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RESUMO

O presente trabalho esta baseado na construcdo de sensores biomiméticos para
determinagdo sensivel e seletiva dos diuréticos: bumetanida (BMT) e hidroclorotiazida
(HCTZ). Para isto, eletrodos a base de pasta de carbono foram modificados com
complexos, os quais sdo potenciais catalisadores biomiméticos das enzimas P450, que
catalisam um grande nimero de reagdes incluindo os farmacos. Os complexos que
apresentaram perfil biomimético e melhores resultados na determinagdo voltamétrica e
amperométrica da bumetanida e hidroclorotiziada, respectivamente foram
1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro 29-H, 31-H-ftalocianinacobre
(IT) [CuPc] e hemina. As condi¢des experimentais para o desenvolvimento das
metodologias propostas foram otimizadas com auxilio de planejamento de experimentos
multivariados. O sensor construido para determinacdo do diurético bumetanida
apresentou as melhores respostas em solugdo tampdo Britton-Robinson 0,15 mol L™ pH
7,0 e 15% m/m do complexo [CuPc], usando a voltametria de onda quadrada a 60 Hz,
100 mV de amplitude e 6 mV de incremento de potencial (Aps). Com os parametros
otimizados, o sensor apresentou limites de deteccao e de quantificagao de 0,27 e 0,9
umol L™, respectivamente. Os melhores resultados obtidos para o sensor desenvolvido
para a hidroclorotiazida foram em solugdo fosfato 0,10 mol L™ pH 8.5 e 14% m/m de
hemina usando a amperometria em 800 mV, e os limites de detec¢do e de quantificagao
de 8,2 ¢ 27 umol L, respectivamente. Avaliou-se também a biomimeticidade do
sensor, explorando o perfil hiperbolico da resposta nos sensores, velocidade de
varredura e estudo de interferentes. Os sensores foram satisfatoriamente usados nas
analises em amostras de interesse farmacéutico e bioldgico, assim se apresentam com
alternativas vantajosas em relagdo a outros métodos disponiveis, pois apresentam baixo
custo relativo, além de serem simples, rapidos, ambientalmente mais amigaveis
(envolve o baixo consumo de reagentes e amostras) e nao requerer procedimentos
especificos ou complicados para o preparo das amostras. Em outra linha de trabalho,
porém complementar, foi desenvolvido um polimero de impressdo molecular,
conhecido como MIP, para a bumetanida. Os MIPs foram sintetizados via
polimerizacdo em bulk. Os estudos foram baseados nos resultados obtidos na simulagao
computacional, na qual foi escolhida a acrilonitrila como mondémero funcional de alta

afinidade estrutural, para sintese do MIP. A proposta de sintetizar o MIP ¢ para usa-lo



como material adsorvente em extragdo em fase s6lida para melhorar a seletividade e a

interferéncia de ambos os diuréticos.

Palavras-chave: diuréticos, sensores biomiméticos, técnicas eletroquimicas, MIP,

doping.



ABSTRACT

This work is based on the construction of biomimetic sensors for sensitive and
selective determination of diuretics for bumetanide (BMT) and hydrochlorothiazide
(HCTZ). Carbon paste-based electrodes were modified with complexes, which are
potential biomimetic catalysts of P450 enzymes, that catalyze a number of reactions
including  pharmaceuticals. The complexes Copper (II) 1,2,3,4,8,9,10,
11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29—H,31-H-—phthalocyanine [CuPc] and
Hemin showed biomimetic profile and better results for amperometric and voltammetric
determination of bumetanide and hidroclorotiziada, respectively. The experimental
conditions for the proposed methodologies development have been optimized with the
help of design of multivariate experiments. The sensor built to determine the diuretic
bumetanide presented the best responses in Britton-Robinson buffer 0.15 mol L™ pH 7.0
and 15 % (m/m) of the complex [CuPc] , using the square wave voltammetry with 60
Hz, amplitude of potential of 100 mV and step potencial of 6 mV. With the optimized
parameters the sensor showed limits of detection and quantification of 0.27 and 0.9
umol L7 respectively. The best results for the sensor have been developed for
hydrochlorothiazide phosphate solution 0.10 mol L™ pH 8.5 and 14 % (m/m) of the
hemin, using the amperometry at 800 mV, limits of detection and quantification of 8.2
and 27 umol L™, respectively. Studies conducted for elucidation of sensor biomimetic
behavior, such as evaluation of scan rate influence using cyclic voltammetry,
exploration of hyperbolic profile of the sensor response, interference and selectivity
studies. In a complementary, a molecular imprinting polymer, known as MIP, was
developed for bumetanide. The MIPs were synthesized by bulk polymerization. Studies
were based on the results obtained from the computer simulation where monomer of
high structural affinity, acrylonitrile, was chosen for synthesis of MIP, having one high
and one low structural affinity. The proposal to synthesize the MIP is to use it as
adsorbent material in solid phase extraction to improve the selectivity and interference
for both diuretics. The developed electrochemical methods represent advantageous
alternatives compared to other available methods, such as relatively low cost,
simplicity, fast, environmentally friendly (due to low consumption of reagents and
samples) and also does not require specific or complicated procedures to prepare

