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RESUMO
BRITO, C.L. Estudo eletroguimico de compostos nitro-heterociclicos potencialmente
antichagésicos utilizando eletrodos quimicamente modificados com ftalocianinas.
2021. 200f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Neste trabalho elaboraram-se quatro novos sensores quimicos para avaliagdo do mecanismo
de reducao de compostos nitro-heterociclicos. Empregaram-se nanotubos de carbono (NTC),
modificando a superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV), de forma isolada e combinados
com trés materiais organometalicos, hemina (HEM), ftalocianinas de cobre (FTAI-Cu) e
cobalto (FTAL-Co). O nitrofural (NF) foi o nitro-heterociclico escolhido, pois € um farmaco ativo
contra o Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas e 0 seu mecanismo de
acao é dependente do processo de reducdo do grupo nitro, proveniente da acdo das
nitrorredutases. O emprego dos agentes organometalicos baseou-se na mimetizagdo das
referidas enzimas, e estes agentes sao estruturalmente semelhantes as enzimas P450
humana. Estudaram-se dois tipos de NTC, sendo um funcionalizado com solu¢éo sulfonitrilica
(NTC-F), que consiste na imobilizacdo de grupos quimicos, como acidos carboxilicos, e outro
nao funcionalizado (NTC-N). Notaram-se diferencas significativas entre NTC-F e NTC-N,
confirmando através de espectrometria no infravermelho (FTIR) e da andlise titulométrica as
inser¢Bes dos grupos carboxilicos nos NTC. A melhor dispersdo associada a resposta
eletroquimica da nitrofurazona foi obtida com 1,3-dioxolano como agente dispersante, que
apresentou maior afinidade com NTC do que os demais solventes. Investigou-se a
identificacdo de intermediarios eletoativos no eletrodo de carbono vitreo modificado com
NTC-F pelo comportamento voltamétrico da nitrofurazona com énfase na detecgcdo da

hidroxilamina, em meio acido e do radical anidnico, R-NO.* ~. Na deteccdo do derivado
hidroxilaminico, com corrente de pico catddica Ipc,1, houve antecipagéo de potencial em 102
mV e aumento de corrente em 32 vezes frente ao ECV-SM. Em estudos relacionados ao
radical, o sensor modificado com NTC-F, apresentou antecipacdo de 200 mV, quando
comparado ao ECV-SM. A estabilidade do radical para NTC-F, foi 3 vezes maior do que em
ECV-SM. Quando da combinacao entre os NTC-F com os organometalicos, demonstraram-
se pontos de interagdo quimica entre ambos, sendo que na HEM ha um ponto adicional de
ligacdo com os NTC-F através de ligagcdo de hidrogénio. Ademais, em MEV a HEM
apresentou-se com morfologia menos aglomerada, o que contribui para uma melhor
transferéncia de carga. Utilizou-se duas estratégias distintas de imobiliza¢do por drop casting,
e a de aplicagdo simultdnea entre NTC-F e os organometalicos foi a melhor sucedida em
estudos voltamétricos de NF, com os picos bem definidos. Na avaliagédo voltamétrica, e em
meio &cido, identificou-se o derivado hidroxilaminico, todavia os organometalicos nédo
contribuiram na antecipacdo de potencial quando comparado ao NTC-F e os sinais de
corrente diminuiram em 14 vezes, em relacdo ao NTC-F. Contudo, todos os sistemas com
excecdo da FTAL-Co foi possivel identificar a formacdo do par redox do radical,

RNO./R-NO,® ~. Os resultados quanto ao radical houve uma antecipacdo de 50 e 90 mV, para
sistemas com HEM e FTLA-Cu respectivamente, quando comparados com 0 emprego apenas
de NTC-F em ECV. Nos estudos de estabilidade cinética, o radical obteve maior estabilidade
guando se empregou a combinacdo entre NTC-F e HEM, seguida de NTC-F e FTAL-Cu.
Em estudos com sequestrantes de radical, confirmou-se que o O;foi o melhor sequestrante
frente a glutationa e cisteina. Isto € um indicativo que em condi¢cGes aerdbicas o radical é

transferido para Oz gerando o anion superdxido O,* ~ que é ativo biologicamente. Por fim,
ambos os sensores ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu apresentam-se robustos, de
facil preparacao e altamente sensivel para estudos do radical aniénico.

PALAVRAS-CHAVE: doenga de Chagas, nitrofural, nanotubos de carbono, catalisadores
biomiméticos, sensores eletroquimicos.



ABSTRACT

BRITO, C.L. Electrochemical study of potentially anti-chagasic nitroheterocyclic
compounds using chemically modified electrodes with phthalocyanines. 2021. 200p.
Thesis — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

In this work, four new chemical sensors were developed to evaluate the mechanism of
reduction of nitroheterocyclic compounds. Carbon nanotubes (NTC) were used, modifying the
surface of the glassy carbon electrode (ECV), in isolation and combined with three
organometallic materials, hemin (HEM), copper phthalocyanines (FTAI-Cu) and cobalt (FTAL-
Co). Nitrofural (NF) was the chosen nitroheterocyclic, as it is an active drug against
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas' disease and its mechanism of action
depends on the process of reduction of the nitro group, resulting from the action of
nitroreductases. The use of organometallic agents was based on the mimicry of said enzymes,
and these agents are structurally similar to human P450 enzymes. Two types of NTC were
studied, one functionalized with a sulfonitrile solution (NTC-F), which consists of the
immobilization of chemical groups, such as carboxylic acids, and the other non-functionalized
(NTC-N). Significant differences were noted between NTC-F and NTC-N, confirming through
infrared spectrometry (FTIR) and titrometric analysis the insertions of carboxylic groups in
NTC. The best dispersion associated with the electrochemical response of nitrofurazone was
obtained with 1,3-dioxolane as a dispersing agent, which showed greater affinity with NTC
than the other solvents. The electrochemical response of the glassy carbon electrode modified
with NTC-F by the voltammetric behavior of nitrofurazone was investigated, with emphasis on

the identification of hydroxylamine, in an acidic medium, and of the anionic radical, R-NO,* .
In the detection of the hydroxylamine derivative, with cathodic peak current Ipc,1, there was
an anticipation of potential by 102 mV and an increase in current by 32 times compared to
ECV-SM. In studies related to the radical, the sensor modified with NTC-F, presented an
anticipation of 200 mV, when compared to ECV-SM. The radical stability for NTC-F was 3
times greater than for ECV-SM. When combining NTC-F with organometallics, interaction
points of chemical interaction between them were demonstrated, and in HEM there is an
additional point of bonding with NTC-F through hydrogen bonding. Furthermore, in SEM, HEM
presented a less agglomerated morphology, which contributes to a better charge transfer. Two
distinct drop casting immobilization strategies were used, and the simultaneous application
between NTC-F and organometallics was the most successful in voltammetric studies of NF,
with well-defined peaks. In the voltammetric evaluation, and in an acidic medium, the
hydroxylamine derivative was identified, however the organometallics did not contribute to the
potential anticipation when compared to the NTC-F and the current signals decreased by 14
times, in relation to NTC-F. However, in all systems with the exception of FTAL-Co it was

possible to identify the formation of the redox pair of the radical, RNO2/R-NO,® ~. The results
as for the radical there was an anticipation of 50 and 90 mV for systems with HEM and FTLA-
Cu, respectively, when compared with the use only of NTC-F in ECV. In the kinetic stability
studies, the radical obtained greater stability when the combination of NTC-F and HEM was
used, followed by NTC-F and FTAL-Cu. In studies with electronic acceptors, it was evidenced
that O, was the most efficient agent in scavenging against glutathione and cysteine. This is
indicative that under aerobic conditions the radical is transferred to molecular oxygen

producing the biologically active superoxide O,°* ~. Finally, both ECV-NTC-F-HEM and ECV-
NTC-F-FTAL-Cu sensors are robust, easy to prepare and highly sensitive for anionic radical
studies.

Keywords: Chagas disease, nitrofural, carbon nanotubes, biomimetic catalysts,
electrochemical sensors
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

As doencas negligenciadas (DN) constituem grande adversidade para as
politicas de saude publica e tém impacto socioeconémico em todo mundo (HUDSON
INSTITUTE, 2012; RICHARD, WERBOVETZ, 2010; WHO, 2015; CONTEH, ENGELS,
MOLYNEUX, 2010). Essas doencas, além de predominar em regiées de pobreza,
também coadjuvam para a continuidade do panorama de desigualdade ja que
conduzem a forte impedimento ao progresso dos paises acometidos. Apesar de existir
investimento em pesquisas em DN, o conhecimento gerado ndo se converte em
avancos terapéuticos, como por exemplo, métodos de diagndsticos, vacinas e novos
farmacos (CHAMI, BUNDY, 2019; AERTS et al., 2017; WHO, 2015). Uma das
justificativas para esse cenario € o desinteresse da industria farmacéutica em estudos
de DN em razéo do baixo potencial de lucro, em virtude da baixa renda da populacao
acometida, pois essas patologias atingem as popula¢gdes que habitam areas muito
pobres e paises em desenvolvimento, dentre eles o Brasil. A doenga de Chagas (DC)
estd incluida dentre as mais relevantes em DN. Por determinacdo da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), o dia 14 de abril de 2020 foi reconhecido, pela primeira vez,
como o “Dia Mundial da Doenca de Chagas”. A escolha desta data refere-se ao
primeiro diagndstico de um caso humano, realizado por Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas, em 1909, e tem como finalidade principal alertar para a importancia da
conscientizacdo sobre o combate a doenca (MSF, 2021).

A DC é grave doencga parasitaria, apresenta alta morbidade e mortalidade e foi
descoberta, em 1909, por Carlos Chagas. E decorrente da infeccéo pelo Trypanosoma
cruzi, protozoario hemoflagelado, tendo como vetores insetos triatomineos (WHO,
2021, MINISTERIO DA SAUDE, 2016, MALAFAIA, RODRIGUES, 2010; GUTIERREZ
et al., 2009).

Estima-se que a DC, que também é conhecida como tripanossomiase
americana, afeta acerca de 7 milhées de pessoas no mundo e que 25 milhdes de

pessoas se encontrem em area de risco, muitas das quais na América Latina (WHO,



2021), Figura 1. Além disso, DC é responséavel, anualmente, por mais de 10 mil mortes
e, aproximadamente, por 200 mil novos casos (SCHMIDT et al., 2014; GARCIA et al.,
2013; HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; RASSI-JUNIOR et al. 2012; CERECETTO,
GONZALEZ, 2008).

A principio, a DC esteve centralizada no meio rural, todavia as alteragfes
socioecondmicas, o éxodo rural, o0 desmatamento e a urbanizagédo transformaram o
perfil epidemiolégico da doenca (WHO, 2021; VARGAS et al., 2018). Desta forma, a
DC se espalhou para areas ndo endémicas, entre as quais Europa, Estados Unidos,
Japéo e Canadé, como resultado do fluxo migratério e da globaliza¢do (WHO, 2021;
BONNEY, 2014).
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Figura 1- Distribuicdo do numero de infectados pela doenca de Chagas no mundo,
em 2016 (WHO, 2021).

O principal mecanismo de transmissao da DC nos mamiferos se da pela picada
do Triatoma infestans, um artropodo da classe dos insetos. Durante o processo do
repasto sanguineo pelo inseto vetor infectado, ocorre, concomitantemente, a
deposicao das fezes contendo tripomastigotas metaciclicos (WHO, 2015). No Brasil,
os vetores sdo denominados popularmente, de “barbeiros”, devido ao seu habito de
picar as pessoas no rosto, que corresponde a uma camada de pele mais fina (WHO,
2015, URBINA, 2010; WILKINSON, KELLY, 2009). No homem, além do contagio com



excretas de triatomineos infectados, existem outras formas de transmissdo, como a
congénita, através de mées infectadas (RIOS et al., 2020; RIVERO et al., 2017; BERN
et al., 2009; MUNOZ, et al., 2007); via oral, mediante consumo de alimentos e bebidas
contaminados (CARVALHO et al.,, 2020, FUJITA, NASCIMENTO, ANDRADE-
JUNIOR, 2019; MUNOZ-CALDERON et al., 2013; TOSO, VIAL, GALANTI, 2011) e
transfusdo sanguinea, que se constitui em muitos locais, como o segundo principal
mecanismo de transmissdo da DC (GOMEZ, GUTIERREZ, PENUELA, 2019, DIAS et
al., 2009). Esta pode ser reconhecida como a principal fonte de contagio em paises
desenvolvidos como, Canada, Jap&o e Estados Unidos (WHO, 2015; COURA, VINAS,
2010).

No Brasil, a DC é a quarta causa mortis dentre as patologias infecto-
parasitarias, sendo superada pelas gastroenterites, diarreias e HIV. A maior incidéncia
ocorre em individuos acima de 45 anos de idade, que se concentram nas grandes
cidades, especialmente na regido Sudeste, devido a migracdo da populacdo para
regibes urbanas (ARAUJO, SABROZA, SILVA, 2020).

Face ao exposto, é possivel afirmar que a DC deveria ser enfrentada com mais
seriedade pelas autoridades mundiais, pois sua incidéncia ndo mais esté circunscrita
as regides tropicais e medidas devem ser tomadas no sentido de ultrapassar os
aspectos econdmicos que a classificam como negligenciada. Para exemplificar, tendo
em vista a situacao atual, paises considerados nao endémicos como Franca, Espanha
e Reino Unido tém adotado medidas para o controle do parasita em bancos de sangue
e de 6rgdos (PEREZ-MOLINA, 2015; ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014).

Desta maneira, considerando a escassez de farmacos ativos na fase cronica,
a resisténcia de cepas e as sequelas, que proporcionam aos individuos uma
incapacidade em trabalhar, € premente a necessidade no avanco de novos agentes

antichagasicos realmente ativos, em especial para a fase cronica.

1.2 QUIMIOTERAPIA
1.2.1 NITRO-HETEROCICLICOS NA TERAPEUTICA COM ATIVIDADE
ANTICHAGASICA

A DC constitui uma patologia secular e evidencia muitos desafios, devido,

inclusive, a ineficacia em suas estratégias terapéuticas, principalmente para pacientes



cronicos tardios. Os esforgos incorporados por distintas iniciativas governamentais e
ndo governamentais, tais como iniciativas de paises do Cone Sul e Médicos Sem
Fronteiras-MSF, respectivamente, resultaram no declinio de novos casos agudos
(DIAS, 2007; COURA, CASTRO, 2002). Dentre estas iniciativas, reportam-se acoes
pela eliminagcédo do inseto domiciliar e diminuicdo da contaminagéao transfusional, por
meio de controle mais seguro na selecao dos doadores da rede de bancos de sangue.
Com o escopo de incentivar e estimular a pesquisa em desenvolvimento de farmacos
para DC, constataram-se alguns projetos de cooperacdo como BERENICE
(BEnznidazol and Triazol REsearch groups for Nanomedicine and Innovation on
Chagas diseasE), entre Espanha, Portugal, Franca, Brasil e Argentina, BENDITA, que
corresponde a Benznidazole New Doses Improved Treatment & Associations (DNDi,
2019) e PLATAFORMA DE CHAGAS, com parcerias com 150 instituicbes cuja
principal iniciativa é a Pesquisa Clinica da Doenca de Chagas (DNDi, 2019). Ademais,
h& a participacdo do consoércio multinacional SABIN (Estados Unidos, México,
Alemanha e Japdo) (MORILLA, ROMERO, 2015), com a finalidade no
desenvolvimento de vacinas antichagasicas.

A partir dos anos 1970 até o presente, h& dois farmacos disposi¢do no mercado
mundial para o tratamento da DC, que sdo compostos nitro-heterociclicos, o
benznidazol e o nifurtimox (Figura 2), sendo que no Brasil o benznidazol é uUnica
alternativa terapéutica comercializada. (SOSA-ESTANI, SEGURA, 2015; PEREZ;
LYMBERY; THOMPSON, 2015; WHO, 2015; URBINA 2010; DIAS et al., 2009;
MOREIRA et al., 2009).
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Figura 2- Farmacos empregados como antichagasicos. (1) benznidazol e (2)

nifurtimox.

O uso terapéutico de nitro-heterociclicos é relevante, em razéo de apresentar
grande espectro de acao biologica, o que permite classifica-los como antibacterianos,

antiprotozoarios e anticancerigenos e, em sua maioria, sao ativos no combate do T.



cruzi. Além dos ja mencionados benznidazol e nifurtimox, outros compostos nitro-
heterociclicos, com amplo espectro de a¢do, podem ser relacionados tais como:
furazolidona (3), metronidazol (4), secnidazol (5), ornidazol (6) e tinidazol (7) (Figura
3) (BOT et al., 2013; RAETHER, HANEL, 2003). De modo geral, a acéo biolégica dos
nitro-heterociclicos baseia-se na reducdo do grupo nitro a partir de nitrorredutases
inespecificas, gerando radicais livres, que podem atuar em grupos bioquimicos vitais
para a sobrevivéncia das bactérias e de parasitas (MAZZETI et al., 2018; GOMEZ et
al., 2017; MORAES et al., 2014; BAHIA et al.,, 2012; BOLLO et al., 2010, 2003;
SQUELLA et al., 2007 e 2005; YANEZ et al., 2005; MANDAL, 2004; NUNEZ-
VERGARA et al., 1995 e 1993).

Entre estes compostos, o nitrofural (NF), nitro-heterociclico da classe das
semicarbazonas que € regulamente empregado em queimaduras como
antimicrobiano e, também apresenta atividade antichagésica, apresenta-se como
prototipo promissor na busca de novos farmacos antichagasicos, com o objetivo de

aperfeicoar sua atividade bioldgica.
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Figura 3- Estrutura de compostos nitro-heterociclicos empregados na terapéutica
como antiprotozoarios e antimicrobianos: (3) furazolidona, (4) metronidazol,
(5) secnidazol, (6) ornidazol, (7) tinidazol, utilizados como antiprotozoarios

e antimicrobianos.
1.2.2 NITROFURAL E SEU DERIVADO HIDROXIMETILADO

O nitrofural, NF (8) (Figura 4), foi sintetizado por Dodd e Stilman, em 1944, e
foi primeiro farmaco 5-nitrofuranico inserido na terapéutica, sendo largamente utilizado
na Segunda Guerra Mundial. Em 1969, Andrade e Brener indicaram que o NF
provocava a morte celular do T. cruzi (ANDRADE, 2000). Em 1988, Henderson e
colaboradores concluiram que NF apresentava capacidade de promover a inibicdo da
tripanotiona redutase, enzima especifica e que exerce importante funcdo na

sobrevivéncia do parasita.
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Figura 4- Estrutura quimica do nitrofural (NF, 8).

Trabalhos desenvolvidos por CHUNG e colaboradores, em 2003,
demonstraram que o derivado hidroxilado do nitrofural, NFOH, (9) (Figura 5)
apresentava atividade antichagasica superior do NF (8). Estes experimentos
realizaram-se in vitro nas formas amastigotas e tripomastigotas, em culturas de
células infectadas pelo T. cruzi. Outrossim, este derivado apresentou toxicidade
guatro vezes menor em relacdo ao NF, de acordo com o teste de mutagenicidade em
duas cepas de Salmonella typhimurium (TA98 e TA102) (SCARIM et al.,, 2021;
BOSQUESI, 2009; MELO, 2006; CHUNG; et al., 2003). E necessario enfatizar que o
NFOH se revelou mais ativo nas formas supracitadas, comparativamente ao

benznidazol, que é o farmaco empregado como referéncia.

Figura 5- Estrutura quimica do hidroximetilnitrofural (NFOH, 9).

Como jareportado, a acao bioldgica dos nitro-heterociclicos esta fundamentada
em processos de transferéncia de carga, o que abrange propriedade fisico-quimica
gue pode ser empregada na descoberta de novas entidades quimicas biologicamente
ativas ou também, no estudo de farmacos ja existentes para uma nova estratégia

terapéutica.



1.2.3 DIFERENCAS METABOLICAS ENTRE HOSPEDEIRO E O PARASITA

A pesquisa de novas alternativas terapéuticas deve ter como base o
conhecimento sobre a estrutura e 0os processos metabdlicos especificos do T. cruzi.
Neste sentido, os estudos comparativos entre 0 metabolismo dos tripanossomas e 0s
seus hospedeiros mamiferos constituem estratégia importante na insercao de novos
antichagasicos de forma racional. Considerando-se que a quimioterapia antichagasica
acessivel é de eficacia limitada, novas aquisicbes para um tratamento especifico
podem ser obtidas através de pesquisa de alvos em rotas bioquimicas seletivas para
os parasitas (ALVAREZ et al., 2021; GONZALES et al., 2021; CORTES-SERRA et al.,
2020; KRAUTH-SIEGEL, BAUER, SCHIRMER, 2005; URBINA, DOCAMPO, 2003).

Assim, diversos sistemas bioquimicos foram indicados como alvos terapéuticos
potenciais, entre os quais a enzima tripanotiona redutase (TR) (PAIXAO, PITA, 2019;
LO PRESTI etal., 2015; PITA, PASCUTTI, 2011). A TR foi descoberta em 1985, sendo
a flavoenzima responsavel pela defesa dos tripanossomas contra radicais livres. Essa
enzima esta presente unicamente em tripanossomatideos e promove a reducdo da
tripanotiona dissulfeto T(S)2 a tripanotiona ditiol T(SH)2 no interior do citoplasma
celular (Figura 6) (HARTMANN et al., 2017; LO PRESTI et al., 2015; PITA, PASCUTTI,
2011; KRAUTH-SIEGEL, BAUER, SCHIRMER, 2005). Estima-se que a forma T(SH)2
€ a principal forma do substrato e, quando consumida nas reacdes metabdlicas redox,
converte-se na forma de T(S)2, promovendo acumulo e afetando o equilibrio tidlico-
redox, e, por conseguinte, a vida do parasita (HARTMANN et al., 2017; LO PRESTI et
al., 2015; FAIRLAMB, 2001). Um dos aspectos notaveis da TR € que se constitui no
anico sistema de defesa antioxidante dos tripanossomatideos na neutralizacao de
espécies reativas de oxigénio, sendo responsavel pela manutencéo intracelular da
tripanotiona na forma ditiol (HARTMANN et al., 2017; LO PRESTI et al., 2015; PITA,
PASCUTTI, 2011).
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Figura 6-Reacdo catalisada pela enzima tripanotiona redutase: reducdo da
tripanotiona dissulfeto (TS2, 10) para tripanotiona ditiol T(SH)2, 11)
(MULLER et al., 2003).

Além de desempenhar uma atividade essencial para o parasita, outra
particularidade que torna a TR alvo terapéutico importante para o planejamento de
novos candidatos antichagasicos é sua significativa diferenca estrutural em
comparacao a glutationa redutase (GR), enzima com fun¢do analoga no homem. Com
inicio dos estudos em 1980, a GR tem sido amplamente pesquisada por Schulz e
colaboradores (HUNTER et al., 1992; BAILEY et al., 1993), que preconizam que a
funcdo de defesa celular no homem da-se pela glutationa na forma reduzida (GSH),
que é substituida, nos tripanossomideos, pela T(SH)2, (BEIG et al., 2015; ROMAO et
al., 2006), Figura 7.

espermidina

(n COO’
Glutationa dissulfeto Tripanotiona dissulfeto

Figura 7- Estruturas e glutationa dissulfeto (12) e tripanotiona dissulfeto (13). Destaca-

se a porcao espermidina da tripanotiona.
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As enzimas GR e TR pertencam a mesma familia de enzimas, as dissulfeto
oxido-redutases, exibem alta eficiéncia catalitica, elevada afinidade e exclusividade
por seus respectivos substratos, GSH e T(SH)z, respectivamente (BEIG et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2008; FAIRLAMB, CERAMI, 1992; HUNTER et al., 1992).

Comparativamente, é possivel notar, através do potencial eletrostatico nos
sitios ativos da GR e TR, que TR apresenta residuos que representam um sitio ativo
mais negativo e hidrofébico do que a da GR. Ademais, TR apresenta-se com um sitio
ativo com cavidades mais profundas (20 A de comprimento, 15 A de profundidade e
15 A de largura) (PITA, PASCOTI 2011). Nota-se pela Figura 8, por meio de mapas
de potencial eletrostatico, TR com regido mais destacada em vermelha, referindo-se
a uma por¢do com maior concentracao de elétrons do que em GR. Estas distin¢des

podem ser exploradas no planejamento de inibidores seletivos da TR.

Tripanotiona Redutase Glutationa Redutase

Figura 8-Representacdo da superficie de potencial eletrostatico das enzimas
tripanotiona redutase e glutationa redutase. O sitio ativo situa-se na fenda
da regido central das figuras (PITA, PASCUTTI, 2011).

Dados da literatura evidenciam que alguns compostos 5-nitro-heterociclicos,
entre eles NF (8), por meio de redugdo da acgéo de nitrorredutases inespecificas,
promovem a reducao do grupo nitro e, assim, formam intermediarios reativos capazes
de inibira TR (PATTERSON, WYLLIE, 2014; DIAS et al., 2009). Por conseguinte, esta
classe de compostos € um exemplo caracteristico de bioprecursor, visto que a sua

atividade biolégica da-se pela acéo de intermediarios reativos.
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Diante do mecanismo de a¢&o exposto, 0s compostos 5-nitro-heterociclicos sao
responsaveis pela inativacdo da tripanotiona redutase e se apresentam como
compostos promissores para o estudo e desenvolvimento de futuros candidatos a

farmacos antichagasicos.

1.2.4 ELETROQUIMICA DOS NITRO-HETEROCICLICOS COM ATIVIDADE
ANTICHAGASICA

Na perspectiva farmacéutica, os nitro-heterociclicos constituem uma classe
relevante de compostos biologicamente ativos, propiciando, dessa maneira, como
uma classe interessante na avaliacdo da sua acdo molecular como farmacos e/ou
candidatos a farmacos empregando em diversos métodos de analise (MAZZET]I et al.,
2018).

Esta classe de compostos continua a propiciar interesse no campo cientifico,
posto que Varios nitro-heterociclicos sdo produzidos para fins terapéuticos, como ja
destacado e, por conseguinte, sdo introduzidos em organismos vivos e metabolizados,
com implicacdo, na maioria das vezes, de processos redox (CHIAVASSA, CAMILO,
LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; CHIAVASSA, LA-
SCALEA, 2018; GOMEZ et al., 2017; BRITO et al., 2013; SQUELLA et al., 2008, 2007;
MANDAL, 2004).

O mecanismo de reducdo dos nitro-heterociclicos € complexo e bem

estabelecido, sendo que os derivados nitro radical anidnico (R-NO2* 7) e
hidroxilaminico (R-NHOH) s&o os principais intermediarios responsaveis pela
atividade biologica dessa classe de compostos (SANZ et al., 2021, CHIAVASSA,
CAMILO, LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; LIMA et al.,
2020; CHIAVASSA, LA-SCALEA, 2018; SERRANO, MARTINS, JULIAO, 2014; BRITO
et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2005; ANDRES, ECKMANN, SMITH, 2013; BOLLO et
al., 2010, 2003; SQUELLA et al., 2005 e 2007; JULIAO et al., 2005; YANEZ et al.,
2005; MANDAL, 2004; NUNEZ-VERGARA et al., 1995 e 1993).

E valido mencionar, que a espécie RNO2* ~ é altamente reativa e capaz de

danificar especialmente a TR do T. cruzi. Desta forma, entende-se que o RNO2*~

resultante do processo de biorreducéo in vivo desempenhe a funcao de desnaturar a
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TR, enzima vital para sobrevivéncia do parasita. (AGUIRRE et al., 2005; CHIBALE,
MUSONDA, 2003).

Diante de continuos estudos da avaliacdo do comportamento eletroquimico dos
nitro-heterociclicos é possivel identificar que o mecanismo de reducdo envolve série
reacOes de transferéncia de elétrons, que podem estar associadas a rea¢cfes quimicas
subsequentes.

Neste processo de reducéo dos nitro-heterocilicos, o grupo nitro pode receber
até seis elétrons na reducdo completa, conduzindo a formacdo do grupo amina
correspondente (reacbes de 1 a 4). Neste processo, observa-se a formacéo do
intermediario nitroso (R-NO) e hidroxilamina (RNHOH) (SANZ et al., 2021,
CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; CHIAVASSA, LA-SCALEA, 2018; BRITO,
FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; BRITO et al., 2013; SQUELLA et al.,2005, 2007;
BOLLO et al., 2010; HALL, BOT, WILKINSON, 2011; LA SCALEA, 1998):

R-NO2 + e R-NO2* ~ (1)
R-NO2* ~ + e+ 2H* —— R-NO + H20 (2)
R-NO + 2e +2H* —— R-NHOH (3)

Com o prosseguimento do processo de reducéo, o derivado hidroxilaminico &

convertido ao derivado amina (reacao 4), com o envolvimento de mais dois elétrons:

R-NHOH + 2e"+2H* — R-NH2 + H20 ()

Conforme indicado sobre o mecanismo de reacdo, ha indicios de que a

formacdo do par R-NO2/RNO2* ~, em reagdo com a participacdo de um elétron, é a
etapa chave para a atividade antichagasica observada dos derivados nitro-
heterociclicos (SANZ et al.,, 2021; CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021,
CHIAVASSA, LA-SCALEA, 2018; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; BRITO et
al., 2013; SQUELLA et al.,2005, 2007; BOLLO et al., 2010; HALL, BOT, WILKINSON,
2011).

Os meétodos eletroquimicos constituem uma ferramenta fundamental para a

elucidacdo dos mecanismos envolvidos na reatividade de nitro-heterociclicos, pois
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permite melhor entender as propriedades redox destes, assim como a reatividade dos
seus intermediarios reduzidos com macromoléculas alvos como DNA e enzimas
(ANDRES, ECMANN; SMITH, 2013).

Desse modo, pode-se indicar que as técnicas eletroquimicas se constituem em
excelente ferramenta para o estudo de farmacos eletroativos, que possuam como
particularidade a relacao entre a atividade biolégica e os processos de transferéncia
de carga. Dentre as diferentes técnicas eletroquimicas, destacam-se as técnicas
voltamétricas, que contribuem na deteccdo e identificacdo dos intermediarios
provenientes do processo de reducdo eletroquimica de nitro-heterociclicos (SANZ et
al.,, 2021; CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; CHIAVASSA, LA-SCALEA,
2018; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; BRITO et al., 2013; SQUELLA et al.,
2005, 2007; BOLLO et al., 2010; HALL, BOT, WILKINSON, 2011).

Com efeito, inUmeros trabalhos evidenciaram o comportamento voltamétrico,
de nitro-heterociclicos, em estudos como: relacdo estrutura-atividade em
antimicrobianos envolvendo o processo de reducdo polarografica de nitro-
heterociclicos, a determinacdo do coeficiente de particdo de moléculas bioativas
empregando a voltametria e o acompanhamento eletroquimico da modificacdo
molecular de compostos potencialmente ativos (SANZ et al., 2021, BRITO et al., 2013,
GOMEZ et al., 2017; BOLLO et al., 2010, 2003; LA-SCALEA, 1998; SQUELLA et al.,
2008, 2007).

Nos ultimos anos, diversos estudos a respeito do mecanismo de reducédo de
nitro-heterociclicos envolvendo técnicas eletroquimicas tém sido detalhados na
literatura, ressaltando o emprego da voltametria ciclica (VC) (SANZ et al., 2021;
CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; CHIAVASSA, LA-SCALEA, 2018; BRITO,
FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; LIMA et al., 2020; BRITO et al., 2013; SQUELLA et
al.,2005, 2007, 2008; HALL, BOT, WILKINSON, 2011; MOZO et al., 2011; BOLLO et
al.,, 2010). A VC pode fornecer rapidamente informacdes significativas sobre a
termodinamica e cinética de processos com transferéncia de carga.

Cumpre mencionar que inumeros adventos fisiolégicos importantes catalisados
por enzimas sdo baseados em etapas redox, existindo indicagbes experimentais de
gue, em muitos casos, 0s produtos provenientes de tais reacdes podem ser obtidos
empregando-se apenas os métodos eletroquimicos. O referido método, VC, vem

obtendo notoriedade nesta classe de compostos, pois permite explanar o processo de
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mecanismo de reducéo e aproximar as condi¢cdes do ensaio analitico com o produzido
via enzimatica. Além disso, a VC pode possibilitar o entendimento da formacao e da
cinética de estabilidade do nitro radical (CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2020;
BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020, BRITO et al., 2013; BOLLO et al., 2003;
NUNEZ-VERGARA, 1995 e 1993), correlacionando-as com a atividade bioldgica.

A reducdo dos nitro-heterociclicos pode ocorrer via dois processos distintos,
anaerobico e aerdbico. Independentemente da condicdo, a primeira etapa é a
formacéo do nitro radical com o envolvimento de um elétron no processo de reducao
(reacéo 1) (BOLLO et al. ,2010).

O nitro radical, em meio anaerébico, pode sofrer reacdes subsequentes
levando a formacéo dos derivados nitroso, hidroxilaminico e amino, apresentadas nas
reacoes 2, 3 e 4 respectivamente.

No entanto, o nitro radical formado, em meio aerdbico, pode sofrer processo de

re-oxidac&o e acarretar a formacéo do superdxido (02*7), como segue:

R-NO2* ™+ 02 R-NO2+ 02° ~ (5)
Na sequéncia, o grupo quimico O2* ~ pode ser transformado em peroxido de
hidrogénio, por acao da enzima superoxido dismutase (SOD), presente no hospedeiro,

etapa designada como ciclo fatil. Ademais, o superéxido pode formar outras espécies

reativas de oxigénio, como OH® que s&o prejudiciais as células dos parasitas
(MURPHY et al., 2011; WINTERBOURN, 2008).

Na perspectiva dos estudos eletroquimicos, a identificagdo do nitro radical
aniénico dependera de sua estabilidade, bem como da maior separacao entre 0s picos
do préprio radical, que corresponde a primeira etapa do processo de reducéo,

incluindo um elétron, e a etapa de deteccéo do derivado hidroxilaminico, que abrange

trés elétrons. A estabilidade do R-NO2*~ depende, sobretudo, do meio da reacéo e
assim, a constatacao do pico referente ao radical é propiciada em solu¢cdo com baixa
concentracdo ou auséncia de protons, meios aproéticos, mistura de solventes
(aproticos+ proticos) e em meio aquoso alcalino (proticos).

