletroguimicas, os excipientes presentes na capsula ndo interferiram em
nenhum dos processos de oxidagdo, mas houve um maior deslocamento no potencial de pico
apos cada adicdo e menor aumento de corrente mediante adicdo da solucdo do padréo.
Assumindo que todo o principio ativo foi dissolvido, uma vez gque a quantidade de agua
utilizada foi superior a necessaria de acordo com a solubilidade do composto
(1,11 g L™ em solugéo aquosa [98]), os valores de recuperacéo calculados a partir da adicéo
de uma solugdo padréo de cefadroxila foram superiores a 90% para a faixa linear de

concentragdo estudada (1,0 a 5,0 uM), indicando também que o0 método utilizado é confiavel
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na determinacao de cefadroxila na matriz da capsula. De acordo com os valores obtidos para
esta determinacdo utilizando voltametria de pulso diferencial (todas as medidas realizadas
em triplicata), foi possivel estimar uma quantidade de 4,99.10? + 0,08.10> mg para cada
capsula, valor proximo ao indicado pelo produtor e validado com medidas espectroscopicas
(UV-vis), nas quais foram estimadas 4,8.10% + 0,1.10> mg para a amostra avaliada (dados

ndo ilustrados).

3.5 Conclusoes

A oxidacao eletroquimica do cefadroxila foi estudada em meio aquoso usando eletrodo
de carbono vitreo ndo modificado utilizando diferentes técnicas voltamétricas. O processo
de oxidacdo se inicia com a formacao de um radical fenoxil e, apds ataque nucleofilico pela
agua, derivados de catecol e resorcinol sdo formados e oxidados de acordo com um
mecanismo ECE. Os produtos, quinonas adsorvem na superficie do eletrodo e envenenam a
superficie eletrddica, que deve ser polida para que a medida subsequente ndo seja
comprometida. A comparacao entre o perfil de oxidagao eletroquimica do cefadroxila e da
amoxicilina permitiu identificar o processo de oxidagdo do heteroatomo do enxofre, proximo
ao anel B-lactdmico, processo este, comum para ambos os antibidticos. No caso do
cefadroxila, a oxidacdo do heteroatomo de enxofre ocorreu em potenciais menos positivos e
com uma resolucdo e magnitude de corrente superiores as observadas em solucdo de
amoxicilina. O coeficiente de difusdo (Do) calculado para o cefadroxila em tampéo BR 0,04
M pH 7,0 foi igual a 4,2 x10° cm? s, valor proximo ao reportado na literatura para outras
cefalosporinas [104]. A formacdo de um complexo entre os ions Cu(ll) e cefadroxila e
amoxicilina foi confirmada usando voltametria ciclica, o qual pode ser utilizado com a
finalidade de identificar e quantificar cefadroxila utilizando o potencial de oxidac&o do Cu?*

na forma de complexo. A curva analitica para a determinacao de cefadroxila foi construida
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com dados obtidos em voltamogramas de pulso diferencial, baseados no primeiro processo
de oxidacdo (la), ou seja, a porcdo fendlica, e o0 método foi aplicado com sucesso na

quantificacdo de cefadroxila em amostras comerciais.
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CAPITULO 4

CONSTRUCAO DE SENSORES UTILIZANDO MATERIAIS
NANOESTRUTURADOS

Ainda que amplamente empregados em eletroanalise, eletrodos de carbono recém
polidos apresentam desvantagens inerentes os quais diminuem a sensibilidade e
reprodutibilidade das medidas realizadas. A fim de minimizar processos de adsorcao,
aumentar a janela de potencial de trabalho, e, por vezes, diminuir a corrente de fundo,
podem-se empregar agentes modificadores externos que ampliam as opgdes e possibilidades
de arquitetura da modificacdo da superficie eletrédica visando a quantificagdo ou estudo de
um analito alvo. Os agentes modificadores sdo deliberadamente imobilizados na superficie
do transdutor original com o objetivo de controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucdo. Este capitulo aborda a vantagem na utilizagdo de um eletrodo modificado
com nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro na caracterizagdo eletroquimica da

cefadroxila e sua determinagdo em capsulas comerciais de Duracef®.
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4.1 Introducéo

Com o desenvolvimento de novas metodologias eletroquimicas para a determinacao e
caracterizacdo de diversos analitos, a utilizacdo de novas superficies eletrodicas que
apresentem propriedades quimicas e fisicas atrativas se fez necesséria, a fim de superar as
desvantagens até entdo atreladas ao uso de superficies eletrddicas convencionais. Fatores
como baixa velocidade de transferéncia de carga entre o analito e a superficie eletrodica,
somado a fenbmenos de corrosdo e passivacdo, além da baixa seletividade e alta gama de
interferentes possiveis impulsionaram o desenvolvimento de dispositivos denominados
eletrodos modificados. A variabilidade na construgcdo de novas arquiteturas superficiais,
usualmente atreladas a vantagens como aumento da seletividade e sensibilidade, resisténcia
a fendmenos de adsorcdo, pré-concentracdo de espécies, aumento das propriedades
eletrocataliticas e limitacdo do acesso de interferentes (em amostras complexas), tornou
atrativa a utilizacdo destes dispositivos, que foram e continuam a ser empregados em

eletroanélise até os dias atuais.

Eletrodos modificados podem ser construidos com a incorporacdo de materiais
nanométricos, poliméricos, ou até mesmo com elementos de reconhecimento bioldgico
eficientemente ancorados na superficie eletrodica, modificando as propriedades eletrénicas
do transdutor e promovendo a alteracdo da sua funcionalidade. Os métodos de imobilizacéo
baseiam-se em processos de adsorcao (quimica e fisica), formacdo de ligacbes covalentes,
revestimentos incorporados devido a insolubilidade do material na solucéo de contato e até
mesmo através da formacdo de compdsitos, nos quais um agente modificador é misturado

diretamente ao material que compde o eletrodo convencional [135-139].

Eletrodos de carbono vitreo sdo comumente utilizados em eletroanalise,
principalmente ja que ndo apresentam processos de oxirredugdo proprios, o que facilita a

compreensdo de fendmenos que ocorrem na interface eletrodo-solugdo. Além disso,
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apresentam propriedades mecéanicas e eletroquimicas adequada, ampla janela de trabalho
(ainda que dependente do pH), sdo quimicamente inertes e possuem custo relativamente
baixo. No entanto, fenbmenos como passivacdo de produtos de reagdes eletroquimicas e o
bloqueio superficial devido a presenca de residuos provenientes do material abrasivo séo
desvantagens inerentes a utilizacdo deste transdutor, diminuindo a sensibilidade e
reprodutibilidade das medidas realizadas [61,140,140-142]. Uma alternativa no controle
destes problemas é o pré-tratamento da superficie eletrédica, de modo a criar grupos
funcionais que favorecam os processos anodicos e catodicos do analitos alvo [143]. Agentes
modificadores externos também sdo comumente utilizados como alternativa ja que reduzem
efeitos de processos de adsorcdo e, por vezes, diminuem a corrente de fundo. Estes agentes
modificadores abrangem nanomateriais de carbono [144], polimeros [145], nanoparticulas
metalicas [146] e componentes bioldgicos, como enzimas ou proteinas [133,136],

promovendo um aumento na razao sinal/ruido, seletividade e reprodutibilidade.