samples.
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I. 1. CONSIDERACOES GERAIS

I.1.1 Doping

Em busca de desempenhos e resultados melhores, o uso excessivo de farmacos
no meio esportivo tem sido crescente no ambito nacional e internacional. Entretanto,
essa pratica configura uma atitude contraria aos ideais preconizados no esporte (gerar
saude e qualidade de vida) e de potencial risco a integridade fisica do atleta.

O uso de métodos e substincias exdgenas ao organismo com o intuito de
aumentarem o desempenho e o sucesso esportivo ou atenuarem OS mecanismos
geradores de fadiga no individuo € tdo antigo quanto o surgimento da humanidade. A
nao aceitacdao de suas limitagdes fisicas e mentais leva o homem a buscar alternativas no
anseio de incrementar de todas as formas possiveis suas potencialidades naturais'~.

Para controlar esse crescimento desses fArmacos, houve uma unificacdo das
politicas internacionais, durante a Conferéncia Mundial de Doping no Esporte em
Copenhague no ano de 2003, aprovando de um Codigo Mundial Antidoping, que
posteriormente foi corroborado pela Convengdo Antidoping da Organizacao das Nagdes
Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO)**. No Brasil, a Convengéo
Internacional Contra o Doping nos Esportes transformou-se em lei em 18/11/2008 pelo
Decreto da Presidéncia da Republica nimero 6.653°.

O Codigo determina, basicamente, que qualquer substancia, meio ou método
utilizado por atletas que aumente o desempenho, submeta a risco a sua saude, ou seja,
antagdnico aos principios do jogo limpo, serda considerado doping. Tais recursos,
diferenciados por categorias farmacologicas e por momento de uso sdao publicados
anualmente em listagem suplementar ao Cddigo pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA - World Anti-Doping Agency). Dentre as categorias descritas na lista,
encontram-se as substancias de uso permanentemente proibido, as de uso restrito para
algumas modalidades e ainda farmacos de livre utilizagio’.

Em linhas gerais, as substincias proibidas dividem-se em sete classes

farmacologicas:

e Classe A — Estimulantes: substancias capazes de acelerar o funcionamento
do cérebro, e com esta hiperexcitabilidade aumenta o estado de alerta,

diminue o sono e o apetite, e aumenta a capacidade fisica.
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e Classe B — Narcéticos: variedades de substancias que fazem adormecer,
reduzir ou eliminar a sensibilidade, sdo mais utilizados para amenizar dor.

e Classe C - Agentes anabolizantes: substincias sintéticas do hormonio
natural masculino com o propésito de aumentar a massa muscular, forga e
agressividade.

e Classe D — Diuréticos: firmacos que aumentam a eliminacao de eletrdlitos e
agua.

e Classe E — Canabinoides: substancias derivadas da erva Canabis sativa e
atuam como depressores do sistema nervoso central. Atletas utilizam
canabindides com o objetivo de reduzir a ansiedade antes e durante a
competicao.

e Classe F — Beta-bloqueadores; sao bloqueadores dos receptores [3-
adrenérgicos, parte do sistema nervoso simpdtico. Este bloqueio provoca
uma diminui¢do da contractilidade e da velocidade de contragdo cardiaca,
diminuindo a frequéncia cardiaca, sobretudo no esfor¢o ou ansiedade.

e Classe G — Beta-2-agonistas: firmacos que desempenham a fungao bronco

dilatadora, causando a dilatagao das vias aéreas.

A Figura 1 apresenta as classes de substancias e alguns métodos que sdo

classificados como doping.
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Figura 1. Esquema Ilustrativo das diferentes classes farmacoldgicas das substancias proibidas no

doping e os métodos de doping.

Fonte: Elaborado pela autora.