Em alguns trabalhos empregam-se N,N-dimetilformamida (DMF) e perclorato

de tetrabutilaménio (TBAP) em meio aprético como solvente e eletrdlito de suporte
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(ARGUELLO et al., 2006; BOLLO et al., 2003) e em outros utilizam-se liquidos iénicos,
que conforme a associacdo entre cations e anions, contribuem para maior
hidrofobicidade, o que também facilita a estabilidade do radical (LANE, 2012,
CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021). Vale realcar que a reducao voltamétrica
relacionada ao radical € reconhecida como mecanismo eletroquimico-quimico (EC),

que consiste em uma etapa quimica irreversivel, seguida do processo de transferéncia

de carga reversivel, propiciando o decaimento do R-NO2*~ mediante reacbes de
desproporcionamento (meio proético) ou dimerizacdo (meios aproticos ou mistos).
Nesse ambito, a estabilidade do nitro radical anidnico € mais bem expressa pelo
parametro razao de corrente, Ipa/lpc, no qual se revela a tendéncia de uma geragao
eletroquimica de espécies, isto €, anion de radical nitro, a sofrerem reacdes seguintes
(CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020;
OLMSTEAD, NICHOLSON, 1969; BRITO et al., 2013). Assim, valores para Ipa/lpc
igual a unidade indica auséncia de outras reacdes quimica, no entanto valores
menores que a unidade sdo caracteristicos para reacfes subsequentes do radical.

Portanto, os valores da razéo de corrente por meio da voltametria ciclica (VC) podem
ser empregados nos estudos da estabilidade de R-NO2*".Como mencionado

anteriormente, a deteccdo e estabilidade do R-NO2*~ podem ser representadas por
um mecanismo EC, em que uma primeira etapa eletroquimica € seguida por uma
reacdo quimica acoplada. Ademais, essa reacao quimica pode ser de primeira ou
segunda ordem, dependendo do tipo de composto nitro e a natureza do meio. Um
critério de diagndstico adequado para discriminar a ordem da reacao nesse processo

de EC envolvendo produtos quimicos acoplados é dado pela dependéncia do valor de
Ipa/lpc pela concentragdo de RNO2. A via mais comum para a maioria dos R-NO2*~ é
a de segunda ordem, na qual o aumento da concentragao do radical diminui os valores
de Ipa/lpc. A reacéo de desprorcionamento de segunda ordem pode ser descrita de
acordo com a reagéo 6:

2 R-NO3™ + 2H* R-NO2z + R-NO + H20 (6)

A VC fornece um procedimento adequado para avaliar as constantes cinéticas

das reac¢fes quimicas de segunda ordem. Olmstead—Nicholson descreveu uma teoria
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da voltametria ciclica para reacBes iniciadas eletroquimicamente de
desproprocionamento ou dimerizagdo. Usando esta abordagem, os valores de Ipa/lpc
obtidos experimentalmente a cada velocidade de varredura sao interpolados em uma
curva de trabalho que determina o parametro @, que incorpora os efeitos da constante
de velocidade, concentracdo do nitro-heterociclico e a velocidade de varredura. Um
grafico de w versus t resulta em relacao linear descrito por w= K2Ct sendo que Kz € a
constante de velocidade, C, concentracdo da espécie, e t = (Ex-Ew2)/v. No
desenvolvimento deste trabalho, apresentar-se-a4 aplicacdo detalhada desses
parametros. Determinam-se essas constantes, Kz, de diversos nitro-heterociclicos de
importancia biol6gica empregando-se a abordagem citada (CHIAVASSA, CAMILO,
LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; JULIAO et al., 2006:;
MANDAL, 2004; SQUELLA et al., 1999; NUNEZ-VERGARA, et al.,1995 e 1993).

Além disso, a natureza da superficie do eletrodo de trabalho também € outro
fator importante, que influencia na estabilidade do radical, bem como o sistema de
tratamento ou ativacdo de sua superficie nos eletrodos sélidos (BRITO et al., 2013;
LA-SCALEA et al., 2005; SQUELLA, BOLLO, NUNES-VERGARA, 2005). Alguns
trabalhos anteriores mostraram que o polimento no eletrodo de carbono vitreo
utilizando p6 de diamante produziu efeito similar ao observado em estudos em meio
aquoso, apés a remocado de alumina da superficie do eletrodo de carbono vitreo por
sonicacdo com etanol (LA-SCALEA et al., 2009, 2005). As comparacdes realizadas
com eletrodos de mercurio e de ouro reforcam este comportamento (MANDAL, 2004).
Como também demonstrado, o &nion do radical nitro ndo foi suficiente e cineticamente
estavel para produzir um par usando um eletrodo de mercurio em meio prético, mesmo
em pH alcalino (BOLLO et al., 2003). Em estudo realizado pelo nosso grupo de
trabalho, identificou-se que a suspensao de diamante favoreceu a estabilizacdo do
radical em meio aquoso, pois houve uma interface eletrodo-solucdo mais hidrofobica
do que quando se empregou a suspenséao de alumina (BRITO et al., 2013).

Merece realcar que uma ampla diversidade de eletrodos de trabalho tem sido
aplicada nas pesquisas sobre o comportamento eletroquimico de nitro-heterociclicos,
a se destacar eletrodos solidos como ouro, platina ou carbono. O emprego destes
eletrodos € justificado pelos intervalos de potenciais Uteis de trabalho que apresentam
em diversos solventes (CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; JASHARI et al.,
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2021; ABBAR, METI, NADIBEWOOR, 2020; KISS, KUNSAGI-MATE, 2019; BRITO et
al., 2013; STOILJKOVIC et al., 2012).

Existem varios tipos de carbono que podem ser empregados como eletrodos,
entre eles, grafite, carbono pirolitico, carbono vitreo, fibras de carbono, diamante e
outras formas alotrdpicas de carbono. Na condicao particular do grafite em po, este
pode ser empregado como pasta de carbono, sendo elaborado pela aglutinacao do
grafite com outros materiais tais como: 6leos ndo condutores, querosene, graxa de
silicone e parafinas (MANJUNATHA et al., 2021; JAYAPRAKASH et al., 2017; WANG,
2001).

O eletrodo de carbono vitreo (ECV) apresenta como principais caracteristicas:
resisténcia a atagues quimicos, alta estabilidade térmica, poros com pequenas
dimensdes. Ademais, € quimicamente inerte e relativamente de baixo custo (SUN,
ZHU, ZHU, 2007; DEKANSKI et al., 2001; LA- SCALEA, 1998). Dentre as vantagens
do eletrodo de pasta de carbono (EPC) podem-se mencionar a facilidade de
renovacao da superficie, pois, juntamente a pasta de carbono é possivel incorporar,
por exemplo, enzimas, cofatores, estabilizadores e nanoparticulas (MANJUNATHA et
al.,, 2021; PUSHPANJAL et al., 2021; KHAN, NORONHA, BANDYOPADHYAYA,
2016; VYTRAS, SVANCARA, METELKA, 2009).

No entanto, a viabilidade de modificacdo quimica na superficie dos eletrodos,
principalmente os de carbono, expandiu expressivamente a area de atuacdo das
técnicas eletroquimicas. Nesta conjuntura, a aplicacdo de biossensores e eletrodos
guimicamente modificados (EQM) vem se destacando na pesquisa de sensores
quimicos. A imobilizacdo de materiais biolégicos- enzimas, anticorpos, DNA, tecidos
vegetais e lipidios, entre outros, possui larga aplicacdo em farmécia e bioquimica, pois
tém permitido a exploracdo de distintos analitos de interesse, como farmaco e
intermediarios eletroativos. A modificacdo quimica de eletrodos é uma éarea de
interesse crescente em quimica analitica e em estudos de mecanismos. A utilizacao
de materiais especificos inseridos na superficie do eletrodo tem como propdsito alterar
o caréter fisico-quimico da interface do mesmo com a solucéo.

A referida modificacdo da superficie do eletrodo com materiais especificos tem
como intento modificar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo,

propiciando melhorias na performance dos sensores eletroquimicos.
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Outrossim, em eletroquimica, evidenciou-se que os EQM possuem vantagens,
frente aos eletrodos convencionais em muitos campos de atuagdo, que incluem
eletrocatalise e sensores eletroquimicos redox (ZHAI et al., 2021; MA et al., 2020;
LIMA et al., 2008; PEREIRA, SANTOS, KUBOTA, 2002; NASCIMENTO, ANGNES,
1998).

1.3 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Na década de 1970, o termo EQM foi estabelecido por Murray e colaboradores,
para caracterizar eletrodos com espécies quimicamente ativas devidamente
imobilizadas na superficie desses dispositivos (MOSES, WLER, MURRAY, 1975). A
finalidade dessa modificacdo é alterar a seletividade e reatividade do transdutor,
contribuindo no progresso de sensores com indmeros propositos, destacando-se a
catalise de reacgfes organicas, inorganicas, aumento de sensibilidade e seletividade
e, também, a na melhora na transferéncia de carga para as espécies de interesse
(BOUMYA et al., 2021; CARDENAS, FRONTANA, 2020; BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; CASTRO et al., 2020; WONG, 2014; PEREIRA, SANTOS, KUBOTA,
2002). Outro avanco com estes dispositivos é a alternativa de mimetizar eventos
biologicos, o que amplifica o entendimento a respeito dos mecanismos dos processos
guimicos e bioquimicos (WANG et al., 2021; KHUMNGERN et al., 2020; UPADHYAY
et al., 2020). Nos dias atuais, o desenvolvimento de novas arquiteturas moleculares
sobre os eletrodos solidos € campo de relevancia crescente nas areas quimica,
farmacéutica e ambiental.

O progresso cientifico favoreceu o desenvolvimento de uma abrangente
aplicacao de EQM. Devido a modificacdo na superficie do eletrodo, o reconhecimento
do analito em estudo dar-se-a mediante o agente modificador, ou seja, ha uma reacéo
ou interacao especifica entre o modificador e 0 analito de interesse, gerando um sinal
amplificado (CERNAT et al., 2015; PEREIRA, SANTOS, KUBOTA, 2002).

Para a elaboracdo de um EQM, um pardmetro importante € a definicdo do
material do eletrodo base, sendo que este material deve compreender propriedades
eletroquimicas adequadas e ser compativel com o meétodo de imobilizagdo
selecionado. Dentre os eletrodos de suporte mais empregados em estudos de EQM
estao ouro, platina e principalmente, ECV (PARAKOLLU et al., 2020; ANUAR et al.,
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2018; WANG et al., 2018; KIM, LEE, PIAO, 2017; LI et al., 2016; YIGITI et al., 2016;
Ll etal., 2014) e EPC (MARTINEZ-SANCHES, MONTIEL-GONZALES, RODRIGUES-
GONZALES, 2019; AZAB, 2019; GOPAL et al., 2018; ALI, SAJAD, 2016;
KALAMBATE, SRIVASTAVA, 2016). Dentre as principais peculiaridades relacionadas
ao ECV e EPC, estéo as de apresentarem excelente condutividade elétrica, térmica e
biocompatibilidade (PARAKOLLU et al., 2020; AZAB, 2019; WANG et al., 2018;
GOPAL et al., 2018; WONG, 2014; OISHI, 2009; PEREIRA, SANTOS, KUBOTA,
2002).

No desenvolvimento de EQM, busca-se explorar um modificador quimico ou
biolégico na superficie do eletrodo com o propdsito de se obter um dispositivo com as
vantagens mencionadas anteriormente e, também, para se eliminar a etapa de
polimento empregada comumente nos eletrodos sélidos tradicionais. E valido ressaltar
que existe outro fator importante, que é a escolha do método adequado para
imobilizacdo de materiais solUveis e insoliveis em eletrodos a base de materiais de
carbono. Os métodos de imobilizacdo mais comumente usados séo: (i) adsorcéo, que
se fundamenta na interacdo fisica do modificador na superficie eletrodica, que é
bastante empregada em ECV (PARAKOLLU et al., 2020; BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; LI et al., 2014), dada sua simplicidade e eficiéncia; (ii) ligacéo
covalente, em que o agente modificador liga-se a superficie do eletrodo
covalentemente, sendo possivel alterar e coordenar a reacdo entre 0S Qgrupos
funcionais na superficie eletrddica, (ii) homogeneizacdo em todo sistema eletrodico
que é empregada na obtencdo dos EPC, nas quais tém a combinacdo entre grafite
em po, agente aglutinante, podendo ser parafina ou 6leo mineral e a substancia
modificadora  (MARTINEZ-SANCHES, MONTIEL-GONZALES, RODRIGUES-
GONZALES, 2020; GOPAL et al., 2018; AZAB, 2019; ALI, SAJAD, 2016; WONG,
2014, PEREIRA, SANTOS, KUBOTA, 2002). A Figura 9 mostra os tipos de
imobilizacdo mais citadas e aplicadas na elaboracéo de EQM.

Entre o0s agentes modificadores mais pesquisados e empregados
presentemente, situam-se 0s nanotubos de carbono (NTC) como filmes ou compdsitos
(BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; KUMAR et al., 2019; KALAMBATE,
SRIVASTASA, 2016; HOLANDA et al., 2016; BRAHMAN et al., 2016; MADRAKIAN,
HAGHSHENAS, AFKHAMI, 2014; BABAEI, GARRET, DOWNARD, 2011; SQUELLA
et al., 2008; TROJANOWICZ, 2006).
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A utilizacdo de NTC em sensores eletroquimicos, impregnados aos ECV e
EPC, permite obter maior area superficial, amplificando o sinal analitico e algumas
vezes até eletrocatélise (BRAHMA et al., 2021; MARBANIANG et al., 2021, BRITO,
FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; MOHAMMADI et al., 2019; FATHIRAD et al., 2013;
MOKHTAR et al., 2012). Ademais, outra importante carateristica dos NTC é a de
impulsionar a transferéncia de elétrons com maior eficiéncia, aumentando a
reatividade eletroquimica dos produtos gerados na interface do eletrodo em virtude
dos carbonos de hibridizacédo sp? (BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; BRITO et
al., 2020; SAHIHAZAR et al., 2019; MOKHTAR et al., 2012; RIVAS et al., 2007).

EQM
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Figura 9- Tipos de imobilizacdo indicados na literatura (Adaptado de ZEN,
KUMAR, TSAI, 2003).

Também merece realcar as ftalocianinas metalicas (FTAL-M), que representam
materiais de grande interesse na area de sensores, pois podem atuar como
mediadores em sistemas redox e se adsorver eletrostaticamente sobre NTC (ERADY
et al., 2020; JILANI et al.,, 2020). O conjunto NTC-FTA-M pode apresentar efeito
sinérgico e ser altamente eletrocatalitico (GORDUK et al., 2021; KRASNOV,
IVANOVA, BRASNOVA, 2021; PRADHAN et al., 2020; SILVA et al., 2019; CHAUHAN,
KUMARI, 2007; HLAVICA, 2004). Verifica-se que o conjunto mencionado também

pode reduzir os problemas de envenenamento superficial e conceder maior
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estabilidade nos eletrodos base (PRADHAN et al., 2020; SILVA et al., 2019; KANTIZE,
BOOYSEN, MAMBANDA, 2019; RIBEIRO et al., 2016; WONG, 2014).

As propriedades e aplicacdes dos NTC e das ftalocianinas metalicas no
desenvolvimento de sistemas sinérgicos, em que a principal finalidade € aumentar a
sensibilidade dos sensores, serdo descritas a seguir. A Figura 10 indica
esquematicamente o EQM.

MEDIADOR
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Processo Etapa
Eletrodico Quimica

Figura 10- Representacdo esquematica do principio de acdo do agente modificador
de um eletrodo.

Assim, estes materiais se apresentam como alternativa suplementar de
modificacdo, que pode ser aplicada na construcdo de EQM para obtencdo de

sensores altamente sensiveis.

1.3.1 NANOTUBOS DE CARBONO

As pesquisas com nanotubos de carbono (NTC) iniciaram-se na década de
1950 (LIN et al., 2019; ALIM et al., 2018; ZHANG et al., 2016; ZARBIN, OLIVEIRA,
2013) e os estudos em nivel atbmico, por Sumio lijima, em 1991, destacaram-se esses
NTC como estruturas singulares, com caracteristicas eletrbnicas e mecéanicas
relevantes (IIJIMA, 1991).
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Os NTC sao constituidos por folhas de grafeno enroladas com formato de um
cilindro fechado nas extremidades, ligadas entre si com estruturas hexagonais,
hibridizacdo do tipo sp? e dimensdes nanométricas, constituindo uma cavidade interna
oca (LIN et al., 2019; ALIM et al., 2018; ZHANG et al., 2016; ZARBIN, OLIVEIRA,
2013). Esses nanomateriais possuem, regularmente, uma faixa de diametros de
poucos angstrons a dezenas de nan6metros e podem ter comprimentos superior a
300 nm (LIN et al., 2019; ALIM et al., 2018; ZARBIN, OLIVEIRA, 2013; GOODING,
2005), possuindo estruturas quimicas intensamente inflexiveis e resistentes a tensdes
mecanicas (LIN et al.,, 2019; ALIM et al., 2018; ZHANG et al.,, 2016; ZARBIN,
OLIVEIRA, 2013; WONG, 2010).

Os NTC estdo agrupados em dois principais conjuntos, os de parede simples,
consitituidos pelo enrolamento de uma Unica folha de grafeno (SWCNT, single walled
carbon nanotubes) e os de paredes multiplas (MWCNT, multi walled carbon
nanotubes), que compreendem trés ou mais nanotubos concéntricos enrolados sobre
si (KULAKOVSKAYA et al., 2021; MALEKI et al., 2020; LEE et al., 2019; ALHANS et
al., 2018; BELIN, EPRON, 2005), Figura 11. Dentre as principais caracteristicas dos
NTC estdo a boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e quimica, alta
resisténcia e elevada éarea superficial (ZANNOTI et al., 2016). Todas estas
singularidades conduzem os NTC a categoria de um material distinto e que pode ser
empregado na area de dispositivos eletroquimicos.

Estes materiais, quando aplicados no desenvolvimento de novas arquiteturas
eletroquimicas, devido a sua area superficial, permitem uma amplificacdo do sinal
analitico. Outrossim, NTC pode facilitar o processo de obtencdo de respostas
eletrocataliticas, por apresentarem um sistema da conducdo dos elétrons
diferenciado, que pode variar entre semicondutor e até metalico (LEE et al., 2019;
PASTRANA-MARTINEZ et al., 2013; HU, HU, 2009; MORAES, 2010).
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Figura 11- Representacao de (a) SWCNT e (b) MWCNT (SILVA et al., 2016).

No campo de pesquisa da Eletroquimica, os MWCNT séo frequentemente os
mais empregados frente aos SWCNT, pois permitem atividade catalitica para muitos
processos de transferéncia eletrénica, quando imobilizados na superficie de eletrodos
(CERNAT et al., 2015; CHOU et al., 2005). A funcionalizacdo dos NTC é de vital
relevancia, dado que contribui na eliminacdo de residuos e impurezas provenientes
do processo de sintese (RAHMAM, MOHAMED, SUFIAN, 2014).

O método mais empregado na funcionalizacdo de MWCNT é pelo emprego de
acidos inorganicos fortes ou pela mistura dos mesmos sob agitacdo e temperatura
ambiente. Este procedimento contribui para a melhorias na transferéncia de elétrons,
dispersdo em agua e em solventes, pois promove a insercdo de alguns grupos
funcionais, tais como hidroxilas e carboxilas nos NTC, e aumenta a estabilidade das
suspensdes (BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; CHOWDHRY et al.,, 2019;
RAHMAM, MOHAMED, SUFIANI, 2014; CHOU et al. 2005).

A funcionalizacdo garante, desta forma, excelente reprodutibilidade na
preparacdo do eletrodo modificado (BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020;
CHOWDHRY et al., 2019; MORAES et al., 2010; HAIDER et al., 2007). Outrossim, a
funcionalizagdo dos MWCNT acentua a atividade catalitica e facilita na imobilizagéo
de diferentes moléculas, como por exemplo as enzimas para o desenvolvimento de
biossensores (THAKKAR, GUPTA, PRABHA, 2019; KHAN, HUSAIN, BUSHRAR,
2017).
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Por essas raz0es, este tipo de material apresenta-se como uma alternativa de
modificador, que pode ser aproveitada na construcdo de EQM para obtencéo de
sensores altamente sensiveis. A Figura 12 indica com detalhes um possivel modelo da
estrutura de nanotubo de carbono funcionalizado. A insercéo de grupos carboxilicos
aos NTC devera ocorrer preferencialmente nas extremidades, pois é a regido de maior
imperfeicdo da rede hexagonal (A) (CASTRO et al.,, 2017; VIEIRA et al., 2007).
Procedimentos oxidativos, como, por exemplo, o emprego da solugcéo sulfonitrilica,
levam a distor¢cdes mais graves da rede hexagonal em decorréncia da remocao de
carbono na forma de monéxido de carbono (CO) e didxido de carbono (CO2). Assim,
grupos quimicos, que apresentam o atomo de oxigénio, como o grupo carboxilico,
podem ser incorporados aos NTC pelas vacancias formadas (B) (CASTRO et al., 2017;
VIEIRA et al., 2007).

O ponto C indica, também, outros tipos de altera¢des estruturais nos NTC, como
regides desocupadas, hibridizacdes sp? e ligacdes pendentes dos atomos de carbono
(CASTRO et al., 2017; VIEIRA et al., 2007). Além disso, outro modelo classico € o
defeito de Stone-Wales, dois pares de anéis pentagonais e heptagonais, cuja presenca
favorece as reacbes de adicdo as duplas ligacbes entre carbonos nas posicbes
proximas a este defeito (CASTRO et al., 2017; SHARMA, SAXENA, SKUKLA, 2012;
ZHAO et al., 2004).

Figura 12- Modelo da posicdo e insercdo de grupos carboxilicos em NTC, (A)
extremidade aberta de NTC com ligacGes pendentes sendo preenchidas
por grupos carboxilicos (-COOH), (B) vacancias contendo carbonos sp?
funcionalizados com grupos —COOH, (C) carbonos hibridizados em sp?,
(D) anéis de 5 e 7 membros, defeito de Stone-Wales (Figura adaptada de
HIRSCH, 2002).
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1.3.2 SENSORES BIOMIMETICOS

Os sensores biomiméticos (SB) representam a simulacdo e/ou a imitacdo da
arquitetura de sistemas bioldgicos, com propriedades similares ao proprio sistema que
foi imitado, promovendo formas artificiais, que podem copiar estruturas e funcoes
naturais (LAl et al., 2019; VOLKERT, HAES, 2014; IRSHAD et al., 2013). Assim, estes
sensores fundamentam-se nos principios de biologia, incluindo mecanismos e
funcdes, constituindo-se em ponto de partida na elaboracdo de novos dispositivos
sintéticos com funcdes e estruturas especificas (DING et al., 2020; LAI et al., 2019;
VOLKERT, HAES, 2014; KIM et al., 2005; SANTOS, CAVALHEIRO, 2014; WANG et
al., 2013). A proposta de SB tem sido largamente empregada no reconhecimento de
biomoléculas, em razdo do baixo custo e da facil elaboracdo dessas plataformas.

Na Figura 13 nota-se o crescimento de artigos cientificos publicados entre os
anos 1997 e 2020, com destaque para os trés ultimos anos, atingindo 1.115 trabalhos
cientificos publicados como resultado do crescimento exponencial ocorrido no
periodo, o que evidencia o grande atrativo da comunidade cientifica por este campo
de trabalho. Outrossim, no periodo mencionado existem, no total, 2.589 publicagdes.

Os SB permitem uma comunicagdo entre as areas da salde e a engenharia
aplicada, pois requerem o entendimento do funcionamento de um sistema biolégico;
todavia permitem inserir caracteristicas ausentes nos modelos vivos, garantindo
performance superiores aos sistemas naturais. Os processos biomiméticos, por sua
vez, admitem testes precisos para copiar e recriar estruturas e fungdes sem lidar com
a complexidade dos sistemas vivos. As metodologias de biomimetizag¢ao, por sua vez,
possibilitam ensaios capazes em reproduzir arquiteturas quimicas com atividades
similares aos sistemas vivos. Nao obstante, € fundamental realcar que ambos os
principios sdo elementos associados para o avanco tecnolégico (DING et al., 2020;
LAl et al., 2019; VOLKERT, HAES, 2014; VULLEVE, 2011).
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Figura 13- Numeros de trabalhos cientificos sobre sensores biomiméticos publicados
entre 1997 e 2020 coletados da base de dados Web of Science.

Entende-se que uma enzima artificial regula 0S mesmos sistemas
desempenhados pelo catalisador natural, mas nao obrigatoriamente seguindo a
mesma rota metabdlica (LAl et al., 2019; EGUILAZ et al., 2019; SOTOMAYOR et al.,
2006).

Os SB possuem maior robustez e tempo de vida frente os biossensores (EQM
em que o agente modificador € um agente bioldgico, tais como: enzimas, anticorpos,
DNA), pois ndo sofrem processo de desnaturagcdo como ocorre com o0 material
biolégico. Também, é valido mencionar que os SB possuem outras particularidades
interessantes, que permitem funcionalidades em inimeras matrizes, sob condigdes
adversas tais como: pequenas variacbes de temperaturas e pHs e a utilizagdo de
solventes organicos (LAI et al.,2019; EGUILAZ et al., 2019; HUANG et al., 2011;
MOREIRA et al., 2010).

Assim, considerando os progressos cientificos na aquisicdo desses sistemas,
aliados as capacidades tecnoldgicas presentemente desenvolvidas, facultam o
aprimoramento de novas arquiteturas de sensores, com a finalidade de simular as

propriedades dos sistemas bioldgicos, por meio de processos biomimeéticos. Para isto,
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uma das ferramentas mais adequadas é a aplicacdo de complexos com metais de
transicao, tais como a hemina, que € uma metaloporfirina, e as ftalocianinas, na qual
a atividade catalitica pode ser reforcada pela interacdo do carater eletrénico entre o
metal de transicdo com grupos quimicos do proprio complexo. Na literatura, tém-se
registros sobre a utilizagdo de complexos de metais de transicdo com aminoacidos,

com a finalidade de mimetizar enzimas da classe das nitrorredutases (GU et al., 2016).

1.3.3 NITRORREDUTASES E SEUS AGENTES BIOMIMETICOS

As nitrorredutases compreendem uma familia de enzimas que sé&o
responsaveis em promover a reducao do grupo nitro e recorrem a cofatores; FMN
(flavina mononucleotideo), FAD (flavina adenina dinuleotideo oxidado) ou NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) (NEPALI, LEE, LIO, 2019;
PATTERSON, FAIRLAMB, 2019; PATTERSON, WYLLIE, 2014; KOBORI et al., 2001;
BRYANT, DELUCA, 1991). Essas enzimas tém despertado grande intereresse em
razdo dos metabdlitos provenientes da biorreducdo in vivo dos nitrocompostos. As

nitrorredutases apresentam funcionalidade clinica, pois converte os nitrocompostos

em intermediarios reativos, como na formac&o de R-NO2* ~, que pode atuar na TR do
T.cruzi.

As enzimas nitrorredutases, que pertencem a classe das flavoenzimas, mediam
a transferéncia de elétrons na regulacdo de neurotransmissores e agentes
xenobidticos (HALL, BOT, WILKINSON, 2011). Muitas destas enzimas reagem
diretamente com o substrato, enquanto outras atuam intermediando o transporte de
elétrons.

Existem dois grupos de nitrorredutases, que sdo caracterizados
bioquimicamente: nitrorredutases do tipo | e Il. Estas enzimas do tipo | sdo atuantes
em condicfes anaerdbicas e promovem uma reducéo sequenciada do nitrocomposto,

transferindo um par de elétrons dos grupos NADPH ou NADH para o grupo nitro
(NO2), convertendo-o em intermediarios nitroso e hidroxilamina (XAVIER, et al., 2021;

ROLDAN et al.,, 2008; RACE et al., 2005). Por outro lado, as enzimas do tipo Il

catalisam o processo de reducdo em condicbes aerObicas, convertendo o
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nitrocomposto em nitro radical, R-NO2®* ~ (XAVIER, et al., 2021; ROLDAN et al., 2008;
RACE et al., 2005; SARLAUKAS et al., 2004).

Em mamiferos, ha algumas enzimas que desempenham fun¢des equivalentes
relativas as nitrorredutases do tipo I, como a xantina desidrogenase, mas nao
apresentam o dominio caracteristico desta familia. Outrossim, existem enzimas com
funcBes correlatas as nitrorredutases do tipo Il e que estdo presentes em inUmeros
organismos, principalmente em eucariotos, como citocromo ¢ oxidase e citocromo ¢
redutase-NAD(P) H (CCR) (HALL, BOT, WILKINSON, 2011; MERINO, VERGARA,
SQUELLA, 1999).

A CCR de mamiferos possui o grupo flavina como cofator no centro ativo
(MISKINIEN et al., 1998) e se apresenta com excelentes propriedades redox, quando
imobilizada no eletrodo de pasta de carbono (MERINO, VERGARA, SQUELLA, 1999).

No entanto, o emprego dessa enzima, com atividade catalitica especifica para
compostos nitro-heterociclicos, apresenta alguns problemas, entre eles: instabilidade
inerente, alto custo em sua purificacdo, fontes naturais limitadas e utilizacdo de
cofatores como NADH e NADPH (GU et al.,, 2016). Em vista disso, com estas
restricobes mencionadas, esforcos sdo dedicados na exploracdo de substituintes e
enzimas biomiméticas.

Os compostos biomiméticos, como ja referido neste trabalho, séo considerados
como estruturas que expressam atividade catalitica similar a da enzima natural. Com
o rapido desenvolvimento da nanotecnologia, 0os materiais de tamanho nanoescalares,
como o NTC, por exemplo, juntamente com complexos metélicos, tais como a hemina,
(WEI et al.,, 2014; SANTOS et al.,, 2013;) e ftalocianinas (WONG et al.,, 2019;
DEVASENATHIPATHY et al., 2015) podem ser identificados como candidatos
biomiméticos. Esses conjuntos podem agir como o sitio ativo de enzimas, com
desempenho semelhante, quanto a seletividade e sensibilidade. Além disso, as
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de enzimas mimetizando a atividade redutase
sao raramente encontradas na literatura (GU et al., 2016).

O emprego de ftalocianinas e porfirinas metalicas na elaboracdo de sensores
biomiméticos destaca-se como uma grande area de pesquisa a ser investigada, pois
estes desempenham melhorias na transferéncia de carga entre a superficie eletrodica

e o0 analito, propiciando analises eletroquimicas sensiveis e seletivas.
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Estas estruturas apresentam-se semelhantes as enzimas P 450, da familia das
oxido-redutases, e que atuam sobre diversos xenobi6ticos e farmacos. De uma forma
geral, as enzimas P450 apresentam um sitio ativo que é comum a todas elas, a

ferriprotoporfirina IX (Figura 14).

COOH COOH

Figura 14- Estrutura quimica da protoporfirina de ferro IX.

Por conseguinte, o uso de agentes mimetizadores € de grande destaque,
levando em consideracdo a seletividade propiciada por essas enzimas. Destarte, ha
registros de que grupamentos com organometalicos, como derivados de ftalocianinas
e porfirinas, sdo capazes de desempenhar a funcéo catalitica das enzimas
(ADEGOKE et al., 2020; MOHAMMED et al., 2020; WONG et al., 2019; SHU et al.,
2019; WONG, MATERON, SOTOMAYOR, 2014; SANTOS et al., 2013; CHAUHAN,
KUMARI, 2007; HLAVICA, 2004; GONG et al., 2003).

1.3.4 FTALOCIANINAS METALICAS E HEMINA

As ftalocianinas (FTAL) foram descobertas no inicio do século XX, por Brun e
Tcherniac, em Londres, correspondendo um subproduto da sintese da o-
cianobenzamida, empregando a ftalamida e anidrido acético como materiais de
partida (NASCIMENTO et al., 2013; PARRA et al.,, 2007). Esses materiais sao
estruturalmente semelhantes as porfirinas, pois possuem grupos macrociclicos

planares, com a presenca de 18 pares de elétrons T, deslocalizados. Quando
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apresentam uma espécie metalica, geralmente metais de transi¢cao, na regido central
da molécula, designa-se por metaloftalocianina (FTAL-M), Figura 15A. Esse arranjo
eletrbnico condiciona suas principais propriedades, como estabilidade quimica,
térmica, tornando-os adequados para emprego em diferentes areas cientificas
(PARRA, et al., 2007; NALWA, 2001), industria e medicina (OZDEMIR, et al., 2021,
SANTOS et al.,, 2020), bem como no desenvolvimento de sensores quimicos
(GOUDEN, NOMBONA, VAN ZYL, 2020, MOHAMMED et al., 2020; KUMAWAT et al.,
2015). Uma das inumeras aplicacbes das FTAL-M esta na area de sensores
biomiméticos para estudos da reducdo de oxigénio (BAKER, WILKINSON, ZHANG,
2008) e no emprego em outras reagdes redox, pois sado excelentes doadores de
elétrons (ZAITSEVA et al., 2020; WONG, LANZA, SOTOMAYOR, 2013; BONI et al.,
2011). A respeito da estrutura, a FTAL-M possui um complexo em anel com quatro
unidades de isoindol, ligados por &tomos de nitrogénio, aza, como pode ser observado
a Figura 15A. As FTAL sdo resistentes em meios acidos e bases fortes e, geralmente,
participam em reacdes de oxidacéo e reducdo com a manutencao da estrutura basica,
o que facilita, para muitas delas, atividade redox reversivel (LEVER, 1999).

Uma outra classe quimica com caracteristicas relevantes e semelhantes as
FTAL séo as porfirinas, como por exemplo a hemina (HEM).

A HEM, Figura 15B, metaloporfirina natural bem conhecida, que apresenta um
complexo cloro protoporfirina IX de ferro Ill, pode ser usada como um catalisador
biomimético redox, aumentando a sensibilidade do sensor eletroquimico (Figura 15B)
(RUY, FIGUEIRA, SOTOMAYOR, 2015, GU et al.,, 2015, WONG, MATERON,
SOTOMAYOR, 2014, SANTOS et al., 2013). Esse complexo se apresenta com quatro
grupos pirrélicos, ligados por pontes metinicas, (=CH), e que possuem no centro um
espaco adequado para acomodar o ion de Fe (lll) (RUY, FIGUEIRA, SOTOMAYOR,
2015). Outrossim, a HEM tem boa estabilidade e é relativamente de baixo custo (DE
GROOT et al., 2005).
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Figura 15- (A) Estrutura base das ftalocianinas metalicas e (B) hemina.

As FTAL-M e HEM sao agentes multifuncionais, que se adsorvem firmemente
em superficies de carbono e grafite em niveis de camadas organizadas. Além disso,
FTAL-M e HEM, quando em contato com a superficie do eletrodo podem exercer
atividade eletrocatilica e, consequentemente, tém sido objeto de estudo em varias
reacOes eletroquimicas, constituindo-se em interessante material para a construcao
de novos dispositivos eletroquimicos.

Todas as suas caracteristicas estdo associadas com a variacao do estado de
oxidacdo do metal de transicdo, acarretado pela sobreposicdo dos orbitais
moleculares, do tipo p, presentes no complexo (ROTH et al., 2010; GU et al., 2015).
Menciona-se que a transferéncia eletrénica € dependente do valor da carga do metal
coordenado no interior do macrociclo e da natureza dos substituintes do composto.
Desta forma, processos eletrocataliticos podem ser influenciados, facilitando ou néo
as reacoes redox.