Nanotubos de carbono sdo amplamente empregados no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, ja que apresentam propriedades mecanicas, térmicas, elétricas e Opticas
elevadas, além de também possuir biocompatibilidade e configuracdo de ligacdo atbmica e
composicdo quimica simples [147-151]. O seu tamanho nanométrico confere maior
superficie de contato com analitos alvo, promovendo um aumento no sinal analitico e por
vezes, uma facilitacdo nos processos de cinética eletroquimica tendo em vista suas
propriedades cataliticas [152]. Estas estruturas sdo constituidas de folhas de grafeno
formados a partir do enrolamento das mesmas a partir do seu préprio eixo, formando
estruturas cilindricas com didmetros na faixa dos nanémetros, e comprimentos que variam
de alguns micrometros até varios centimetros [153]. As ligagdes entre as cadeias carbonicas
sdo da natureza sp?-sp? e conferem uma resisténcia extremamente elevada a este material,

associada a flexibilidade, sem que haja destruicdo de sua estrutura nanométrica.
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Basicamente, existem dois grupos principais de nanotubos de carbono: nanotubos de
parede simples ou nanotubos de parede multipla. Nanotubos de parede Unica (SWCNTS)
consistem em uma Unica folha de grafite enrolada em um cilindro de 0,4 a 2 nm de diametro,
e apresentam condutividade variada dependendo de sua quiralidade, atrelada ao angulo aqual
as folhas de carbono estdo conectadas lateralmente e, consequentemente, com o alinhamento
dos orbitais m. Nanotubos de parede multipla (MWCNTS) correspondem a tubos
conceéntricos e fechados com varias camadas de folhas de grafite com didmetro de 2 a 100
nm, separados por uma distancia de 0,34 nm, aproximadamente, apresentam condutividade
metalica, 0 que o0s torna atrativos quanto empregados como materiais eletrédicos ou agentes
modificadores. Além disso, apresentam, nas extremidades, atomos com ligaches
incompletas, constituindo defeitos no material. A presenca de heterodtomo, pentagonos,
heptagonos e atomos de carbono com ligacdes sp® ligados a grupos funcionais distintos,
afetam as propriedades e por vezes, permitem a modificacdo quimica de sua estrutura. No
geral, este pré-tratamento por vezes € necessario com a finalidade de eliminar impurezas
metalicas, melhorar as propriedades de transferéncia de elétrons e/ou permitir maior
funcionalidade. Nestes casos, as extremidades e as paredes laterais podem tornar-se ricas em
funcBes oxigenadas, principalmente grupos carboxilicos. Dependendo de quéo drastico é o
tratamento, é possivel ndo apenas aumentar a densidade das fungdes oxigenadas, mas
também quebrar os tubos ou até encurta-los [149]. A funcionalizacdo de nanotubos por
tratamento em solucdes acidas tem sido amplamente utilizada, principalmente as que

envolvem solucgdes de &cido sulfarico, nitrico e cloridrico, usualmente concentrados.

Alterar a superficie de nanotubos de carbono afetam fortemente suas propriedades em
termos de solubilidade, o que pode, por vezes, facilitar sua utilizacdo quando empregado na
construcdo de sensores. Inclusive, em eletroanalise, observam-se usualmente valores de

potencial de pico mais proximos de zero e magnitudes de corrente mais altas no sinal
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analitico de um analito alvo [137]. Isso impulsiona sua utilizagéo, tanto como modificacédo
final, quanto como superficie base para o ancoramento de polimeros [154-156], enzimas

[157-161] e até mesmo nanoparticulas [162].

Neste ultimo caso, nanoparticulas de ouro também sdo amplamente utilizadas tendo
em vista suas propriedades cataliticas também associadas ao seu tamanho nanométrico.
Supondo que seus diametros sejam menores que 100 nm, altas densidades de corrente sdo
usualmente observadas, baixos valores relacionados a capacitancia da dupla camada, e
aumento da razao sinal/ruido. Existem dois métodos principais para fabricar nanoparticulas
de ouro, estas utilizadas em distintas aplicacdes, dentre as quais a construcdo de eletrodos
para a utilizacdo em medicdes eletroanaliticas se destaca, baseado na reducdo de compostos
de Au (1) em solugbes aquosas utilizando citrato, método desenvolvido por Turkevitch et
al em 1951, o qual possibilita a formacdo facilitada de nanoparticulas de ouro de até 50 nm
de tamanho [163]. Esta metodologia ndo sé promove a reducdo do ouro para a formacéo das
nanoparticulas, como também auxilia na dispersdo entre as mesmas, e constitui uma das
metodologias mais comuns quando empregadas na construcao de sensores. Neste caso, estas
sdo depositadas diretamente na superficie do eletrodo ou em demais modificacdes,
promovendo uma maior cobertura da area superficial disponivel. Eletrodos modificados
construidos com nanotubos de carbono e nanoparticulas sdo utilizados com diversas
finalidades em eletroandlise, dentre as quais usualmente moléculas com atribuicdes

bioldgicas sdo amplamente caracterizadas [164—168].

Neste capitulo serdo discutidas as vantagens da utilizacdo de dois materiais
nanométricos (nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro) na caracterizagdo e
determinacéo de cefadroxila, e os resultados comparados com o observado com carbono
vitreo sem modificacdo, tanto para a construcdo da curva analitica quanto para a

determinacdo em capsulas comerciais de Duracef®. Espectroscopia de impedancia
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eletroquimica e a microscopia de varredura eletronica foram utilizadas para a caracterizagdo

da superficie modificada.

4.2 Objetivos

o Desenvolver e otimizar eletrodos de carbono vitreo modificados com nanotubos de
carbono e nanoparticulas de ouro;

e Avaliar a contribuicdo de cada material nanométrico utilizado na resposta
eletroquimica referente a oxidacdo da porc¢édo fenolica da cefadroxila;

e Comparar os resultados obtidos com o eletrodo modificado otimizado e o eletrodo
sem modificacdo (resultados descritos no Capitulo 3), referente a determinacdo de
cefadroxila utilizando eletrodo de carbono vitreo;

e Determinar a quantidade de cefadroxila em capsulas de Duracef® com o eletrodo

modificado otimizado.

4.3 Procedimento Experimental

4.3.1 Materiais e reagentes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sem prévia purificacdo. As
solugdes foram preparadas com &gua deionizada (18 MQ c¢m) obtida com sistema de osmose

reversa OS10 LX (Gehaka).

4.3.2 Preparo de soluges

As solucdes de eletrolito utilizadas nas medidas voltamétricas (solugdo tampao fosfato
(PB) 0,1 M) foram preparadas a partir da dissolucdo de massa apropriada de

dihidrogenofosfato de potéssio (KH2POa) e hidrogenofosfato de sddio (NazHPO4) em &gua
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deionizada. O ajuste do pH foi feito com adi¢des de pequeno volume de solugéo de hidréxido

de sodio (NaOH) 6,0 M para valores de pH entre 4,0 e 10.

A solucdo estoque de cefadroxila 1,00 mM foi preparada por dissolucdo de massa
apropriada do composto em agua deionizada e mantida ao abrigo da luz sob 4 °C quando ndo

utilizada.

Nanotubos de carbono de parede multipla (CNTs) foram funcionalizados por 20 horas
em solucgdo concentrada de acido nitrico (HNOs3) sob agitacdo rigorosa, conforme descrito
[161]. Foram preparadas dispersdes de CNTs 0.2 % e 0,5 % (m/v) em dispersdes de
quitosana 0,5 e 1,0 % (m/v) em solucédo de acido acético 1,0% (v /v). Apos preparadas, as
dispersdes foram submetidas a um banho de ultrassom por pelo menos 60 minutos para

homogeneizagédo, e mantidas ao abrigo da luz sob 4 °C quando néo utilizadas.