1.1.2. Métodos de Doping

Sao considerados métodos de doping: o aumento da transferéncia de oxigénio, a

manipulag¢do quimica e fisica da urina ou plasma e o doping genético:

1.1.2.1. Aumento da transferéncia de oxigénio

E uma espécie de doping sanguineo ou a utilizagio de transportadores artificiais
de oxigeénio. Neste tipo de doping, ha o aumento artificial da captagdo, transporte ou
aporte de oxigénio (incluindo o uso de perfluoroquimicos, efaproxiral e produtos de

hemoglobina modificada como substitutos do sangue baseados em hemoglobina),
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aumentando a distribuicdo deste aos musculos, principalmente nas condi¢cdes de
exercicios fisicos que exigem grande resisténcia®’.

O doping sanguineo consiste em injetar em um atleta os glébulos vermelhos de
outra pessoa de modo a remover o seu proprio sangue até trés meses antes da
competi¢do, guardando-o e, entdo, voltando a injeta-lo, resultando por fim num aumento
do volume sanguineo. Assim, este tipo de doping inclui a utilizagdo de sangue autélogo
(do proprio individuo), homélogo (de individuos diferentes de uma mesma espécie) ou

heterologos (de individuos de espécies diferentes)’.

1.1.2.2. Manipula¢io quimica e fisica

Inclui a manipulagdo ou a tentativa de manipulagdo, visando a alteracdo da
integridade e validade das amostras coletadas no controle de dopagem, como
cateterismo e substitui¢do e/ou alteracdo da urina original pela de outra pessoa. Inclui
também infusdes intravenosas, exceto as administradas por ocasides hospitalares ou
investigacdes clinicas®.

A manipulacao quimica e fisica ¢ a ultima na frequéncia de classe de utilizacao
de doping, sendo a manipulacao fisica preferida ao invés da manipulagdo quimica.
Dentre as substancias utilizadas, existe o Probenecid, que bloqueia a secrecao de
testosterona além de ser utilizado para o bloqueio de substancias dopantes e para o
atraso da eliminacdo de drogas anabolicas, agindo como um agente de camuflagem.

Outros agentes de camuflagens utilizados sdo a finasterida e a epitestosterona’.

1.1.2.3. Doping genético

O doping genético consiste na transferéncia de células ou elementos genéticos
como o0 DNA e o RNA e o uso de agentes biologicos ou farmacologicos que
modifiquem a expressdo génica® ou, mais especificamente, de acordo com a WADA®:
“o uso ndo terapéutico de células, genes, elementos genéticos ou da modulagdo da
expressdo de genes, com a capacidade de melhorar o desempenho atlético”. A terapia

genética em si € utilizada para reparar um gene com defeito, porém, também ¢é possivel,
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aumentar, por exemplo, as proteinas musculares, o que dentro do esporte ¢ considerado
um abuso’.

No doping genético, genes modificados sdo implantados em vetores (virus
inofensivos, alterados para ndo transmitirem doencas). Entdo esses vetores sdo injetados
no corpo do atleta, levando gene modificado para o destino desejado nas células que
passam a produzir quantidades maiores de substancias que melhoram o desempenho

esportivo’.

1.1.3. O exame antidoping

Para identificar se o atleta fez ou est4 fazendo uso de algumas das substancias ou
métodos proibidos no esporte, a WADA, escolhe aleatoriamente os competidores para
fazerem exames antidopings. Os exames sdo realizados, normalmente, pela analise de
sangue e/ou urina, os quais podem ser coletados em todo término de prova ou durante
toda e qualquer hora da vida ativa em campeonatos e competicdes do atleta'’. No Brasil,
o Comité Olimpico Brasileiro (COB) deixa a disposi¢ao dos competidores uma cartilha
que informa quais sio as substincias e métodos proibidos no esporte'’.

As regras atuais que governam o uso de doping no esporte consideram que uma
violagdo por doping ocorre ao se encontrar nos fluidos do corpo uma substancia
proibida, um metabdlito de uma substancia proibida ou um composto quimicamente ou
farmacologicamente relacionado a uma substancia proibida'’. Na maioria dos casos, a
urina ¢ a matriz escolhida para os exames de doping devido ao grande volume e por nao
ser um método invasivo'’, sendo que o principal método de identificacdo consiste na
cromatografia geralmente acoplada a um espectrémetro de massas.

A maior parte das organizacdes esportivas adota a mesma lista de substancias
proibidas, porém, alguns esportes podem ter uma ligeira variacdo, como no
automobilismo e no arco e flecha, onde o uso de alcool e de betabloqueadores também ¢
proibido®.