As FTAL-M, principalmente de Fe (II), Cu (II), Co (ll), Mn (Il), e, também, a
porfirina, HEM, sdo conhecidas como agentes que catalisam uma diversidade de
reacoes redox. Estes complexos s&o reconhecidos por sua excelente atividade
eletrocatalitica em muitas reacdes, que sao dependentes do atomo central (PENG et
al., 2020; LIU et al., 2019; BUORO et al., 2017).

Assim, esses organometélicos sdo estaveis, atuantes em reacdes redox e
possuem estruturas quimicas correspondentes a protoporfirina IX, as quais, também,
tém funcdes especificas em muitos processos biologicos, tais como em clorofila e
hemoglobina (PENG et al.,, 2020; PARODI et al., 2020, LIU et al, 2019,
SHAHROKHINA, GHALKHANI, AMINI, 2009). Deste modo, essas estruturas podem,
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ser reconhecidas como agentes biomiméticos, que sdo capazes de substituir
adequadamente as proteinas bioldgicas, representando o sitio ativo das enzimas, com
semelhancas na sensibilidade e seletividade. (SHAHROKHINA, GHALKHANI, AMINI,
2009). Além disso, nos ultimos anos, ha niamero expressivo de relatos na literatura
envolvendo o emprego de ftalocianinas e hemina como modificadores biomiméticos
em sensores eletroquimicos em inspecdo de horménios, agrotéxico poluentes,
farmacos e poluentes ambientais (PENG et al., 2020; PARODI et al., 2020; WONG,
LANZA, SOTOMAYOR, 2010; BONI et al., 2010 e 2011; WONG et al., 2014; SANTOS
et al., 2013; DE GROOT et al., 2005; GENG, 2008).

Nesse cenario, 0 aproveitamento dessas moléculas no desenvolvimento de
novos sensores destaca-se como, excelente area na pesquisa cientifica a ser
explorada, porque estas estruturas podem contribuir na melhora da transferéncia de
carga entre o analito e a superficie do eletrodo, com a auséncia de uma molécula
biolégica, como nas enzimas, 0 que promoveria um aumento capacitivo na resposta
do eletrodo (PENG et al., 2020; PARODI et al., 2020; SHAHROKHINA, GHALKHANI,
AMINI, 2009).

1.3.5 SENSOR BIOMIMETICO MODIFICADO COM FTALOCIANINAS METALICAS E
HEMINA COM NANOTUBOS DE CARBONO

Os sensores amperométricos mendem a corrente da reacdo do analito na
superficie eletrédica em um determinado intervalo definido de potencial. Cabe
enfatizar que a performance desses sensores aumentou, sensivelmente, com o
estabelecimento dos EQM, e, principalmente, atuando como dispositivo biomimético.

Alguns materiais como as FTAL e HEM, ligadas ao NTC funcionalizados,
NTC-F, tém recebido atencdo apreciavel na area de eletroanalise, devido a
compatibilizac&o de propriedades interessantes para sensores eletroquimicos (QIN et
al., 2021; PENG et al., 2020, LIN et al., 2020; SU et al., 2020; LI et al., 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2015; DEVASENATHIPATHY et al., 2015; WONG, SOTOMAYOR,
2013, SANTOS et al.,, 2013, APETREI et al., 2013; MORAES et al., 2010,
OZOEMENA; NKOSI; PILLAY, 2008). Esses complexos metélicos adsorvem
firmemente sobre NTC e a outros materiais derivados de carbono (SU et al., 2020,

ZAGAL et al., 2012), o que favorece na elaboracdo de materiais complexos de NTC
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com FTAL e HEM para inimeras pesquisas, incluindo estudos de eletrocatalise (QIN
et al., 2021, LIN et al., 2020). Estes organometdlicos, possibilitam o aumento no
desempenho eletrocatalitico e a reducédo a resisténcia da transferéncia de carga, e,
guando combinadas com os NTC, podem proporcionar aumento de sensibilidade, os
que as torna apropriadas para aplicacdes mecanisticas e analiticas (SU et al., 2020,
ZAGAL et al., 2012, PILLAY, OZOEMENA, 2007). Ademais, tem-se demonstrado que
FTAL associada aos NTC proporciona melhoria na acéo fotocatalitica da luz visivel e
a oxidacao dos poluentes ambientais (WAN et al., 2015).

Estes sensores apresentam caracteristicas notaveis tais como: eletrocatalise,
facil preparacdo, elevada é&rea superficial, viabilidade na imobilizacdo de outros
modificadores (DNA, enzimas, organelas, polimeros condutores e nanoparticulas
metalicas, entre outros) e a perspectiva de miniaturizagdo torna este sistema com

relevancia sinérgica no emprego de sensores eletroquimicos.
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CAPITULO 2
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

O comportamento eletroquimico de compostos nitro-heterociclicos constituem-
se como campo de pesquisa de interface relevante com a quimica medicinal, uma vez
que o entendimento sobre os intermediarios detectados provenientes de reacdes
redox, podem ser importantes na compreensao da atividade biolégica dessa classe
de compostos.

A proposta deste trabalho foi potencializar a resposta eletroquimica, de
deteccdo dos metabdlitos provenientes de reducéo eletroquimica de NF, por meio de
eletrodos modificados, EQM, com substancias mimetizadoras as nitrorredutases.

Os EQM aumentam a sensibilidade e seletividade do sistema eletroquimico. A
partir de metodologia estabelecida, poder-se-a efetuar estudos paralelos com outros

derivados de mesma classe, gerando melhor entendimento, principalmente, sobre a

estabilidade nitro radical aniénico, R-NO,*~, que consititui em intermediario importante
na atividade biolégica dos compostos nitro-heterociclicos. Outrossim, com esses
dispositivos suprimi-se 0s processos exaustivos de polimento, entre as leituras, no
eletrodo de trabalho.

Desta maneira, tendo o protétipo NF, procurar-se-a estabelecer modelos que

possam contribuir com a possibilidade de detectar eletroquimicamente o radical R-

NO2°* ~ em meio aquoso usando EQM e voltametria ciclica (VC). Além disso, estudou-
se o comportamento do R-NO2*~ frente a sequestrantes de radicais, tais como
glutationa, oxigénio molecular e cisteina, na tentativa de compreender o mecanismo
de acao de NF in vivo.

Neste sentido, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica (VC), pois é uma
técnica relevante na caracterizacdo do comportamento eletroquimico de nitro-
heterociclicos com consequente formacao do nitro-radical anibnico, pois aspectos
cinéticos podem estar relacionados com a atividade biol6gica desses compostos.

Assim, porfirinas, como a hemina (HEM) e ftlalociacinas (FTAL-Cu e FTAL-Co)
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constituem-se em excelentes modificadores na aplicagdo dos sensores biomiméticos,
gue podem mimetizar a fungéo das nitrorredutases. Sabe-se que os NTC-F, quando
associado as substancias mencionadas, contribuem no aumento da sensibilidade.

A vista do exposto, este projeto de pesquisa propds a elaboracio e aplicacio
de sensores eletroquimicos utilizando eletrodo de carbono vitreo, como eletrodo base,
modificado por material nanométrico, NTC-F, juntamente com catalisadores, HEM e
FTAL, que visam mimetizar a enzima nitrorredutase, projetando a obtencdo de
sensores mais sensiveis e seletivos. No entanto, com a finalidade de confirmar a
atividade catalitica das fltalociacinas e da hemina, serdo necessarios estudos
posteriores com a enzima citocromo c¢ redutase-NAD(P) H, que é uma enzima

pertencente a classe das nitrorredutases imobilizada no ECV.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 OBJETIVO GERAL

O obijetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e avaliagdo das propriedades
de transferéncia de carga de nanotubos de carbono de paredes multiplas, modificados
com hemina e ftalocianinas metdlicas, a potenciais mimetizadores da enzima
citocromo c redutase-NADH, nitrorredutase, em eletrodo de carbono vitreo, em

estudos sobre o0 mecanismo de reducao do NF.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) MODIFICAR NO ELETRODO DE_CARBONO VITREO UTILIZANDO
NANOTUBOS DE CARBONO

> Funcionalizar e caracterizar o0s nanotubos de carbono,
comparativamente aos nao funcionalizados, com suporte das técnicas morfologicas:
microscopia eletrénica de varredura (MEV); espectroscOpicas: espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e Raman; estruturais:analise
termogravimétrica (TGA) e titulacdo potenciométrica.

> Definir pardmetros para a construgdo dos eletrodos modificados com

NTC, com destaque para os melhores agentes dispersantes e para a relagédo de
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massa entre NTC com o0s respectivos dispersantes e avalia-los por meio de
microscopia otica (MO).

> Caracterizar os eletrodos modificados a base de NTC (ECV-NTC-F e
ECV-NTC-N) e compara-los entre si e, também, com o ECV sem modificacdo
(ECV-SM) a partir das técnicas eletroquimicas de (VC) e impedancia eletroquimica
(EIE).

> Avaliar a resposta voltamétrica de NF frente aos eletrodos ECV-NTC-F,
ECV-NTC-N e ECV-SM, em meio acido e alcalino, com a identificacdo dos
intermediarios hidroxilaminico e nitro radical.

> Determinar as constantes de velocidade e os tempos de meia-vida para
o radical, no sistema ECV-NTC-F.

B) MODIFICAR O ELETRODO DE CARBONO VITREO UTILIZANDO HEMINA E
FTALOCIANINAS DE COBRE E COBALTO

> Modificar o ECV com FTAL-Cu, FTAL-Co ou HEM isoladamente, ou seja,

com a auséncia de NTC.

C) MODIFICAR O ELETRODO DE _CARBONO VITREO UTILIZANDO
NANOTUBOS DE CARBONO FUNCIONALIZADOS COM HEMINA OU
FTALOCIANINAS DE COBRE E DO COBALTO

> Caracterizar a morfologia e as possiveis interagdes dos compésitos
formados entre os nanotubos de carbono combinados com cada um dos complexos
metalicos, hemina e as ftalocianinas de cobre e cobalto, empregando a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), respectivamente.

> Definir a melhor estratégia de imobilizar os compdsitos na superficie do
ECV, empregando a técnica de drop casting em duas estratégias distintas: sistema de
tnica camada (SUC) e sistema de dupla camada (SDC).

> Definir o tempo ideal da dispersdo em ultrassom dos compositos
NTC-F-HEM e NTC-F-FTAL-Cu.
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> Investigar o comportamento voltamétrico de NF em meios
acido (pH: 4,02) e alcalino (pH: 9,05), nos sistemas ECV-NTC-F-HEM,
ECV-NTC-F-FTAL-Cu e ECV-NTC-FTAL-Co e comparar com ECV-SM.

> Aprofundar os estudos sobre a caracterizacdo, estabilidade e

reversibildade do par redox R-NO2/R-NO2* ~, formado pela reducdo de NF, nos
sistemas, ECV-NTC-F-HEM, ECV-NTC-F-FTAL-Cu, e comparar com ECV-SM e
ECV-NTC-F.

> Determinar as constantes de desproporcionamento e o tempos de meia-
vida do radical aniénico nos sistemas ECV-NTC-F(HEM e FTALCu) e comparar com
o sistema ECV-NTC-F.

> Analisar a influéncia de alguns sequestrantes de radicais como: oxigénio,
glutationa e cisteina, frente ao radical anidnico, em ECV-NTC-F-HEM,
ECV-NTC-F-FTAL-Cu e compara-los com os sistemas na auséncia dos sequestrantes
mencionados.

> Determinar o tempo de vida util dos sensores ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu.

> Definir o0 mecanismo na superficie dos sensores ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu na reducao de NF.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes empregados foram de pureza analitica. Todas as solucdes
foram preparadas com agua ultra pura, obtida do equipamento Master System,
sistema Millipore Milli-Q.

Nanotubos de carbono de parede multipla, nitrofural, ftalocianinas, cobalto (lI),
cobre (II), hemina, ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]), 6leo mineral, grafite, 1,3-
dioxolano e cloreto de potassio, cisteina, glutationa foram de procedéncia Sigma
Aldrich. Fosfato de so6dio monobésico, fosfato de sédio dibasico, hidréxido de sédio,
acido fosforico, acido nitrico, é&cido sulfurico, silica, acetona, dimetilsuféxido,

dimetilformamida, acetonitrila, etanol e metanol, de procedéncia Labsynth.

3.1.1 PREPARO DAS SOLUCOES UTILIZADAS

(@) Solucdes estoque de tampao fosfato 2,01 < pH < 10,04 (LURIE, 1978): As
solucBes estoque de tampéao fosfato foram preparadas a partir da mistura entre 2,90 g
de NaH2POs (fosfato de sodio monobasico) e 5,160 g de NazHPO4 (fosfato de sddio
dibasico) para 100 mL de &gua ultra pura. Para o ajuste de pH, empregaram-se
solucdes de hidréxido de sédio, NaOH 2,0 mol L, para pH acima de 7,0, e de &cido
fosférico, HsPO4 p.a., para valores abaixo de 7,0. O pH final de cada solugéo tampé&o
foi medido com eletrodo de vidro combinado conectado a aparelho medidor de pH

Metrohm, modelo 744, em temperatura ambiente.

(b) Solucédo estoque de 1,0 mmol L' de NF: A solucdo estoque do analito foi
preparada por dissolucdo direta de quantidade apropriada do reagente 5-nitro-2-
furaldeido semicarbazida (NF) em mistura (1:1) de N,N-dimetilformamida (DMF) e &gua
ultra pura com auxilio de ultrassom (40 KHz). A solucéo obtida foi estocada em frasco
ambar, para evitar degradacdo fotoquimica, e posteriormente conservada em

temperatura ambiente, por, no maximo, 1 més.
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(c) Solucéo estoque de 3,5 x 102 mol Lde cisteina e glutationa: As solucdes
3,5 x 102 mol L foram preparadas pela dissolucdo em quantidade apropriada de

L-cisteina e (Cis) e glutationa (GSH) em agua ultra pura.

3.2 MEDIDAS VOLTAMETRICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Methrom Autolab PGSTAT 30, Eco-Chimie, acoplado a um computador com o
programa GPES 4.3 para controle de potencial e obtencdo de dados. O programa
OriginLabTM, versao 8.0 foi utilizado para o tratamento de dados. Para essas analises
voltamétricas usou-se um sistema de trés eletrodos contendo um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCI,(KCi, sat), Pt como eletrodo auxiliar e carbono vitreo e pasta de
carbono como eletrodos de trabalho, que serdo modificados. Todos os experimentos
foram realizados em uma célula eletroquimica com volume de 20 mL, a temperatura

ambiente, com borbulhamento e saida de gas nitrogénio.

3.3 METODOS
3.3.1 FUNCIONALIZACAO DE NTC

O método de funcionaliza¢éo foi realizado segundo metodologia adaptada da
literatura (GUPTA, GUPTA, SHARMA, 2019; BUANG et al., 2012; CHIANG, HIAN,
CHANG, 2011; RAHMAM, MOHAMMED, SUFIAN, 2011), utilizando-se a mistura de
100 mg de nanotubos de carbono de paredes multiplas com 300 mL de uma solugéo
sulfonitrica (3 H2S04:1 HNOgs) concentrada. Essa mistura foi agitada por 24 h,
posteriormente centrifugada, retirando-se o sobrenadante e lavando-se com agua
ultra pura até a obtencao de solucdo em pH 7. Logo apés esta operacao, filtrou-se o
material lavado e secou-se em estufa por 6 horas a 70 °C. Apés o tratamento, obteve-
se o NTC funcionalizado com grupos carboxila (Figura 16). Nesse trabalho deve-se
ressaltar que foram avaliados outros procedimentos de funcionalizagéo de nanotubos,
sendo a metodologia com a utilizacéo de solucéo sulfonitrilica a que se mostrou com

os melhores resultados em EQM.
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H,S0O,: HNO,
(3:1)

Figura 16- Esquema representativo da funcionalizagdo dos NTC, com a incorporagéo

dos grupos de acidos carboxilicos.

3.3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E QUIMICA DOS NTC
3.3.2.1 Microscopia eletrbnica de varredura — MEV

As imagens dos NTC-F e NTC-N foram obtidas em equipamento Jeol modelo
JSM-6610 LV, sendo as amostras dispersas em metanol e tratadas em ultrassom por
15 minutos. Os materiais foram aplicados sobre a superficie de fitas dupla-face de
cobre, previamente coladas sobre o porta amostra. Em seguida, as amostras foram
secadas a presséao reduzida e metalizadas com ouro. A tensdo de aceleracgéo foi de
30 KV a 0,1 KV, resolugéo de 0,5 um (15 KV) e magnificacdo méaxima: 35.000 vezes.

Estes ensaios foram realizados no Nucleo de Instrumentacéo para Pesquisa e
Ensino (NIPE) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), campus Diadema.

3.3.2.2 Espectroscopia no infravermelho - FTIR

As amostras foram caracterizadas por FTIR no modo de refletancia total
atenuada (ATR), em equipamento Shimadzu IR Affinity-1. As amostras foram
condicionadas em dessecador, por 24 h. Realizaram-se varreduras na regido de 400 a

4000 cm*. Cada espectro foi acumulado 15 vezes, com resolucéo de 4 cm™.
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Estes experimentos foram realizados no Laboratorio Planejamento e Sintese de
Quimioterdpicos Contra Doencgas Negligenciadas (LAPEN) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (USP), campus Séo Paulo.

3.3.2.3 Andlise termogravimétrica-TGA

Os dados de analise termogravimétrica (TGA) foram obtidos em equipamento
Shimadzu DTG-60H, sob atmosfera de ar sintético (White Martins, 100 mL mint), com
taxa de aquecimento de 5 °C min‘, faixa de temperatura de 17 °C a 1001 °C. As analises
foram realizadas no NIPE, UNIFESP.

3.3.2.4 Espectroscopia Raman

Os resultados obtidos com espectroscopia Raman foram registrados em um
equipamento Renishaw Raman Imaging Microscope System 3000, acoplado a um
microscépio 6tico. Este ultimo foca a radiacéo incidente em uma area da amostra de,
aproximadamente, 1 um?2. O laser empregado foi o de He/Ne (632,8 nm), com poténcia
de 5 mW. Este experimento também foi realizado nas dependéncias do NIPE,
UNIFESP.

3.3.2.5 Andlise titulométrica NTC-F

A titulacdo potenciométrica foi realizada empregando-se uma micropipeta
monocanal de capacidade 100 pL, com adicdes de 10 puL a cada 100 segundos de
solucéo padrédo de NaOH, 0,0984 mol L', desde que o equilibrio estivesse estabelecido.
Adicionaram-se a célula potenciométrica, aproximadamente, 11,1 mg de NTC-F, e 20
mL de solucéo de KCI (0,10 mol L1). Os registros de pH foram realizados empregando
o potencidmetro Metrohm, modelo 744, em 25 °C. O volume do titulante correspondente
ao ponto estequiométrico foi determinado pela andlise da curva potenciométrica de
titulagéo, considerando a 1?2 e 22 derivadas calculadas e comparadas com o programa
CurTiPot, desenvolvido pelo professor lvano Gutz (CURTIPOT, 2009).

O conteudo de grupos acidos nas amostras foi determinado segundo a
Equacéo | (GONZALES-GUERRERO et al., 2008; HU et al., 2001):
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% COOH = (V xnx MM) x 100 (Equagéo I)

MnTc-F
em que: MM é a massa molar de &cido carboxilico (g), n € o nUmero de mols de NaOH,

V é o volume no ponto de equivaléncia (mL), mntc-F € a massa (g) do NTC-F.

3.3.3 PREPARACAO DAS DISPERSOES DE NTC

Inicialmente, os NTC-F e NTC-N foram mantidos em dessecador, com a
finalidade de garantir a auséncia de umidade. Posteriormente, empregaram-se 15 mg
de nanotubos (modificados e ndo modificados), dispersos em 5 mL nos seguintes
agentes dispersantes: acetona, acetonitrila, agua, 1,3-dioxolano, DMF, dimetilsuféxido
(DMSO), etanol e metanol. A dispersao foi realizada em banho de ultrassom no
intervalo de tempo de 15 minutos, suficiente para aquisicdo de uma suspensao
homogénea. Outrossim, realizaram-se testes com outras proporc¢oes entre os NTC e

0s agentes dispersantes

3.3.3.1 Caracterizacdo morfolégica das dispersdes dos NTC-F em ECV, empregando

microscopia 6ptica — MO

Os dados de microscopia 6tica (MO) foram obtidos em equipamento Olympus
SC 30, camera digital 3 Mpixels, com a finalidade de compreender a distribuicdo dos
NTC-F e NTC-N no ECV. Este ensaio foi realizado no Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo, supervisionado pela professora Silvia Helena Pires

Serrano.

3.3.3.2 Calculo da area ativa do eletrodo empregando ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-
SM

Empregou-se como analito uma solucdo de ferricianeto de potassio,
0,1 mmol L, pois o nimero de elétrons envolvidos neste processo reversivel do par
Fe(CN)s*/Fe(CN)s* é conhecido e igual a 1 e o coeficiente de difusdo para o
ferricianeto de potassio em solucéo de KCI 0,5 mol Lt é 7,76 x 10 cm?s? (SUBBIAH
etal., 2017; BAUR, 2007).
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Utilizou-se a técnica cronoamperométrica e os dados obtidos foram tratados e
através da Equacao de Cotrell (Equacéo Il) determinou-se a area eletroativa dos
eletrodos modificados: ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-SM. As condicdes
experimentais foram as seguintes: numero de pulsos de potencial (3): nivel (1)
potencial -0,1 V, duracéo: 0.2 s, tempo de amostragem: 0,05 s, nivel (2) potencial 0,2
V, duracao: 15 s, tempo de amostragem: 0,05 s, nivel (3) potencial -0,1 V, duracgéo:

0.2 s, tempo de amostragem: 0,05 s.

la = NFACDY? rY/2 t-1/2 (Equacéo II)
Sendo que: ld €, a corrente difusional (Ampere) no tempo t (segundos), n é o nimero
de elétrons, F é a constante de Faraday (Coulomb, C), A é a area do eletrodo (cm?),
C é a concentracdo das espécies (mol cm=) e D é o coeficiente de difusdo do analito

(cm?s™).

3.3.3.3 Caracterizacao eletroquimica de ECV-NTC-F, ECV- NTC-N e ECV-SM

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos: ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e
ECV-SM foi feita usando-se as técnicas de VC e a impedancia eletroquimica (EIE) com
sistema de trés eletrodos (como descrito anteriormente) em uma célula eletroquimica,
usando solucéo de 1,0 x 10 mol L'* de Fe(CN)e* e de 1,0 x 103 mol L't Fe(CN)s* em
meio de KCI, 0,1 mol L1, como sonda eletroguimica. Desta forma, utilizou-se 0 mesmo
equipamento citado no item 3.2, em medidas voltamétricas.

Os espectros de EIE foram obtidos em um intervalo de frequéncia com variacao
de 100 kHz a 40 mHz, com amplitude de 10 mV e com 10 pontos por década de
frequéncia. Os espectros de EIE foram analisados com o software de simulagéo Zplot
View (Scribner Associates). Este ensaio foi realizado no Instituto de Quimica da

Universidade de S&o Paulo, supervisionado pelo professor Lucio Agnes.
3.4 PREPARACAO DAS DISPERSOES ISOLADAS DE HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co
Para as dispersbes de HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co, na auséncia de NTC,

empregou-se a relacéo de 15 mg/5 mL entre esses modificadores com o solvente 1,3-

dioxolano por 15 minutos em banho de ultrassom.
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3.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL DOS NTC-F
COMBINADOS COM HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co

3.5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA- MEV E ESPECTROSCOPIA
NO INFRAVERMELHO- FTIR

As imagens dos NTC-F, combinados com HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co, obtidas
por MEV, seguiram-se 0s mesmos procedimentos conforme descritos no item 3.3.2.1.
Outrossim, para 0s ensaios de espectroscopia no infravermelho para esses compdsitos,
empregaram-se as metodologias de acordo com o item 3.3.2.2.

3.5.2 PREPARACAO DAS DISPERSOES DE NTC-F COMBINADOS COM HEM,
FTLA-Cu, FTAL-Co

Na preparacdo das dispersdes de NTC-F com HEM, FTLA-Cu e FTAL-Co
empregaram-se duas metodologias distintas. O primeiro procedimento seguiu-se em
misturar concomitantemente, 15,0 mg de NTC-F com 5 mg de HEM, FTLA-Cu ou
FTAL-Co e dispersou-se em 5 mL de 1,3-dioxolano com auxilio de uma sonda
ultrassonica por 15 minutos, mediante SUC. Conquanto, na outra metodologia
realizou-se a dispersédo individualizada de NTC-F e de HEM, FTAL-Cu, FTAL-Co,
através de SDC. Destarte, nesse segundo procedimento, realizou-se a dispersao em
frascos separados e mantendo as mesmas massas empregadas anteriormente. O
objetivo de empregar estratégias diferentes de disperséo foi investigar a melhor

técnica para obtencédo de um filme o mais uniforme e homogéneo possivel.

3.6 CONSTRUCAO DOS SENSORES ELETROQUIMICOS
3.6.1 PREPARACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Neste trabalho empregaram-se sensores modificados a partir de ECV
recobertos com filmes de NTC-F ou NTC-N, com ou sem HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co.
Primeiramente, o ECV foi previamente polido com suspensdo de diamante
(granulometria de 0,3 um) sobre feltro metalografico (Arotec S/A, Brasil) e,

posteriormente, lavada com agua ultra pura. Na sequéncia, o ECV polido foi imerso
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em solugdo tampao fosfato 2,03 < pH < 10,04, efetuando-se ciclos voltamétricos entre
os potenciais de -1,0 Ve + 1,0 V vs. Ag/AgCI,KClsat. , com velocidade de varredura de
100 mVs, até obtencédo de uma linha de branco reprodutivel.

Apos a etapa de limpeza e condicionamento do ECV, 5 uL das suspensdes com
NTC isolados (NTC-F e NTC-N), NTC-F combinados com HEM, FTAL-Cu, FTAL-Co
e grupos isolados de HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co, ou seja, com auséncia de NTC-F.
Essas suspensfes foram aplicadas sobre a superficie do eletrodo de ECV e secou-
se, a temperatura ambiente. Ap0s, essa secagem obtiveram-se 0s seguintes
sensores:

- ECV-NTC-F;

- ECV-NTC-N;

- ECV-NTC-F-HEM

- ECV-NTC-F-FTAL-Cu

- ECV-NTC-F- FTAL-Co

- ECV-HEM

- ECV-FTAL-Cu

- ECV-FTAL-Co

Na Figura 17, tém-se uma representacdo esqguematica dos sensores

projetados.

Secagem em temperatura ambiente

15 minutos em ultrassom
com 5 mL, agentes 5 uL
dispersantes

—

o 'w

Suspensfes: NTC-F, NTC-N, HEM, FTAL-Cu, FTAL-Co

Figura 17- Esquema representativo do preparo dos sensores.
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E valido acentuar, que na obtencdo da arquitetura dos sensores NTC-F
combinados com HEM, FTLA-Cu e FTLA-Co empregaram-se duas estratégias
distintas: deposicdo em Unica camada (SUC) e em dupla camada (SDC). A SUC
obteve-se por meio da dispersdo concomitantemente dos modificadores citados com
NTC-F em Unico sistema, e a SUD mediante dispersdes realizadas individuais entre
HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co e NTC-F, Figura 17. Na SDC, realizou-se primeiramente a
deposicao de NTC-F e posteriormente de HEM, FTAL-Cu e FTLA-Co.

3.6.1.1 Avaliacdo dos tempos das dispersdes

Avaliou-se por VC os tempos das dispersdes entre os sistemas de NTC-F
combinados com HEM e FTAL-Cu, de acordo com o item 3.5.2, empregando sistema
SUC. Esse ensaio realizou-se em solucdo tampao fosfato pH 4,02 e com NF
0,1 mmol L* na célula eletroquimica. Os tempos das dispersdes em banho de

ultrassom, 40 KHz, foram os seguintes: 1, 5, 7, 11, 15 e 18 minutos.

3.6.2 PREPARACAO DO ELETRODO A BASE DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADA COM NTC-F

Para este trabalho, a preparacdo dos sensores a base de pasta de carbono,
encontra-se em fase inicial de estudos. A pasta de carbono foi obtida a partir de
mistura de grafite em p6 e 6leo mineral em proporcbes de massa que serao
apresentadas no transcorrer desse trabalho. Por seu carater reversivel, realizaram-se
ensaios utilizando-se solucéo de ferricianeto de potassio 0,5 mmol L* em solucédo de
KCI 0,5 mol L%, como eletrélito de suporte.

A partir da melhor relacéo entre grafite e 6leo mineral, seguiu-se procedimento
adapatado para a modificagdo com NTC-F (WONG, SOTAMAYOR, 2013). Misturou-
se 34,0 mg de NTC-F a 87,5 mg de grafite em 1 mL de tampé&o fosfato pH 7. O material
foi homogeneizado com espatula e depois secou-se a temperatura ambiente (t.a.).
Posteriormente, utilizaram-se quantidades suficientes de 6leo.

Em etapa seguinte, os eletrodos foram montados preenchendo seringas de 1,0

mL, com as pastas e introduzindo uma haste de cobre para estabelecer o contato
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elétrico externo (Figura 18). No fim deste processo obteve-se o sistema EPC-FTAL Fe
Il.

Seringa de insulina

—

Haste de EPC-NTC-F

cobre

Figura 18- Esquema de construgéo do eletrodo de pasta de carbono modificado, (A)
haste de cobre no interior da seringa e (B) colocacdo da pasta e do
NTC-F.

3.7 ESTUDOS ELETROQUIMICOS DA IDENTIFICAGAO E ESTABILIDADE DO
NITRO RADICAL ANIONICO EM ECV-NTC-F, ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu

3.7.1 CALCULO DAS RAZOES DE CORRENTE DE PICO

Calcularam-se as razdes de correntes de pico anddica e catddica nos VC para
0 nitro radical aplicando-se a Equacéo Il (BARD, FAULKANER, 2001, BROWN,
SANDIFER, 1986; BRETT, BRETT, 1996).

(Equacéo llI)
Lo,

Iep

_ (), 0,485(h),
I'C,P IC'p

+ 0,086
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sendo: lap = (lap)o corresponde a corrente de pico anddica dos compostos em estudo
(LA), lcp = a corrente de pico catodica (HA) e (In)o a corrente medida no potencial de

inversao.

3.7.2 CALCULO DA CONSTANTE DE VELOCIDADE (K2) E DO TEMPO DE MEIA-
VIDA (tu2) PARA A REACAO DE DESPROPROCIORNAMENTO

Empregou-se o modelo tedrico desenvolvido por Olmstead-Nicholson (1969),
definiu-se uma curva de trabalho com a equacéo de ajuste: y= 0,0116 x> — 0,124 x +
0,0995 (R= 0,999) em que y= Ipa/lpc e x= w. Para a esfericidade do eletrodo de
trabalho considerou-se zero (p = 0,0, eletrodo planar). A interpolacdo da relagéo dos
valores de Ipa/lpc foi obtida a partir de voltamogramas experimentais, nas derivacdes
da curva de trabalho para a determinacdo do parametro w, que inclui os efeitos da

constante de velocidade, concentracdo do analito e da velocidade de varredura. O

grafico entre w e t resultou em uma relacao de ajuste linear descrito pela Equacéo IV:

w=k2C1 (Equacéo 1V)
em que: @ parametro cinético obtido graficamente pelas razdes de corrente, ko a

constante de velocidade da reacdo de decomposi¢cdo do nitro-radical anidnico

(L molt st), C a concentracdo da espécie quimica em solugdo (mol L%),
T = (E1w2 - Ea)/v, na qual Ex2=Ep2 +0,0285/n, Ex 0 potencial de inversao em voltametria

ciclica e v a velocidade de varredura. Definiu-se o valor do potencial de inversao

considerando-se a menor influéncia do segundo pico catédico. Estimaram-se 0s

valores de k2 a partir da relacdo linear estabelecida entre @ em funcéo de 7.

Com a definicdo dos resultados de k2, avaliou-se a estabilidade do radical nitro
pelo calculo de meia-vida, Equacéo V.

tz = 1/[R-NO2° "] ko (Equacéo V)

em que: t12 é o tempo de meia-vida do nitro radical (s), [R-NO2* ~ ] a concentracgéo

do radical proveniente de NF em mol L.
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3.7.3 ESTABILIDADE DO NITRO RADICAL ANIONICO FRENTE AOS
SEQUESTRANTES DE ELETRONS

Avaliou-se a interacao do nitro radical proveniente do processo de reducao de
NF frente aos seguintes sequestrantes eletrdonicos, cisteina, glutationa e oxigénio,
utilizando VC. A célula eletroquimica continha 1,0 mmol Lt de NF em 10 mL de
tampao fosfato pH 9,05 e foi desaerada por 15 minutos com gas nitrogénio, N2.

Para os estudos empregou-se oxigénio molecular (O2), com fluxo de
1 mL min! nos intervalos de tempo de 5 e 10 minutos. Apés cada nova leitura com O2
em intervalos de tempos estudados, O2foi novamente purgado na célula.

Determinou-se para cada sequestrante eletrénico os valores das constantes de

velocidade (K2) e os tempos de meia-vida (t12) dos radicais, conforme o item 3.7.

3.8 OTIMIZACAO DA RESPOSTA DOS SENSORES: ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu

Nas medidas eletroquimicas em VC verificou-se o tempo de vida dos seguintes
sensores biomiméticos ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu. Apdés a preparacdo
de cada um desses sensores, realizaram-se ensaios por um periodo de 11 dias com
0S mesmos sensores, sem nenhuma espécie de polimento, em solucdo de NF
0,1 mmol L, tampéo fosfato pH 4,02. Em cada dia, realizaram-se 5 leituras, sendo
que para cada leitura, lavou-se apenas a superficie do mesmo eletrodo empregando
agua desionizada. Outrossim, mantiveram-se 0s sensores guardados em dessecador,
silica como agente desumidificante, na posicao vertical, apoiados em uma placa de

isopor.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MODIFICACAO NO ELETRODO DE CARBONO VITREO UTILIZANDO
NANOTUBOS DE CARBONO

4.1.1 EFEITOS DA FUNCIONALIZACAO QUIMICA NOS NANOTUBOS DE
CARBONO

Os NTC constituem materiais que exibem particularidades eletrénicas de
grande destaque, sendo que podem ser utilizados na elaboracao de distintos tipos de
dispositivos, prinicipalmente como sensores biolégicos, eletroquimicos e emissores
de elétrons (DRESSELHAUS, DRESSELHAUS, JORIO, 2008). A etapa de
funcionalizacdo quimica dos NTC permite aumentar a potencialidade do emprego
desses nanomateriais. Os NTC funcionalizados podem se apresentar com
caracteristicas significativamente diferentes dos NTC n&o funcionalizados e isto pode
ser investigado no campo de sensores eletroquimicos. A referida funcionalizacéo
produz defeitos no corpo dos tubos, diminui comprimento e diametros e propicia a
insercao de grupos funcionais, principalmente, por acidos carboxilicos, que se anexam
as bordas e aos defeitos dos NTC. Além disso, a aplicacdo de NTC puros € muito restrita
e dificil devido a natureza hidrofobica e a baixa dispersibilidade em solucéo
(RATHINAVEL, PRIYADHARSHINI, PANDA, 2021; GUPTA, GUPTA, SHARMA, 2019;
BUANG et al.,, 2012; CHIANG, HIAN, CHANG, 2010). Outra questao critica é o
agrupamento dos NTC, pois a forca de Van der Waals provoca atragéo entre si, uma
vez que o espaco entre os tubos é fechado (RATHINAVEL, PRIYADHARSHINI,
PANDA, 2021; GUPTA, GUPTA, SHARMA, 2019; LIN et al., 2019; YANG et al., 2015;
BUANG et al.,, 2012). Além disso, os NTC funcionalizados possibilitam a melhor
interagdo com outras substancias de naturezas diferentes, tais como: complexos
metalicos, farmacos e até mesmo com DNA, virus e bactérias (GUPTA, GUPTA,
SHARMA, 2019).