Nanoparticulas de ouro (AuNP) foram sintetizadas utilizando citrato de sédio como
agente redutor e dispersante [169]. Resumidamente, uma solucéo de cloreto de ouro (I11)
0,01% (m/v) foi preparada em agua deionizada e aquecida sob agitacdo até ebulicdo. A
seguir, foi adicionada lentamente uma solucdo de citrato de sdédio 1,0 % (m/v). Apos a
solucdo adquirir uma coloragdo vermelho-sangue, esta foi centrifugada a 10000 rpm por 10
minutos a fim de precipitar as nanoparticulas de ouro. O sobrenadante foi descartado e o

restante foi redisperso em 1,0 mL de agua deionizada.

4.3.2.1 Preparo de amostra comercial de cefadroxila

Quatro capsulas comerciais de cefadroxila (Duracef®, Espanha) foram pesadas,
homogeneizadas e uma quantidade igual a 20,0 mg foi dissolvida em 25,0 mL de agua
deionizada e depois filtrada. O precipitado mantido no filtro foi novamente lavado com agua
por pelo menos 3 vezes. As aguas de lavagem foram coletadas e adicionadas a solucao

filtrada previamente coletada. O volume final da solugéo estoque de amostra foi de 50,0 mL.
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4.3.3 Instrumentacéo

As medicOes de pH foram realizadas com o pHmetro modelo 654 e um eletrodo de
vidro combinado (Ecotrode Plus, modelo 60262100, Metrohm). As medidas voltamétricas e
impedimétricas foram efetuadas utilizando um potenciostato-galvanostato u-Autolab Tipo
I11 controlado pelo software NOVA para Windows versdo 1.11. O ajuste dos espectros de
impedancia eletroquimica e de seus respectivos circuitos equivalentes foi realizado
utilizando o software ZView 3.2 (Scribner Associates Inc., EUA). As medidas
espectrofotométricas foram efetuadas em um espectrometro Shimadzu, modelo UV-

3101PC, controlado pelo software UV Solutions.

4.3.4 Célula eletroquimica e sistema de eletrodos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula constituida de um copo de
vidro com capacidade volumétrica de 5,0 mL para a solugéo de eletrolito. Foi utilizado um
sistema eletroquimico convencional de trés eletrodos, sendo um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) de 1,5 mm de diametro (area geométrica 0,071 cm?) como eletrodo de trabalho, um
fio de platina como eletrodo auxiliar e Ag/AgCl, KClsaty como eletrodo de referéncia. Todas
as medidas foram realizadas em triplicata. O limite de deteccdo (LOD) foi estimado como
trés vezes o desvio padrdo do branco dividido pela inclinagdo da curva de calibracdo. O
limite de quantificacdo (LOQ) foi estimado como 3,33 vezes o valor do limite de deteccao,

Apéndice 1.

4.3.4.1 Polimento e limpeza do eletrodo de carbono vitreo

A superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi renovada mecanicamente com
polimento utilizando “spray” de diamante com tamanho de particula de 1,0 um (Kemet)
como material abrasivo em um feltro (Buehler TexMet C) e posteriormente lavada com agua

deionizada. Foram obtidos voltamogramas ciclicos com o GCE sem modificacdo em solugéo
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tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, a fim de estabilizar a linha base (parametros experimentais: E;
=0,0V, Er=1,0V, velocidade de varredura = 100 mV s, degrau de potencial = 2 mV, 4
ciclos), previamente as medidas realizadas na presenca do analito e a construcdo dos

eletrodos modificados.

4.3.4.2 Construcao dos eletrodos modificados

Os eletrodos modificados CNT-Chit/GCE foram construidos adicionando 4,0 uL
(drop-casting) de cada dispersdo correspondente na superficie do GCE previamente
renovado. Apo6s confirmacdo de que a superficie estava seca (em média 60 minutos em
temperatura ambiente) os eletrodos foram empregados para a realizagdo das medidas
eletroquimicas. As nanoparticulas de ouro sintetizadas foram utilizadas para a constru¢do do
eletrodo modificado AUNP/CNT-Chit/GCE, adicionando 4,0 uL, respectivamente para cada
camada (1 a 3) a superficie do eletrodo modificado CNT-Chit/GCE otimizado. Apds a
confirmacdo de que a superficie estava seca (em média 30 minutos em temperatura
ambiente) os eletrodos foram empregados para a realizacdo das medidas eletroquimicas. A
Tabela 4.1 ilustra as designacOes de cada eletrodo modificado tendo em vista as dispersoes

e camadas de suspensdo de nanoparticulas utilizados em sua construgao.

Tabela 4.1. Designacéo dos eletrodos modificados de acordo com sua construcao.

Construgéo CNT (%) Quitosana (%)  AuNP (n° de camadas)
CNT2-Chits/GCE 0,2 0,5 -
CNT2-Chity/GCE 0,2 1,0 -
CNT5-Chits/GCE 0,5 0,5 -
CNTs-Chity/GCE 0,5 1,0 -

AUNP(1)CNT,-Chits/GCE 0,2 0,5 1
AUNP(2)CNT,-Chits/GCE 0,2 0,5 2
AUNP(3)CNT,-Chits/GCE 0,2 0,5 3
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4.3.5 Medidas eletroquimicas

Voltamogramas de pulso diferencial (DPV) foram obtidos para a otimizagdo do
eletrodo modificado e caracterizacdo do comportamento do cefadroxila, utilizando 25 mV
de amplitude de pulso, 2,5 mV de degrau de potencial e 0,5 s de intervalo entre pulsos

resultando em uma velocidade de varredura de 5 mVs™.

Para caracterizar o sensor otimizado foram obtidos espectros de impedancia
eletroquimica (EIS) em 0,74 V em solucdes contendo concentracfes de cefadroxila
crescentes em solucdo tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0. Os espectros foram obtidos resultados
comparados com para cada etapa na da construcdo do eletrodo modificado afim de avaliar o
efeito de cada etapa de modificacdo nos EIS. A faixa de frequéncia utilizada foi de 65 kHz

a 0,1 Hz, com 10 medigdes por década e tensdo de perturbagdo de 10 mV.

Microscopia eletrénica de varredura (SEM) foi utilizada para caracterizar
morfologicamente a superficie otimizada do sensor, com ampliacGes de 50000x e 100000x.
As curvas analiticas para a cefadroxila foram construidas utilizando amperogramas obtidos
a 0,74 V, apo6s a adicdo de volumes apropriados de solucdes padrao do analito (método de
adicdo de padrdo). A determinacdo de cefadroxila em amostras comerciais também foi

realizada nas mesmas condicdes aquelas usadas para a construcdo das curvas analiticas.

4.3.6 Medidas espectrofotométricas

Espectros de UV-vis foram obtidos para validar a determinagdo eletroquimica
utilizando o eletrodo modificado final. Todos os espectros de UV-vis foram obtidos em uma
faixa entre 200 < A < 350 nm, em baixa velocidade, 0,2 nm de intervalo de amostragem e
1,0 cm de caminho 6ptico. O comprimento de onda utilizado para a determinacdo da amostra
comercial foi de 229 nm, utilizando o método da adicao de padrdo, com adic¢des de 10,0 uL

de uma solucéo estoque 1,00 mM de cefadroxila.
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4.4 Resultados e discussao

A caracterizacdo eletroquimica do cefadroxila foi avaliada através de voltamogramas
de pulso diferencial, utilizando GCE modificado com nanomateriais de carbono e
nanoparticulas de ouro (estes comumente empregados em eletroanalise), a fim de analisar a
contribuicdo que essas nanoestruturas poderiam proporcionar ao estudo eletroquimico deste
farmaco. O antibidtico B-lactdmico cefadroxila sofre trés processos de oxidacdo em GCE, 0s
quais ocorrem em valores altos de potencial, e podem ser atribuidos a oxidacdo da por¢éo
fendlica (Ep1a = 0,75 V) e do heteroatomo de enxofre proximo ao anel B-lactdmico em duas
etapas com a formacéo de sulféxido e sulfona (Ep2a = 1,10 V e Epza = 1,42 V), Secdo 3.4.2
do Capitulo 3 [62]. A caracterizacdo e determinacdo eletroquimica do cefadroxila utilizando
0 eletrodo modificado se baseou no primeiro processo de oxidacao, tendo em vista que sua
magnitude de corrente € superior aos demais processos de oxidacdo e que este ocorre em

valores menos positivos de potencial.