Além da urina e do sangue, estudos vém sendo feitos também para detecgdo
destas mesmas substincias nos cabelos uma vez que estes compostos possuem um
maior tempo de permanéncia neles que podem ser semanas ou meses, dependendo do
comprimento da haste capilar. Porém, nenhuma andlise deve ser substituida uma vez

que elas se completam. As andlises em sangue e urina fornecem informagdes de curto
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prazo do uso de drogas por um individuo enquanto o cabelo fornece informagdo em

.y 12
longo prazo do histérico de uso desta mesma pessoa “.

1.2 DIURETICOS

No esporte ¢ proibido o uso de diuréticos, pois ha atletas que fazem uso dessas
substancias para perderem peso antes de competicdes ou para esconderem que fizeram
uso de outras substancias dopantes, alterando sua concentra¢do na urina. A proibigdo ¢
devido aos diferentes mecanismos de acdo envolvidos: eles aumentam o fluxo e o
volume da urina. Como consequéncia, quando hd o uso de outras substancias suas
concentragdes podem ser drasticamente reduzidas abaixo do limite de deteccdo da
metodologia usada, levando a um falso negativo da amostra analisada'®. O uso abusivo
dos diuréticos pode levar a reducdo do volume total do sangue tendo o risco de
hipotensdo ou o aumento da viscosidade do mesmo causando uma eventual trombose'”.

Além disso, os diuréticos sdo usados no tratamento de problemas como a
hipertensdao e diversos tipos de edema causados por situacdes como a insuficiencia
cardiaca e a cirrose hepatica'®. Como anti-hipertensores, os diuréticos sdo agentes
potentes para a reducdo da pressdo arterial, ¢ desta forma, reduzem a morbilidade e
mortalidade cardiovasculares'’. O grande beneficio da reducio da pressdo arterial esta
relacionado com a reducao do risco de ocorréncia de um acidente vascular cerebral e de
insuficiéncia cardiaca'®.

De maneira geral, diuréticos sdo drogas que aumentam a excre¢ao de sodio e de
agua do corpo atuando sobre os rins. Seu efeito primdrio consiste em diminuir a
reabsor¢do de sddio e cloreto do filtrado, sendo o aumento da perda de dgua secundario

119

a excrecdo aumentada de sal ”. O NaCl no organismo ¢ o principal determinante do

volume de liquido extracelular, e a maioria das aplica¢des clinicas dos diuréticos visa a
redugio deste volume ao diminuir o contetdo corporal total de NaCI*°.

Atualmente, esta categoria de farmacos pode ser subdividida, principalmente,
em diuréticos de alga, tiazidas e diuréticos poupadores de potassio. O presente trabalho
apresenta o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagdo de diuréticos

apenas das duas primeiras classes, portanto as consideragdes gerais serdo apenas sobre

estas classes e os respectivos diuréticos estudados.
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1.2.1 Diuréticos de alca

Os diuréticos de alca sdo os mais poderosos de todos os diuréticos, capazes de
provocar a excre¢ao de 15-25% do sédio existente no filtrado. Neste grupo encontram-
se a furosemida, bumetanida, piretanida, torasemida e o acido etacrinico'®. O 4cido
etacrinico, a furosemida e a bumetanida apresentam em comum um grupo carboxilico e
¢ possivel que uma maior poténcia seja decorrente desta propriedade acida®'.

A principal acdo dos diuréticos de alga consiste em inibir a reabsorcdo de
eletrolitos no ramo ascendente espesso da alca de Henle, isto ocorre devido a inibigao
do co-transporte de Na" - K' - 2CI. A eficacia dessa classe diurética ¢ devido a
basicamente dois fatores: 1) 25% da carga filtrada de Na+ ¢é reabsorvida pelo ramo
ascendente espesso e 2) os segmentos do néfron apds o ramo ascendente espesso nao
tem capacidade de reabsor¢do para recuperar o fluxo de produtos rejeitados que saem do
ramo ascendente espesso. Portanto, os inibidores do co-transporte de Na' - K™ - 2CI°
atuam primariamente no ramo ascendente espesso € aumentam imensamente a excre¢ao

g + 20-2
urinaria de Na" e CI?*%,

1.2.1.1 Bumetanida

A bumetanida (4cido 3-aminosulfonil-5-butilamino-4-fenéxibenzdico) (BMT),
com formula molecular C;7H9N>OsS e massa molar de 364,45 g mol” & apresentada
como um pod branco, sendo pouco solivel em agua, cloroformio e éter, tendo maior
solubilidade em acetona, 4lcool e solugdes alcalinas®®. Sua estrutura estd representada

na Figura 1.
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Figura 2. Estrutura quimica da bumetanida.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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E um medicamento utilizado no tratamento de edema associado a falhas no
coragdo, problemas renais e hepéticos, e também como diurético’. Por ser um
medicamento mais potente, ¢ necessario em casos de hipertensdo grave, quando sdo
entdo usadas multiplas drogas com propriedades redutoras de sédio; na insufici€éncia
renal e em casos de cirrose, onde a retencdo de sodio é acentuada®’.