Existem inimeros processos de funcionalizagéo de NTC, destacando-se, entre

eles, funcionalizagdo por meio de acidos inorganicos, através da mistura de acidos



52

sulfarico, H2SO4 e nitrico, HNO3z (3:1) (RATHINAVEL, PRIYADHARSHINI, PANDA,
2021; GUPTA, GUPTA, SHARMA, 2019; RAHMAN, MOHAMED, SUFIANI, 2014,
BUANG et al., 2012; CHIANG, HIAN, CHANG, 2011; VIEIRA et al., 2007). Neste
trabalho com o emprego da propor¢cdo mencionada, obteve-se 85,5% de material
recolhido. No entanto, variaram-se as propor¢des entre os acidos mencionados,
aumentando a concentracdo de HNOs. Desta forma, estabeleceu-se as proporcdes de
2:1 e 1:1 entre H2SO4 e HNO3, com rendimento de 70,1% e 60,5%. Esses valores sé&o
menores, quando comparado com a propor¢ao 3:1. Ademais, o aquecimento em todas
as proporg¢des acarretou no consumo por completo do NTC e que, 0 mesmo pode estar
associado a transformacéo dos NTC em compostos gasosos, tais como mondxido de
carbono e géas carbbnico. Por esta razdo, empregamos na continuidade do trabalho a
proporgéo 3:1 de H2SO4: HNO:s.

Destarte, a funcionalizacdo tem a finalidade de originar meios para que exista
transferéncia eletrdbnica nas paredes e extremidades dos NTC, criar meios
energeticamente favoraveis para a deposicdo de moléculas nos NTC e torna-los
hidrofilicos, a fim de facilitar o seu emprego em suspensfes de solventes polares.
Outrossim, a estratégia da funcionalizacdo dos NTC pode lhes atribuir carater mais
eletrocatalitico e condutor e esses efeitos serdo avaliados a partir dos resultados a

seqguir.

4.1.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL DOS NTC

4.1.2.1 Microscopia eletronica de varredura- MEV

Nanotubos de carbono de parede multipla podem ser facilmente observados
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com o propésito de obter informacdes
quanto a distribuicdo, ao alinhamento e a morfologia. Contudo, a aplicacdo dessa
microscopia ndo permite determinar os diametros de quaisquer sistemas estudados.
Utilizou-se a técnica de MEV nas amostras de NTC-N e NTC-F, Figura 19A e 19B,
respectivamente.

Na Figura 19A, nota-se em NTC-N a tipica estrutura em forma de “flocos”,
caracteristica dos NTC, em razédo das inumeras interacdes de Van der Waals entre
cada tubo. Além disso, em NTC-N é possivel observar que nédo ha alinhamento e que

os tubos nado estdo totalmente retos, apresentado muitas curvas que acabam por
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entrelaca-los uns com os outros. Conquanto, NTC-F, Figura 19B, constata-se
estrutura em “fio”, que € caracteristica da funcionalizagdo. Assim, € possivel identificar
pela Figura 19B, que o tratamento acido melhorou o arranjo dos NTC para estruturas
menos aglomeradas dos NTC. Esse fato permite-nos concluir que a funcionalizacéao
contribuira para a melhor dispersibilidade, pois os NTC-F apresentam estruturas
menos empacotadas. Ademais, esse tratamento, também, permite a diminuicdo da
hidrofobicidade em NTC, pois ha introducdo de grupos funcionais hidrofilicos. Assim
sendo, essas modificacdes estruturais, juntamente com a insercdo desses grupos
reportados, permitem melhorar acentuadamente o desempenho eletrocatalitico e
condutor dos NTC (QIAN et al.,, 2021; RATHINAVEL, PRIYADHARSHINI, PANDA,
2021; SAIKIA et al., 2020; SHIRAZI et al., 2011).

Para complementar, o estudo de MEV, quanto aos aspectos morfoldgicos,
estruturais e grau de pureza de NTC, empregaram-se outras técnicas, entre as quais:
andlise termogravimétrica, espectroscopias Raman e infravermelho com a

transformada de Fourier (FTIR).
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(B) NTC-F.

4.1.2.2 Anélise termogravimétrica — TG

A analise termogravimétrica (TG) € uma técnica comumente empregada em
estudos de nanomateriais, com a proposta de avaliar a estabilidade térmica de
materiais, reacdes de decomposi¢do, homogeneidade e o grau de pureza. Em TGA

determina-se a massa do analito em uma atmosfera controlada e registra-se
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continuamente em funcdo da temperatura (HOLLER, SKOOG, CROUCH, 2009). Com
essa técnica, obtém-se duas curvas importantes, que sdo: TGA e DTGA. A curva TGA
expressa a porcentagem em queda de massa em funcéo da temperatura da amostra e
a DTG indica a primeira derivada da variagcdo de massa (m) em relacdo ao tempo
(dm/dt). Outrossim, a curva DTGA € expressa em forma de pico de inflexdo e indica
temperatura de decomposicao, que é caracteristica de uma determinada substancia.

Em estudos com NTC, TG é utilizada para caracterizar a pureza, pois a cada
pico formado esta associado uma determinada substéncia. Por meio das curvas
termogravimétricas é possivel identificar a presenca de carbono amorfo e particulas de
grafite, como impurezas dos NTC (DA SILVA, 2014; MEDJO, 2013). Dados da literatura
indicam que a temperatura de oxidacédo de carbono amorfo se da aproximadamente,
em 330 °C (DA SILVA et al., 2014, KITYANAN et al., 2000) e que a temperatura de
625 °C se refere aos NTC com paredes mdltiplas (DA SILVA et al.,, 2014; SERP,
CORRIAS, KALCK, 2003). Alguns trabalhos mostram que os métodos de
funcionalizacdo em NTC podem corromper a morfologia e danificar a estrutura e
propriedades do material, levando até a decomposicdo completa deles (ZHANG et al.,
2003). Dessa forma, a TG possibilitou o estudo qualitativo e quantitativo das diferentes
fases presentes nas amostras (propor¢cdo massica relativa de NTC, outras formas de
carbono e impurezas metalicas), determinando o seu grau de pureza antes e apos 0
processo de funcionalizacao.

A Figura 20 apresenta as curvas DTGA e TGA para as amostras NTC-N e
NTC-F, sem diferencas significativas. Nota-se um Unico pico, que representa a perda
de massa (TGA) registrado em torno de 622 °C, correspondendo ao valor de referéncia
da literatura (DA SILVA et al., 2014: SERP, CORRIAS, KALCK, 2003) para os NTC
(625 °C). Portanto, é possivel afirmar que o material descrito acima € homogéneo, ndo
apresentando carbono amorfo, impureza frequentemente encontrada nos NTC. Além
disso, foi observada ligeira reducdo da temperatura para a degradacéo térmica maxima
do NTC-F, indicando que sua estabilidade foi reduzida. Esses efeitos podem ser
decorrentes da presenca de grupos funcionais, uma vez que a decomposi¢ao se iniciou
preferencialmente nos locais em que estes foram ligados (DA SILVA et al., 2014; SERP,
CORRIAS, KALCK, 2003) promovendo aceleracéo da taxa de decomposi¢céo dos NTC.

A partir desses estudos de analise termogravimétrica (TGA e DTGA) foi possivel

estimar o grau de pureza dos NTC das amostras, Tabela 1, nos quais ndo foram
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observadas diferengas significativas entre o NTC-N e o NTC-F. Como pode ser visto na

Tabela 1, os niveis de pureza para ambas as amostras sdo proximos entre si,

mostrando que a funcionalizacdo promoveu um ligeiro aumento na pureza, sendo o

NTC-F 1,75% mais puro. Vale ressaltar que a diferenca para 100% indica a presenca

de alguma particula metélica como impureza dentro dos NTC (DA SILVA et al., 2014).

No entanto, seu valor ndo é significativamente comparativo a presenca da quantidade

de carbono.
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Figura 20- Analise termogravimeétrica de NTC, sendo (A) curva de perda de massa de

NTC- F, (B) derivada da curva termogravimétrica de NTC-F, (C) curva de

perda de massa de NTC- N, (D) derivada da curva termogravimétrica de

NTC-N.

Tabela 1- Porcentagem da massa residual e temperatura maxima de decomposicao de

NTC-F e NTC-N.
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Amostra Perda de massa Temperatura maxima de
residual (%) decomposicéao (°C)
NTC-F 98,27 618,86
NTC-N 96,52 626,35

4.1.2.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica fundamental na caracterizacdo
estrutural de NTC, pois todas as formas alotropicas de carbono, tais como: carbono
amorfo, grafeno, fulereno, diamante e nanotubos de carbono sdo ativas nessa
espectroscopia (SHI et al., 2020; ANDRADE et al., 2015; LOBO, 2005). Além disso, a
posicdo, largura e intensidade relativa das bandas séo caracteristicos da forma de
carbono (SHI et al., 2020; ANDRADE et al., 2015; LOBO, 2005). Quando a energia de
excitacdo compreende a faixa do visivel, os espectros Raman dos materiais derivados
de carbono apresentam picos caracteristicos entre 1000 e 1800 cm™. Para os NTC,
normalmente sdo encontradas duas bandas nesta faixa, usualmente chamada de
banda D (desordem), em torno de 1340 cm® e G (grafite, associados aos NTC
perfeitos), compreendida na faixa de 1500 a 1600 cm™ (SAITO et al., 2011; LOBO,
2005). Alguns trabalhos demonstram que os métodos de funcionalizagdo podem
comprometer as propriedades do material, pois pode levar a decomposicdo completa
dos NTC (ZHANG et al., 2003).

Destarte, usou-se a espectroscopia Raman para a caracterizacdo das amostras
quimicamente tratadas e ndo tratadas, com a finalidade de analisar alteragbes nas
propriedades eletrénicas e morfologicas dos materiais apés a funcionalizacao.

O estudo de caracterizagcéo para cada amostra, NTC-N e NTC-F, apresenta-se
na Tabela 2, com os valores das bandas D e G e na Figura 21 e 0s respectivos
espectros de Raman.
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O primeiro registro de banda foi observado em torno de 1330 cm-* para ambas
as amostras, 0 que pode estar associado a desordem relacionada a presenca de
defeitos ou ligacdo quimica com alguma molécula (ANDRADE et al., 2015; GOYANES,
2007). Além disso, verificou-se que a banda D foi mais intensa no NTC-F, demonstrando
que a funcionalizacdo promoveu maior nimero de defeitos na rede hexagonal dos NTC,
0 que possibilitou a interacdo entre os grupos acidos formados com os NTC. Por outro
lado, a banda G menos intensa esta associada ao aumento do teor do carbono de
hibridizacdo sp? entre carbonos nas dire¢ées tangenciais a superficie dos NTC. Essa
banda esta relacionada a atividade eletronica dos NTC, uma vez que esta é sensivel &
transferéncia de carga (ANDRADE et al., 2015; GOYANES, 2007). Assim, essa banda
€ mais intensa em NTC-F frente a NTC-N, corroborando que a funcionalizacdo
aumentou o carater condutivo dos NTC. Vale ressaltar, também, que a funcionalizacéo
nao gerou sinal adicional para os NTC e que a razao das intensidades das bandas, Io/lc
(11/12) foi menor para NTC-F. Esse parametro, Io/lg, relaciona-se ao aspecto de
cristalinidade dos NTC e, valores maiores que 1 € indicativo de NTC de multiplas

paredes.

Tabela 2- Numero de ondas e a relacdo entre as intensidades das bandas 1 e 2 de

NTC-F e NTC-N
Amostra Banda 1 (cm™): Banda 2 (cm™): Relacao li/l2
Banda D Banda G
NTC- F 1332,3 1602,5 14

NTC - N 1323,5 1602,5 1,7
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Figura 21- Espectro Raman das amostras de NTC: (-) NTC-F e (-) NTC-N.

4.1.2.4 Espectroscopia no infravermelho — FTIR

Na Figura 22, apresentam-se 0s espectros no infravermelho com transformada
de Fourrier (FTIR) de NTC-N e NTC-F. Na Tabela 3, tém-se atribuicbes das bandas
registradas. Notam-se pela Figura 22, diferencas significativas entre os respectivos
espectros. Verifica-se que na amostra funcionalizada, NTC-F, h& o aparecimento de
distintas bandas frente ao NTC-N, decorrentes do processo da funcionalizagdo. As
Unicas excec¢des sdo as bandas em 2.400 cm™ e 1191 cm™, referentes a presenca de
gas carbbnico adsorvido nas amostras e a tipica deformacéo referente a ligacdo C=C,
respectivamente.

No entanto, observam-se, em NTC-F, as bandas em 3421 cm™ correspondente
ao estiramento do grupo hidroxila. A banda em 2902 cm corresponde aos carbonos
alifaticos (—CH2-CHs), possivelmente pela liberacdo dos carbonos apds o ataque de
ions oxidativos aos anéis do NTC, indicando possiveis defeitos formados nas suas
paredes (PORTO et al., 2018; MACIEJEWSKA et al., 2014; GOYANES et al., 2007).
A banda em 1751 cm pode ser atribuida a grupos carbonila (C=0) de &acidos
carboxilicos). Merece destacar outro processo importante que aparece depois da
etapa de funcionalizacéo, identificado na banda em 1191 cm, correspondente a

deformacéo do grupo C-O. O aparecimento dos grupos carboxilicos, que se ligam nos
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NTC, é em razdo da funcionalizagdo em meio a mistura de &cidos oxidantes.
(GOYANES et al., 2007; ZHANG et al., 2003).

Outrossim, evidenciou-se a presenca de grupos carboxilicos em NTC-F pela
espectroscopia no infravermelho e os dados reportados estdo de acordo com a
literatura (PORTO et al., 2018; MACIEJEWSKA et al., 2014; GOYANES et al., 2007).
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Figura 22- Espectros de FTIR para NTC-F e NTC-N.
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Tabela 3- AtribuicBes dos numeros de onda referentes as bandas registradas de NTC-

Fe NTC-N

Amostra NUmero de ondade NUmero de onda

referéncia (cm?)*  registrada (cm)

Grupamento

caracteristico

~—3.400
2040- 2836
NTC-F < 1.746

1.430

N—1.220

NTC - N 1.220

7(*) SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2014.
(v): estiramento, (3): deformacéo.

4.1.2.5 Anélise titulométrica

3.421

2.901

1.751

1.382

1.191

1.191

v O-H de grupo carboxilico
v C-H para grupos metila
v C=0 de grupo carboxilico
3 C-0
6 C=C

0 C=C

O método padréo de titulometria potenciométrica acido-base tem aplicacdo na

determinacado dos sitios acidos ionizaveis presentes em amostras de material a base

de carbono, suportando informacdes importantes no acompanhamento das reagdes de
funcionalizacdo (ALVES et al., 2016; ZHANG, PFEFFERLE, HALLER, 2015;
SOLDATOQV et al., 2004; MASINI, GODINHO, ALEIXO, 1998). A curva de titulacao

potenciométrica contém informacfes sobre o tipo, concentracdo e forca acido-base

desses grupos.

A oxidagdo propiciada neste trabalho pela funcionalizagdo com solugdo

sulfonitrilica & reconhecidamente um meio efetivo de promover a formagéo de grupos

carboxilicos na superficie dos NTC, o que ja foi comprovado pelos resultados de FTIR
(ZHANG, PFEFFERLE, HALLER, 2015, KIM et al., 2005). Uma titulacdo acido-base

pode confirmar a presenca de grupos acidos nos nanotubos. Seguindo proposta de

trabalhos anteriores, a titulagcdo potenciométrica € um método alternativo para
corroborar os resultados de FTIR (ZHANG, PFEFFERLE, HALLER, 2015; MESQUITA,
MARTELLI, GORGULHO, 2006; HU et al., 2001). O método convencional de titulacao



61

potenciométrica é&cido-base tem excelente aplicacdo na determinacdo de sitios
ionizaveis presentes na superficie da amostra, sendo predominantemente grupos
carboxilicos (ALVES et al. 2016; HU et al., 2001). A Figura 23 mostra a curva da
titulacdo potenciométrica para a amostra NTC-F, juntamente com a derivada de 2°
ordem, e a Tabela 4, os parametros obtidos por meio da curva potenciométrica tracada
a partir dos valores de pH registrados pela titulaggo do CNT-F com NaOH
(0,0984 mol L) como titulante. Observa-se um Unico ponto de inflexdo e o tratamento
dos dados com a derivada de 2° ordem indicam a presenca de grupos acidos, visto que
o valor de pKa encontrado entre 2,0 e 6,0 est4 associado aos grupos carboxilicos
(ZHANG, PFEFFERLE, HALLER, 2015; MESQUITA, MARTINELLI, GORGULHO,
2006). Esse resultado é semelhante aos obtidos da literatura, em que o valor foi de 3,42
(ZHANG, PFEFFERLE, HALLER, 2015).

Com esse estudo, é possivel compreender que a funcionalizacdo dos NTC
promoveu alteracdo no ambiente quimico na superficie dos NTC com grupamentos,

de acidos carboxilicos e corroboram com os efeitos indicados em FTIR.
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Figura 23- (A) curva de titulagdo potenciométrica &cido-base de NTC-F em
0,1 mol Lt de cloreto de potassio (KCI), (B) curva da 2° derivada referente

a curva (A). 1 € o ponto referente ao pico de derivada.
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Tabela 4- Parametros da titulacdo potenciomética para NTC-F obtidos em triplicata.

Parametros Resultados
Massa da amostra 11,1+0.3
pH inicial 3,15+ 0.06
Volume do ponto estequiométrico 84,7+£0.4
(L)
Ponto estequiométrico de pH 7,2+£0.3
pKa calculado 3,85+ 0.06
Teor de presenca (%) 3,44 £ 0.06

4.1.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS SENSORES ECV-NTC-F,
ECV-NTC-N E ECV-SM

4.1.3.1 Avaliacao do perfil voltamétrico empregando sensores modificados em solucao

de ferricianeto de potassio

Avaliaram-se 0os comportamentos eletroquimicos dos sensores modificados
com NTC-F e NTC-C frente ao ECV-SM. Com este propésito, investigou-se usando
VC ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) em 0,5 mmol L't em 0,5 mol Ltde KCI (aq.)
como eletrélito de suporte E valido destacar, que se empregou o solvente 1,3-
dioxolano como agente dispersante, sendo que as vantagens dessa substancia sera
discutida no transcorrer deste trabalho.

A resposta eletroquimica para (Ks[Fe(CN)s]) com a presenca de NTC,
funcionalizados ou ndo, mostra uma reacéo reversivel, Figura 24. A Tabela 5 mostra
um comparativo entre 0s parametros voltamétricos obtidos para o0s respectivos

sensores. E valido lembrar que, para um processo reversivel, as razdes entre as
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correntes de pico, Ipa/lpc e a diferenca entre os potenciais de pico, Epc-Epa (AEp )
devem ser respectivamente, proximas a 1 e 59/n mV. Ambas as correntes de pico
anodica (Ipa) e catddica (Ipc) apresentaram aumento de 1,4 vezes para o sensor ECV-
NTC-N e de 2 vezes para o0 ECV-NTC-F em relacdo ao ECV-SM. O aumento dessas
correntes de pico demonstra que a modificagdo com NTC e, principalmente, quando
funcionalizado, influenciou na melhor transferéncia de elétrons. Outrossim, o sistema
com NTC-F apresentou uma antecipacédo de potencial anddico de 42 mV frente ao
ECV-SM. Outro parametro importante, associado a modificacdo com NTC-F, foi AEp,
em razao de apresentar o valor mais préximo de 59 mV, conforme se sugere para um
sistema nerstiano monoeletronico, indicando a menor resisténcia de transferéncia de
carga (SILVA et al., 2014).

Estes aspectos confirmam que a funcionalizacdo dos NTC contribui para a
melhor e mais eficiente transferéncia de cargas entre o eletrodo e a meio analitico.
Este resultado corrobora os estudos realizados por espectroscopia de Raman deste
trabalho, em que se confirmou que os NTC-F apresentam o maior carater condutor,
comparativamente aos NTC-N.

—— ECV-NTC-F

ECV-NTC-N
——ECV-SM

-0,2-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI__,
Figura 24- Voltamogramas ciclicos dos conjuntos ECV-SM, ECV-NTC-F e
ECV-NTC-N (1° ciclo), em meio de 0,5 mmol L de KCI, contendo
0,5 mmol L de K3[Fe(CN)e], com v=100 mV s
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Tabela 5- Parametros eletroquimicos 0,5 mmol L de Ks[Fe(CN)s] em ECV-SM, ECV-
NTC-F e ECV-NTC-N.

Eletrodos Epc (V) | Epa (V) | AE(mV) | -1Ipc (HA) | Ipa (HA) -Ipc/lpa

ECV-SM 0,225 0,333 108 2,48 2,52 0,98
ECV-NTC-F 0,225 0,291 66 4,83 4,76 1,01
ECV-NTC-N 0,214 0,341 127 3,33 3,34 1,00

Epc: potencial catodico, Epa: potencial anddico, AE: variacdo de potencial,

-Ipc: corrente catodica e Ipa: corrente anddica

4.1.3.2 Determinacdo da &rea ativa dos sensores: ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e
ECV-SM

A determinacdo de éarea eletroativa € um parametro importante, pois esta
diretamente associada a raz@o entre sinal/ruido em medidas eletroanaliticas. A
maioria das velocidades das reacdes eletrédicas e parametros vinculados a dupla
camada elétrica (DCE) esta relacionada a area da unidade da interface dos eletrodos
(TRASATTI, PETRII, 1992). Os valores de area eletroquimicamente ativa tém
interdependéncia de fatores intrisecos a todos os eletrodos, entre os quais, destacam-
se: rugosidade, heterogeneidade, defeitos e contornos. Ademais, essa variavel pode
permitir potencializar resposta e sensibilidade do eletrodo.

Portanto, é relevante o conhecimento da area ativa de superficie de eletrodos,
sendo empregadas diferentes técnicas, destacando-se a VC e a cronoamperometria
(CRO). VC é principalmente relevante no que se atribui a interface planar entre
solido- liquido. Por essa razéo, essa técnica ndo é mais recomendada na determinacgéo
de area ativa em materiais condutores eletrénicos em EQM, uma vez, que a superficie
se apresentara rugosa. Assim sendo, a CRO é a técnica mais indicada para estudos de
EQM, pois a referida modificacdo confere certa rugosidade, criando um determinado

volume sobre o eletrodo, similar a caracteristica tridimensional.
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Apresentam-se na Figura 25 os graficos de Id x t¥?2 das medidas
cronoamperomeétricas, obtidos para uma solugdo de 0,1 mmol L de K3[Fe(CN)s], como
analito, em meio de KCI 0,5 mol L?, para os eletrodos ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e
ECV-SM. Pela Figura 25, observa-se que ha relacéo linear entre os sinais de corrente
catodica com o inverso da raiz quadrada do tempo. Assim, determinaram-se 0s
coeficientes angulares, bem como os valores das respectivas areas eletroativas
calculadas a partir da Equacao Il para cada modificacdo superficial do eletrodo de
carbono vitreo e do mesmo modo para o eletrodo ndo modificado, Tabela 6.

Registram-se para o0s valores dos coeficientes angulares os valores
10,02; 4,72 e 1,06 x 105, para ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-SM, respectivamente.

Pela Equacéo IlI, Equacdo de Cottrel, e os coeficientes angulares obtidos,
calcularam-se as areas ativas dos sensores estudados. Os valores determinados foram
de 0,136; 0,0477 e 0,0144 cm? para ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-SM,
respectivamente.

De acordo com os dados apontados na Tabela 6, o ECV-NTC-F atingiu area
eletroativa de 0,136 cm?. Este valor corresponde a, aproximadamente, dez vezes o
obtido para o ECV-SM e trés vezes o obtido para o ECV-NTC-N. Estes resultados séo
superiores ao trabalho desenvolvido por Tefera et al. (2015), em que se obteve razéo
5 vezes maior para o sistema ECV-NTC-F frente ao ECV-SM. Desta maneira, 0
aumento significativo na area ativa da superficie do ECV com o emprego de NTC-F
foi aspecto importante para a obtencéo de maior sinal.

Este aumento da area superficial pode ser atribuido aos NTC e, principalmente,
sua funcionalizacdo, sendo esta caracteristica um dos principais atrativos deste

material.
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Figura 25- Variacdo de Id em funcdo de t*2. Dados obtidos em ECV-NTC-F,

ECV-NTC-N e ECV-SM, [K3[Fe(CN)s] = 0,1 mmol L, em KCI, 0,5 mol

L. Nimero de pulsos de potencial (3): nivel (1) potencial -0,1 V,

duracéo: 0.2 s, tempo de amostragem: 0,05 s, nivel (2) potencial 0,2 V,

duracdo: 15 s, tempo de amostragem: 0,05 s, nivel (3) potencial -0,1 V,

duracédo: 0.2 s, tempo de amostragem: 0,05 s.

Tabela 6- Valores dos coeficientes angulares, area eletroativa com desvio padrao em

ensaios realizados em triplicata, calculadas a partir da equacgéo de Cotrell

Eletrodos Coeficiente angular x 106 (A s?) Valor médio das areas
(cm?)
ECV-NTC-F 10,02 £ 0,01 0,136 £ 0,014
ECV-NTC-N 4,72 £ 0,02 0,0477 £ 0,003
ECV-SM 1,06 £ 0,02 0,0144 + 0,002
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4.1.3.3 Estudo de espectroscopia de impedancia eletroquimica para ECV-NTC-F,
ECV-NTC-N e ECV-SM

A espectroscopia eletroquimica de impedancia (EIE) € uma técnica
eletroguimica de utilidade expressiva no estudo a respeito das variagdes ocorridas em
EQM, particularmente no que se atribui as suas propriedades interfaciais. A literatura
indica que essa técnica € adequada para se realizar um monitoramento das
modificacdes sobre um eletrodo, possibilitando a melhor compreenséo de diversos
processos interfaciais entre eletrodo e solucdo, entre as quais, transformacgdes
quimicas e diversos processos relacionados a superficie condutora (LOEW et al.,
2021; CORDEIRO et al., 2019; WANG et al., 2012; QUINTANA et al., 2010). A EIE
mede algumas informacfes significativas a respeito das caracteristicas condutivas
interfaciais de um determinado material, entre as quais: ocorréncia de processos
difusionais, capacitancia e resisténcia (KOSAKIAN, SECANELL, 2021, CHANG,
PARK, 2010; CARVALHO, ANDRADE, BUENO, 2006). EIE apresenta-se com
exceléncia em precisdo e € frequentemente empregada na determinacdo de
parametros ao processo de transferéncia de carga e estudo da dupla camada elétrica,
envolvendo EQM.

A EIE é, possivelmente, a técnica ndo destrutiva mais empregada na
investigacdo sobre a rugosidade nas interfaces eletrédicas (FAURE et al.,, 2017;
SHERVEDANI, LASIA, 1999). Com os dados obtidos em EIE pode-se comparar as
diferencas entre as capacitancias da dupla camada elétrica entre um EQM, eletrodo
rugoso, com o eletrodo ndo modificado, considerado liso (FAURE et al., 2017,
SHERVEDANI, LASIA, 1999). A impedancia de EQM depende de algumas
particulares, tais como: propriedades dielétricas e condutivas do material e, potencial
das interfaces superficiais.

Nesta perspectiva, as propriedades de interfaces de ECV-SM, ECV-NTC-F e
ECV-NTC-N foram caracterizadas por EIE, empregando o par redox 0,5 mmol L?
Fe(CN)e*/Fe(CN)s* como sonda eletroguimica, com amplitude de 10 mV a e frequéncia
entre 100 KHz a 40 mHz. Com esses experimentos objetiva-se avaliar a capacidade
das superficies dos eletrodos ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-SM na transferéncia

de carga.



68

Os espectros de impedéancia sdo apresentados na Figura 26A, na forma de
diagramas de Nyquist, em que o plano complexo consiste na formacdo de um
semicirculo, em altas e médias frequéncias e uma reta, em baixas frequéncias,
indicando um controle cinético e difusional, respectivamente (ORAZEM, TRIBOLLET,
2008). Esse diagrama consite de um componente imaginario (-Z”) em fungdo do
componente real da impedancia (Z°).

Pode-se notar pelo referido grafico que todos os sistemas em estudo
apresentam um circuito em formato de um semicirculo, Figura 26A. Na regido de alta
frequéncia a impedancia é definida pela resisténcia da solucdo, Rs, e em baixas
frequéncias, a impedancia da célula € a soma das resisténcias Rs e a resisténcia de
transferéncia de carga, Rct. Para frequéncias intermediarias, a impedancia é afetada
pelo valor da capacitancia da dupla camada elétrica, Cd. Ademais, também é possivel
notar a presenca de uma reta unida ao semicirculo, com inclinacdo de 45°, para todos
0s sistemas. A partir do inicio dessa reta, o processo é controlado por difusdo
proveniente do analito. Destarte, nesta regido determina-se a resisténcia difusional do
analito através das rugosidades dos eletrodos e, neste caso, emprega-se o parametro
de impedancia de Warburg (W).

Em estudos de EIE realiza-se um tratamento matematico com a finalidade de
associar os fenémenos observados na interface eletrodo/solugdo com aqueles
encontrados em livros-textos de eletricidade basica (ORAZEM, TRIBOLLET, 2008).
Entre os circuitos, emprega-se em sistemas controlados por processos cinéticos, o
circuito de Randles, resistor/capacitor (RC), conforme consta na Figura 26B. A partir
do grafico de EIE de cada um dos sensores, determinaram-se os valores de cada um
dos elementos do circuito e que constam na Tabela 7.

Os resultados demostram que a resisténcia Rp, no ECV modificado com NTC é
menor quando comparado aos valores obtidos para o sistema ECV-SM. Destaca-se
gue NTC funcionalizado apresentou o menor valor de Rp para todos os sistemas
analisados, confirmando o seu melhor desempenho na transferéncia de elétrons. Os
valores de Rs s&o muito similares para todos os conjuntos, pois se referem ao meio
reacional, que € o mesmo para ambos. Os valores de Cd foram maiores para o0s
sistemas com a presenca de NTC, sendo que o conjunto ECV-NTC-F apresentou o
maior valor. Este termo esta relacionado ao aumento da area superficial do eletrodo.

Ademais, determinou-se a constante aparente de velocidade, Kapp, (ORAZEM,
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TRIBOLLET, 2008; BARD, FAULKANER, 2001; SABATINI, RUBINSTEIN, 1987) para todos

0s sistemas, de acordo com a Equacao VI.

Kapp = RT/F?RpC (Equacéo VI)
onde: R (constante fisica dos gases), T (temperatura em Kelvin), F (constante de
Faraday) e C (concentracdo mol mL™?).

O sistema ECV-NTC-F mostrou o maior valor para o Kapp, indicando que este
sistema apresenta as melhores propriedades eletronicas. Dessa forma, entende-se que
a funcionalizagdo promoveu em torno dos NTC maior velocidade da reacdo redox,

indicando a sua maior capacidade na transferéncia de carga.

600 = ECV-NTC-F
"ECV-NTC-N . .
500 - = ECV-SM "o

A

0 200 %(gc()g)sbo 800 1000
Figura 26- (A) Diagramas de Nyquist para os eletrodos ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e
ECV-SM; e representagdo do circuito de Randles, 0,5 mmol L' de
Fe(CN)e*/Fe(CN)s*, como analito, em meio de KCI 0,5 mol L. (B) Circuito

de Randles.
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Tabela 7- Valores dos parametros obtidos de EIE determinados para os eletrodos em
0,5 mol L* de KCI contendo 0,5 mmol L1 de Fe(CN)es>/Fe(CN)s*

Eletrodos Rs (Q) Cd (UF cm2s?) Rp (Q) Kapp (cm s72)
ECV-NTC-F 110,7 21,7 336,8 1,56 x 10
ECV-NTC-N 108,8 13,46 438,3 1,20 x 10

ECV-SM 107,6 9,47 516,5 1,03 x 107

4.1.4 AVALIACAO DOS AGENTES DISPERSANTES

4.1.4.1 Estudo do tipo de solvente empregado na imobilizacdo de NTC na superficie
de ECV em estudos de NF

Em estudos de EQM, um dos principais entraves existentes em manusear NTC
esta na baixa capacidade destes materiais em formar dispersdes. Consequentemente,
a literatura indica melhor dispersdo dos NTC em solventes organicos (MOSCOSO,
ALVAREZ-LUEJE, SQUELLA, 2020; DAI et al., 2020; GUPTA, GUPTA, SHARMA,
2019; YANG et al., 2015, DORIM et al. 2015; MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA,
2014; KHARISSOVA, KHARISOV, ORTIZ, 2013; PANCHAKARLA, GOVINDARAJ,
2008), visto que em funcao da sintese, o arranjo dos NTC é organizado em feixes,
nos quais os tubos sdo mantidos juntos por inUmeras interacdes de Van der Waals
(GUPTA, GUPTA, SHARMA, 2019; DAMASCENO, ZARBIN, 2018; DRESSELHAUS,
DRESSELHAUS, JORIO, 2008).

Destarte, estudos sisteméticos sobre dispersaol/interacdo entre NTC
(funcionalizados ou nao) e solventes organicos sao muito importantes para a
modificacdo de eletrodos (DORIM et al., 2015; MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA,
2014). Além disso, a disperséao direta de NTC na superficie do eletrodo seguida pela

evaporacao do solvente a temperatura ambiente € o método mais comumente usado
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para modificacdo rapida e facil do eletrodo (MORITA et al., 2019; DORIM et al., 2015;
MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014). No entanto, esse método depende da
capacidade do solvente em dispersar os NTC para serem depositados de forma
homogénea e reproduzivel na superficie do eletrodo. Assim, a dispersao dos NTC é
um fator chave para o processo de desenvolvimento de eletrodos quimicamente
modificados. Dentre os requisitos praticos, pressdo de vapor adequada e baixa
toxicidade sdo recomendados para um bom agente dispersante devido a liberacéo de
solvente para 0 meio ambiente na etapa de secagem (DORIM et al.,, 2015;
MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014). Além disso, a disperséo de NTC assistida
por ultrassom € um dos métodos mais frequentemente utilizados, a partir do qual a
distribuicdo de energia ultrassénica em liquidos pode ocorrer de duas maneiras: por
sonda/sonicador ou em banho ultrassénico (KHARISSOVA, KHARISOV, ORTIZ,
2013; HILDING et al., 2003). Neste trabalho, a tltima estratégia foi realizada, uma vez
que a energia € dispersa de forma mais uniforme através da fase liquida, sem
promover uma zona de cavitacao especifica (HILDING et al., 2003).