4.4.1 Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo modificado
4.4.1.1 Otimizacdo da construcdo do eletrodo modificado

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos com os eletrodos modificados com
nanotubos de carbono, estes construidos com diferentes propor¢cdes de CNTs e quitosana
(CNT2-Chits, CNT2-Chity, CNTs-Chits e CNT2-Chitz), em solugdo tampdo fosfato 0,1 M pH

7,0 contendo 100 uM de cefadroxila, Figura 4.1.
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Figura 4.1. Voltamogramas de pulso diferencial utilizando os eletrodos modificados em solugao
tampdo fosfato 0,1 M pH 7.0 contendo 100 UM de cefadroxila,
Ei=00V,E=10V,v=5mV s

Quanto maior a quantidade de CNTSs presentes na construcdo, (0,5 % m/v), menor a
magnitude de corrente observada para o processo de oxidacdo. Usualmente, uma quantidade
maior de CNTs proporciona um valor maior de magnitude de corrente, tendo em vista o
aumento da area superficial fornecida pelo material nanoestruturado. Ainda assim, a corrente
capacitiva observada neste caso foi muito elevada, o que é um indicativo do grau de
agregacao do material nanoestruturado nesta dispersdo em comparacao aquela com menor
quantidade de CNTs (0,2 % m/v). A agregacdo em materiais nanoestruturados, devido a
diminuicdo da area superficial e de suas propriedades cataliticas atreladas ao tamanho
nanométrico, evita que estes possam contribuir efetivamente para a melhora no sinal
eletroquimico, de modo que os valores de corrente se aproximam daqueles observados para

o0 material bulk.

Outro parametro que interferiu na resposta eletroquimica do eletrodo modificado foi a

quantidade de quitosana, utilizada em diferentes concentragdes, com a finalidade de
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dispersar os CNTs. Este material foi utilizado tendo em vista a formacdo de pontes de
hidrogénio entre 0s grupos amina presentes na quitosana, e 0s grupos carboxilicos
superficiais presentes nos CNTs funcionalizados (devido ao pré-tratamento em acido nitrico)
[170]. Em quantidades menores de CNTs (0,2% m/v), uma menor quantidade de quitosana
(0,5 % m/v) promoveu a antecipacdo sutil do potencial de pico e um aumento na magnitude
da corrente do processo de oxidacdo avaliado, ao contrario do observado com maiores
quantidades de quitosana. Além de evitar a agregacdo dos CNTSs, a quitosana apresenta
também um elevado nimero de grupos oxigenados, o que possivelmente dificulta a
aproximacdo das moléculas de cefadroxila da superficie do eletrodo modificado. Em relagédo
as dispersdes com maior porcentagem de nanotubos de carbono (0,5% m/v), a quantidade de
quitosana ndo apenas interferiu na magnitude da corrente, mas também no potencial de pico,
que passou ligeiramente para valores mais positivos. Novamente, esse resultado pode ser
atribuido a ineficiéncia em uma menor concentracdo de quitosana em dispersar uma

quantidade maior de nanotubos de carbono.

A magnitude da corrente para o processo de oxidacdo do cefadroxila utilizando o
eletrodo modificado CNT.-Chits/GCE foi trés vezes superior em comparacdo ao eletrodo
sem modificagdo (I, = 8,9 HA cm? e I, = 2,0 uA cm). Além disso, como previamente
ilustrado no Capitulo 3, a presenca dos subprodutos derivados do catecol e do resorcinol,
advindos de reacGes quimicas acopladas do produto do primeiro processo de oxida¢do com
agua, adsorviam na superficie eletrodica e impediam o processo de oxidacdo em ciclos
subsequentes. Neste caso, com o eletrodo modificado com nanotubos de carbono, a
diminuigdo da corrente com o nimero de voltamogramas registrados foi menos pronunciada,
possivelmente devido ao aumento de area eletroativa disponivel, ainda que, apés um

determinado nimero de medidas, a interferéncia no sinal analitico foi inevitavel.
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Dado que a incorporacdo de nanoparticulas de ouro no eletrodo modificado CNT2-
Chits/GCE modificado poderia ser vantajosa a fim de minimizar a adsor¢éo desses derivados
da quinona e permitir maior sensibilidade na construcao da curva analitica, voltamogramas
de pulso diferenciais foram obtidos utilizando um eletrodo modificado AuNP/CNT; -
Chits/GCE em solugéo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 contendo 100 uM de cefadroxila, Figura
4.2, no qual um numero diferente de camadas de nanoparticulas de ouro (1, 2 e 3 camadas)

foi empregado.
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Figura 4.2. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodo modificado AUNP/CNT2-
Chits/GCE em solucéo tampéo fosfato 0,1 M pH 7.0 contendo 100 uM de cefadroxila, Ei= 0,0 V,
Efr=10V,v=5mVs™

A incorporacdo de nanoparticulas de ouro para a construcdo do eletrodo modificado
melhorou o sinal analitico observado para o processo de oxidacdo do cefadroxilaem 47 % e
342% em comparagdo com o eletrodo modificado CNT2-Chits/GCE e o eletrodo de carbono
vitreo sem modificacdo, respectivamente. Acredita-se que o fator responsavel pelo aumento
da magnitude da corrente seja causado por um efeito sinérgico entre 0 aumento da area

superficial decorrente da incorporacéo dos nanotubos de carbono, adicionado a contribuigéo
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catalitica inerente as nanoparticulas de ouro. No entanto, as construgdes que exibiram maior
numero de camadas de nanoparticulas de ouro (> 2 camadas) ndo proporcionaram uma
melhoria do sinal analitico, e influenciaram negativamente o sinal em concentracfes mais

baixas, devido a presenca de uma corrente de fundo mais alta.

O eletrodo modificado que apresentou maior sensibilidade para o primeiro processo
de oxidag&o do cefadroxila (AuNP(2)/CNT.-Chits/CCE) foi construido com 2 camadas de
nanoparticulas de ouro. Além disso, a magnitude da corrente nas medicdes subsequentes se
mantém constante (dados ndo ilustrados), o que pode ser atribuido a diminuicao da adsorcao
dos subprodutos gerados, tendo em vista a caracteristica estrutural da superficie disponivel

em comparacao as modificaces avaliadas anteriormente.

4.4.1.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A influéncia de cada material nanoestruturado na resisténcia a transferéncia de carga
para a oxidacdo do cefadroxila foi avaliada por espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS) utilizando concentracgdes crescentes de cefadroxila (50, 100 e 200 uM). Os espectros
de impedancia foram registrados em solucéo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0 a 0,74 V vs. SCE
utilizando os eletrodos modificados CNT2-Chits/GCE e AuNP(2)/CNT-Chits/GCE e o

eletrodo de carbono vitreo sem modificacdo, Figura 4.3A.