A bumetanida ¢ cerca de 40 vezes mais potente que a furosemida, tendo um
tempo de meia-vida de 0,3 a 1,5 hora, sendo eliminada do organismo 65% por via renal
e 35% ¢ metabolizada™. Dessa forma, a bumetanida se apresenta na forma de
comprimidos, contendo apenas 1 mg do principio ativo.

No Brasil este farmaco é comercializado com o nome de Burinax®, sendo
também manipulado em farmacias de manipulagio. E também comercializado na
Europa ¢ América do Norte com o nome de Burinex®, Fordiuran®, Fontego®,

Butinat®, Farmadiuril® ¢ Bumex®, na forma de comprimidos e injetéweis27.

1.2.2 Diuréticos Tiazidicos

Dentre todos os diuréticos, as tiazidas ou diuréticos tiazicos foram os primeiros
anti-hipertensivos disponiveis para uso em larga escala. Langados em meados dos anos

. .. . .~ 08
50, continuam a ser administrados, isolados ou em associaccao™" .
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Os diuréticos tiazidicos atuam sobre o tibulo distal dos rins, diminuindo a
reabsorcao de sddio e cloro atraves de sua ligagdo ao sitio do cloro, inibindo sua agao e,
consequentemente, o sitema de co-transporte Na/CI"?. Os tiazidicos tém apenas
eficacia moderada, pois cerca de 90% da carga filtrada é reabsorvida antes de atingir o
tubulo contorcido distal. Assim, os diuréticos tiazidicos podem ser administrados uma

. ~ 2
vez ao dia e sdo bem tolerados®.

1.2.2.1 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida (1,1-di6xido-6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazino-
7sulfonamida) (HCTZ) apresenta ponto de fusdo de 273-275°C, ¢ soluvel em acetona,
amonia diluida, metanol e etanol e ¢ praticamente insoluvel em 4gua”. Sua estrutura

esta representada na Figura 3.

Figura 3. Estrutura quimica da hidroclorotiazida.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A hidroclorotiazida pertence a classe dos farmacos tiazidicos, os quais possuem
um nucleo benzotiadiazina 1,1-diéxido®’. Tais formacos constituem uma importante
classe de agentes diuréticos que atuam no tubulo distal, diminuindo a reabsorcdo ativa
dos ions soédio e cloreto. Entretanto, estes farmacos apresentam agdo diurética
moderada quando comparados aos diuréticos de alga. Os diuréticos tiazidicos levam a
uma perda significativa de potassio, causando hipocalemia (diminui¢do nos niveis
plasmaticos de potassio) que pode ser evitada pela administragdo concomitante de

diuréticos poupadores de potéssio (triantereno, amilorida, por exemplo) ou suplementos
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de potassio. Assim, algumas formulagdes farmacéuticas contendo hidroclorotiazida em
associacao com diuréticos poupadores de potédssio sdo comercialmente disponiveis.

A hidroclorotiazida ¢ efetiva por via oral e ¢ excretada na urina em sua forma
inalterada, a duragdo da agdo é de 8-12 horas®’. Os principais efeitos adversos da
hidroclorotiazida resultam de algumas agdes renais, sendo a deple¢do de potassio a
mais importante. Outros efeitos incluem alcalose metabodlica e aumento dos niveis
séricos de acido trico.

O seu uso ¢ indicado no tratamento de edemas associados a cardiopatias
(insuficiéncia cardiaca congestiva), hepatopatias (cirrose hepatica) e doencas renais
(sindrome nefrotica, insuficiéncia renal cronica, glomerulonefrite aguda). Este fArmaco
também ¢é muito usado no controle da hipertensio™.

Dentre as classes de substancias proibidas, a classe dos diuréticos ¢ a mais
comumente utilizada pelos atletas, pois além de serem farmacos facilmente adquiridos,
ha atletas que fazem uso dessas substincias para perderem peso antes de competigcdes
ou para esconderem que fizeram uso de outras substancias dopantes, alterando sua
concentracio na urina’. Dessa forma, ha necessidade do monitoramento constante dos
niveis de concentragdo dessas substancias em amostras biologicas.