O NTC-N e o NTC-F foram dispersos nos seguintes solventes organicos:
acetonitrila, acetona, 1,3-dioxolano, agua, DMSO, etanol, metanol e DMF em banho
ultrassnico com frequéncia de 42 kHz, durante 15 minutos. Os procedimentos da
literatura indicam tempos de sonicacao de 5 minutos (DORIM et al., 2015; MOSCOSO,
CARBAJO, SQUELLA, 2014; DRESSELHAUS, DRESSELHAUS, JORIO, 2008) a
algumas horas (YUAN, ZHANG, CHEN, 2011). No entanto, os resultados mostraram
que apos os primeiros 5 minutos de sonicacao, o comprimento dos NTC diminuem em
cerca de 65% (DRESSELHAUS, DRESSELHAUS, JORIO, 2008) e observou-se
fragmentacdo significativa dos nanotubos de 15-20 minutos (DRESSELHAUS,
DRESSELHAUS, JORIO, 2008). Por outro lado, uma dispersao estavel e homogénea
dos NTC pode ser obtida, apds 15 minutos de sonicagédo (BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; DALCANALE et al., 2016, GONZALES-SEGURA et al., 2012).
Observou-se semelhanga com os dados da literatura, sobre o tempo de disperséo
(DRESSELHAUS, DRESSELHAUS, JORIO, 2008), sendo 15 minutos foi suficente
para obtencdo de dispersdo homogénea com todos os solventes estudados,
apresentando aspectos escuros e opacos, sendo a passagem da luz totalmente

blogueada. Além disso, € possivel destacar a maior estabilidade alcangada com a
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dispersdo obtida com 1,3-dioxolano, uma vez que se manteve praticamente
homogéneo e livre de sedimentacéo durante o tempo de 8 horas.

As disperstes dos NTC foram avaliadas por casting (deposicao direta) sobre a
superficie de ECV, sendo que a melhor resposta eletroquimica corresponde a uma
onda voltamétrica bem definida, cuja intensidade de pico foi o maior valor entre os
resultados, sendo os sistemas identificados pelo comportamento voltamétrico
caracteristico do nitrofural em meio aquoso, conforme registrado em trabalhos
anteriores (BRITO, TROSSINI, FERREIRA, LA-SCALEA, 2013, 2005; JULIAO et al.,
2005). A Tabela 8 apresenta comparacéo entre valores dos potenciais de pico (Epc,1)
para a reducdo voltamétrica de NF, 0,1 mmol Lt em pH 4,02 e 7,41. As Figuras 27 e
28 exibem comparacao entre as os valores de pico de corrente (Ipc,1), em pH 4,02 e
7,41, respectivamente dos mesmos sistemas.

Avaliando os valores registrados para Epc,1 em pH 4,02 e pH 7,41, observa-se
gue nos sistemas modificados com NTC, ECV-NTC-F e ECV-NTC-N, houve uma
antecipacao de 102 e 70 mV, respectivamente. Verifica-se essa antecipacdo em todos
0s agentes dispersantes, com valores proximos de Epc,1 entre si, sendo valor médio
de -0,330V ede-0,440V, para pH 4,02 e pH 7,41, respectivamente. Esta antecipacao
do potencial pode caracterizar um processo eletrocatalitico (BARD, FAULKANER,
2001; BRETT, BRETT, 1996), uma vez que a superficie nanoestruturada promoveu
uma transferéncia de elétrons mais rapida, reduzindo o sobrepotencial do processo
eletrodico.

Analisando o Ipc,1 registrado em pH 4,02, verifica-se que o sistema ECV-NTC-
F atingiu os maiores valores de corrente entre todos os sistemas estudados. O sistema
ECV-SM apresenta o0 menor valor de Ipc,1, quando comparado aos sistemas
constituidos por todos os outros solventes, com excec¢do do DMSO. E possivel notar
gue os maiores valores de Ipc,1 foram observados para os sistemas constituidos pelos
solventes na seguinte ordem: 1,3-dioxolano, metanol e acetonitrila. As razdes destes
sistemas com o ECV-SM foram de, aproximadamente, 32, 18 e 17 vezes maiores,
respectivamente. Comportamento semelhante também se observou em pH 7,41, em
que os valores de Ipc,1 foram maiores para NTC-F, com excecdo dos sistemas
formados por etanol e DMF como dispersantes. Observa-se que 0s maiores valores
de Ipc,1» foram obtidos para os sistemas integrados pelos solventes 1,3-dioxolano,

metanol e acetonitrila, nessa ordem. Destarte, considerando 0os maiores valores em
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pH 7,41, que se obtiveram com o emprego de 1,3-dioxolano e metanol, a razéo entre
estes sistemas com o ECV-SM foi 21 e 17 vezes maior, respectivamente.

Este aumento de Ipc,1 € o0 processo eletrocatalitico, provavelmente estédo
associados aos defeitos estruturais nos NTC em funcdo da presenca de grupos
carboxilicos formados pelo processo de funcionalizagdo. Esses grupos localizam-se
sobretudo nas regides com defeitos existentes no corpo do tubo além das pontas, por
ser a regidao de maior imperfeicdo na rede hexagonal dos NTC e mais suscetivel as
reacoes quimicas (YADAV, LEE, 2019). Outros exemplos mostraram que a taxa de
transferéncia de elétrons pode ser melhorada pela superficie nanoestruturada de
eletrodos, envolvendo o comportamento eletroquimico de nitrocompostos (YADAV,
LEE, 2019; FEDORCZYK et al., 2015; KARUPPIAH et al., 2014; YIN et al., 2012).

Paralelamente, observou-se que o 1,3-dioxolano apresenta multiplas
vantagens em relacédo a outros agentes dispersantes para modificacdo do eletrodo,
tais como: facil preparo, secagem rapida. Este promove melhor adesédo dos nanotubos
na superficie do eletrodo, que seca mais rapidamente, e melhor adesdo dos
nanotubos ao eletrodo (MOSCOSO et al., 2016, MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA,
2014). De fato, o0 1,3-dioxolano apresentou a melhor cobertura visual na superficie do
ECV e também a secagem mais rapida, em média 5 minutos, seguido de acetonitrila,
acetona, metanol e etanol com tempo médio de secagem de 8 minutos. Agua, DMSO
e DMF foram os solventes com maior tempo de secagem, 20 minutos em média.
Assim, o solvente 1,3-dioxolano destacou-se como um bom agente dispersante,
principalmente pela excelente cobertura e também pela secagem a temperatura
ambiente. Além disso, o 1,3-dioxolano permitiu que o ECV modificado fosse reutilizado
apos um procedimento de lavagem com agua, uma vez que a presenca do NTC na
superficie do eletrodo € mantida. Assim sendo, a superficie do ECV foi mais facilmente
recuperada com os demais solventes, pois simplesmente com agua, foi possivel retirar
os NTC da superficie do ECV, enquanto para o 1,3-dioxolano a remocao dos NTC
ocorreu por meio de polimento mecéanico, mostrando que, como agente dispersante,
esse solvente promove maior poder de adesdo dos NTC na superficie do ECV. Com
base nos resultados obtidos, o 1,3-dioxolano foi o dispersante escolhido para a
continuacgao deste trabalho.
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Tabela 8- Valores dos potenciais de pico, (Epc,1) em NF 0,1 mmol L't em pH 4,02 e

7,41
- Epc,1 (V) - Epc,1 (V)
DISPERSANTE
pH 4,02 pH 7,41
ECV-SM 0,434 0,494
NTC-F- DIOXOLANO 0,332 0,424
NTC-N- DIOXOLANO 0,323 0,429
NTC-F- ACETONA 0,318 0,479
NTC-N- ACETONA 0,369 0,455
NTC-F- ACETONITRILA 0,308 0,437
NTC-N- ACETONITRILA 0,386 0,457
NTC-F- AGUA 0,318 0,413
NTC-N- AGUA 0,328 0,462
NTC-F- DMSO 0,342 0,428
NTC-N- DMSO 0,320 0,437
NTC-F- ETANOL 0,331 0,428
NTC-N- ETANOL 0,337 0,425
NTC-F- METANOL 0,359 0,459
NTC-N- METANOL 0,350 0,469
NTC-F- DMF 0,315 0,435

NTC-N- DMF 0,347 0,430
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Figura 28- Gréafico de barras comparativo entre os valores das correntes de pico
catéddica (Ipc,1) em NF 0,1 mmol L-lem pH 7,41.



76

A seguir, seré apresentado analise morfoldgica da disperséo entre os NTC com
alguns solventes na superficie do ECV.

4.1.4.2 Caracterizacado da dispersdo dos NTC

Na tentativa de elucidar e corroborar os estudos referentes as vantagens do
dispersante 1,3-dioxolano frente a outros, observou-se por microscopia 6tica (MO) a
dispersdo dos NTC em ECV. Para este estudo, levaram-se em consideracdo o0s
agentes dispersantes, 1,3-dioxolano, metanol e acetonitrila, que possibilitaram o
registro dos maiores valores de corrente voltamétrica para NF. Todas as dispersfes
de NTC-F apresentaram-se com cor preta e uniforme, sendo praticamente opacas.

A Figura 29 apresenta as imagens de MO de ECV-NTC-F obtidas empregando
0s trés solventes mencionados anteriormente. As partes escuras das imagens
correspondem ao NTC-F distribuido na superficie do ECV, enquanto as partes claras
identificam a superficie sem revestimento do eletrodo. Constataram-se diferencas
significativas na distribuicdo do NTC-F na superficie do eletrodo com os trés solventes.
A aplicacao de 1,3-dioxolano produziu uma distribuicdo mais uniforme ao longo da
superficie do eletrodo (Figura 29A) em comparac¢ao com a distribuicao obtida pelo uso
de metanol e acetonitrila (Figuras 29B e 29C, respectivamente), sendo 0s pequenos
pontos vazios marcados com circulos vermelhos. O 1,3-dioxolano contribuiu para a
melhor distribuicdo do NTC-F na superficie do ECV sem o aparecimento de vazios, 0
que pode explicar os melhores sinais voltamétricos de reducao registrados para NF.

Ademais, pela Figura 29, nota-se que solvente 1,3- dioxolano fez com que os
NTC-F permanecem mais coesos em razao da mobilidade dos liquidos por gradientes
de tenséao superficial, conhecido por efeito Marangoni (KUMAR et al., 2020). A tenséo
superficial & a forca presente entre as moléculas de um liquido, que determina se uma
gota do mesmo se concentre ou esparrame na superficie quando aplicada em uma
superficie (RABOCZKAY, 2016). Essa resposta superficial é dependente de dois
parametros, que sao as forcas coesivas, que correspondem a forca resultante
exercida entre as moléculas do préprio liquido entre si e as forgas adesivas, resultante
entre as moléculas da superficie com o liquido em contato. Destarte, a diferenca do
comportamento dos NTC-F é fundamentada na diferenca das tensdes superficiais dos

dispersantes. O solvente 1,3-dioxolano apresenta uma diferenca significativa de
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tensao superficial (71,7 mN/m) (CARL ROTH, 2017) frente ao metanol (22,6 mN/m) e
acetonitrila (29,0 mN/m) (DINAMICA QUIMICA, 2020). Os valores préximos entre o
metanol e acetonitrila faz com que esses dispersantes apresentem respostas em MO
semelhantes. Desta forma, o 1,3-dioxolano estabeleceu maior coeséo e adesao entre
0os NTC-F com ECV, por isto apresentou a melhor resposta eletroquimica. De forma
complementar, confirmou-se que a dispersdo com 1,3-dioxolano apresentou-se
estavel por tempo maior em relacédo a acetona e a acetonitrila, sendo que os NTC se
mantiveram aglomerados. No entanto, as dispersées com metanol e acetonitrila
permaneceram sedimentadas na parte inferior dos frascos. As dispersées com 1,3-
dioxolano permaneceram estaveis durante 1 semana em repouso e, apds este
periodo, os sinais eletroanaliticos diminuiram drasticamente, em torno de 80%.

Com este estudo, foi possivel entender que o solvente € parametro importante
na qualidade da dispersdo e que o dispersante 1,3-dioxolano apresentou os maiores
sinais voltamétricos, pois esté vinculado a melhor distribuicdo dos NTC no ECV. Tal

fato é produto da eficiéncia do processo empregado na disperséo para os NTC.
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NTC-F + 1,3- Dioxolano

NTC-F + Metanol

NTC-F + Acetonitrila

Figura 29- Imagens de MO da superficie de ECV contendo 3,0 mg/mL de
NTC-F/dispersante, espacamento em branco marcado pelo circulo
vermelho, representa vazios na superficie do eletrodo.
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4.1.4.3 Avaliacdo das dispersdes de NTC com 1,3-dioxolano em ECV

Esta parte do estudo destinou-se a determinar a melhor relacéo entre a massa
de NTC (mg) e o volume de 1,3 dioxolano (mL), tendo como indicativo a resposta
voltamétrica ciclica para NF 0,1 mmol L't em pH 4,02, semelhante ao descrito em itens
anteriores. E vélido destacar que para cada leitura depositaram-se 5 uL de cada
disperséo na superficie do ECV. A Figura 30 mostra o gréfico de barras comparativo,
considerando os valores de Ipc,1 registrados para algumas massas diferentes de NTC
em 1,0 mL de 1,3-dioxolano como agente dispersante. A condi¢do 6tima de dispersao
foi obtida com 3 mg de nanotubos, uma vez que foram registrados os maiores sinais
de corrente pela aplicacdo de VC. No entanto, os sinais voltamétricos diminuiram para
maiores valores de massa, em razdo da espessura, prejudicando a transferéncia de
elétrons na superficie do eletrodo. Resultados similares foram registrados por

Moscoso et al. (2014), o nitrendipino como material de estudo.

Ipc,, x 104 (A)

1 2 3 4 5
Dispersao de NTC / mg___ /mL

NTC 1,3-dioxeclanc

Figura 30- Grafico de barras comparativo entre as concentragdes das dispersdes de
NTC/1,3-dioxolano, mg mL?, em estudo de NF para os valores das

correntes de pico catddica (Ipc,1).
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4.1.4. RESPOSTA VOLTAMETRICA DE NF EM ECV-NTC-F

4.1.4.1. Comportamento voltamétrico de NF utilizando ECV-NTC-F em meio acido

Em concordancia com os resultados previamente apresentados, a
funcionalizagdo nos NTC, mostrou algumas vantagens frente aos sistemas
ECV-NTC e ECV-SM. A vista disso, avaliou-se voltametricamente NF tendo ECV-
NTC-F como eletrodo de trabalho. O NF segue o mesmo comportamento
eletroquimico dos compostos nitro-heterociclicos registrados por voltametria ciclica,
em que o grupo nitro é irreversivelmente reduzido em apenas uma etapa ao derivado
da hidroxilamina (R-NHOH), em meio acido, envolvendo 4 elétrons e 4 prétons,
conforme descrito a seguir (reacdo 7) (CHIAVASA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021;
BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014;
BRITO, et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2009; SQUELA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA,
2005; JULIAO et al., 2005).

R-NOz + 4e + 4H* —> R-NHOH + H.0  (7)

A Figura 31 apresenta o0s voltamogramas ciclicos registrados com
NF 0,1 mmol L-1 em pH 4,02, tendo ECV modificado com NTC (n&o funcionalizado e
funcionalizado) em comparacdo com ECV ndo modificado. E possivel observar que o
maior valor de corrente de pico (Ipc,1) foi obtido com o uso do ECV-NTC-F em uma
relacdo 32 vezes maior que o ECV-SM, reforcando que a funcionalizagcdo dos
nanotubos favoreceu o processo de transferéncia eletrénica. Em relacédo aos valores
de pico catodico (Epc,1), ambos os ECV modificados com NTC registraram valores
préoximos a -0,332 V, enquanto para o eletrodo ndo modificado registrou-se um valor
ligeiramente mais negative, de -0,434 V. Diante desses resultados é possivel afirmar
que o comportamento da reducdo voltamétrica do NF é o mesmo para todos 0s
sistemas estudados. No inset da Figura 31 verifica-se que o processo de reducédo de
NF no ECV-NTC-F é controlado por difusdo, pois ha linearidade entre o sinal de
corrente catodica (Ipc,1) com a raiz quadrada da velocidade de varredura (BARD,
FAULKANER, 2001, BRETT, BRETT, 1996).
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Figura 31- Voltamogramas ciclicos registrados em pH 4,02 para NF 0,1 mmol L*
usando ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-SM, (1° ciclo), v = 0,1 V s-L.
Inset: relacao linear entre Ipc,1 e raiz quadrada velocidade de varredura
de ECV-NTC-F. Equacdo da reta:- Ipc,s = 9,149 (x 0,245) v'2+
0,766 (+ 0,156), R? = 0,993.

A Figura 32 indica o grafico do logaritmo entre Ipc,1 e o logaritmo da velocidade
de varredura, sendo que o valor do coeficiente angular é de 0,427, que € muito
préximo de 0,5, que, empiricamente, representa um processo de transferéncia de
elétrons difusional (ERDEN et al., 2014, GOSSER, 1993). Os valores do potencial de
pico catddico (Epc,1) em funcdo da velocidade de varredura deslocaram-se para
valores de potenciais negativos (Figura 33), confirmando o carater irreversivel da
reducdo eletroquimica como similarmente registrado antes no ECV-SM para NF e
analogos (CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA; 2021; BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; BRITO, et al. 2013, LA-SCALEA, et al., 2009).
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Figura 32- Relacdo entre log de Ipc,1 e log de v, em estudos para NF 0,1 mmol Lt em

pH 4,02 usando ECV-NTC-F, como eletrodo de trabalho. Equacéo da reta:
- log Ipc,1 = 0,427 (+ 0,011) log v+0,989 (+ 0,007) + R? =0,994.

o
(3,
(3]

1
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Figura 33-: Relagdo entre Epc,1 e log de v, em estudos para NF 0,1 mmol Lt em

030 1 .

pH 4,02 usando ECV-NTC-F, como eletrodo de trabalho. Equacéo da reta:
- Epc,1 = 0,503 (+ 0,005) log v+0,163 (+ 0,008), R? = 0,995.
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Ademais, pelo voltamograma ciclico registrado utilizando ECV-NTC-F
(Figura 31) observa-se um pico de oxidacdo mais bem marcado em torno de +0,25 V
(Epa1), correspondendo a formagéo do derivado nitroso a partir de R-NHOH, seguindo
a reacdo 8 (CHIAVASA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014; BRITO, et al., 2013; LA-
SCALEA et al., 2009; SQUELA et al., 2008; JULIAO et al., 2005). Vale ressaltar que
a reversibilidade voltamétrica dessa reacdo € incomum de ser registrada para
compostos nitro-heterociclicos como ocorre com compostos nitroaromaticos
(MASHETER et al., 2007; SQUELLA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA, 2005).

R-NHOH=—=R-NO + 2 e + 2H* (8)

4.1.4.2 Efeito do pH

Apresenta-se na Figura 34, o efeito do pH no comportamento eletroquimico do
NF empregando-se ECV-NTC-F e ECV-SM e em tampao fosfato registrados em uma
faixa entre 2,03 <pH <10,04. A analise permite compreender que a reducédo do
farmaco é dependente da concentracdo de protons na solugao.

Em ambos os casos, foi possivel observar que valores de Epc,1 deslocaram-se
no sentido ao potencial negativo com a diminuicdo da acidez do meio, indicando a
participacdo do proton associada ao processo de transferéncia de elétrons. A
dependéncia linear do pH registrou uma razdo AEpc 1/ ApH de 37 e 39 mV / pH para
ECV-NTC-F e ECV-SM, respectivamente. Este comportamento € uma evidéncia de
uma provavel etapa de protonacao rapida precedendo o processo de transferéncia de
carga (BARD, FAULKANER, 2001, BRETT, BRETT, 1996), em que um proton
participa da etapa de determinacdo da velocidade da reacéo na faixa de pH estudada.
Esse préton envolvido pode ter correspondido a uma segunda protonacao lenta do
grupo nitro, sendo posteriormente reduzido ao intermediario nitroso. Especificamente,
0 comportamento obtido com o ECV-SM segue exatamente o mesmo registrado
anteriormente para o NF e seus analogos (BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al.,
2009) , o que diferencia aquele registrado pelo uso do ECV-NTC-F, principalmente em
meio alcalino. Para os sistemas estudados, as inclina¢cdes da dependéncia linear do

pH sdo semelhantes apenas até pH 6, para o qual 0 mesmo mecanismo redox pode
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ser sugerido. E evidente que o mecanismo de reducdo do NF com ECV-SM foi
alterado em pH > 7, em que uma divisdo da onda original (Epc,1) ocorreu em duas
ondas, como também descrito anteriormente (BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al.,
2009). Ao contrario, um comportamento linear foi observado com ECV-NTC-F em

todas as faixas de pH estudadas.

02, - EPC, ECV-NTC-F 02, = Epc, ECV-SM
Epc,
0,3} P ——e 0,31 * Epc,
— '0,4 - < '054 [
2 S
q\ '055 B Q: -0’5
o w
Y -0,6
-0,7F} -0,7
08l - . . . . 08— ‘ : . . .
08 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
pH pH

Figura 34- Efeito do pH nos valores de Epc para ECV-NTC-F e ECV-SM. () Epc,1 e
() Epc,2 valores. [NF] = 0,1 mmol LY; v=0,1V s

A mudanca de perfil para o grafico obtido com ECV-SM, em pH 7 representa
uma alteracdo clara do comportamento voltamétrico para o mecanismo de reducao de
NF associado a auséncia de prétons. Esta condicdo facilitou a deteccdo do radical
nitro-anion em meio aquoso (BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2009) seguindo

as reacoes 1, ja descrita neste trabalho, e 9, descrita a sequir.

R-NO2 + e R-NO2* ~ (1)

R-NO2°® ~ + 3e"+ 4H* —» R-NHOH + H20 (9)

A reacdo 1 é atribuida a onda registrada em potencial menos negativo (Epc,2)
e que nao sofre efeito do pH em meio alcalino, sendo diferente de Epc,1 valor que
muda levemente para potenciais mais negativos com o aumento do pH. O contraste
em relagdo a plotagem registrada no ECV-NTC-F é evidente, conforme ja
mencionado. Certamente, este comportamento diferente esta associado ao NTCT-F

na superficie do carbono vitreo, 0o que pode ter alterado o equilibrio acido-base
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existente na superficie do eletrodo, facilitando a troca de prétons e sugerindo que 0s
grupos &cidos presentes no NTC-F permanecam uniformes em meio alcalino.
Também € possivel observar que a formacdo de R-NHOH ocorre em valores
potenciais 200 mV menos negativos para todas as faixas de pH. Além disso, uma nova
onda foi registrada entre pH 9 e 10 também com valores de potencial menos
negativos, Epc,2 na Figura 34. Esta antecipagao do potencial representa um processo
eletrocatalitico (BARD, FAULKANER, 2001; BRETT, BRETT, 1996), uma vez que a
superficie nanoestruturada promoveu uma transferéncia de elétrons mais rapida,
reduzindo o overpotencial e aumentando os valores atuais (QIAN et al., 2021; PORTO
et al., 2019; LIN et al., 2019). Este efeito provavelmente esta associado aos defeitos
estruturais nos NTC em funcdo da presenca de grupos carboxilicos formados pelo
processo de funcionalizacdo. Esses grupos localizam-se sobretudo em defeitos
existentes no corpo do tubo e, também, nas pontas, por ser a regido de maior
imperfeicdo na rede hexagonal dos NTC; e mais suscetivel as rea¢des quimicas (LIN
et al., 2019). Outros exemplos mostraram que a taxa de transferéncia de elétrons pode
ser melhorada pela superficie nanoestruturada de eletrodos, envolvendo o
comportamento eletroquimico de nitrocompostos (YADAV, LEE, 2019; FEDORCZYK,
et al., 2015; KARUPPIAH et al., 2014; YIN et al., 2012).

4.1.4.3 Comportamento voltamétrico de NF utilizando ECV-NTC-F em meio alcalino

A Figura 35 apresenta o voltamograma ciclico NF em pH 10,04 usando
ECV-NTC-F. O comportamento eletroquimico seguiu a descricao feita anteriormente
em que o R-NHOH foi o principal produto formado (Epc,1 = -0,530 V), sendo oxidado
ao derivado R-NO (Epa,1 = -0,090 V). Inicialmente, as diferencas que devem ser
destacadas correspondem ao pico catodico (Epc,2 = -0,310 V) e seu respectivo
componente de oxidacao (Epa,2 =-0,260 V). Os picos reversiveis referem-se a reacéo

1, que descrevem a reducdo do par R-NO2/R-NO2°* (CHIAVASA, CAMILO, LA-
SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; MOSCOSO, CARBAJO,
SQUELLA, 2014; BRITO et al., 2013, LA-SCALEA e al., 2009; SQUELLA, BOLLO,
NUNEZ-VERGARA, 2005; JULIAO et al., 2005). Os valores de Epc,2 e Epa,2 ndo
variaram com o aumento da taxa de varredura e o valor de AEp obtido foi de
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aproximadamente 90 mV, sugerindo um processo monoeletronico (BARD,
FAULKANER, 2001; BRETT, BRETT, 1996).

10 -o',a | -o',s | -o',4 | -o',z | o:o | 0:2
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_

Figura 35- Voltamogramas ciclicos registrados em pH 10,04 para NF 0,1 mmol L
usando ECV-NTC-F (1°ciclo)em v=0,1V s™.

4.1.4.4 Avaliacdo da estabilidade cinética do nitro radical anidnico de NF utilizando
ECV-NTC-F

Classicamente, a geracgédo eletroquimica de R-NO2* ~ é caracterizada como um
processo de transferéncia de elétrons seguido por uma reagdo quimica irreversivel
(mecanismo E:Ci) (MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014; BRITO et al., 2013; LA-
SCALEA e al., 2009; SQUELLA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA, 2005; JULIAO et al.,
2005). Em geral, a estabilidade do radical nitro-&nion & dependente do meio, podendo,
em meio aquoso, sofrer uma reacao de desproporcionamento de acordo com a reacao
6, que ja foi descrita neste trabalho (MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014; BRITO
et al., 2013; LA-SCALEA e al., 2009; SQUELLA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA, 2005;
JULIAO et al., 2005):

R-NO2®* ~ + 2 H* R-NO2+ R-NO + H20 (6)
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A estabilidade cinética do R-NO2* ~ pode ser avaliada aplicando um modelo
consolidado (MOSCOSO, CARBAJO, SQUELLA, 2014; BRITO et al., 2013, LA-
SCALEA e al., 2009, SQUELLA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA, 2005; JULIAO et al.,
2005; OLMSTEAD, NICHOLSON, 1969), empregando a razdo de corrente,
(Ipa,2/lpc,2). Esse parametro estd associado ao par reversivel de elétron a ser
calculado para a constante de velocidade (k2), de uma reacdo de segunda ordem e
meia-vida do radical (t12) efetuando essas determinagdes pelo método de Olmstead-
Nicholson (1969). A Figura 36A apresenta o efeito da taxa de varredura nos valores
Ipa,2/lpc,2 para duas concentracdes diferentes de NF empregando ECV-NTC-F e

registrando um sinal voltamétrico bem definido correspondente ao par

R-NO2/R-NO2* ~ . Conforme a taxa da velocidade de varredura é aumentada, a
proporcao da corrente tende a unidade. Além disso, com base no modelo tedrico
(OLMSTEAD, NICHOLSON, 1969), a Figura 36B mostra os graficos para as duas
concentracdes de NF estudadas, nos quais pode ser observada uma relacéo linear

entre os parametros cinéticos w em fungéo de r.
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Figura 36- (A) Relacdo entre Ipa,2/Ipc,2 vs log de v e (B) Grafico dos parametros
cinéticos, @ em funcdo da constante de tempo, Tem pH 10,04 para

NF 0,1 mmol L1, 50 <v<400 mV s? usando ECV-NTC-F.

A partir do grafico da Figura 36B, calcularam-se os valores de k2 e ti2 para
concentragcbes de NF, em 0,1 mmol L%, 12,86 x 103 L molt st e 0,78 s, e

0,5 mmol L%, 6,78 x 103 L mol?! s e 0,34 s, respectivamente. Comparando esses
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valores, foi possivel inferir que a estabilidade cinética do par redox R-NO2/R-NO2* ~
diminui com o aumento da concentracdo de NF. Esse comportamento atende aos
requisitos para um processo de eletrodo envolvendo reacéo quimica acoplada, no qual
uma etapa de transferéncia de carga reversivel é seguida por uma reacdo quimica
irreversivel, considerada de segunda ordem, mecanismo EC (BRITO, FERREIRA, LA-
SCALEA, 2020; BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2009; SQUELLA, BOLLO,
NUNEZ-VERGARA, 2005).

O NTC-F na superficie de ECV favoreceu significativamente a maior

estabilidade cinética R-NO2* ~ , comparativamente, aos trabalhos registrados com NF
(CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020;
BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2009; JULIAO et al., 2006) e outros compostos
nitro-heterociclicos (MANDAL, 2004; BOLLO et al., 2003). O sensor ECV-NTC-F
proporcionou maior sensibilidade e aumento de corrente para o registro do radical
nitro-anion, em baixas velocidades de varredura (0,050 < v < 0,40 V s1). Esse
resultado é compativel com aqueles registrados usando eletrodo de diamante
altamente dopado com boro (JULIAO et al., 2005). Outrossim, esse resultado é
ligeiramente superior ao resultado apresentado pelo nosso grupo de trabalho, em que
o tempo do radical foi de 0,29 s, na mesma concentragéo, todavia o registro no referido
trabalho foi a partir de v> 1,0 V s, tendo ECV ndo modificado como eletrodo de
trabalho (BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2009). No entanto, foi possivel obter
nesse estudo do radical com concentragao cinco vezes menor ao trabalho anterior e
com estabilidade da ordem de trés vezes maior. Vale ressaltar que essa
particularidade, do ECV-NTC-F deve-se a sua maior area ativa e melhoria da
transferéncia de carga. Provavelmente, as caracteristicas do NTC-F podem ter
contribuido para a maior adsorcao inespecifica de NF, uma vez que um processo

adsortivo pode estar dificultando a protonacdo do radical nitro-anion e evitando a

reacdo de desproporcédo do R-NO2* ~ Além disso, o carater hidrofébico dos NTC pode
promover um ambiente favoravel para a estabilidade do radical nitro-anion na camada
de difuséo.

Na sequéncia do trabalho, empregar-se-4 a HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co

juntamente com os NTC-F, a fim de avaliar se h& ou ndo efeitos sinérgicos entre eles,

na identificacdo do par redox R-NO2/R-NO2* ™.
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4.2 MODIFICACAO NO ELETRODO DE CARBONO VITREO UTILIZANDO
FTALOCIANINAS

4.2.1 AVALIACAO DO SENSOR ECV-FTAL-Cu

Diversos estudos envolvendo as ftalocianinas e heminas, que apresentam
macrociclos de metais de transicdo tém sido desenvolvidos quanto a atividade
eletrocatalitica de eletrodos, tais como carbono vitreo e grafite (JILANI et al., 2020;
RUY, FIGUEIRA, SOTOMAYOR, 2015; GU et al., 2015; SANTOS et al., 2013; GONG
et al., 2003; WONG, MATERON, SOTOMAYOR, 2014; HLAVICA, 2004; CHAUHAN,
KUMARI, 2007). Esta abordagem esta vinculada a estudos envolvendo solucdes
aguosas, na tentativa de biomimetizar a funcdo de algumas enzimas, que podem
fornecer dados importantes para se analisar o processo de reducao do NF. Nesse
sentido, a proposta deste estudo é avaliar de forma isolada a contribuicdo da
ftalocianina em ECV.

A Figura 37 apresenta o VC registrado em solucdo tampéao fosfato pH 4,02,
apos modificacdo de ECV com FTAL-Cu saturada com gas nitrogénio. Os resultados
sdo compativeis aos obtidos por Chaves e colaboradores (2003), quando se
empregou a ftalocianina de ferro Il. Podem-se indentificar no conjunto ECV-FTAL-Cu
quatro picos bem definidos, correspondentes aos processos redox que seguem:
> (a) -0,26 V: refere-se a reducéo do centro metalico, que neste caso, € Cu (+2)
para Cu (+1).
> (b) -1,52 V, refere-se a reducdo do anel macrociclico, Cu (l)/Ftal (-2) para Cu
(h/Ftal (-3).
> (c) +0,40 V, relaciona-se a oxidacdo do centro metdlico, Cu(l)/ Ftal (-3) para
Cu (I)/Ftal (-3).
> (d) +1,49 V, reporta-se a oxidacéo do anel macrociclico, Cu (Il)/Ftal (-3) para
Cu (ll/Ftal (-2).

Os resultados obtidos permitiram observar que que o emprego apenas da
FTAL-Cu na superficie de ECV deu origem a multiplos picos em varias etapas. Logo,
pode-se inferir que a utilizacdo de ftalocianinas ou hemina isolada em ECV torna-se

invidvel para avaliagdo redox de NF, pois estes picos destacam-se nas mesmas
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regides de potenciais dos estudos voltamétricos de NF. Portanto, na continuidade do
trabalho empregaram-se os complexos metalicos em conjunto com os NTC-F.

— ECV-FTAL-Cu c

20 pA

*—

b
-2',0 | -1',5 | -1',0 | -o',s 0.0 015 | 1:0 15 20
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_

Figura 37- Voltamogramas ciclicos registrados sobre ECV modificado com FTAL-Cu
(1° ciclo) em v = 100 mV s1. Eletrélito: tampao fosfato pH 4,02, saturado

com Noa.
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4.3. MODIFICACAO NO ELETRODO DE CARBONO VITREO UTILIZANDO
NANOTUBOS DE CARBONO FUNCIONALIZADOS COM HEMINA,
FTALOCIANINAS DE COBRE OU DE COBALTO

4.3.1. CARACTERIZAC}AO MORFOLOGICA DE NTC-F JUNTAMENTE COM HEM,
FTLA-Cu ou FTAL-Co

Conforme ja descrito no desenvolvimento deste trabalho, a funcionalizacéo dos
NTC, em que constatamos a presenca de grupos de &cidos carboxilicos mediante
emprego das técnicas de MEV, FTIR e potenciometria. Sendo assim, continuamos as
atividades experimentais com a finalidade de avaliar o comportamento de NTC-F
misturados com os complexos metalicos, HEM, FTAL-Cu e FTAL-Co. Esses efeitos
foram avaliados a partir dos resultados a seguir mediante as técnicas de microscopia
empregando MEV e espectroscopia de FTIR.