Os espectros de impedancia contém um semicirculo na regido de altas frequéncias,
linearidade na regido de frequéncias intermedidrias e pseudo-linearidade na regido de baixas
frequéncias, os quais correspondem ao processo de transferéncia de carga na interface
eletrodo/solucdo, processo de difusdo através do filme e transferéncia de carga na interface
CNT-Chit/eletrodo, respectivamente. Os espectros foram ajustados ao circuito elétrico
equivalente, Figura 4.3B, e correspondem a resisténcia da solucdo (Rs) em serie com um

componente paralelo envolvendo a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) € a capacitancia
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da dupla camada, modelada através do elemento de fase constante (CPEa), em que CPE =

—1/(Ciw)®, nas regides de alta frequéncia do espectro.
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Figura 4.3. (A) Espectros de impedancia eletroquimica obtidos utilizando os eletrodos modificados
e o eletrodo sem modificagdo em solugdo tampéo fosfato 0,1 M pH 7.0 contendo 100 uM
cefadroxila a um potencial aplicado de 0,74 V. (B) Circuito equivalente.

Nos eletrodos modificados, atrelado em série se encontra a impedancia de difusao
Warburg (Zw) para a regido de frequéncias intermediarias, expressada por
Zw = Rp cth[(ziw)](riw) @, em que o < 0.5, T € a constante de tempo difusional e Rp a
resisténcia a difusdo, em série conectado com um componente paralelo envolvendo a

resisténcia a transferéncia de carga na interface CNT-Chit/GCE (R2) e a capacitancia (C»),
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pertencentes a regido de baixa frequéncia. Os valores obtidos com o ajuste dos espectros
estdo ilustrados na Tabela 4.2 em relacéo a cada modificacdo em uma solugéo contendo 50,

100 e 250 UM de cefadroxila.

Tabela 4.2. Parametros referentes aos espectros de impedancia eletroquimica obtidos através dos
circuitos equivalentes para cada modificagéo.

Electrodo [Cefadroxila]/ Rq/ R«/  CPEa/ ag Zw! 1 oz R/ Cof
uM Q Q UF cm? Q / kQ mF
cm?  cm? sl cm?  ms cm?  cm?
GCE 50 65 603 233 093 - - - - -
100 6,5 46,2 22,9 0,93 -- -- -- -- --
250 6,6 29,0 22,8 0,93 -- -- -- -- --
CNT,-Chits/GCE 50 6,0 1,23 60,1 1,0 112 46 043 442 0,73
100 6,2 1,31 58,7 1,0~ 115 42 043 241 0,85
250 6,2 1,45 56,1 1,0~ 109 39 043 1,71 0,77
AUNP(2)/CNT- 50 6,3 0,73 26,3 10 454 13 044 112 1,35
Chits/GCE
100 6,2 0,77 25,3 1,0 440 13 044 110 1,10
250 6,3 0,84 24,4 1,0~ 422 13 044 1,05 0,88

Ha uma diminuicdo nos valores de Rct (controle da cinética de transferéncia de carga)
com a incorporacao de cada material nanoestruturado, como previsto, com valores de 0,773
Q cm™ para o eletrodo modificado AuNP(2)/CNT2-Chits/GCE, 1,31 Q cm™ para 0 CNT»-
Chits/GCE e 46,2 Q cm™ para 0 GCE sem modificac&o. Além disso, ao passo que os valores
decrescem sutilmente nos eletrodos modificados com o aumento da concentracdo de
cefadroxila, o contrario é observado para 0 GCE sem modificacao, cujos valores decrescem
substancialmente, possivelmente devido a limitagdo da area superficial disponivel. A

capacitancia interfacial € muito superior apés a modificagdo com os CNTs, poréem, com a
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incorporacdo das AuNP, tal valor decresce novamente, ilustrando que a utilizacdo desta

segunda camada nanoestruturada reduz o efeito de separacédo de carga.

Com respeito ao elemento de difusdo Warburg, as AuNP facilitam a difuséo e reduzem
a constante de tempo de difusdo, alem de promoverem uma diminuicdo na resisténcia a
transferéncia de carga na interface eletrodo/solucdo, dependente da concentracdo de
cefadroxila somente com CNT e sem AuNP. Todas estas interpretacdes estdo de acordo com

o0s dados voltamétricos previamente ilustrados.

4.4.1.3 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia superficial do eletrodo modificado AuNP(2)/CNT.-Chits/GCE foi
avaliada por microscopia de varredura eletronica, Figura 4.4A e Figura 4.4B, com dois
valores de ampliacdo distintos, 50000x e 100000x, respectivamente. Nestas imagens esta
presente a rede de nanotubos de carbono, na qual as nanoparticulas de ouro estdo claramente
ancoradas em sua estrutura cilindrica. Elas apresentam forma esférica em sua maioria, estdo
altamente dispersas e apresentam um diametro médio de 15,1 £ 1,7 nm, de acordo com o
histograma apresentado na Figura 4.4C, no qual 200 nanoparticulas foram analisadas com o
software de andlise de particulas ImageJ. Além disso, elas aparentemente recobrem uma
grande area de nanotubos de carbono, garantindo uma arquitetura muito mais homogénea

para o estudo eletroquimico do farmaco, fato este importante em eletroanalise.
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Figura 4.4. Imagem de microscopia eletronica de varredura referente & morfologia e distribuicéo de
nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro, com amplia¢éo de 50.000x (A) e 100.000x (B) e
Gréfico de distribuicdo de tamanho de particula (C).

4.4.2 Comportamento eletroquimico do cefadroxila no eletrodo modificado

O comportamento eletroquimico do cefadroxila também foi avaliado em solugéo

tampdo fosfato 0,1 M em uma faixa de pH de 4,0 a 10,0, Figura 4.5.
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Figura 4.5. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodo modificado AUNP/CNT,-
Chits/GCE em solugéo tampéo fosfato 0,1 M em valores distintos de pH na faixa de 4,0 a 10,
contendo 100 uM de cefadroxila (A). Gréaficos de potencial de pico, E,, e magnitude de corrente, I,
vs. pH obtidos através de voltamogramas de pulso diferencial (B).
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Dado que a inclinagéo da curva E, vs. pH obtida foi de -65 mV, equacédo (4.1), este
resultado é semelhante ao obtido em GCE sem modificacdo, Se¢édo 3.4.1 do Capitulo 3, no
qual o nimero de protons obtido é igual ao niumero de elétrons. Ainda assim, em valores
baixos de pH, a magnitude da corrente para 0 processo de oxidacdo foi menor do que o

esperado, em comparacao com os resultados obtidos com o GCE sem modificacao.
Epia/V =0.118 — 0.065 pH, R? = 0.992 (4.2)

Isto pode ser atribuido a presenca do sal de citrato de sodio, utilizado com a finalidade
de evitar a agregacdo das nanoparticulas de ouro que, em valores inferiores de pH, ndo se
encontram carregados negativamente, e sdo ineficientes em promover a repulséo entre as
nanoparticulas, diminuindo entdo a magnitude do sinal analitico. Em valores intermediarios
de pH, a magnitude de corrente atinge um valor maximo, confirmando os resultados obtidos
na otimizacao do eletrodo modificado. O valor de W1, obtido em solugéo tampéo fosfato 0,1
M pH 7,0 foi de 89 mV, mais proximo do valor tedrico, Secdo 1.2 do Capitulo 1, do que o
valor obtido em GCE sem modificacdo (107 mV), indicativo de que a reacdo de transferéncia
de carga entre cefadroxila e a superficie do eletrodo modificada AuNP(2)/CNT-Chit/GCE
foi aprimorada. Estes dados estdo de acordo com a caracterizacao eletroquimica ja descrita

anteriormente, Secdo 3.4.1 do Capitulo 3.