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a andlise de bumetanida e
hidroclorotiazida em diversos tipos de amostras, incluido urina humana. Entretanto, a
maioria dos métodos descritos na literatura, de modo geral, envolve métodos por CLAE
convencional, a qual requer instrumentagdo complexa e de alto custo, além de um
excessivo tempo de andlise e necessidade de grandes volumes de solventes organicos
toxicos. Outra técnica muito utilizada para a determinagdo dos farmacos envolvidos
neste estudo ¢ a espectrofotometria na regido UV e visivel. Todavia, os métodos
espectrofotométricos baseados em medidas diretas no UV estdo sujeitos a interferéncias
provenientes da matriz. Os métodos por espectrofotometria no visivel descritos para a
determinacdo dos farmacos em estudo apresentam problemas relacionados a
necessidade de etapas de aquecimento e de derivatizagdo, tempo de analise
relativamente longo, instabilidade do composto colorido formado e alguns sdo métodos
indiretos.

A seguir, ¢ apresentado um levantamento bibliografico sobre os métodos

existentes para determina¢do dos dois diuréticos estudados durante este trabalho.
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, CAPiTULQ II. REVISAO BIBLIOGRAFIC;A -
METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO
DOS FARMACOS EM ESTUDO.
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II. 1. BUMETANIDA

Um cuidadoso levantamento bibliografico foi realizado nas principais fontes de
consulta eletronica (Scifinder Scholar ¢ Web of science) utilizando as palavras chaves:
“determination of bumetanide” e “analysis of bumetanide” foram encontradas poucas
publicacdes sobre métodos analiticos para a determina¢do de bumetanida no periodo

compreendido de 1973 a 2015.

I1.1.1. Métodos Espectrofotométricos/Reflectométricos.

Na revisao bibliografica foram encontrados dois artigos que descrevem a
determinacdo de bumetanida por espectrofotometria € um por reflectdncia difusa.
SASTRY et al’' propuseram um método espectrofotométrico para a analise de 8
diuréticos, dentre os quais, a bumetanida. O método proposto ¢ baseado na reagdo entre
bumetanida e 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona na presenga de cloreto de ferro (III).
O tempo para a reagao ocorrer ¢ de 10 minutos, e o produto apresentou-se estavel por
aproximadamente 2 horas. O espectro mostrou absor¢ado maxima em 660 nm. A faixa de
trabalho utilizada foide 1 a 10 mg L™

ZIVANOVIC et al** descreveram um método no qual a bumetanida reagiu com
cloreto de ferro (III) na presenga de tiocianato de amdnio em pH entre 1,83 e 1,92,
formando um complexo violeta solivel em cloroférmio.

POLLO ** desenvolveu um procedimento analitico baseado nos principios da
quimica verde, usando espectroscopia de reflectancia difusa, no qual a bumetanida
reagiu com p-dimetilaminocinamaldeido (p-DAC), em meio 4cido, produzindo um
composto de coloragdo violeta. As medidas de reflectancia foram realizadas em 525 nm

e o limite de detecgio do método foi de 3,98 x 10° mol L™.

I1.1.2. Métodos cromatograficos

A técnica de cromatografia gasosa (CG) ndo ¢ uma técnica muito empregada

para determina¢do de bumetanida, sendo encontrados na literatura apenas nove artigos,
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sendo a maioria deles antigos. HIOKI et al’* propuseram um método para determinagio
de bumetanida em urina de voluntarios utilizando a cromatografia gasosa. O
comprimido foi administrado oralmente (1 mg) e foi encontrado excretado na maior
parte inalterado na urina de seres humanos. Dentro de 24 horas apds a administragao,
57% da dose administrada foi recuperada.

AMENDOLA et al”® relataram um método para a determina¢io de uma mistura
de 18 diuréticos por cromatografia gasosa com detector de massas. Foi necessaria etapa
prévia de derivatizacdo utilizando uma mistura de acetona em iodeto de metila na
proporcao 1:10 em forno de micro-ondas, o que diminuiu o tempo de incubagdo de 3
horas para 10 minutos. Ap0s a derivatizagdo, as amostras foram eluidas em cartucho de
C18 com metanol. O solvente foi evaporado em atmosfera de N, a 40 °C. O limite de
deteccdo encontrado foi 50 pg L™.