4.3.1.1 Microscopia eletrénica de varredura -MEV

Medidas de microscopia eletrénica (MEV) foram realizadas com a finalidade de
analisar a morfologia e a distribuicdo de HEM, FTAL-Cu e FTLA-Co, junto com os
NTC-F.

A Figura 38 apresenta as imagens de NTC-F-HEM (A), NTC-F- FTAL-Cu (B) e
de NTC-F-FTAL Co (C), em que se observam agregados compactos em forma de
“blocos”, com diferentes arranjos, que correspondem aos complexos metalicos e ao
NTC-F com estrutura caracteristica em “fio”. Os complexos metalicos tém uma
tendéncia em formar estes agregados em virtude da formacédo de dimeros, trimeros e
outras formas de ordem superior entre os proprios complexos (YAMADA et al., 2019;
ALI, VAN LIER, 2014; KOBAYASHI, 2002; KASUGA, TSUTSUI, 1980). Esta
propriedade é conferida por estes complexos metdlicos, pois apresentam nuvem de
elétrons & deslocalizados ao longo do anel, que resultam em interagdes do tipo Van
der Waals, coulombiana e = stacking (YAMADA et al., 2019; ALI, VAN LIER, 2014;
KOBAYASHI, 2002).

O processo de agregacdo € dependente de alguns fatores, entre eles:

concentragdo, natureza do solvente, natureza do ion metalico complexado e
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temperatura. No estado agregado, a estrutura eletrénica dos anéis destes complexos
pode se desorganizar pela influéncia da aproximacdo dos proprios anéis, com a
possibilidade de ocorrer uma sobreposicao entre os proprios complexos (SAKA et al.,
2020; YAMADA et al., 2019; KASUGA, TSUTSUI, 1980).

Outrossim, quanto maior o estado de agregacao, maior € o comprometimento
do rendimento quantico, ou seja, menor € a passagem de elétrons, diminuindo a
eficacia do transporte eletronico (SAKA et al., 2020; YAMADA et al., 2019; KADISH,
SMITH, GUILARD, 2010; LEVER, 1984).

A hemina encontra-se em regido mais interna e entrelacada aos NTC-F com
agregados de tamanhos menores, de formatos mais regulares e homogéneos, quando
comparados com o0s obtidos pelas ftalocianinas. O compésito com a FTAL-Cu
apresentou um aglomerado maior, mais compactado e localizado mais na periferia
dos NTC-F, quando comparado com a HEM. Por outro lado, a FTLA-Co foi o
compoésito que indicou os aglomerados mais centralizados e distintos, constituindo-se
em grandes blocos.

Desta forma, pode-se compreender que em ordem crescente de complexidade
estrutural destaca-se a HEM seguida das FTAL-Cu e FTAL-Co. Por conseguinte, esta
€ a provavel ordem de maior interacao entre os complexos com os NTC-F, pois quanto
menor o estado de agregacdo maior é a disponibilidade de interacdo. Assim sendo,
as maiores interacdes deverdo ocorrer entre HEM, FTLA-Cu e FTLA-Co, nessa

ordem, com os NTC-F.
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SEl  20kV WD9mm —_ SEl  20kV WD8mm
Unifesp - Campus Diadema Unifesp - Campus Diadema

SEl  20kV WD7mm $825 x25,000 1pm
Unifesp - Campus Diadema

Figura 38- Microscopia eletrdbnica de varredura: (A) NTC-F-HEM,
(B) NTC-F- FTAL-Cu e NTC-FTAL-Co. Os complexos metalicos

encontram-se marcados em vermelho.

4.3.1.2 Espectroscopia dos compoésitos na regido do infravermelho - FTIR

Diversas técnicas podem ser empregadas para se adquirir informacfes a
respeito de estrutura das moléculas, ligagdes quimicas e niveis de energia. Dentre as
técnicas mais aplicadas esta o FTIR.

Os espectros de FTIR devem representar as mudancas de configuragdo dos
complexos metdlicos quando combinados com NTC-F. Com as possiveis interacdes
entre estes grupos, havera deslocamento, supressao de bandas ou nenhuma
alteracdo nos modos vibracionais dos compositos estudados. Estes efeitos podem ser
observados, comparando-se os espectros de FTIR dos complexos metélicos com e
sem a combinagéo com os NTC-F.
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Analisando a Figura 39 e a Tabela 9, verificam-se as principais bandas dos
complexos metalicos que sofrem altera¢cdes quando ha interacdo com NTC-F.

As bandas em 1290 cm?, em HEM e = 1330 cm%, nos derivados das FTAL
estdo ausentes nos espectros com a insercdo dos NTC-F. Esta banda refere-se ao
estiramento do grupo pirrolinico presente nos complexos (SILVERSTEIN,
WEBNESTER, KIEMLE, 2014; ZIMINQV et al., 2006). Além disso, nos complexos das
ftalocianinas livres, destaca-se uma banda caracteristica em = 1420 cm?, decorrente
do estiramento do nitrogénio do grupo inddlico, que desapareceu na presenca dos
NTC-F (SILVERSTEIN, WEBNESTER, KIEMLE, 2014; ZIMINOV et al., 2006). Esse
efeito pode indicar um possivel ponto de interacdo entre os complexos metalicos com
NTC-F, devido a ligacdo de hidrogénio entre os nitrogénios, pirrolinico ou inddlico,
com o hidrogénio presente nos grupos carboxilicos que estdo nos NTC-F.

Os espectros vibracionais entre as regides de 800 a 1100 cm™ referem-se as
deformacfes angulares entre os metais com cada anel. Assim, observaram-se em
896, 920 e 1020 cm? os sinais correspondentes dos respectivos metais em FTAL- Co,
HEM e FTAL-Cu, na auséncia de NTC-F (SILVERSTEIN, WEBNESTER, KIEMLE,
2014; ZIMINOV et al., 2006). As diferencas entre estes grupos € dependente da
densidade eletronica de cada anel. No entanto, com a inclusdo dos NTC-F, todas
essas bandas foram suprimidas. Desta forma, compreende-se que exista uma
interacdo eletrostatica entre cada um dos metais com os grupos carboxila dos
NTC-F.

Cumpre mencionar outra informacdo importante, ou seja, a orientacdo dos
complexos metalicos sobre NTC-F. A bandas em 700 e 750 cm sdo associadas a
deformacgédo angular C-H perpendicular ao plano da molécula, enquanto as bandas em
800 a 1000 cm™ sdo relacionadas a deformagdo angular C-H paralela ao plano
(SILVERSTEIN, WEBNESTER, KIEMLE, 2014; ZIMINOV et al., 2006). Por
conseguinte, observam-se as seguintes bandas 842 e 702 cm? para HEM,
978 e 705 cm?! para a FTAL-Cu e 717 cm? em FTLA-Co (SILVERSTEIN,
WEBNESTER, KIEMLE, 2014, ZIMINOV et al., 2006). Assim, pode-se observar que a
HEM n&o esta orientada preferencialmente em uma direcdo especifica, pois as
intensidades destas bandas sdo muito semelhantes. No entanto, FTLA-Cu e FTLA-Co

apresentaram-se perpendicularmente ao plano (SILVERSTEIN, WEBNESTER,
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KIEMLE, 2014; ZIMINOQV et al., 2006). Contudo, a presenca dos NTC-F promoveu
pertubacdo destas orientagdes, pois estes sinais desapareceram.

E valido mencionar que a HEM, apresentou um sinal tipico e intenso em 1693
cm?, referente a deformacéo angular da carbonila de acidos carboxilicos e que este
sinal foi significativamente diminuido, com a presenca de NTC-F (SILVERSTEIN,
WEBNESTER, KIEMLE, 2014; ZIMINOV et al., 2006). Por conseguinte, com esta
observacédo, pode-se inferir que a HEM pode ter um ponto de interacdo adicional
comparativamente aos derivados da ftalocianina, mediante ligacéo de hidrogénio com
os referidos NTC-F.

Além disso, observou-se aumento de intensidade das bandas 3740 cm™ e de
1500 a 1530 cm, que estdo relacionadas aos estiramentos N-H e -N=. O aumento da
intensidade dessas bandas pode ser atribuido a contribuicdo do modo vibracional
devido a efeitos de ressonancia eletronica (SILVERSTEIN, WEBNESTER, KIEMLE,
2014; ZIMINOV et al.,, 2006). Estes resultados de FTIR corroboram os estudos
desenvolvidos por LI et al. (2011) que empregaram técnicas de espectroscopia
fotoeletrdnica de raios-X (XPS) e identificaram pontos de interacdo entre NTC-F com
as ftalocianinas. Este trabalho indicou que ocorrem interagdes entre o nacleo metélico
da ftalocianina e o grupo carboxilico do NTC-F, assim como entre o hidrogénio &cido
dos NTC-F e o nitrogénio dos grupos aminas da ftalocianina, mediante ligacdo de
hidrogénio. Como a estrutura da HEM é semelhante a ftalocianina, podemos inferir
gue estes pontos de interacdo sdo aplicaveis, também, a HEM. Na Figura 40A,
representa-se modelo adaptado da interacéo entre as ftalocianinas com NTC-F. Para
mais, merece realcar, como observado nos experimentos de FTIR, que a HEM

apresenta um ponto adicional de interacdo como indicado na Figura 40B.
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Figura 39- Espectros comparativos de absorcdo na regiao do infravermelho entre
(A) HEM e NTC-F-HEM; (B) FTLA-Cu e NTC-F-FTAL-Cu; (C) FTAL-Co

e NTC-F-FTAL-Co.
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Tabela 9- Atribuicdo das principais diferencas entre as bandas de FTIR para os
complexos HEM, FTAL-Cu, FTLA-Co isolados e combinados com NTC-F

Amostra
Grupamento
HEM NTC-F- | FTAL- | NTC-F- | FTAL- | NTC-F- L.
HEM c c Caracteristico
U | FTAL- ° FTAL-
Cu Co
3740 3740 (*) | 3740 (3740 (*) | 3740 | 3740 (*) v (N-H)
- 2980 - 2980 - 2980 v (CH2-CHs)
1693(*) 1693 - - - - v C=0 de acido
carboxilico
1504 1502 (*) | 1508 | 1525(*) | 1504 | 1508 (*) v (-N=)

- - 1417 - 1420 - v (-N=), isoindol
1290 - 1334 - 1325 - v (-N=) (pirrol)

- - - - 1064 - 8 (C—H) no plano
920 - 1020 - 896 - & (M-macrociclo)
842 - 978 - - - d (C-H) paralela ao

plano
702 - 705 - 717 - 3 (C-H)
perpendicular
ao plano

(*): aumento da intensidade dos sinais; (-) auséncia de sinais

(v): estiramento, (8): deformacéo.
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M: Cu ou Co

Figure 40- (A) Possiveis interacbes entre FTAL-Cu e Co e NTC-F e (B)
possiveis interacdes entre HEM e NTC-F. (l) Interacdo o centro
metalico com grupo carboxilico do NTC-F; (Il) Ligacdo de
hidrogénio entre o atomo de nitrogénio dos complexos e o atomo
de hidrogénio presente na superficie do NTC-F, (lll) Possivel
ligacéo de hidrogénio adicional entre HEM e NTC-F. Adaptada de
Li et al.(2011).

4.3.2 PARAMETROS OTIMIZADOS PARA DEPOSICAO DOS FILMES NO ECV

4.3.2.1 Efeito dos procedimentos de deposicdo dos filmes na superficie de ECV em

sensores modificados com NTC-F e associados a HEM, FTAL-Cu ou

FTAL-Co em estudos de NF

A técnica de deposicdo consiste em transferir um filme para um substrato de
interesse (TOLOSHNIAK et al., 2019; ALMEIDA et al., 2019; KANOUN et al., 2014).
No entanto, alguns parametros devem ser previamente considerados com o objetivo
de se obter um filme de boa qualidade e estabilidade. Dentre esses parametros estao

a escolha do material do eletrodo, o tipo de tratamento em que este sera submetido e



99

as principais caracteristicas da técnica de deposicdo. Esta ultima define o tipo de
interacao entre o filme e a superficie e o tempo gasto para a modificacdo do eletrodo.
Dentre as técnicas mais exploradas na deposi¢éo de filmes estao: (i) drop casting, que
€ a técnica de deposicdo mais simples, rapida e de baixo custo (CHONG et al., 2020;
MA et al., 2018; KANOUN et al., 2014; ALMEIDA, 2012); (ii) deposi¢do quimica em
fase de vapor (CVD), que se fundamenta no emprego de misturas gasosas que
necessitam de temperatura elevada (HOYOS-PALACIO et al., 2019; CAl et al., 2018);
(iii) layer by layer, que se baseia na deposi¢cao por camada, baseando-se nas forgcas
de atracdo eletrostaticas entre as espécies a serem depositadas e o substrato (ZHAO
et al., 2021; LIU et al., 2020; KANOUN et al., 2014); (iv) spin coat, em que o eletrodo
€ mantido em movimento giratério e a solugdo com o filme é dispensada na superficie
(PURWIDYANTRI et al., 2016; SPADAVECCHIA et al., 2004); (v) spray coating, em
que o filme é depositado na superficie do eletrodo na forma de aerossol (BOBZIN et
al., 2021; ESLAMIAN, 2014).

A técnica de drop casting € uma das mais utilizadas em virtude da facilidade na
aplicacao dos filmes em EQM (CHONG et al., 2020; MA et al., 2018). Fundamenta-se
em gotejar o filme na superficie do eletrodo, seguido de evaporacdo do solvente,
sendo mantido em razao de for¢as de Van der Waals (CHONG et al., 2020; MA et al.,
2018; ALMEIDA, 2012). Essa técnica foi a utilizada neste trabalho. Na Figura 41 é

representado o esquema de deposi¢ao por drop casting.

*

lf«‘f/ A\
/

’

Drop

casting EVAPORAGAO

- i
-Eletrodo . .7Eletrodo - -Eletrodo i

Figura 41- Representacdo esquematica do processo de deposicao pelo método drop
casting. Adaptada de KAJAL, GOSH, POWAR (2018).
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Em vista disso, empregou-se a técnica de drop casting, com duas estratégias
diferentes de deposicao, a SUC e a SDC, conforme mencionado no item 3.5.2. Assim,
realizou-se estudo para determinar a estratégia em que se obtém a melhor resposta
eletroquimica para as espécies indentificadas na reducdo de NF. Também nesse
caso, a definicdo da estratégia escolhida para ser utilizada no sensor final é a que
apresentar o melhor resultado em termos de intensidade de sinal da corrente de pico.
Para estes experimentos, utilizou-se 0,1 mmol L** de NF em pH 7,41. Estes resultados
sao apresentados na Figura 42.

Na Figura 42A, que correspondem aos sistemas em SUC, pode-se notar que
os perfis voltamétricos para todas as modificacdes sédo semelhantes, com registro de
Unica onda de reducdo (Epc,1) irreversivel. Também €& possivel observar que 0s
valores de Epc,1 sdo muito proximos em todos os sistemas, = -0,495 V. Assim, para
pH 7,41, as modificagcdes ndo promoveram antecipacdo de potencial, ou seja, nédo
ocorreu processo de eletrocatalise. Nao obstante, os sinais obtidos distinguem-se
quanto aos valores das correntes de pico catddica (Ipc,1). Os maiores valores para a
referida corrente foram observados para os sistemas modificados na seguinte ordem
FTAL-Co, HEM e FTAL-Cu. As raz0es para estes sistemas frente o ECV-SM foram de
aproximadamente, cinco vezes para FTAL-Co e HEM e de quatro vezes para o
derivado com o cobre. Conforme descritos na literatura (CHIAVASSA, CAMILO, LA-
SCALEA, 2021; MOSCOSO et al., 2020; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA- 2020;
SERRANO, MARTINS, JULIAO, 2014; BRITO et al., 2013; LA-SCALEA et al., 2005;
2009; HALL, BOT, WILKINSON, 2011; BOLLO et al., 2010; SQUELLA et al., 2005,
2007; MORALES et al. , 1984, 1987), os resultados apresentaram o perfil voltamétrico
tipico para a reducédo eletroquimica de nitro-heterociclicos com os picos Epc,1 e Epa,1
em meio fisiolégico. Os referidos picos correspondem a reducédo do grupo nitro a
hidroxilamina (reac&o 5) ao respectivo derivado nitroso decorrente de oxidagcéo da
hidroxilamina (reacdo 6), previamente discutido neste trabalho. E valido mencionar
que a proporcdo de 3:1 entre NTC-F e os complexos metalicos foi a ideal, pois em
guantidades menores dos complexos os sinais do analito foram menores e em
guantidades maiores dos mesmos houve o aparecimento de multiplos picos referentes
aos proprios agentes modificadores, dificultando a distingdo dos mesmos com o pico

do analito, nitrofural.
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No entanto, pela Figura 42B, que relaciona a estratégia SDC de drop casting,
com a formacdo dos mesmos compositos (ECV-NTC-F-HEM, ECV-NTC-F-FTAL-Cu
e ECV-NTC-F-FTAL-Co) em bicamadas verifica-se a auséncia de picos redox de NF,
na faixa de potencial estudada para todos os sistemas. Vale lembrar que neste
trabalho a SDC realizou-se com a aplicagao individual de cada agente modificador.
Nota-se que o perfil voltamétrico tipico para a classe dos nitro-heterociclicos nao foi
observado. Outro ponto a ser ressaltado € que todos os voltamogramas ciclicos
obtidos para todos os modificadores em SDC possuem comportamentos similares em
relacdo as correntes capacitivas da superficie da bicamada formada em ECV. Dessa
maneira, a corrente capacitiva proveniente da bicamada depositada no ECV estaria
sobrepujando os picos referentes aos processos redox de NF.

A supressao dos sinais voltamétricos apos a deposicao individualizada sobre o
ECV pode ser uma consequéncia de processos de transferéncia de energia ou
elétrons na interface entre esses materiais. Como o sistema de transferéncia de
elétrons é um processo de curta distancia (HALLS et al., 1996), existe uma grande
probabilidade de que o ultrassom tenha promovido a diminuicdo das referidas
distancias entre NTC-F e os complexos metalicos, em SUC, devido ao nimero de
choques efetivos entre 0os compostos em um mesmo sistema reacional. Os filmes
cujos constituintes em SDC sédo adsorvidos na superficie do eletrodo podem até ser
sustentados parcialmente mediante for¢ca coulombiana, todavia esta ndo € a principal
forca associada na formacao dos filmes (PONTES et al., 1999). Outras forcas, entre
elas, interacfes de Van der Waals, hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e eletrostatica
entre os compdsitos sdo determinantes na manutencao e eficiéncia destas estruturas
(PONTES et al.,, 1999). Assim, indica-se que a estratégia de SUC favoreceu a
obtencéo dos sinais voltamétricos de NF, pois se tem uma interacdo quimica e, em
SDC, esta é fisica.

Mediante esta abordagem, € possivel compreender que a técnica de aplicacéo
de compdsitos na superficie de eletrodos € parametro importante na sensibilidade dos
sinais voltamétricos, pois esta relacionada a melhor transferéncia de elétrons. Tal fato
€ produto da eficiéncia do tipo de interacéo entre NTC-F e os complexos metalicos.

Com a realizagéo deste trabalho, confirmou-se a formag&o de um filme fino de
composito empregando nanomateriais, NTC-F-HEM, NTC-FTAL-Cu,
NTC-F-FTAL-Co, na superficie do ECV mediante aplicacdo de drop casting, em SUC.
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Com esta estratégia, o filme apresentou excelente desempenho nos estudos
voltamétricos de NF, mostrando boa estabilidade e sensibilidade. Com base nestes
resultados, a estratégia drop casting, SUC, foi escolhida para a continuacdo deste

trabalho.

——ECV-NTC-F-HEM
—— ECV-NTC-F-FTAL-Cu
——ECV-SM
—— BRANCO
—— ECV-NTC-F-FTAL-Co

-1I,2.-1I,0l-OI,8.-0I,6l-OI,4.-0I,2. 0:0 l 0:2 l 0:4 l 0:6 l 0:8
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_

——ECV-NTC-F- HEM
——ECV-NTC-F- FTLA-Cu
——ECV-NTC-F- FTAL-Co
——BRANCO

,0-0,8 -0,6 -04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_,
Figure 42- Voltamogramas ciclicos registrados em pH 7,41,(A) SUC e (B) SDC
(1° ciclo), [NF]=0,1 mmolL'e v=0,1V s™.

-1,2 1
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4.3.2.2 Estudo do tempo de ultrassom nas dispersées

Analisou-se a influéncia do tempo de ultrassom no Ipc,1 por VC sobre
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu, em tampé&o fosfato pH 4,02. As Figuras
43A e 43B mostram os voltamogramas ciclicos registrados para o NF nos dois

sensores modificados citados acima, nos intervalos de 1 <t < 18 min.

ECV-NTC-F-HEM ECV-NTC-F- FTAL Cu
] 20 pA %
g
—— 1min ——1min
——3min S« ——3min
—— S5min ——5min
—— Tmin —— 7min
—— 11min — 11min
——15min ——15min
— 18min ——18min

-1',2 -1',0 -o',s -o',s 04 02 o:o o:z 0:4 -1',2 -1',0 -o',s -o',s -o',4 -o',z o',o 012 0:4
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_ E (V) vs. Ag/AgC, KCI_

Figure 43- Voltamogramas ciclicos registrados em pH 4,02 sobre ECV-NTC-F-HEM
e ECV-NTC-F-FTAL-Cu (1° ciclo), nos intervalos de tempo em

ultrassom de 1 <t < 18 min. [NF] = 0,1 mmol L?, v=100 mV s™.

Obtiveram-se os maiores valores de Ipc,1 em tampdao fosfato para o tempo
de 15 min de dispersdo para ambos 0s sensores. Assim, otimizaram-se as
suspensdes contendo hemina e ftalocianina de cobre combinadas com NTC-F, pois
proporcionou a maxima intensidade de Ipc,1. Entende-se que a diminuicao de Ipc,1
para valores maiores que 15 min de disperséo esteja relacionado a danos ocorridos
no proprio NTC-F, em sua estrutura sp? que é o principal componente na
transferéncia de carga (ALREKABI et al., 2016).
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4.3.3 COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DE NF NA SUPERFICIE DE ECV EM
SENSORES MODIFICADOS PELA COMBINACAO DE NTC-F ASSOCIADOS
A HEM, FTAL-Cu ou FTAL-Co

4.3.3.1 Comportamento voltamétrico de NF utilizando ECV-NTC-F-HEM,
ECV-NTC-FTAL-Cu e ECV-NTC-F-FTAL-Co em meio &acido

A discussado feita a seguir apresenta de forma detalhada os resultados
registrados para o comportamento voltamétrico de NF, nos eletrodos quimicamente
modificados, ECV-NTC-F-HEM, ECV-NTC-F-FTAL-Cu, ECV-NTC-F-FTAL-Co
frente ao ECV-SM, com a finalidade de melhor compreender a contribuicdo dos
agentes modificadores na transferéncia eletrénica.

Os voltamogramas ciclicos registrados em solugdo 0,1 x 102 mol L de NF
em meio acido, no intervalo de 2,03 < pH < 6,06, apresentaram comportamento
voltamétrico semelhantes, com registro de Unica onda de reducdo (Epc,1)
irreversivel e também, registrou-se na regido positiva de potencial um pico de
oxidacao (Epa,1) sem o respectivo componente catodico. Os picos citados referem-
se aos intermediarios da hidroxilamina, Epc,1, € o nitroso, Epa,1, conforme citado
em estudos anteriores empregando ECV-NTC-F. A Tabela 10 apresenta os
respectivos resultados desses potenciais nos sensores modificados e em ECV-SM.

Nestas condicbes experimentais, nota-se que os valores de Epc,1 sao
deslocados para valores mais negativos com o aumento de pH. E valido realcar
guando se compara no mesmo pH, os valores Epc,1 se apresentam em potenciais
menos negativos para 0s sistemas modificados. Desta maneira, pode-se
compreender que as modificacdes efetuadas na superficie de ECV promoveram
antecipacao de potencial em todos os sistemas modificados frente ao ECV-SM, ou
seja, ocorreu 0 processo de eletrocatalise.

Esses resultados sdo semelhantes aos ja destacados com emprego de
NTC-F em ECV, ou seja, pode se inferir que os compdsitos HEM, FTAL-Cu e

FTLA-Co associados aos NTC ndo melhoraram a capacidade de transferéncia de
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carga. Com a finalidade de esclarecer esse efeito, escoheu-se o valor de pH 4,02,
sendo que ECV-NTC-F-HEM, ECV-NTC-F-FTAL-Cu e ECV-NTC-F-FTAL-Co
anteciparam os potenciais em 100, 91, 64 mV, respectivamente, frente ao ECV-SM.
Os sistemas com a HEM e FTAL-Cu apresentaram valores semelhantes de Epc,1
frente ao ECV modificado apenas com NTC-F. Todavia, o sistema com a presenca
do atomo de cobalto registrou valor com uma diferenga de 40 mV mais positivo em
relacdo a ECV-NTC-F.

Tabela 10- Valores dos potenciais de pico, (Epci) em NF 0,1 mmol L em
2,03<pH<pH=<6,06

- Ep,c1 (V)
ELETRODO pH | pH | pH | pH | pH
2,03 3,03 4,02 5,02 6,06
ECV-SM 0,358 | 0,401 | 0,435 | 0,461 | 0,501

ECV-NTC-F-HEM 0,261 | 0,315 | 0,335 | 0,384 | 0,406

ECV-NTC-F-FTAL-Cu | 0,293 | 0,310 | 0,344 | 0,395 | 0413

ECV-NTC-F-FTAL-Co | 0,300 | 0,325 | 0,371 | 0,392 | 0,419

Outrossim, na Figura 44, nota-se que em todos os sistemas modificados os
valores das correntes de pico catddicas (Ipc,1) sdo maiores que os do ECV-SM, em
toda faixa de pH. E possivel notar que os maiores valores de Icp,1 foram observados
para os sistemas constituidos com Cu, seguidos de HEM e Co, em toda faixa em
estudo. Até o pH 6,06, os valores médios das correntes para Cu, HEM e Co foram
de 4,07 £ 0,46; 4,10 + 0,70 e 3,20 +0,20 x 10 A, respectivamente. As razdes entre
os valores de Icp,1 ECV modificado com NTC-F- FTAL-Cu, NTC-F-HEM e
NTC-FTAL-Co frente a ECV-SM foram de, aproximadamente 4, 4 e 3 vezes,
respectivamente. Cumpre mencionar que, esses resultados sao aproximadamente

14 vezes menores, quando se utilizou ECV modificado apenas com NTC-F. Pode-
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se inferir que o NTC-F € o principal responsavel pelo aumento das correntes de pico
(Ipc,1) e quando ligado a outros grupos transportadores de carga como HEM, FTAL-

Cu e FTAL-Co, o NTC-F fica menos disponivel para a referida tranferéncia.

mm ECV-SM
5,0 B ECV-NTC-F-FTAL-Cu
I BEE ECV-NTC-F-HEM
mm ECV-NTC-F-FTAL-Co

4
pH

Figura 44- Gréfico de barras comparativo em 2,03 < pH < 6,06 entre os valores das

correntes de pico catddicas (lpc,1), com NF 0,1 mmol L' em
v=100 mV s

Constata-se, pela Figura 45, que, a partir de pH 9,05, pode ser observado
processo distinto em todos sistemas modificados, com excecdo de
ECV-NTC-F-FTAL-Co, com o0 surgimento de um pico em potencial mais positivo
(Epc,2). O desdobramento deste pico em meio alcalino é atribuido a geragéo do nitro

radical aniénico com o respectivo componente anddico (Epa,2). Esse pico, refere-se

ao par redox R-NO2/R-NO2° ~ ja indicado neste trabalho, quando se utilizou apenas
NTC-F em ECV. Observa-se efeito eletrocatalitico para o pico Epc,2 na reducéo de
NF, uma vez que o potencial de reducao para este pico em ECV-SM é em torno de
-0,510 V. Todavia, em ECV-NTC-F-HEM e ECV-NCT-F-FTAL-Cu, Epc,2, diminuiu
para -0,261 V e -0,221 V, respectivamente. Isto indica uma antecipagao de,
aproximadamente, 290 e 250 mV, para ECV-NTC-F-FTAL-Cu e ECV-NTC-F-HEM,
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respectivamente, quando comparado com o ECV-SM. Ademais, 0s sistemas
modificados mencionados anteriormente, promoveram antecipacéo de 90 e 50 mV,
respectivamente, quando comparados com ECV-NTC-F, pois 0 mesmo, antecipou

o potencial de Epc,2 em 207 mV, informacao ja registrada neste trabalho.

——ECV-NTC-F-HEM

—— BRANCO

Epc,, ECV-NTC-F-FTALCu
'2 __ECV-SM

—— ECV-NTC-F-FTAL.Co

Epc,,

-14-1,2-1,0-0,8-0,6-04-0,20,002 04 06 0,8
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_,
Figura 45- Voltamogramas ciclicos dos ECV modificados com NTC-F contendo

HEM, FTLA-Cu, FTLA-Co (1° ciclo), em tampéo fosfato pH 9,05

contendo NF 0,1 mmol Lt em v =100 mV s.

Neste sentido, os resultados confirmam a influéncia positiva da HEM e da
FTAL-Cu na eletrocatalise do processo de reducdo da geracdo do nitro radical
aniénico. De acordo com Frumkin et al. (1971) e Savéant (2008), a eletrocatalise é
entendida como a aceleracdo de um processo eletroquimico pela natureza do
eletrodo, que pode ser notada pela antecipacdo de potencial. E vélido citar que o
efeito eletrocatalitico apresenta-se com a finalidade de reduzir a energia de ativacéo
da reacdo, envolvendo elétrons, (TICIANELLI, CAMARA, SANTOS, 2005). Bockris
e colaboradores (2002) afirmam que basicamente todos os eletrodos que possuem
sitios reacionais envolvendo reagentes e/ou intermediarios poderiam ser
considerados cataliticos, porém, na pratica, somente os eletrodos nos quais as
velocidades de reacéo séo relativamente rapidas podem ser assim considerados,

comparativamente, a mesma reacao em outros eletrodos.
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Cumpre mencionar que esses EQM com HEM e FTAL-Cu demonstraram as
melhores respostas em relacédo ao sinal de corrente, frente & ECV-SM, todavia com
menores valores comparativamente ao ECV modificado com NTC-F. Por outro lado,
0 sistema com a ftalocianina de cobalto apresentou apenas um pico de reducéo
(Epc.1), que se deslocou para valor de potencial proximo de -0,60 V. Como j& inferido
neste trabalho, pelos resultados de MEV, a transferéncia eletrénica para o derivado
de Co é dificultada, pois se apresenta com forma oligomérica mais complexa,
dificultando a transferéncia eletrbnica e a deteccdo de Epc,2. Os resultados
apresentados neste trabalho, para os sistemas modificados com HEM e FTAL-Cu,
mostraram-se adequados para a deteccédo do nitro radical aniénico em NF, pois
houve aumento de corrente de pico para o referido radical. Além disso, 0s sistemas
mencionados necessitaram de menor energia para a deteccao do radical em NF,
pois houve antecipacéo significativa de potencial frente ao ECV-SM.

Diante do exposto, direcionou-se o foco do trabalho no aprofundamento dos

estudos sobre a caracterizacdo e reversibilidade do par redox R-NO2/R-NO2° ~,
referente ao nitro radical anidnico. Para isto, empregaram-se 0s sistemas
modificados com HEM e FTAL-Cu juntamente com NTC-F frente ECV-SM por VC,

em meio alcalino-aquoso.

4.3.3.2 Estudo voltamétrico do nitro radical anidnico (R-NO 2/R-NO 2° )

Como descrito no desenvolvimento deste trabalho, NF foi eletroquimicamente
reduzido aplicando EQM através da técnica de VC, envolvendo a reducao do grupo
nitro dependente do pH; (a) em meio acido, obteve-se um anico pico de reducéo
(Epc,1) devido a transferéncia de quatro elétrons para formar o derivado
hidroxilaminico (RNHOH) e (b) em meio alcalino, observou-se um pico catodico
(Epc,2) anterior ao pico principal, envolvendo a formag&o do nitro-radical anibnico
com a transferéncia de um elétron com o seu respectivo par redox. Merece realcar
gue a deteccao do radical foi realizada nos sistemas ECV-SM, ECV-NTC-F, ECV-
NTC-F-HEM e ECV-NTC-FTAL-Cu.

Considerando que nosso principal interesse corresponde na deteccdo e

estabilidade do nitro radical e na modificagdo no ECV por agentes miméticos, HEM
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e FTAL, focamos nossos estudos em meio alcalino nestes sensores, em que esse
radical foi cineticamente estavel. Além disso, considerando estudos da literatura
(LIMA et al., 2020; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020; BRITO et al., 2013,
JULIAO et al., 2006; ARGUELLO et al., 2006; FOTOUHI, FARAMARZI, 2004;
MANDAL et al., 2004), selecionamos a técnica de VC como ferramenta muito util
para estudar o radical nitro anion para os sistemas modificados frente ao ECV —SM.

Por conseguinte, complementando os dados ja obtidos para a caracterizacéo
do comportamento voltamétrico de NF empregando ECV-NTC-F juntamente com
HEM e FTAL-Cu e com o proposito de dirimir qualquer incerteza a respeito da
geracdo e estabilidade do nitro radical em meio aquoso, alguns parametros

eletroquimicos foram empregados, para confirmar a formacdo do par

R-NO2/R-NO2°*". Desta forma, a fim de avaliar a natureza do transporte do material
eletroativo para a superficie dos eletrodos e o grau de reversibilidade realizaram-se
experimentos de VC em diferentes velocidades de  varredura
(200 = v< 900 mV s?), ajustadas em janela de potencial apropriado
(0,2 V < Ecp,2 < - 0,8 V) em meio suficientemente alcalino e concentracdo de
0,1 mmol L para NF. Vale destacar que ndo houve a realizacédo de polimento no
ECV entre as medidas.

A Figura 46 exibe os voltamogramas ciclicos registrados em pH 10,04 nas
condi¢cBes anteriormente mencionadas. Verifica-se, nesta figura, que os sistemas
modificados se apresentam mais bem resolvidos frente ao ECV-SM. No entanto,
verificam-se para todos o0s sistemas respostas caracteristicas para processos
reversiveis, pois a diferenca entre os potenciais de pico catédico (Epc,2) e anddico
(Epa2) mantém-se constante a proporcdo que a velocidade de varredura do
potencial € aumentada. De acordo com a literatura (BROWN, SANDIFER, 1986;
BARD, FALUKANER, 2001; BRETT-BRETT, 1996), para sistemas semi-reversiveis
o valor da diferenca de potencial (AEp= Epc,2 — Epa,2) pode variar entre 120/n e 60/n
mV. Para todos os sistemas os valores de AE; obtidos foram de aproximadamente
80 mV, sugerindo processo monoeletrénico para o referido par redox, Figura 47.