4.4.3 Determinacdo eletroguimica de cefadroxila
4.4.3.1 Construcdo da curva analitica

Tendo em vista 0 aumento de sensibilidade obtido com a utilizacdo do eletrodo
modificado AuNP(2)/CNT.-Chits/GCE na determinacdo de uma concentragdo fixa de
cefadroxila em comparagdo as demais arquiteturas avaliadas, este eletrodo foi utilizado
primeiramente na construgdo de uma curva analitica utilizando voltametria de pulso

diferencial, nas mesmas condi¢cbes usadas com o eletrodo de carbono vitreo sem

124



modificacdo, previamente ilustrados na Sec¢édo 3.4.4. do Capitulo 3. Observou-se que a alta
corrente de fundo presente nas medidas conduzidas com o eletrodo modificado impedia a
deteccdo da corrente em baixas concentragdes de cefadroxila (< 5,0 uM). Além disso, as
AUNP sofriam oxidacao tendo em vista a faixa de potencial em que os voltamogramas de
pulso diferencial foram registrados (Es = 1,0 V), comprometendo a arquitetura desenvolvida
e propagando erros na construcao da curva analitica. Para evitar o uso de polimeros (como
Nafion®), que poderiam afetar a modificacdo e interferir na difusdo das moléculas de
cefadroxila em direcdo a superficie do eletrodo (dada sua natureza negativa, tipicamente
exclusdo por carga), a técnica utilizada para a determinacdo de cefadroxila foi alterada a fim

de evitar estes problemas.

Utilizou-se entdo a técnica amperométrica que se baseiam-se na aplicacdo de um
potencial fixo e deteccdo da corrente ao longo do tempo. Amperogramas foram entdo
obtidos, utilizando os eletrodos modificados AUNP(2)/CNT2-Chits/GCE e CNT.-Chits/GCE
e o eletrodo de carbono vitreo sem modificacdo modificado, em solucao tampao fosfato 0,1
M pH 7,0 sob potencial aplicado de 0,74 V, com concentracdo crescente de cefadroxila na
faixa de 2,0 a 60 uM. As curvas analiticas, Figura 4.6, para cada modificacdo foram

analisadas e os dados compilados na Tabela 4.3.
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Figura 4.6. Curvas analiticas construidas utilizando os amperogramas obtidos em 0,74 V com 0s
eletrodos modificados e sem modificacdo em solucéo tampdo fosfato 0,1 M PBS pH 7.0 contendo
concentragdes crescentes de cefadroxila na faixa de 2,0 uM a 60 pM.

De acordo com as curvas analiticas, observam-se duas regides lineares distintas na
faixa de concentracdo estudada, entre 2,0 a 10 uM e 10 a 60 UM, respectivamente. Esta
quebra na linearidade pode ser atribuida a formacdo de uma subcamada de produtos
adsorvidos do processo de oxidacdo [171]. Comparando os valores obtidos para os dois
segmentos lineares, o valor de sensibilidade obtido para o eletrodo modificado otimizado foi
superior agueles obtidos com o eletrodo modificado CNT2-Chits/GCE e o GCE néo
modificado. Isto mostrou que as modificacdes utilizadas estdo evitando ou pelo menos
diminuindo, a quantidade do produto de oxidacdo do analito na superficie dos eletrodos.

Com isso, ndo ha uma perda tdo substancial do sinal analitico.

Embora a voltametria de pulso diferencial seja geralmente superior em termos de
sensibilidade quando comparada a outras técnicas eletroquimicas, os valores obtidos para o
limite de deteccdo de cefadroxila foram inferiores para as medidas amperométricas

realizadas com a utilizagdo do eletrodo modificado AuNP(2)/CNT>-Chits/GCE.
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Tabela 4.3. Valores obtidos a partir das curvas analiticas descritas na Figura 4.6.

. ~ Faixa Linear LoD LoQ
Configuracédo S (uA / pM cm? R2
gurag (M) @) @M) (A /M cnr)
cce 2,00—10,0 0,780 2,60 0,0252 + 0,0005 0.998
10,0 — 60,0 4,02 13,4 0,0102 + 0,0006 0.994
_ 2,00—10,0 0,500 1,67 0,103 + 0,003 0.997
CNT,-Chits/GCE

10,0 — 60,0 245 8,16 0,0542 + 0,002 0.997
AUNP(2)/CNT»- 2,00—10,0 0,220 0,730 0,176 + 0,002 0.999
Chits/GCE 10,0 — 60,0 1,26 4,20 0,123 + 0,002 0.999

Sua sensibilidade foi 700% maior que a observada com eletrodo de carbono vitreo
sem modificacdo na faixa de concentracdo de 2,0 a 10 uM de cefadroxila (utilizando
amperometria) e 65% maior do que a observada com o mesmo eletrodo, na faixa de 1,0 a
5,0 uM (utilizando voltametria de pulso diferencial, Secdo 3.4.4 do Capitulo 3). Dada a
possibilidade de construir uma curva analitica para a determinacéo de cefadroxila com alta
sensibilidade e baixo limite de detec¢do utilizando o sensor desenvolvido, este método foi
entdo aplicado na determinacdo do antibiético em amostras de capsulas comerciais do

Duracef®.

4.4.3.2 Analise em amostras de capsulas comerciais

Para avaliar a aplicabilidade do método desenvolvido, a determinacdo em cépsulas
comerciais de Duracef® do principio ativo (cefadroxila) foi conduzida utilizando o eletrodo
modificado otimizado AuNP(2)/CNT2-Chits/GCE em solucdo tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0
por amperometria em um valor de potencial fixo de 0,74 V, pelo método de adi¢do padréo.
Os valores de recuperacdo calculados a partir da adicdo de uma solugdo padrdo de
cefadroxila foram superiores a 95% para a faixa linear de concentracdo estudada (2,0 a 10
pM), indicando também que o método utilizado é eficiente na determinagdo de cefadroxila

na matriz da capsula.
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Tabela 4.4. Dados obtidos para a determinacao do principio ativo em c&psulas comerciais de
Duracef® de amperogramas registrados com potencial aplicado de 0,74 V utilizando o eletrodo
modificado AuNP(2)/CNT.-Chits/GCE (n = 3).

Especificado Adicionado/ Encontrado/ Recuperado

Amostra / uM UM UM 1% RSD / %
2,00 0,00 2,02 101,21 19
2,00 2,00 4,02 100,4 2,3
Cefadroxila® 2,00 4,00 6,08 101,4 1,7
2,00 6,00 7,77 97,1 15
2,00 8,00 9,60 96,0 1,7

De acordo com os valores obtidos para esta determinacdo utilizando amperometria
(todas realizadas em triplicata e listadas na Tabela 4.4), foi possivel estimar uma quantidade
de 5,2.10% + 0,1.10? mg para cada capsula, valor superior ao especificado pelo produtor, mas
dentro da a margem de erro indicada. Esses valores foram validados com medidas
espectroscopicas (UV-vis), nas quais foram estimadas 5,19.102 + 0,09.10> mg para cada

capsula (dados néo ilustrados).

4.5 Conclusdes

A caracterizacdo eletroquimica de cefadroxila foi realizada utilizando um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono (funcionalizados com &cido nitrico
concentrado e dispersos em quitosana) e nanoparticulas de ouro (com aproximadamente 15
nm de tamanho de particula). As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas em solu¢éo 1,0
% (m/v) de citrato de sddio e redispersas em agua ap0s centrifugacdo. O eletrodo modificado
otimizado foi preparado utilizando drop-casting de 4 puL de uma suspensdo 0,2 % (m/v) de
CNTs dispersos em 1,0 % (v/v) de &cido acético contendo 0,5 % (m/v) de quitosana, sequido

de 2 camadas de disperséo de nanoparticulas de ouro (4 puL cada camada).
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A oxidacdo da porcédo fenol do cefadroxila na superficie modificada ocorreu em um
valor potencial ligeiramente menos positivo (E, = 0,731 V) e com maior magnitude de
corrente (300%) em comparagdo com o eletrodo de carbono vitreo (E, = 0,740 V) sem
modificacdo. A superficie modificada, foi também caracterizada utilizando espectroscopia
de impedancia eletroquimica, apresentando valores mais baixos de resisténcia a transferéncia
de carga para a oxidagdo do cefadroxila. A construcdo da curva analitica foi realizada por
amperometria com potencial aplicado de 0,74 V, utilizando o método da adi¢do de padréo.
Os limites estimados de deteccdo e quantificacdo foram de 0,222 uM e 0,739 uM,
respectivamente. A determinacio de cefadroxila em amostras comerciais de Duracef®
apresentou altos valores de recuperacdo para cada adicdo de padrdo e a quantidade do
medicamento em cada capsula foi concordante com o valor especificado com o fabricante.