HAGEDORN ¢ SCHULZ™ relataram um método para determinacdo de
bumetanida, acido etacrinico e furosemida em urina de cavalo para controle de dopping.
A detecgdo foi feita por cromatografia gasosa com detector de massas. O tempo de
eluicdo foi de 15 minutos e o limite de deteccio encontrado foi 40 ug L™

CARRERAS et al’® fizeram uma comparacdo entre 3 diferentes procedimentos
de screnning utilizando CG-EM para deteccao de 20 diuréticos em amostras de urina
fortificadas com os padrdes dos medicamentos. Para a bumetanida o procedimento que
apresentou melhores resultados foi a “metilagdao flash” que consistia da pirdlise do sal
de tetraalquilaménio no injetor do cromatdgrafo utilizando trimetilanilina como agente
derivatizante e previamente uma extracdo em fase solida.

Entretanto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ a técnica

analitica mais empregada na determinagdo de bumetanida em matrizes biologicas *">%

43 ¢ farmacos®®* devido a sua sensibilidade, facil adaptacio para determinacdes
quantitativas acuradas, adequagdo a separacao de espécies nao volateis ou termicamente
frageis e, acima de tudo sua ampla aplicabilidade®, mas a técnica apresenta certas
limitagdes como o alto custo dos equipamentos, o emprego de grandes quantidades de
solventes, além da necessidade de um operador especializado.

WELLS et al’’ desenvolveram um método para analise de bumetanida em
sangue e urina utilizando um método de cromatografia em fase reversa com deteccdo
por fluorescéncia. A fase movel consistia de metanol, agua, acido acético glacial

(66:34:1) em fluxo de 1,2 mL min™'. A amostra foi extraida em coluna C18 com

acetonitrila apds etapa prévia de precipitacdo das proteinas.
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CAMPINS-FALCO, HERRAEZ-HERNANDEZ e SEVILLANO-CABEZA
relataram um método para quantificacdo de 12 diuréticos em urina utilizando CLAE
com detec¢do ultravioleta em 230 nm. Acetonitrila e solugdo tampao fosfato 0,05 mol
L foram utilizadas como fase mével em modo de elui¢do em gradiente e fluxo de 1,0
mL min"'. LEGORBU, ALONSO, R. M.; JIMINEZ, ¢ ORTIZ*’ propuseram um método
de quantificagdo de bumetanida em medicamentos ¢ em urina de pacientes que
ingeriram o medicamento, utilizando CLAE com detec¢do amperométrica em +1350
mV com eletrodo de carbono vitreo. A faixa de trabalho foi de 50 a 499 pg L, com
limite de deteccdo de 0,25 pg L.

CARDA-BROCH, ESTEVE-ROMERO ¢ GARCIA-ALVAREZ-COQUE"
também desenvolveram um método para determinagdo de sete diuréticos em amostras
de urina. Para tanto, utilizaram uma fase movel contendo o surfactante (SDS), propanol
e solucao tampao fosfato a pH 3 e deteccao por fluorescéncia. O tempo de retengao para
a bumetanida foi de aproximadamente 10 minutos. O limite de detec¢do encontrado foi
1,4 ugL".

PARK ¢ GWAK ** desenvolveram um método para determinar bumetanida em
sangue com detec¢do por fluorescéncia, a fase movel utilizada foi metanol, agua, acido
acético glacial (65:35:1). O limite de detec¢do encontrado foi 5 pg L. O método foi
aplicado em amostras fortificadas com o medicamento e em amostras de pacientes que
ingeriram o medicamento.

Um pouco mais recente, PATEL et al*’ propuseram um método rapido, seletivo
e sensivel para determinacdo de bumetanida em plasma humano utilizando a
cromatografia liquida acoplada ao massas (CL-EM/EM). A recuperagdo foi maior que

90%.

I1.1.3. Eletroforese Capilar e outros métodos

A eletroforese capilar ¢ também um método de separacao utilizado para a analise
de diuréticos. GONZALEZ, BECERRA ¢ LASERNA propuseram um método onde 4
diuréticos considerados dopantes foram analisados simultaneamente por eletroforese

capilar com detector de fluorescéncia em amostras de urina. A separacdo completa se
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deu em menos de 8 minutos a pH 8, com A de excitagdo em 350 nm e A de emissdo em
428 nm. O limite de deteccio encontrado foi 21,6 x 10> mol L™,

SOLICH et al*’ descreveram um método em FIA baseado na fluorescéncia da
bumetanida em meio alcalino para analise de medicamentos. Parametros como:
concentragdo do carregador, pH da solugdo tampao (variaveis quimicas), volume
injetado de amostra, tamanho da bobina de reacdo, fluxo e comprimento de onda
(variaveis instrumentais) foram otimizadas e as melhores condi¢des foram: fluxo de 1,3
mL min”, bobina de 50 cm, volume injetado de amostra de 110 pL, concentragdo da
solu¢do tampao aminoacetato 0,1 mol L, concentracio do carregador 1,0 x 10° mol L™
e pH 11,5. A faixa de trabalho estudada foi de 0,5 a 10 mg L'l, com limite de deteccao

de 0,01 mg L e frequéncia analitica de 60 analises hora™.