Observa-se, na Figura 48, que o grafico de funcdes de corrente, referentes
ao pico catddico do radical (Ipc2/CvY?) mostrou-se independente da velocidade de

varredura para todos os sistemas, registrando-se valores constantes e proximos a
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0,01, 0,08 e 0,20 A mol't L VY2 g2 para os sistemas ECV-SM,
ECV-NTC-F-FTAL-Cu e ECV-NTC-F-HEM. Esta diferenca é um indicativo de que

as modificacdes melhoraram a condutividade eletrénica e aumentaram as taxas de

transferéncia eletrénica na superficie eletrédica.

ECV-NTC-F- HEM

]10 pA
— 200 mVs”
— 400 mVs™
——500mVs”
Epc,, ——700mVs”
T —900mVs"

-OI,8 -OI,7 -OI,B -OI,5 -0,4 -OI,3 -OI,2 -OI,1 0,0 0,1 0,2
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI__

ECV-NTC-F- FTAL-Cu

— 200mV s’
——400mVs”
——500mVs”
——700mVs”
——900mVs"

-OI,8 -OI,7 -OI,G -OI,5 -OI,4 -OI,3 -OI,2 -OI,1 0:0 0:1 0,I2
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_

’2

ECV-SM

—— 200 mVs”
——400mVs”
— 500 mVs”
—— 700 mVs™
——900mVs"

-0,8 -OI,T -OI,G -OI,5 -OI,4 -OI,3 -OI,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_,
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Figura 46- Voltamogramas ciclicos para o0s eletrodos ECV-NTC-F-HEM,
ECV-NTC-F-FTAL-Cu e ECV-SM (1° ciclo) em tampao fosfato pH 10,04

contendo [NF]= 0,1 mmol L no intervalo de 200 < v <900 mV s,

0100 = Epc, ECV-NTC-F-HEM
+« Epa,,
-0,15 |
T 5 bd ® ] - b
__ 020
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ECV-NTC-F-FTAL- Cu
» Epa,,
-0,10 |
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Figura 47- Variacao de Epc,2 e Epa,2 como fung¢do de v em pH 10,04, [NF]= 0,2mmol
L1, 200 £ v<900 mV s
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Figura 48- Relacdo entre Ipc,2/Cv¥? e a velocidade de varredura para

NF 0,1 mmol Lt em tampéo fosfato pH 10,04, 200 < v< 900 mV s,

Outrossim, outra informacdo importante deste sistema reversivel € a
dependéncia linear da corrente de pico (Ipc,2) com a variacdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'?), Figura 49. Este resultado demonstra que processo é
controlado tipicamente por difusdo (BARD, FALUKANER, 2001; BRETT, BRETT,

1993; GOSSER Jr., 1993) e que os processos adsortivos nao influenciam na reducéo

do par R-NO2/R-NO 2*~ sobre os eletrodos. Na Tabela 11 constam os dados das
equacoles de reta para todos os sistemas. Ao analisar a referida Tabela evidenciam-
se 0s maiores valores de coeficientes angulares para os sistemas modificados,
comparativamente a ECV-SM. Com isso, € possivel identificar que os maiores valores
de corrente de pico (Ipc,2) para o radical estdo na seguinte ordem: HEM e FTAL-Cu.
As razbes destes sistemas frente a ECV-SM foram de 13 e 7 vezes maiores,

respectivamente.
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Figura 49- Relacao entre a corrente de pico (Ipc,2) e a raiz quadrada da velocidade
de varredura para NF 1,0 mmol L' em tampdo fosfato
pH 10,04,100 < v< 1000 mV s,

Tabela 11- Valores das equacdes de reta referentes a Figura 49 entre os sistemas

modificados e ECV-SM em pH 10,04 referentes ao pico de Epc,2.

ELETRODO EQUACAO DE RETA R2 (*)

ECV-SM -lpc = 1,33 v 12 (+0,09) 0,997
— 0,21 (+0,06) pA

ECV-NTC-F-HEM -Ipc = 17,40 v V2 (+0,62) 0,990
+ 2,43 (£0,44) pA

ECV-NTC-F-FTAL-Cu -Ipc = 9,72 v ¥2(0,16) 0,995
— 1,81 (+0,11) pA

(*) R?: coeficiente de correlacédo.

Com a finalidade de confimar o comportamento difusional apresentado pelo

pico Ipc,2, realizou-se estudo entre o logaritmo dessa corrente pelo logaritmo da
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velocidade de varredura, Figura 50. Na Tabela 12, constam os dados das equacdes

de reta para todos os sistemas.

= ECV-NTC-F-HEM
1,4~ ¢ ECV-NTC-F-FTAL-Cu

1.2 [ 4 ECV-SM
1,0

0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

-0,2

0,4

_0,6 1 1 1 1
10 08 -06 -04 02 0,0

Log v (vs™)

- Log Ipc,; (1A)

Figura 50- Relacao entre log de Ipc,1 e log de v, em estudos para NF 0,1 mmol Lt em
tampéo fosfato pH 10,04, 200 < v< 900 mV s em ECV-NTC-F-HEM,
ECV-FTAL-Cu e ECV-SM, como eletrodos de trabalho.

Tabela 12- Valores das equacdes de reta referentes a Figura 50 entre os sistemas
modificados e ECV-SM em pH 10,04 referentes ao pico de Epc,z2.

ELETRODO EQUACAO DE RETA R? (*)

ECV-SM -Log Ipc = 0,512 Log v (+0,001) 0,997
+ 0,041 (+0,001) pA

ECV-NTC-F-HEM -Log Ipc = 0,416 Log v (+ 0,005) 0,990
+ 1,289 (+ 0,007) pA

ECV-NTC-F-FTAL-Cu | -Log Ipc = 0,501 Log v (+0,001) + | 0,995
0,911 (+ 0,004) pA

(*) R?: coeficiente de correlacédo
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Ao avaliar os dados da Tabela 12, nota-se que o valor do coeficiente angular é
muito proximo de 0,5, o que empiricamente representa o processo de transferéncia
de carga difusional (GOSSER Jr., 1993).

De acordo com os resultados apresentados, a presenca de hemina e
ftalocianina de cobre inserida em nanotubos funcionalizados influenciou de forma
positiva na resposta eletroquimica do sinal referente ao nitro radical anidénico de NF,
com respectivos aumentos de Ipc,.. Desta maneira, vé-se que 0S conjuntos
mencionados proporcionaram aumento significativo nos sinais analiticos obtidos.

A seguir serdo apresentados os estudos referentes aos aspectos cinéticos, que
podem estar presentes no processo de geracdo e estabilizagdo do nitro radical
anibnico em meio aquoso, empregando os sistemas ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu, comparativamente ao ECV-SM.

4.3.3.3 Avaliacdo de alguns parametros cinéticos relacionados ao nitro radical

anidnico

Aplicando a metodologia de Olmstead-Nicholson (1969), determinaram-se as

razbes de corrente (Ipa,2/Ipc,2) para o par redox R-NO2/R-NO2°* ~, pois este é o
principal parametro eletroquimico para estudos de estabilidade do radical
(CHIAVASSA, CAMILO, LA-SCALEA, 2021; BRITO, FERREIRA, LA-SCALEA, 2020,
BRITO, et al., 2013; LA-SCALEA et al.,2009; MANDAL et al., 2004). De acordo com
registros da literatura, a razédo de corrente apresenta dependéncia de alguns fatores,
dentre eles, velocidade de varredura e concentracao da espécie eletroativa (TOCHER,
1997; SYMONS et al., 1991).

Conforme registros da Figura 51, verifica-se que com o aumento da velocidade
de varredura as razdes de corrente variaram para valores crescentes. Segundo dados
reportados por alguns autores (NICHOLSON, SHAIN, 1964; NUNEZ-VERGARA et al.,
1993, 1995), este efeito indica etapa de transferéncia de carga reversivel, seguida de
reacdo quimica irreversivel de desproporcionamento, caracterizando-se como

mecanismo E:Ci representada pela reacdo 8 e comentada em estudos com ECV-NF.
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Figura 51- Relacédo entre as razdes de Ipa,2/lpc,2 e log v. [NF]= 0,1 mmol L? em

tampéao fosfato pH 10,04, 20 < v< 600 mV s em ECV-NTC-F-HEM e,
ECV-FTAL-Cu, como eletrodos de trabalho.

Pode-se verificar que esses resultados, empregando HEM e FTAL-Cu séo
muito semelhantes entre si, e com 0s resultados obtidos de ECV-NTC-F, conforme
apresentado neste trabalho. E fundamental realcar que para o célculo de Ipa,2/Ipc,2
tomou-se como premissa que o0s valores da corrente de inversdo (In) fossem
numericamente menores que os valores da corrente catddica, com a finalidade de
minimizar a influéncia da segunda onda catddica relacionada a hidroxilamina. Os
valores das razdes de corrente tendem ao valor de 1 com o aumento da velocidade
de varredura.

Outrossim, de acordo a observacdo de que os valores de Ipa,2/lpc,2 sé&o
menores que 1, sugere-se uma etapa de transferéncia de carga seguida de reacao
quimica irreversivel, E/Ci. A avaliacdo dos efeitos da concentracdo de NF em
Ipa,2/lpc,2 pode contribuir em auxiliar com a resposta cinética, pois em reacdes
guimicas que ocorrem apo6s a transferéncia de carga seguindo cinética de primeira-
ordem, as razdes de corrente permanecem constantes com 0 aumento da
concentracdo (OLMSTEAD, HAMILTON, NICHOLSON, 1969). Por outro lado,
conforme é constatado na Figura 52, os valores de Ipa,2/lpc,2 decrescem com 0O

aumento das concentracdes de NF, para ambos os sistemas: ECV-NTC-F e ECV-
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NTC-F-FTAL-Cu. Esse resultado indica a ocorréncia de reacdo quimica de segunda-
ordem, apds a transferéncia de carga (SQUELLA, BOLLO, NUNEZ-VERGARA, 2005;
OLMSTEAD, HAMILTON, NICHOLSON, 1969). As constantes de velocidade (k2) e 0

tempo de meia-vida do radical (t12) foram determinados em seguida.

1,00 "« ECV-NTC-F-HEM
+ ECV-NTC-F-FTAL-Cu
0,98 |
N
(&)
0,96 |
o
=
N o904}
m | |
o
— 0’92 - L
0,90

0,02 0,04 006 008 010 0,12
~ -1
Concentracao, mmol L
Figura 52- Relacgdo entre as razdes de Ipa,2/Ipc,2 em fungdo da concentragéo de NF.
Dados obtidos em tampéo fosfato pH 10,04, com v= 100 mV s usando
ECV-NTC-F-HEM e, ECV-FTAL-Cu, como eletrodos de trabalho.

4.3.3.4 Determinacdo das constantes de velocidade (kz2) e tempo de meia-vida (ti2)

Seguindo metodologia desenvolvida por Olmstead-Nicholson, determinaram-
se os valores de k. e tiy2 da mesma maneira que se realizou com ECV-NTC-F.
Recentemente, essa ferramenta foi utilizado por Lima e co-autores (2020), para
estudo da estabilidade cinética de outro composto nitroheterociclico e em meio
aguoso. A Figura 53 mostra o perfil dos gréaficos, com perfil linear entre os parametros
cinéticos, m em funcdo de 1, obtidos em pH 10,04 para NF, empregando
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-FTAL-Cu, como eletrodos de trabalho. Observa-se que
em ECV-NTC-F-HEM a inclinacdo da reta foi menos acentuada do que em
ECV-NTC-F-FTAL-Cu, indicando os menores valores para ko e sugerindo maior

estabilidade do nitro radical.
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Na Tabela 13, referente aos valores de k: e t12, compararam-se os resultados
dos sistemas ECV-NTC-F e ECV-FTAL-Cu com os resultados ja apresentados de
ECV-NTC-F. Pelos dados apresentados dessa tabela referentes ao ti2, nota-se que
a estabilidade do nitro radical € maior com o derivado de hemina, seguido dos
sistemas ECV-NTC-F e  ECV-NTC-F-FTAL-Cu, confirmando que o

desproporcionamento do R-NO2°* ~ ¢ ligeiramente mais lento para com o emprego da
hemina, com diferenca de tempo de 0,15 s frente ao ECV-NTC-F. Este resultado é
interessante do ponto de vista biologico, uma vez que a HEM é estruturalmente mais
semelhante as enzimas redutases do complexo P450, pois apresenta 0 grupo
prostético heme, tendo o &tomo de ferro como centro metalico.

Estas observacfes corroboram as hipéteses preconizadas nos resultados
registrados em MEV e em FTIR, em que 0s menores blocos e a interacao adicional,
por meio de ligacdo de hidrogénio, respectivamente, contribuem para a maior
eficiéncia na transferéncia eletrénica do derivado de HEM. O anel porfirinico se liga
ao NTC-F por interacdo eletrostatica com o atomo de ferro e por duas ligacdes de
hidrogénio, e a interacdo do orbital - do anel porfirinico e da superficie dos
NTC-F possibilitam a transferéncia eletrénica. Essa forma de interacdo é sobretudo
interessante, pois possibilita explorar os efeitos sinérgicos entre HEM e NTC-F.
Ademais, esse sistema, ECV-NTC-F-HEM permite que a funcionalidade eletrénica da
HEM seja anexada ao NTC-F, enquanto se preserva a estrutura eletrbnica dos
NTC-F. Por outro lado, o tempo de meia-vida do radical com o sistema modificado
com HEM foi superior ao sistema com FTAL-Cu em 0,45 s.

Outra possivel explicacdo para o sensor com a hemina apresentar maior
estabilidade do radical pode ser justificada pelo fato de que farmacos que apresentam
0 atomo de nitrogénio, como por exemplo, o nitrofural, ligam-se preferencialmente ao
ferro do grupo prostético heme, presente por exemplo, na HEM (AMENDOLA et al.,
2008). Em trabalho desenvolvido por Tanaka e colaboradores (2003) observou-se que
o metal de transicdo desempenha a fungdo como centro ativo e que o centro metalico
com a presenca do atomo de ferro tem-se destacado como 0 mais promissor na
atividade eletrocatalitica e em propriedades redox dos EQM. Para confirmar estas
observacdes mencionadas, tém-se como perspectiva deste trabalho o uso de quimica
computacional, para definir as possiveis interacdes, determinar os orbitais de fronteira,

HOMO e LUMO e parametros termodinamicos, destacandos-se: entalpia e energia
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livre. Entende-se que a definicho destes parametros auxiliardo na melhor

compreensao e nas possiveis diferencas entre cada um dos sensores. Na continuagao

deste trabalho, avaliou-se a interacdo do R-NO 2*~ com aceptores eletronicos
biolégicos naturais, como grupos tiolicos e oxigénio molecular, na tentativa de
compreender a acdo dos 0 mecanismo de acéo de nitro-heterociclicos in vivo por meio

da técnica eletroquimica VC.

= ECV-NTC-F- HEM
+ ECV-NTC-F-FTAL-Cu

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0

B 0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

02 04 06 08 10 12 14 186

Figura 53- Relacdo entre we 1. Dados obtidos em tampao fosfato pH 10,04,
[NF] = 0,1 mmol L?1 com velocidade de varredura de
50 < v< 400 mV st usando ECV-NTC-F-HEM e, ECV-FTAL-Cu, como

eletrodos de trabalho.
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Tabela 13- Determinagao dos valores de kz e ti2 na reacéo de desproporcionamento
do radical em ECV-SM e em EQM propostos deste trabalho em [NF] =
0,1 mmol L, pH= 10,04

ELETRODO k2 x 10*3 (L mol-*s?) t12 (S)
ECV-SM (*) 7,07 0,28
ECV-NTC-F (**) 12,86 0,78
ECV-NTC-F-HEM 10,70 0,93
ECV-NTC-F-FTAL-Cu 20,77 0,48

(*) Dado obtido em trabalho desenvolvido por BRITO et al., 2013. (**) Dado

registrado no item 4.1.4.4, deste trabalho.

4.3.3.5 Andlise voltamétrica das interacées entre o nitro radical anidnico R-NO2°* ~ e

0s aceptores eletrdnicos, como tidis e oxigénio molecular em meio aguoso

Diversos estudos usando a VC demonstraram que oxigénio molecular e os
compostos tidis, tais como a glutationa e cisteina, podem atuar como agentes
aceptores de radicais (JULIAO et al., 2006; SQUELLA et al., 1993). No entanto, a
interacdo entre as espécies de radicais com as substancias mencionadas ndo tem

recebido atengdo adequada. O mecanismo de interacdo € complexo e o efeito da

adicio dos aceptores eletronicos na estabilidade do R-NO2®* ~ depende da identidade
do aceptor, do farmaco, da superficie do eletrodo (SYMONS et al.,, 1991) e da
concentracdo do eletrolito de suporte (TOCHER, EDWARDS, 1994). Os aceptores
eletrbnicos podem atuar como agentes oxidantes, regenerando o nitro-heterociclico
original, ou como agente redutor, diminuindo ou consumindo por completo a formagéo
do derivado de hidroxilamina (TOCHER, EDWARDS, 1994). A atividade biologica dos
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nitro-heterociclicos depende da reducéo in vivo de R-NO2®* ~ por nitrorredutases, o
que € eliminado pelo Trypanosoma cruzi por acdo da tripanotiona na forma reduzida,
biologicamente semelhante a glutationa também na forma reduzida. Assim, o radical

pode ser eliminado via reacdo com oxigénio molecular, O2, produzindo o radical

02°* ~ por meio da superoxido dismutase (SOD) (VIODE et al., 1999).

O processo bioldgico descrito ocorre em meio aquoso avaliou-se a interacéo

entre R-NO2°® ~ com glutationa, cisteina e oxigénio molecular, empregando ECV-NTC-
F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu.

4.3.3.5.1 Comportamento voltamétrico de NF em presenca de glutationa (GSH) e

cisteina (Cis)

A Figura 54 exibe os VC registrados em solucao tampéo fosfato pH 10,04 em
NF 0,1 mmol L na auséncia e presenca de GSH, para ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAI-Cu, respectivamente.

Os resultados com a adicdo de GSH em ambos os sistemas modificados
apresentaram pequenas diferencas entre si. Em ECV-NTC-F-HEM, o pico catddico
referente ao radical, Epc,2, praticamente nao sofreu grandes variacbes
independentemente das concentracfes. Por outro lado, quando se empregou o
sistema com a ftalocianina de cobre, houve decréscimo de 23% e 18%, para as
concentragdes de 3,5 e 10,5 mmol L%, respectivamente. Os maiores decréscimos
foram observados para o pico catédico relacionado a hidroxilamina, Epc,1, sendo
préximos de 15% e 40%, para ambos 0s sistemas analisando da menor para a maior
concentracdo de GSH. Para o pico anddico, Epa,2, referente a oxidacdo do radical,
notou-se uma diminuicdo com o aumento da concentracdo de GSH, para os dois

sistemas.
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ECV-NTC-F- HEM Epa,2 ECV-NTC-F- FTAL-Cu

R ——

Epa,2

5 pAl 5 A
Epc,2 Epc,2
— auséncia de GSH ——auséncia de GSH
-
— 3,5 mmol L1 de GSH — 3,5 mmol L” de GSH
-1 E ——10,5 mmol L' de GSH
Epc,1 — 10,5 mmol L™ de GSH pc.q
1,2 -1,0 0,8 0,6 0.4 -0,2 0,0 0,2 0,4 1,2 1,0 0,8 0,6 0.4 02 0,0 02 04
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_ E (V) vs. Ag/AGCI, KCI,.

Figura 54- Voltamogramas ciclicos registrados em ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu (1° ciclo) em tampado fosfato pH 10,04,
[NF] = 0,2 mmol L? v= 100 mV s empregando GSH como aceptor

eletronico.

A Figura 55 mostra os VC registrados em solucéo tampéo fosfato pH 10,04
em NF 01 mmol L?! na auséncia e presenca de Cis, para
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAI-Cu, respectivamente.

Os resultados para ambos os sistemas indicam que a Cis ndo proporcionou
alteracdes significativas no pico Epc,2. Por outro lado, promoveu decréscimo
significativo referente ao pico de Epc,1, sendo de 18% e 26% para 0s sistemas com
hemina e ftalocianina de cobre, respectivamente, quando se empregou a adi¢do de
3,5 mmol L de Cis. Com o0 aumento da concentracdo de Cis houve uma queda brusca
deste para 34% e 30% referente ao pico na auséncia do aceptor eletrbnico, para
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu, respectivamente. Por conseguinte, 0s
picos anodicos para ambos 0s sistemas apresentaram queda nos respectivos valores.

Pode-se afirmar, que para ambos os sistemas modificados, GSH e Cis, tidis
bioldgicos empregados neste trabalho, houve consumo parcial do radical disponivel
para a formacéo de hidroxilamina e oxida¢do da corrente anddica. Estes resultados
diferem dos resultados obtidos por Julifio e co-autoures (JULIAO et al., 2006), que
empregaram NF em eletrodo de diamante dopado com boro. Todavia, se assemelham
ao trabalho desenvolvido por Squella e colaboradores (1994) quando se estudou a
interacéo entre GSH com nicardipino em eletrodo gotejante de mercurio. Desta forma,
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pode-se compreender que estes resultados sdo dependentes da natureza da
superficie do eletrodo de trabalho.

ECV-NTC-F-HEM

Epa,2 ECV-NTC-F- FTAL-Cu Epa,p
5 pA 5 pA
-— EpC,2 - EPC,Z
—— auséncia de Cis — auséncia de Cis
——3,5mmol L' de Cis — 3,5 mmol L' de Cis
—10,5 mmol L de Cis — 10,5 mmol L' de Cis
Epc,q Epc.1
1,2 1,0 0,8 -0,6 -0,4 0,2 0,0 0,2 0,4 12 1,0 08 -0,6 -04 0,2 00 02 04
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI__ E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_,,

Figura 55- Voltamogramas ciclicos registrados em ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu (1° ciclo) em tampédo fosfato pH 10,04,
[NF] = 0,1 mmol L com velocidade de varredura de 100 mV s

empregando Cis como aceptor eletrbnico.

4.3.3.5.2 Comportamento voltamétrico de NF em presenca de oxigénio molecular (O2)

A Figura 56 mostra os VC registrados em solucdo tampéo fosfato pH 10,04
em NF 0,1 mmol L' na auséncia e presenca de oxigénio molecular para
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAI-Cu.

O comportamento do radical na presenca de oxigénio molecular € bem
distinto do observado com os aceptores tidis, pois 0s picos catddico e anddico,Epc,1
e Epa,2, foram completamente consumidos. Pode-se observar, que apos a formacao
do pico Epc,2 tem-se uma queda brusca na corrente de fundo, o que pode estar
associado ao processo de reducéo do proprio oxigénio. Em meio alcalino e em regides
negativas de potencial, o oxigénio é reduzido em duas etapas com envolvimento de 4
elétrons e formacao do radical peroxido de hidrogénio (H202) e ions hidroxila (OH").
Por conseguinte, para dirimir qualquer davida sobre os resultados obtidos, empregou-

se menor janela de potencial, correspondente apeanas ao par redox

R-NO2-R-NO 2* ~, Figura 57. Com estes resultados, fica evidente que com a utilizag&o
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do oxigénio molecular houve consumo total do radical disponivel, dificultando a

formacao de hidroxilamina e da componente anddica relacionada com o par redox.

Com a finalidade de estabelecer a eficiéncia de cada aceptor eletronico

determinaram-se os parametros cinéticos ko e ty.

ECV-NTC-F- HEM

E—

Epa,,

o

S pA

.—Epc,,

Epc, Fluxo de O,: 1mL min™

——ausénciade O,
——tempo de 5 min de O,
——tempo de 10 minde O,

10 -08 06 -04 02 00 02 04
E (V) vs. Ag/AgCI, KCI_,

Figura 56- Voltamogramas ciclicos

ECV-NTC-F-FTAL-Cu (1°

5 pA

ECV-NTC-F- FTAL-Cu

Epa,,

Epc,,
EPC,, Fluxo de O,: 1mL min’
——auséncia de O,
——tempo de 5minde O,
——tempo de 10 minde O,

10 08 06 04 02 00 02 04

E (V) vs. Ag/AgCl, KCI,
registrados em ECV-NTC-F-HEM e
ciclo) em tampao fosfato pH 10,04,

[NF] = 0,12 mmol L, v=100 mV s empregando Oz molecular como

aceptor eletrénico.

ECV-NTC-F- HEM

S kA Fluxo de O,: 1mL min”’

——ausénciade O,
——tempo de 5 min de O,

Epc,o~—

-04 -03 02 -1 00 0,1
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI__,

Figura 57- Voltamogramas ciclicos

ECV-NTC-F-FTAL-Cu (1°

—— tempo de 10 min de O,

ECV-NTC-F- FTAL-Cu

5 A Fluxo de O,: 1mL min™
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——tempo de 5 min de O,
——tempo de 10 min de O,
Epc,2

-0,4 -0,3 -OI,2 -OI,'I 0:0 0:1
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_,

0,2

em ECV-NTC-F-HEM e
ciclo) em tampao fosfato pH 10,04,

registrados

[NF] = 0,1 mmol L%, v=100 mV s empregando O2 molecular como

aceptor eletrénico em faixa restrita de potencial (0,0 V < E < -0,35V).
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4.3.3.5.3 Determinacédo das constantes de velocidade (k) e tempo de meia- vida (t1/2)

do nitro radical R-NO 2° ~ com os aceptores eletrénicos

A Figura 58 apresenta os graficos entre os parametros cinéticos, @ em funcéo
de 1, registrados em solucdo tampdo fosfato pH 10,04 em NF 0,1 mmol L?
empregando os sistemas modificados na presenca dos aceptores eletrénicos
mencionados anteriormente. Verificaram-se as inclinacées mais acentuadas para
ambos os sistemas modificados mediante aplicagéo do oxigénio molecular, indicando
0s maiores valores para k2 propondo menor estabilidade do radical. Isto € um indicador
gue o oxigénio apresentou-se com o melhor desempenho como aceptor do radical
frente aos derivados tidlicos.

A Tabela 14 reporta os valores de k2 e t12, destacando o menor ti2, quando se
empregou o oxigénio para ambos os sensores modificados. Para ambos os sistemas,
HEM e FTAL-Cu, o radical apresentou a menor estabilidade, em razdo dos menores
valores de ti». Para os sistemas com HEM e FTAL-Cu o valores de ty» foram
aproximadamente de 2,6 e 1,5 vezes menores frente aos mesmos sistemas na
auséncia de oxigénio. Isto confirma quantitativamente a maior eficiéncia deste aceptor
eletronico frente a GSH e Cis. No entanto, a GSH mostrou-se com melhor
desempenho frente a Cis como aceptor de radical em ambos os eletrodos
modificados. Ademais, 0 ECV-NTC-F-FTAL-Cu na presenca de Cis praticamente nao
houve alteragéo significativa em ti2 quando comparado aos resultados na auséncia
deste aceptor.

Desta forma, estes resultados sugerem que em condi¢des aerdbicas o radical

é transferido para o oxigénio molecular e produz o superoxido 02° ~ que é

biologicamente ativo, como ja indicado na reag&o 5, no transcorrer deste trabalho:

R-NO2* ~ + O2 R-NO2+ 02°* ~ (5)

Estes resultados sao interessantes do ponto de vista biol6gico no tratamento de DC,
pois 0 protozoario apresenta apenas com Unico sistema de defesa ao combate ao superoxido
formado, que é por meio da enzima TR; diferentemente com o que ocorre no organismo
humano, pois este se apresenta com um inUmeros mecanismos no combate aos provenientes

de radicais livres.
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Figura 58- Relacdo entre we 1. Dados obtidos em tampao fosfato pH 10,04,

[NF] = 0,1 mmol L' com velocidade de varredura de
50 < v< 400 mV st usando ECV-NTC-F-HEM e, ECV-FTAL-Cu, como

eletrodos de trabalho.

Tabela 14- Determinacao dos valores de kz e ti2 na reacio de desproporcionamento

do radical em ECV-SM e em EQM propostos neste trabalho, em [NF] =

0,1 mmol L, pH= 10,04, empregando os sequestrantes de radicais

ELETRODO |SEQUESTRANTES | k2 x 10%3 (L molis?) | tuz(s)
- (%) 10,70 0,93
ECV-NTC-F- 02 26,52 0,38
HEM GSH 19,48 0,51
Cis 15,68 0,63
ECV-NTC-F- - () 20,77 0,48
FTAL-Cu 0> 29,0 0,34
GSH 24,96 0,40
Cis 21,72 0,46

(*) Dado registrado na Tabela 13, deste trabalho.
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4.3.3.6 Tempo de vida util dos sensores ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu na
reducao eletroguimica de NF

Avaliou-se o0 tempo de vida util dos sensores biomiméticos através de VC
obtidos do processo de reducdo de NF em meio acido, tampéao fosfato, pH 4,02, ao
longo de diferentes dias, sendo realizadas 5 leituras em cada dia. Ambos 0s sensores
foram armazenados de acordo com item 3.8.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho, manteve-se a modificacao
em todo o experimento, com apenas lavagem com agua desionizada na superficie
dos sensores. Desta forma, iniciaram-se ensaios para avaliar o tempo de vida dos
sensores, ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu. Para esta finalidade, as
respostas dos sensores foram monitoradas por 11 dias e os graficos das Figuras 59 e
60 exibem o perfil de resposta do tempo de vida dos sensores. Vale ressaltar que se
dividiu cada resultado dos graficos mencionados de cada sensor em 4 grupos com
guedas de corrente, baseando-se nos valores dos desvios padrédo de cada grupo. Os
valores de cada grupo relacionado com 0s seus respectivos sensores sao proximos
entre si.

No entanto, cumpre mencionar, que o sensor com a hemina apresentou maior
estabilidade, com decréscimo da corrente de pico, Ipc,1, queda de 13,01% a partir da
29° leitura, frente ao sensor com o derivado de cobre, que apresentou valor préximo
de queda, mas a partir da 21° leitura. O sensor com o grupo HEM demonstrou queda
de 50% de sua leitura inicial, a partir de 54< leitura< 56 leitura e o sensor com FTAL-
Cu em 50< leitura< 56.

Uma vantagem metodologica efetiva com os sensores modificados foi a
eliminacdo do processo de polimento, que é indispensavel quando se manuseiam
eletrodos solidos, como é o caso do ECV. O polimento remove grupos quimicos que
se adsorvem na superficie do ECV, entre cada leitura, e, também, altera a atividade
de grupos quimicos do proprio ECV, constituindo grande problema na
reprodutibilidade dos dados. Em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, com NF e
analogos, identificaram-se resultados distintos quando se empregaram suspensoes

de alumina e diamante como agentes no polimento em ECV (BRITO et al., 2013). O



129

polimento com o diamante colaborou para a deteccéo do nitro radical, pois produziu
na superficie do ECV um meio mais hidrofébico (BRITO et al., 2013).

6 ECV-NTC-F-HEMINA

&"* 13,01% Queda das correntes de pico (%)
m“—'
i 4
o 38,24%
F
X
~ 63,27%
~2
O
Q.

1a28’ 29a41 42a54 55a56
Numeros de leituras

Figura 59- Perfil da variacéo da resposta do sensor ECV-NTC-F-HEM em periodo de

11 dias, com 56 leituras obtidas. Dados obtidos em tampéao fosfato pH

4,02, [NF] = 0,1 mmol L* empregando VC e em v =100 mV s .

6 ECV-NTC-F-FTAL Cu
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Figura 60- Perfil da variacdo da resposta do sensor ECV-NTC-F-HEM em periodo de

11 dias, com 56 leituras obtidas. Dados obtidos em tampéao fosfato pH

4,02, [NF] = 0,1 mmol L** empregando VC e em v =100 mV s .
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Como consequéncia dos resultados registrados neste trabalho pode-se
compreender que 0s sensores desenvolvidos sdo bastante promissores para estudos
de mecanismos de reacdo de farmacos nitro-heterociclicos. Vale realcar, que ambos
dispositivos propiciam ensaios continuos e confiaveis por longo nimero de analises
sem a necessidade de polimento. Por meio das determinacdes obtidas, ficou claro que
esses dispositivos podem ser empregados de forma eficiente em outros nitro-
heterociclicos, de importancia farmacéutica e/ou ambiental e que apresenta tempo
atil. Outrossim, a preparacao de ambos os dispositivos € relativamente simples, com
boa sensibilidade e os reagentes usados nas constru¢cdes dos sensores Sao

disponiveis comercialmente e de relativamente de baixo custo.

4.3.3.7 Proposta do mecanismo de resposta dos sensores ECV-NTC-F-HEM e
ECV-NTC-F-FTAL-Cu na reducao eletroqguimica de NF

Com a finalidade de indicar um mecanismo de resposta para 0S sensores
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu com base nas evidéncias experimentais
obtidas, a Figura 61 mostra um esquema para a resposta dos sensores na reducéo
de NF.

No mecanismo proposto da Figura 61, pode-se inferir que a reducdo de NF,
em meio &cido ou alcalino, nos sensores ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu
inclui duas etapas, Na primeira etapa ha o processo de reducéo do centro metélico de
HEM (Fe lll para Fe Il) e de FTAL-Cu (Cu Il para Cu I) e na segunda etapa, oxidagao
do centro metélico e reducdo de NF. As reacBes 10 e 11 indicam 0 processo
relacionado a etapa 1, para HEM e FTAL-Cu, respectivamente, e estdo de acordo com
registros da literatura para a hemina (LA-SCALEA, SILVA, FERREIRA, 2007,
BISTOLAS et al., 2005; FREIRE et al., 2003) e para a ftalocianina de cobre (GU et al.,
2016):

Fe (lll)-hemina + 1 e —— Fe (ll)-hemina (10)

Cu (ID)-ftalocianina + 1 e — Cu (I)-ftalocianina (11)
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Subsequentemente, na etapa 2, a forma reduzida de cada um dos centros
metélicos promove a reducdo de NF, para ambos os meios acido e alcalino, e em
seguida sofre processo de oxidacao, retornando ao seu estado de oxidacéo original.
As reacles 12 e 13 mostram as reag0es envolvendo a formacéo do nitro radical com

0S respectivos sensores, em meio alcalino:

Fe (II)-hemina + RNO2 + 1 e Fe (lll)-hemina + R-NO2°® ~ (12)

Cu (I)-ftalocianina + RNO2 + 1 e Cu (I)-ftalocianina + R-NO2* ~ (13)

SU8Y ETAPAL ETAPA 2 4 H*
o s )
SR e Fe llI-HEM ( de
I
> ::; [ <8 g . s . .
O §xin o Cu ll- ETAL Meio acido:
) wrrand RNHOH, Ipc
— :‘_‘r“.. y it g ' r1
8 E‘“'”.Z f;\_/ 1H
Brif o 1€ Fe II-HEM C te
e RO, Meio alcalino:
T alZ Cu I- FTAL RNO,*", Ipc,,
wOAQ 3H*
3e
RNHOH, Ipc,,

Figura 61- Proposta do mecanismo para a resposta dos sensores, ECV-NTC-F-HEM

e ECV-NTC-F-FTAL-Cu para a reducdao eletroquimica de NF.
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CAPITULO 5
CONCLUSOES

5.1. CONCLUSOES

Neste trabalho, a funcionalizacdo do NTC ocorreu por uso de mistura de acidos
sulfdrico e nitrico (3: 1) e constituiu etapa fundamental, pois melhorou o

desempenho eletroquimico dos sensores deste trabalho.