O método proposto foi validado utilizando espectroscopia UV-vis.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizacdo de ensaios in vitro a fim de obter os valores de ICso referentes aos
antichagéasicos em estudo (p-NSF e m-NSF), e, entdo, confirmar a atividade bioldgica
prevista com a caracterizagdo voltamétrica realizada;

e Avaliar a interacdo entre os candidatos antichagasicos, as bases nitrogenadas
purinicas, pirimidinicas e DNA, a fim de constatar o dano oxidativo promovido pelos
bioisdsteros apds incubacdo em solucdes de DNA e com condicionamento de
potencial para a geracdo in situ do nitro anion radical;

e Utilizacdo do efeito de complexacdo de cefadroxila e amoxicilina com Cu(ll) e

outros metais para determinacao eletroquimica simultanea de ambos os antibi6ticos.
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APENDICE 1

TRATAMENTO ESTATISTICO EM EXPERIMENTOS
ELETROANALITICOS

A quimica analitica moderna, em sua grande maioria, baseia-se em analises
instrumentais, nas quais a quantificacdo de um analito alvo é correlacionada com um sinal
referéncia. No caso da eletroanalise, em especial a voltametria e amperometria, a
quantificacdo de um analito é feita com base na resposta eletroquimica (corrente, carga, etc)
do analito quando este é submetido a um processo redox (oxidagdo ou reducdo) que ocorre
sob potencial aplicado na superficie de um sensor. A resposta eletroquimica deve ser fungédo
da concentracdo do analito em solucdo permitindo, assim, a quantificacdo da espécie de
interesse. O tratamento de dados € realizado, neste caso, a fim de avaliar se a técnica
empregada apresenta precisdo, exatidao, confiabilidade em uma determinada faixa de

concentracdes e baixos valores de erro.

Curvas de calibracdo sdo obtidas através da avaliacdo da resposta instrumental
diretamente dependente da adicdo de concentracBes crescentes do analito advindo de uma
solucdo padrédo. A regressao linear dos pontos obtidos estabelece a equacdo da reta ('y = mx
+ b) que melhor descreve o comportamento entre a resposta instrumental (y) e a
concentracdo do analito (x), em que m corresponde ao coeficiente angular e b é a resposta
instrumental quando a concentracdo do analito é zero. Usualmente o valor de b deve ser zero,
ja que quando ndo ha analito, ndo deve haver resposta. Empiricamente, tendo em vista que
0 preparo de amostra ndo é ideal (erros sisteméticos) e ha presenca de variagdes
instrumentais (devido ao sensor, eletrdlito, ruido), isto nem sempre ocorre. O coeficiente de

correlacdo (R?) é uma medida do grau de correlagdo entre a concentracdo do analito e a
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resposta instrumental (ndo uma medida de linearidade), no qual um valor proximo a 1 indica
um baixo valor de incerteza. O calculo do erro padrao associado a regressao linear, S(r), este

atrelado a medida do desvio do sinal instrumental, de acordo com a equacdo (A.1),

(A1)

em que ;i é o valor de y observado para uma determinada concentracdo do analito Xi, y1 € 0
valor de y observado na regressao linear em uma determinada concentracdo do analitoe n é

0 nUmero de amostras analisadas.

Sendo assim, parametros como sensibilidade do método (coeficiente angular da da
reta), limite de deteccdo (menor quantidade de analito determinada com distingdo do sinal
do branco), limite de quantificacdo (menor quantidade do analito determinada com
confiabilidade suficiente) e a faixa de linearidade (faixa de concentracdo em que a
determinacéo apresenta baixo desvio para a regressdo linear) podem ser facilmente obtidos

através da curva de calibracéo, Figura Al.

Faixa linear

® Limite de

Limite de , ,
T linearidade
quantificagéo
l y=mx+y,
Limite de Sensibilidade

< deteccéo

\ 4

Figura Al. Curva de calibracdo e parametros de interesse.
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A partir da curva de calibracdo, o limite de deteccdo ¢ calculado usando a concentracao
analitica que gera uma resposta com fator de confianca k superior ao valor do desvio padrédo
do branco. O limite de quantificacdo é calculado a partir de um fator de confianca que
distingue os valores mais baixos de concentracdo que operam com precisdo suficiente.

Ambos sao calculados de acordo com a equacéo (A.2) e (A.3), respectivamente,

LoD :3.i (A.2)
m
- Sb
LoQ = 10 x 2 (A.3)

em que Sp é o0 desvio padrdo da medida de sinal de 10 brancos e m o coeficiente angular da

reta.

Esta abordagem é utilizada quando o analito a ser determinado apresenta
concentracdo conhecida (solucdo padrdo) e ha a necessidade de avaliar o desempenho do
método empregado (técnica, material do eletrodo etc.). Porém, no estudo de farmacos,
usualmente medidas relacionadas ao controle de qualidade e a quantificacdo de substancias
em amostras complexas se faz necessaria. Nestas situacdes, a concentracdo do analito
usualmente é desconhecida, e, em termos analiticos, é possivel realizar experimentos 0s

quais permitem a quantificacdo dos mesmos em suas matrizes originais.

Um dos métodos importantes de analise de quantificacdo de farmacos, tanto em amostras de
capsulas comerciais quanto em matrizes biol6gicas (urina, sangue, plasma), é o método da
adicdo de padrdo. Este método proporciona uma minimizacdo dos efeitos de matriz e o sinal
detectado pode ser relacionado com a concentracdo do analito desde que a concentracdo do
analito esteja dentro da faixa linear de resposta dos sensor. A fim de quantificar uma
substancia, sdo realizadas adicdes de uma solucdo estoque padrdo com concentracao

conhecida, e o sinal analitico obtido € entdo representado graficamente em funcdo dos
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valores de concentracdo da solugéo estoque de padrao adicionados, considerando o fator de
diluicdo, Figura A2. A regressao linear destes dados permite a atribuicdo da concentracédo da

amostra desconhecida atraves da extrapolacdo da curva para o eixo X.

lsoe * VIV,
Sinal

Amostras fortificadas

lx + Is+x B

Leitura das
adigbes de

VS padréo A
I

X+B

X+A

Leitura da amostra sem adicao de padrao

Concentragdo

[X]; [S];* Vil Vo

P g P

Figura A2. Esquema do método de adicdo de padréo e grafico indicando a extrapolacao da
regressao linear para obter o valor da concentragdo do analito na amostra desconhecida.

Para tal, a relacdo entre o sinal e a concentracdo das espécies é expressa por meio da

equacao (A.4),

[X]i _ I_x
[S]f+[X]f - Iyys (A4)

em que [X]i é a concentracdo inicial da amostra, [S] é a concentracdo do padrdo apés a
adicdo, [X]r é a concentracéo final da amostra ap0ds a adicdo, Ix é o sinal analitico referente
a amostra desconhecida e Ix+s € 0 sinal analitico referente a amostra desconhecida contendo

0 padrdo adicionado.

O célculo da recuperacao (%) relaciona o quanto o método empregado retorna o sinal

relacionado ao analito padrdo em uma matriz desconhecida, considerando erros sistematicos
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advindos do procedimento analitico (impurezas na amostra, preparacao da amostra, efeitos
de interferentes, etc). Tipicamente, a quantidade de analito padrao adicionado a amostra deve
se encontrar dentro da faixa linear observada através da curva de calibracdo e nem sempre a
concentracdo do analito nesta amostra complexa é conhecida. Para tal, a porcentagem de

recuperacdo pode ser calculada de acordo com a equacéo (A.5),

-S

Amostra fortificada

S

Amostra original X 100 (A5)

Amostra padrao

Recuperacéo (%) =

em que Samostra fortificada COrresponde ao sinal obtido apds a injecdo da solucéo padrao, Samostra
original cOrresponde ao sinal obtido referente a medida realizada na presenca da amostra
desconhecida, e Samostra padrao COrresponde ao sinal relativo a concentragdo da solucdo padréo

injetada, referente a curva de calibracdo.
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~ ANEXO|
CONTRIBUIGOES CIENTIFICAS (2016-2020)

Artigos Publicados

[1] Caroline G. Sanz, Silvia H. P. Serrano, Christopher M. A. Brett, Electrochemical

characterization of cefadroxila B-lactam antibiotic and Cu(ll) complex formation, Journal of
Electroanalytical Chemistry, 2019, 844, 124-131.

Abstract: The electrochemical behaviour of cefadroxila, a first-generation B-lactam
antibiotic, was studied at glassy carbon electrodes in aqueous media over a wide range of
pH. The first oxidation process is of the phenol moiety and follows an ECE mechanism,
generating catechol and resorcinol derivatives as sub-products, which are then reduced and
oxidized in subsequent cycles. The sulphur heteroatom present in the cyclic structure close
to the p-lactam moiety is oxidized in two steps generating sulphoxide and sulphone. This
process was identified from direct comparison with amoxicillin, which has a similar
molecular structure, although they belong to different classes of B-lactam antibiotics. For
amoxicillin, oxidation of the sulphur heteroatom occurred at more positive potentials, most
likely due to structural difficulties in stabilizing the charged oxidized species. Formation of
a complex between copper (11) and each of the antibiotics was studied by cyclic voltammetry.

Finally, determination of cefadroxila in commercial samples was successfully carried out.

Artigos submetidos

[2] Caroline G. Sanz, Silvia H. P. Serrano, Christopher, M. A. Brett, Electroanalysis of

cefadroxila antibiotic at carbon nanotube / gold nanoparticle modified glassy carbon

electrodes, ChemElectroChem, submetido em 14 de fevereiro de 2020.

Abstract: The electrochemical characterization and determination of the antibiotic
cefadroxila were carried out at multi-walled carbon nanotube and gold nanoparticle modified
glassy carbon electrodes (GCE). Oxidation of the phenol moiety of cefadroxila occurred at
slightly less positive potentials and with a higher current response than at bare GCE.
Differential pulse voltammetry and electrochemical impedance spectra showed that the
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architecture combining carbon nanotube plus gold nanoparticle surface modification is the
best in pH 7 buffer solution. Scanning electron microscopy demonstrated good coverage of
the gold nanoparticles on the carbon nanotubes. The fixed potential amperometric
determination of cefadroxila was carried out at +0.74 V vs Ag/AgCl with a limit of detection
of 0.22 uM. Analysis of cefadroxila in commercial samples presented high recovery values
and the amount of the pharmaceutical in each capsule was in excellent agreement with that

measured by UV-vis spectroscopy.

Artigos em fase final de redacéo

[3] Caroline G. Sanz, Kevin A. Dias, Raphael P. Bacil, Ricardo A.M. Serafim, Leandro H.

Andrade, Elizabeth I. Ferreira, Silvia H. P. Serrano, Mesomeric correlation towards stability

of nitro anion radical obtained from electrochemical measurements for -para and -meta nitro

compounds antichagasic candidates

Artigos em colaboracéo

[4] Raphael P. Bacil, Rafael M. Buoro, Othon S. Campos, Matesa A. Ramos, Caroline G.

Sanz, Silvia H. P. Serrano, Electrochemical behaviour of dipyrone (metamizole) and others

pyrazolones, Electrochimica Acta, 2018, 273, 358-366.

Abstract: The electrochemical oxidation of dipyrone (MTM) in aqueous medium was
characterized using antipyrine (AA), 4-aminoantipyrine (4AA), 4-methyl-aminoantipyrine
(MAA) and 4-dimethyl-aminoantipyrine (DMAA) as model molecules for the elucidation of
all MTM voltammetric signals. The MTM and the other pyrazolones show up to four
oxidation electrochemical processes. The voltammograms obtained in AA solutions
presented an irreversible electrochemical oxidation process involving one electron at Eaps,
which is common to all pyrazolone derivatives, while the amino pyrazolones present
electrochemical oxidation processes at Eapo Or Eap1. The stabilization of the oxidation
products depends on different effects: the proton release added to the thermodynamic
stability, in the case of the imine formation at Espo (4AA and MAA) and the
hyperconjugation (o-stabilization) in the case of iminium formation (DMAA and MTM) at
Eap1. The process observed at Epao corresponds to the pH-dependent oxidation of the primary
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and secondary enamines, while the process observed at Eap1 occurs in the tertiary enamines,
IS pH independent. The oxidation peak potential follows the order: MAA <
4AA <DMAA <MTM and it was demonstrated that DMAA in an aqueous medium can
simulate the MTM in an aprotic medium; therefore, the analytical MTM determination can
be performed using the DMAA aqueous analytical curve. DMAA and MTM analytical
curves, presented a linear range from 10 pmol L™t to 100 pmol L™ with a LOD of 1.94 and
2.97 uM for DMAA and MTM, respectively, LOQ of 6.48 and 9.91 uM (n=10) and,
sensitivity of 0.96 pA/uM for DMAA and 0.92 pA/uM; with a recoveries of 95 — 105 % for
MTM.

[5] Rafael M. Buoro, Raphael P. Bacil, Caroline G. Sanz, Othon S. Campos, Silvia H. P.

Serrano, Biomimetic behavior and nanomolar detection of hydrogen peroxide on an

electrochemically pre-treated hematin modified glassy carbon electrode, Sensors and
Actuators B: Chemical, 2017, 250, 169-178.

Abstract: An electrochemical pre-treatment of a glassy carbon electrode in sodium
bicarbonate solution was performed to adsorb hematin (aHtin-GCE), an iron (I11) porphyrin
present in heme-containing proteins, in order to prepare a new biomimetic sensor for
peroxidases. The aHtin-GCe presented peroxidase catalytic activity and a biomimetic
behavior related to enzymes responsible for the reduction of H2O2. The previous glassy
carbon surface functionalization in bicarbonate solution also proved to be an essential
parameter to be controlled as it provides carboxylic acids terminations, which stabilizes the
hematin molecule on the electrode surface. The aHtin-GCE kinetics fitted with the
Michaelis—-Menten model assume the formation of an enzyme-substrate complex in which
H>02 bonds to the electrochemically reduced iron(Il) center with further reduction of the
peroxide to peroxyl radical. The observation that lithium ions act as competitive inhibitors
toward H20- also provided the insight toward the application of the aHtin-GCE as a model
dispositive to evaluate peroxidase inhibitors. The aHtin-GCE peak current presented a linear
correlation with the concentration of H,O> from the 400 nM to 800 nM range with an

experimental LoD of 0.11 uM.
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Coorientacdes de alunos de iniciacao cientifica
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Matheus Silvio Bernardo Marassatti

Titulo do trabalho: “Desenvolvimento de biosensores de peroxidase compositos contendo
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Titulo do trabalho: “Desenvolvimento de biosensores voltamétricos de glicose utilizando
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