A modificagéo no ECV pela insergéo de NTC, funcionalizados ou néo, isolados
ou combinados com complexos organometéalicos empregados neste trabalho,
nao alterou o mecanismo de reducéo de nitrofural (NF).

Em contrapartida, o emprego isolado dos modificadores organometalicos
(HEM, FTAL-Cu ou FTAL-Co) mostraram-se inapropriados, pois houve o
aparecimento de varios picos, na mesma faixa de potencial aos estudos

voltamétricos de NF.

Em meio &cido, o perfil voltamétrico de NF foi semelhante para todos os
sistemas modificados, ECV-NTC-F, ECV-NTC-N e ECV-NTC-F combinados
com HEM, FTAL-Co ou FTLA-Cu. Apresentaram-se com Uunica onda de
reducdo (Epc,1) irreversivel e, registraram-se, também, na regido positiva de
potencial um pico de oxidacdo (Epa,1) sem o respectivo componente catodico.
O pico Epc,1 refere-se ao derivado da hidroxilamina e o Epa,1 ao derivado

nitroso.

Em meio acido, observou-se, para Epc,1, processo eletrocatalitco em todos os
sistemas modificados, sendo que no ECV-NTC-F observou-se a maior
antecipacéao de potencial. O NTC-F foi o principal responsavel pela antecipacéo
de potencial para Epc,1, pois individualmente antecipou o potencial em 102 mV
em comparacgdo ao ECV-SM. As inclusdes dos grupos organometélicos HEM e
FTAL-Cu, juntamente com os NTC-F, ndo alteraram essa antecipacdo de
potencial, sendo valores proximos do ECV-NTC-F, com antecipacgéo de 100 e

91 mV, respectivamente. Ademais, o derivado com cobalto promoveu
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antecipacao de 65 mV em relagédo ao ECV-SM.

Também, em meio acido, a corrente de pico relacionada a hidroxilamina, Ipc,1,
ECV-NTC-F apresentou-se com o maior valor, sendo 32 vezes maior, frente ao
ECV-SM. Quando se realizou a introducdo dos complexos organometalicos, o
valor diminuiu em 12 vezes comparativamente ao ECV-NTC-F. Assim,
mostrou-se que o NTC-F foi o principal agente responsavel tanto na
antecipacao quanto na obtencdo do maior sinal de corrente.

Em meio alcalino, a partir de pH 9,05, em todos os sistemas modificados, com
excecdo de ECV-NTC-F-FTAL-Co constatou-se o aparecimento de um pico de
reducdo, Epc,2, com respectivo componente anddico, Epa,2. Esse sinal refere-

se a presenca do nitro radical anionico.

O sinal Epc,2 indicou-se com efeito eletrocatalitico, sendo que em ECV-NTC-F
houve antecipacao de 200 mV frente ao sistema ECV-SM. Ambos os sistemas,
com FTAL-Cu ou HEM, quando combinados com ECV-NTC-F promoveram a
antecipacao de 290 e 250 mV, respectivamente, frente ao ECV-SM. Por

conseguinte, os complexos contribuiram para um melhor efeito eletrocatalitico.

O sinal de corrente para o radical mencionado acima, Ipc,2, para os sistemas
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu foram 13 e 7 vezes maiores frente
ao ECV-SM. Contudo, esses sistemas apresentaram-se menores em 12 e 15
vezes, respectivamente, quando comparados ao ECV-NTC-F. Isso indica que
0 aumento de corrente nos sistemas modificados foi proveniente do NTC-F.

Com os resultados obtidos confirmou-se a existéncia de uma reacdo quimica
de desproporcionamento irreversivel de segunda-ordem, seguindo mecanismo
E:Ci. Obteve-se o maior tempo de vida do radical, para o sistema com HEM,
0,93 s, seguido de NTC-F, 0,78 s e FTAL-Cu, 0,48 s.

Todos os sequestrantes de radicais empregados, GSH, Cis e O2 mostraram
efetivos em capturar o radical, proveniente da reducéo eletroquimica de NF. O
O:2 revelou-se 0 mais eficiente, pois diminuiu o tempo de meia-vida do radical
em 2,6 e 1,5 vezes para HEM e FTAL-Cu, respectivamente, quando da
auséncia do préprio Oo.

Pode-se inferir que em condi¢cdes aerdbicas o radical é transferido para o

oxigénio molecular e produz o superéxido O2* ~ que é biologicamente ativo.
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Estes resultados séo interessantes do ponto de vista biolégico, uma vez que a
HEM é estruturalmente € mais semelhante as enzimas do complexo P450,
redutase, pois apresenta o grupo prostético heme, atomo de ferro como centro
metalico.

Com base nos resultados obtidos, € possivel confirmar que os sistemas
ECV-NTC-F-HEM e ECV-NTC-F-FTAL-Cu apresentaram-se robustos, de facil
preparacdo e altamente sensivel para avaliacdo do radical anidénico. Desta
forma, esses dispositivos tornar-se-ao ferramenta real para analise de estudos
de estabilidade de radicais para analise provenientes de quaisquer nitro-

heterociclicos.
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6. 1. PERSPECTIVAS

Empregar técnicas de quimica computacional, para confirmar as interacdes
entre NTC-F com os organometdlicos e compreender os principais fatores

associados a maior estabilidade do radical frente aos modificadores.

Realizar experimentos com o derivado de NFOH e outros nitro-heterociclicos,
para compreender a aplicabilidade dos sensores desenvolvidos no estudo
cinético da estabilidade do nitro radical ani6nico.

Correlacionar os parametros obtidos por VC sobre o nitro radical, tais como k>

e ti2, com a atividade antichagasica.

Avaliar interacdo do nitro radical com a tripanotiona redutase, que € um

sequestrante de radical do préprio T. cruzi.

Realizar estudos de EQM com a propria nitrorredutase (CCR) e correlacionar
com os eletrodos biomimeéticos.

Investigar a melhor estratégia para se obter os sensores empregando EPC, e
assim, construir os sistemas com NTC e FTAL, de forma isolada e associada

para NF, NFOH e outros nitro-heterociclicos.
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CAPITULO 8
APENDICE

8.1 COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DE NF UTILIZANDO ELETRODO
PASTA DE CARBONO COM NTC-F

8.1.1 AVALIACAO DA COMPOSICAO DA PASTA DE CARBONO: RELACAO ENTRE
GRAFITE E OLEO

As pastas de carbono consistituem em mistura homogénea entre pé de grafite
em po com um liquido hidrofébico e viscoso (6leos de parafina, silicone ou mineral),
colocados em um determinado tubo de polietileno ou de vidro. A sua superficie é
renovada facilmente, pois a camada da parte mais superficial pode ser removida, por
corte ou lixamento. O pé de grafite empregado na elaboracdo da pasta apresentar-se
com baixa capacidade de adsorcdo de oxigénio e impurezas eletroativas,
uniformidade na distribuicdo granulométrica e alta pureza quimica (MANJUNATHA et
al., 2021, VYTRAS, SVANCARA, METELKA, 2009). O éleo representa o agente
aglutinante, atua em viabilizar consisténcia a mistura e em completar os vazios entre
as particulas de grafite, e também, possuir apresentar-se com baixa volatilidade e
impurezas e ser imiscivel em meio aquoso (MANJUNATHA et al., 2021, VYTRAS,
SVANCARA, METELKA, 2009).

A pasta de carbono pode ser elaborada com diferentes procedimentos, sendo
gue na literatura sao reportados exemplos em que o p6 de grafite € misturado com
0leo mineral (Nujol) (WONG, SOTOMAYOR, 2013), oleo de silicone (MANJUNATHA
etal., 2021, BALDRIANOVA, SVANCARA, SOTIROPOULOS, 2007; HOCEVAR et al.,
2005) e parafina liquida (PAULIUKAITE et al., 2002),

Na Tabela 15, a fim de se estabelecer a melhor relacéo entre de grafite em po6
misturado com 0Oleo mineral, apresentam-se 0s resultados, em diferentes proporcoes.
Realizou-se este estudo empregando solucdo de ferricianeto de potassio

0,5 mmol Lt em solucéo de KCI 0,5 mol L.
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Construiram-se seis conjuntos de EPC, em propor¢des distintas, e avaliou-se
que a proporcao F foi a melhor obtida, constituindo uma relacéo p6 de grafite e dleo
mineral de 2,7:1 em massa/volume, que indicou menor AE (107 mV). Verifica-se que
para relacdes entre p6 de grafite e 6leo entre 0,5 a 0,7 (A e B, respectivamente) nao
foi possivel a construcdo dos eletrodos, pois 0 sistema apresentou-se
substancialmente viscoso, devido ao excesso de 0leo. Dessa forma, néo foi possivel
preencher o interior da seringa com esta mistura. Para os sistemas em que a
proporcao foi de 0,83 a 1,0, (C, D e E), foi possivel a construcado do eletrodo, no
entanto, os sinais do par redox ficaram extremamente deslocados, AE ~ 396 mV.
Sabe-se que o valor ideal para este sistema deve estar no intervalo de 59 mV < AE <
118 mV, que corresponde a transferéncia associada a um elétron. Este fato é
justificado pelo excesso de 6leo, impondo maior resisténcia ao sistema que, por
consequéncia, provocou maior dificuldade na passagem do elétron.

Com base nos resultados, a relacdo 2,7:1 entre grafite e 6leo € a que foi
mantida nas construcdes dos eletrodos de pasta de carbono (EPC) modificados com
NTC. Sendo assim, estes dados estdo em concordancia com registrados por
Baldrianova e colaboradores, 2007. Na Figura 62, observam-se os voltamogramas
obtidos pelos EPC.
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Tabela 15- Estudo das relacdes entre grafite e 6leo mineral, para formacao da pasta

de carbono
SISTEMA MASSA DE VOLUME DE Observacdes
GRAFITE OLEO NUJOL
(mg) (WL)
A 75 100 Produto muito oleoso,
impossibilitando a
B 75 150 construcéo do eletrodo
c 125 150 Os sinais do par redox
ficaram muito
D 100 100 deslocados com
valores préoximos
Os sinais do par redox
F 67,5 25 foram bem
definidos
AE= (107 mV)
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Figura 62- Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de pasta de carbono (1°

ciclo) em diferentes proporcdes entre grafite e Nujol em mg/uL (C), 0,75;

(D) 0,5; (E) 1 e (F) 2,7 em meio de 0,5 mmol L* de KCI contendo 0,5 mmol

L1 de K3[Fe(CN)g], v=100 mV s,

8.1.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO SENSOR MODIFICADO EPC-

NTC-F

A construcdo de EQM usando EPC modificada tem se apresentado muito

versatil na determinacéo de inimeros analitos, sendo uma das principais vantagens é

a facil renovacao da superficie apenas por um simples lixamento (MANJUNATHA et

al., 2021; OLIVEIRA, MASCARO, 2011).
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Considerando-se as vantagens desta superficie eletrodica aliada ao NTC-F,
realizaram-se estudos sobre a construcao do sistema EPC-NTC-F, conforme consta

na Figura 63, em NF 0,1 mmol L, em tamp&o fosfato pH 4,02.

12 08 04 00 04 08 12
E (V) vs. Ag/AgCl, KCI_

Figura 63- Voltamograma ciclico registrado em pH 4,02 em EPC-NTC-F (1° ciclo).
[NF] = 0,1 mmol L't,v =100 mV s.

O sensor EPC-NTC-F nao apresentou a formacao de sinal analitico proveniente
do processo de reducdo de NF. Alias, o sinal analitico obtido é quase linear entre
corrente e potencial. Desta forma, a relacdo empregada apresentou um tipico sinal de
resisténcia 6hmica, prejudicando a transferéncia de elétrons. No entanto, este
resultado € bem distinto de muitos encontrados na literatura empregando
EPC -NTC-F (MOKHTAR et al.; 2012; BONI et al.2011). Com isso, este procedimento
sera refeito e procurar-se-a aperfeigoar as proporc¢des entre pasta e ftalocianinas, bem
como reavaliar outras condi¢des, tais como: pré-tratamento do grafite, tempo de
homogeneizacdo e ordem da adicdo dos mesmos juntamente com o solvente
apropriado.

Para os resultados obtidos, empregou-se o grafite sem nenhum tratamento
prévio e misturou-se com Oleo (Nujol) por aproximadamente 3 minutos, uma vez, que

com este tempo a mistura apresentou-se homogeneizada. Além disso, a ordem de
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adicado das substancias citadas acima seguiu modelo desenvolvido por BONI et al.,
2011, na qual se verteu o 6leo no grafite.

Apos revisdo da literatura, foi possivel identificar que existem alguns
parametros que sao relevantes na preparacao dos EPC, dentre eles: pureza do grafite
e 0 emprego de solventes organicos. Por isto, deve-se investigar metodologia de
tratamento no grafite, para que 0 mesmo se apresente com o mesmo tamanho, isento
de impurezas, baixo potencial em adsorver oxigénio (VIEIRA, LUPETTI, FATIBELLO-
FILHO, 2003). Com o intuito de permitir facil evaporacéo, sugere-se adi¢cdo de solvente
organico, como por exemplo, cloroférmio, com a finalidade de diminuir a quantidade
de 6leo mineral e garantir melhor homogeneidade (MOKHTAR et al., 2012).

Desta forma, ter-se-a como uma das perspectivas deste trabalho buscar novas
alternativas para solucionar o problema de resisténcia 6hmica nos EPC-NTC-F, para
posteriormente incluir a hemina e as ftalocianinas deste trabalho a efeito de comparar

com os resultados obtidos em ECV.
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State Electrochemistry, v. 24, p. 1969-1980, 2020.

ABSTRACT

Multiwalled carbon nanotubes (MWCNT) have structures characterized by remarkable
mechanical and electronic properties. However, their applications can be hindered because of
their hydrophobic nature, lack of homogeneity due to impurities and their variable sizes. Thus,
MWCNT was treated by acidic oxidation (H2SOs 3:1 HNOg), seeking out to evaluate the
influence of this functionalization on the electrochemical reduction behavior of nitrofurazone
applying cyclic voltammetry, having the glassy carbon surface been modified as working
electrode. The MWCNT functionalization was characterized by using scanning electron
microscopy, infrared and Raman spectroscopies, thermogravimetric analysis and
potentiometric titration. Differences between non-functionalized and functionalized MWCNT
were obserseved, suggesting that carboxylic groups were introduced in the carbon nanotube
walls. Moreover, the glassy carbon surface modification was also studied concerning the
dispersing agents for functionalized MWCNT. Several solvents of different natures,
hydrophilic and lipophilic, were evaluated. The best dispersion associated with electrochemical
response of nitrofurazone was obtained with 1,3-dioxolane as dispersing agent, which presented
higher affinity with MWCNT than the other solvents. The electrochemical response of the
glassy carbon electrode modified with MWCNT was evaluated by nitrofurazone voltammetric
behavior with emphasis on the R-NO, /R-NO3~ couple generation and its kinetic stability.

Keywords: electrochemical sensor, carbon nanotubes, chemical functionalization,
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2. Silva, A.B.; Brito, C.L., Trossini, G.H.G., La-Scalea, M.A. Electrochemical and
theoretical studies on the artesunate reduction. Orbital: The Electronic
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ABSTRACT

Malaria is the most devastating tropical disease in the world and this scenario is worsened by
the absence of effective treatment. However, the plasmodium resistance to artemisinin does not
show clinical relevance. The drug mechanism of action is associated to the endoperoxide moiety
breakage. Artesunate is a semi-synthetic derivative of artemisinin and its absorption is
facilitated due to its higher solubility in water. As a sesquiterpene lactone, artesunate can be
electrochemically reduced in aqueous media on the glassy carbon electrode, having been
studied by cyclic voltammetry, square wave voltammetry and chronoamperometry. The
artesunate voltammetric reduction is diffusion-controlled and significantly irreversible. Its
reduction is pH-independent, but from pH = 6.0 the cathodic current values increase in alkaline
media, indicating that the proton-equilibrium occurs after the electron transfer step. The an
values calculated vary from 0.30 to 0.37, leading to the 0.0975 s-1 value for ks. From the
chronoamperometric data, two electrons (1.9 = 0.4) are involved in the reduction process, being
confirmed by the exact number of electrons obtained for artemisinin (1.9 £ 0.2). According to
these results and computational findings, both drugs have the same reduction mechanism with
the breakage of the endoperoxide bridge and consequent diol-derivative formation followed by
the deoxy analog stabilization through the existence of a set of reactions involving protonation
and charge transfer steps on the electrode surface.
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Orientador: Valdecir Angelo Quarcioni.

1993 - 1995

Ensino Médio (2° grau).
Oswaldo Catalano, SP, Brasil.

Formacao Complementar
2019-2019

“Espectroeletroquimica — Fundamentos e Aplicagdes”. (Carga horaria: 4 h)
Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica, SIBEE, Brasil.

2019-2019

“Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS), Fundamentos, AplicagGes e Instrumentagdo”.
(Carga horaria: 4 h)

Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica, SIBEE, Brasil.

2019-2019

"0 uso da eletroquimica para um meio ambiente sustentavel”. (Carga horaria: 6 h)
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2018 — 2018
"Planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD) e do ligante (LDBB)"
(Carga horéria: 16h).

Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2018 — 2018

Workshop ""Quimica Organica e Medicinal: da Academia até a Iniciativa Privada". (Carga horaria: 8h).
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2010 - 2010

Dinamica Molecular Basica.. (Carga hordéria: 6h).
Laboratdrio Nacional de Computacdo Cientifica, LNCC, Brasil.



2010 — 2010

New Approaches in Drug Discovery. (Carga horaria: 16h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2010 — 2010

"Planejamento de candidatos a novos farmacos. (Carga horaria: 12h).
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2010 - 2010

Workshop "Interfaces entre a Quimica e a Biologia. (Carga
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Brasil.

2010 - 2010

Mini-curso: Planejamento de candidatos a novos farmacos.. (Carga
Simpdsio Brasileiro de Quimica, SBQ, Brasil.

2009 - 2009

Aplicacdo da Met. QSAR-4D usando o] prog. LQTA-QSAR. (Carga
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Brasil.

2008 — 2008

Extensao universitaria em Difusdo: Bibnica-ponte entre a natureza e evolucdo. (Carga horaria:

Universidade de Sdo Paulo, USP, Brasil.

Atuacao Profissional

horaria:

horaria:

horaria:
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gh).

20h).

20h).

20h).

Buniversidade de S&o Paulo, USP, Brasil. .

Vinculo institucional

2001 — Atual
Vinculo: Servidor Publico, Enquadramento Funcional: Técnico de Laboratério II, Carga horaria: 40

Outras informagoes

Pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos quimioterapicos relacionados com as seguintes linhas de pesquisa :
MODELAGEM MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE CANDIDATOS A FARMACOS CONTRA ENEMIAS TROPICAIS E
TUBERCULOSE GRUPO DE PLANEJAMENTO DE QUIMIOTERAPICOS POTENCIAIS CONTRA MALARIA, DOENCA DE
CHAGAS, LEISHMANIOSE, TUBERCULOSE ELETROQUfMICA DE COMPOSTOS POTENCIALMENTE ANTICHAGASTICOS

Atividades

05/2001 - Atual
Pesquisa e desenvolvimento , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, .
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Linhas de pesquisa

Quimica Analitica Analise de Farmacos Relacdo entre Estrutura Quimica e Propriedade Fisico-quimicas Relacdo entre
Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica Mecanismo de Acdo de Farmacos Eletroguimica de Farmacos e Moléculas
Bioativas Técnicas Eletroanalitic

Vinculo institucional
1997 — 2001
Vinculo: Estagidrio, Enquadramento Funcional: Estagiario, Carga horaria: 30
Outras informacgoes
Pesquisa, desenvolvimento e servicos , Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Sao Paulo, Departamento de Quimica de

Materiais. Linhas de pesquisa ANALISE QUIMICA DE MATERIAIS VINCULADAS A CONSTRUGAO CIVIL, COMO: CIMENTO,
CONCRETO,CAL, RECONSTITUIGCAO DE TRACO, AGUA DE AMASSAMENTO.

Vinculo institucional
1996 — 1996
Vinculo: Colaborador, Enquadramento Funcional: Plantonista, Carga horaria: 16

Outras informagoes
Ensino de exercicios e conceitos de Quimica

Vinculo institucional

2008 — 2008
Vinculo: Docente- Temporario, Enquadramento Funcional: Docente, Carga horaria: 12
Outras informagoes

Ministro aulas da disciplina: Gerenciamneto em Laboratdrio. Curso de Aprendiz, Quimica.

Linhas de pesquisa

1.

Quimica Analitica Andlise de Farmacos Relacdo entre Estrutura Quimica e Propriedade Fisico-quimicas Relagcdo entre
Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica Mecanismo de Agdo de Farmacos Eletroquimica de Farmacos e Moléculas Bioativas
Técnicas Eletroanalitica

Projetos de pesquisa

2017 - Atual
ESTUDO ELETROQUIMICO DE COMPOSTOS NITRO-HETEROCICLICOS POTENCIALMENTE ANTICHAGASICOS
UTILIZANDO ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS COM FTALOCIANINAS

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Charles de Lima Brito - Integrante / FERREIRA, ELIZABETH IGNE - Coordenador / LA-SCALEA, MAURO
AQUILES - Integrante.
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Areas de atuacao

1.
Grande area: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subarea: Quimica Analitica/Especialidade: Eletroanalitica.

2.
Grande area: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subérea: Eletrodos quimicamente modificados.

3.
Grande &rea: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subdrea:  biossensores.

4.
Grande é&rea: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subdrea: QUIMICA FARMACEUTICA.

5.
Grande area: Ciéncias Exatas e da Terra / Area: Quimica / Subdrea: Farmécia.

Idiomas

Inglés
Compreende Bem, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2007

10. lugar em Trabalhos Técnico-Cientificos: "Estudo de docking e atividade de inibicdo da cruzipaina de andlogos de
nitrofural com atividade antichagastica, Universidade de S3o Paulo- Faculdade de Ciénicas Farmacéuticas.

2006

10. lugar em Trabalhos Técnico Cientificos: "Planejamento molecular de analogos do nitrofural a ativdade antichagastica
potencial, Universidade de Sao Paulo- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.

Producoes

liProduczio bibliograficalll e ——

Artigos completos publicados em periddicos

1. BRITO, CHARLES LIMA; FERREIRA, ELIZABETH IGNE; LA-SCALEA, MAURO AQUILES
Multi-walled carbon nanotube functionalization and the dispersing agents study applied for the glassy
carbon electrode modification and voltammetric reduction of nitrofurazone. JOURNAL OF SOLID
STATE ELECTROCHEMISTRY. , v.24, p.1969 - 1980, 2020

2. Audrey B.Silva; BRITO, C. L.; TROSSINI, G. H. G.; LA-SCALEA, MAURO AQUILES
Electrochemical and theoretical studies on the artesunate reduction. ORBITAL: THE ELECTRONIC
JOURNAL OF CHEMISTRY., v.12, p.108 - 117, 2020.

3. BRITO, CHARLES DE LIMA; TROSSINI, GUSTAVO HENRIQUE GOULART; FERREIRA, ELIZABETH
IGNE; LA-SCALEA, MAURO AQUILES. Nitrofurazone and its nitroheterocyclic analogues: a study of
the electrochemical behavior in aqueous medium. Journal of the Brazilian Chemical Society
(Impresso). EEB v.24, p.1964 - 1973, 2013.

o Brandt, C.A.: Silva, A.C.M.P., Pancote, C.G., BRITO, C. L., Silveira, M.A.B.
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Efficient Synthetic method for beta-enamino ester using ultrasound. Synthesis (Stuttgart). , v.10, p.1557
- 1559, 2004.

5. Grillo, r., Melo, N.F.S., Fraceto, L.F.,BRITO, C. L., Trossini, G.H.G., Menezes, C.M.S., Ferreira, E.I.,
Moraes, C.M.Caracterizacdo fisico-quimica de complexo de inclusdo entre hidroximetilnitrofurazona e
hidroxipropil-beta-ciclodextrina. Quimica Nova (Impresso). , v.31, p.290 - 295, 2008.

Resumos publicados em anais de congressos

1.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES . Biomimetic sensor: Generation and
Electrochemical Stabilization of Free Radical Formation from the Reduction of Nitrofurazone (NF) in Aqueous Media.
In: 43a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2020, Maceid-AL.

2.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES. Biomimetic electrochemical sensor based

on hemin and carbonnanotubes for nitrofurazone electrochemical behavior study. In: 42a Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2019, Joinvile-SC.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES . Biomimetic sensor for nitro-anion radical
detection from nitrofurazone in aqueous medium using metal phthalocyanines complexes and hemin combined with
carbon nanotubes. In: XXII Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica, 2019, Ribeirdo Preto-SP.

4.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES . Voltammetric behavior study of nitrofurazone
at multi-wall carbon nanotube- modified glassy carbon electrode in aqueous media. In: 41a Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2018, Foz do Iguagu-PR.

5.

BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; TROSSINI, GUSTAVO HENRIQUE GOULART . Estudo
Eletroquimico da Geracgdo do Nitro radical Anidnico em meio aquoso a partir de analogos do Nitrofural com Potencial
Atividade Antichagasic. In: XVIII Simposio Brasileiro de Eletroquimica e Eletronalitica (SIBEE), 2011, BENTO
GONCALVES-RS. XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletronalitica (SIBEE), 2011.

6.

BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; TROSSINI, G. H. G. . : Efeito do pH e polimento em ECV
sobre a redugdo de reducdo de bioisésteros de NF potencilamente antichagasicos. In: 33. Simposio Brasileiro de
Quimica- SBQ., 2010, Aguas de Linddia. 33. Simposio Brasileiro de Quimica- SBQ., 2010.

7.

BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; TROSSINI, G. H. G. . Effect of pH and glassy carbon
electrode (GCE) polishing on reduction of NF bioisosters potentially active as antichagasic agents. In: XXXV Semana
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, 2010, SAO PAULO. XXXV Semana Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, 2010.

8.

BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES . Estimate of the number of involved electrons in the
voltammetric reduction of potentially antichagasic bioisosters of nitrofurazone. In: XXIV Semana Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP., 2009, SAO PAULO. XXIV Semana Farmacéutica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP., 2009.



188

9.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES . Estudo do comportamento voltamétrico de
bioisdsteros do nitrofural potencialmente antichagasicos. In: 31. Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ., 2008, Aguas
de Linddia. 31. Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ., 2008.

10.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; TROSSINI, G. H. G. . Avaliacao de
parametros fisico-quimicos de bioisosteros do nitrofural (NF) com potencial atividade antichagasica. In: 30.
Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ., 2007, Aguas de Linddia. 30. Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ., 2007.

11.

BRITO, CHARLES DE LIMA; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; RANDO, D. G. .
Comportamento voltamétrico de decomposicdo de nitrotiofénicos com atividade leishmanicida potencial. In: 29.
Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ, 2006, Aguas de Linddia. 29. Simpdsio Brasileiro de Quimica- SBQ, 2006.

12,

TROSSINI, GUSTAVO HENRIQUE GOULART ; MENEZES, C. M. ; BRITO, C. L. ; FERREIRA, E. I. . Planejamento molecular
de andlogos do nitrofural a ativdade antichagasica potencial.. In: XXXI Semana Farmacéutica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP;, 2006, Sdo Paulo. XXXI Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP;, 2006.

13.

BRITO, C. L.; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; MENEZES, C. M. . Emprego de agentes
moduladores da resisténcia e isolados brasileiros de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina: 2. Analise
comparativa da interacdo com grupo Heme. In: XLII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2006,
Terezina. XLII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2006.

14,

BRITO, CHARLES DE LIMA; FERREIRA, ELIZABETH IGNE ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; RANDO, D. G. .
Comportamento de dois derivados nitrotiofénicos com potencial leismanicida. In: XV Simpdsio Brasileiro de
Eletrogquimica;, 2005, Londrina. XV Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica;, 2005.

Eventos

lParticipagﬁo em eventos, congressos, exposicoes e feiras_
1.

43a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2020, Maceid-AL. Biomimetic sensor: Generation and
Electrochemical Stabilization of Free Radical Formation from the Reduction of Nitrofurazone (NF) in Aqueous Media.
Participagdo virtual.

2.
43a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2019, Joinvile-SC. Biomimetic electrochemical sensor based on
hemin and carbonnanotubes for nitrofurazone electrochemical behavior study

3.
XXII Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica, 2019, Ribeirdo Preto-SP. Biomimetic sensor for nitro-anion
radical detection from nitrofurazone in aqueous medium using metal phthalocyanines complexes and hemin combined
with carbon nanotubes.

4,
41. Reunido Anual Sociedade Brasileira de Quimica. Voltammetric Behavior Study of Nitrofurazone at Multi-wall Carbon
Nanotube-Modified Glassy Carbon Electrode in Aqueous Media. 2018. (Congresso).
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5.
XXIII SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA.Voltammetric Behavior Study of Nitrofurazone at Multi-wall
Carbon Nanotube-Modified Glassy Carbon Electrode in Aqueous Media. 2018. (Simpdsio).

6.
XVIII Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica. Estudo eletroquimico da geracgdo do nitro radical aniénico em
meio aquoso a partir de analogos do nitrofural com potencial atividade antichagasica. 2011. (Congresso).

7.
XXXVI Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da US. Nitro radicalformation from analogues of
nitrofurazone aqueous with potential activity antichagasic. 2011. (Congresso).

8.
332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.EFEITO DO pH E POLIMENTO DO ECV SOBRE AREDUCAO DE
BIOISOSTEROS DE NF POTENCIALMENTE ANTICHAGASICOS. 2010. (Simpdsio).

9.
XXV Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.Effect of pH and carbon electrode (GCE)
polishing on reduction of NF bioisosters potentially active as antichagasic agents. 2010. (Simpdsio).

10.

Simpdsio de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para doengas negliigenciadas.ndo houve apresentagdo. 2009.
(Simposio).

11.

XXXIV Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.Estimate of the number of involved electrons
in the voltammetric reduction of potentially antichagasic bioisosters of nitrofurazone. 2009. (Simpdsio).

12.
31. Simposio Braileiro de Quimica- SBQ.Estudo do comportamento voltamétrico de bioisdsteros do nitrofural
potencialmente antichagasticos. 2008. (Simpodsio).

13.
30. Simpdsio Braileiro de Quimica- SBQ.Avaliagdo de pardmetros fisico-quimicos de bioisdsteros do nitrofural (NF) com
potencial atividade antichagastica. 2007. (Simp0ésio).

14,
XXXII Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.Estudo de docking e atividade de inibigdo
da cruzipaina de andlogos de nitrofuralcom atividade antichagdstica. 2007. (Outra).

15.
29. Simpdsio Braileiro de Quimica- SBQ.: Comportamento voltamétrico de decomposigao de nitrotiofénicos com atividade
leishmanicida potencial. 2006. (Simpdsio).
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16.

XLII Congresso da ociedade Brasileira de Medicina Tropical, do I Encontro Tropical dos Paises de Lingua Portuguesa, do
II Encontro Brasileiro de Coccidioidomicose, do Férum de Propriedade. Emprego de agentes moduladores da
resisténcia e isolados brasileiros de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina:: 2. Analise comparativa da
interagdo com grupo Heme. 2006. (Congresso).

17.
XXXI Semana Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.Planejamento molecular de analogos do
nitrofural a ativdade antichagastica potencial. 2006. (Outra).

18.
XV Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica. Comportamento de dois derivados nitrotiofénicos com potencial leishmanicida.
2005. (Congresso).

lOrganizagﬁo de eventos, congressos, exposicoes e feiras_
1

FERREIRA, E. L. ; VARGAS, 1.G. ; BRITO, C. L. . V. Simpdsio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos para
Doengas Negligenciadas (Simposio).. 2018. (Congresso).

2.
BRITO, C. L.; FERRAZ, H.G. . Escola de Inverno em Farmacos e Medicamentos (EPIFAR). 2018. (Exposicdo).

3.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; VARGAS, 1.G. ; PRIMI, M.C. . V Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases. 2018. (Congresso).

4.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; VARGAS, J1.G. ; PRIMI, M.C. . IV Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2015. (Congresso).

5.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; LA-SCALEA, MAURO AQUILES ; VARGAS, J.G. ; SERAFIM, R.A.M. . IV Symposium on
Drug Design and Development for Neglected. 2015. (Congresso).
6.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; YAGUI, C.O.R. ; SERAFIM, R.A.M. . III Simpdsio de Planejamento e Desenvolvimento
de Novos Farmacos para Doencas Negligenciadas.. 2013. (Congresso).
7

BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I.; VARGAS, J].G. ; PRIMI, M.C. . III Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2013. (Congresso).

8.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I.; TROSSINI, G. H. G. ; YAGUI, C.O.R. . II Simpdsio de doengas negligenciadas. 2011.
(Congresso).
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9.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I ; PRIMI, M.C. ; VARGAS, J.G. . II Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2011. (Congresso).

10.
TROSSINI, G. H. G.; BRITO, C. L. ; FERREIRA, E. I. ; Tavares, L.C. ; YAGUI, C.O.R. . I Simpdsio de pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos para doencas negliigenciadas. 2009. (Congresso).

11.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I.; TROSSINI, G. H. G. ; VARGAS, J.G. . I Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2009. (Congresso).

Orientacoes

Orientacdes e supervisdes concluidas

Iniciacdo cientifica

1.

ANDRE EDUARDO MEJIAS CAIXETA. PLANEJAMENTO E SINTESE DE PRO-FARMACOS DE FTALOCIANINA COM
NANOTUBOS DE CARBONO, POTENCIALMENTE ATIVOS EM LEISHMANIOSE E DOENCA DE CHAGAS. Inicio: 2019.
Iniciacdo cientifica (Graduado em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas.
(Orientador).

Educacao e Popularizacao de C& T

lOrganizaga'io de eventos, congressos, exposicoes e feiras_
1

BRITO, C. L.; FERRAZ, H.G. . Escola de Inverno em Farmacos e Medicamentos (EPIFAR). 2018. (Exposicdo).

2.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; VARGAS, J.G. ; PRIMI, M.C. . V Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases. 2018. (Congresso).

3.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; VARGAS, J.G. ; PRIMI, M.C. . IV Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2015. (Congresso).

4.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. L. ; TROSSINI, G. H. G.VARGAS, J.G. ; PRIMI, M.C. . III Symposium on Drug Design and
Development for Neglected Diseases.. 2013. (Congresso).

5.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; PRIMI, M.C. ; VARGAS, J.G. . II Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2011. (Congresso).

6.
BRITO, C. L.; FERREIRA, E. I. ; TROSSINI, G. H. G. ; VARGAS, 1.G. . I Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases.. 2009. (Congresso).