I1.1.4. Métodos Eletroquimicos

Em toda a revisdo bibliografica apenas um método voltamétrico*® foi encontrado
para a determinacdo de bumetanida em medicamentos e urina. O método consiste na
determinacdo de bumetanida com eletrodo de pasta de carbono em meio de KNO;. As
medidas foram feitas a pH 2,5. O limite de deteccdo encontrado foi 0,16 mg L. Para a
determinacdo em amostras fortificadas de urina, o método de extragdo para os
interferentes 4acido ascorbico e acido urico foi a extracao liquido-liquido. A

porcentagem de recuperacao foi 71%.

I1.2. HIDROCLOROTIAZIDA

O levantamento bibliografico para a hidroclorotiazida também foi realizado de
forma semelhante, as pesquisas foram realizadas nas principais fontes de consulta
eletronica (Scifinder Scholar e Web of science) utilizando as palavras chaves:

“determination of hydrochlorothiazide” e “analysis of hydrochlorothiazide” no periodo

compreendido de 1960 a 2015.
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I1.2.1. Métodos Espectrofotométricos/Reflectométricos.

Os métodos por espectrofotometria no UV descritos na literatura sdo,
principalmente, para a determinacdo de hidroclorotiazida em associagdo com um ou
mais farmacos. Entretanto, medidas diretas na regido do UV estdo sujeitas as
interferéncias provenientes de firmacos e/ou de excipientes presentes na formulagdo
farmacéutica, resultando em baixa seletividade, uma vez que todos os compostos
insaturados apresentam uma ou mais bandas na regido UV do espectro eletromagnético.
Desta forma, os métodos por espectrofotometria no UV para a determinagdo de
hidroclorotiazida associada a outros fArmacos presentes em formulagdes farmacéuticas
sdo baseados em medidas derivativas a fim de se obter métodos com maior seletividade
do que os métodos espectrofotométricos convencionais. A Farmacopéia Britanica
descreve um método por espectrofotometria no UV em 273 nm para a determinacao de
hidroclorotiazida em comprimidos®’.

ERK™® propde trés novos procedimentos espectrofotométricos baseados em
medidas derivativas para a determinagao simultanea de fosinopril e hidroclorotiazida.
Segundo os autores, os métodos desenvolvidos foram comparados com o método da
razdo de absorcdo. Os métodos foram aplicados com sucesso ao determinar os
compostos em misturas sintéticas e em produtos farmacéuticos, com alta porcentagem
de recuperagdo, boa exatidao e precisao.

KOWALCZUK e HOPKALA* desenvolveram um novo método de
espectrofotometria derivativa baseada na técnica de cruzamento de zero para
determinagdo da mistura de quinapril e hidroclorotiazida. O quinapril foi determinado
no comprimento de onda de 211,6 nm e HCTZ foi medida a 270,8 nm. Graficos de
calibragio foram construidos sobre a faixa linear de 4,0 e 24,0 ug mL™ para quinapril e
2,5-15,0 pug mL" para hidroclorotiazida e os limites de deteccio e de quantificagio
foram 0,85 ¢ 2,5 ug mL' e 0,12 e 0,4 ng rnL'l, respectivamente. O método proposto foi
aplicado com sucesso para a analise de ambos os faArmacos em comprimidos, com uma
recuperacao em torno de 100,5 a 102%.

HEMKE et al’® desenvolveram um método simples, especifico, exato, preciso e
reprodutivel para determinagdo simultinea de hidroclorotiazida e olmesartan

medoxomil em forma de dosagem combinada por espectrofotometria UV. As duas
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drogas seguiram a lei de Beer, a faixa de linearidade foi obtida no intervalo de
concentragio de 5-25 pg mL™’. As recuperagdes de ambas as drogas foram de quase
100%. A validagdo do método proposto foi realizada por sua exatiddo, precisdo,
especificidade e robustez. O método proposto pode ser aplicado com sucesso em
analises de rotina para a determina¢do de HCTZ e olmesartan medoxomil em forma de
dosagem combinada.

MANISH, AJAY, e SINGH °' desenvolveram um método espectrofotométrico
UV simples, exato, preciso, rapido e econdmico foi desenvolvido para determinagdao
simultanea de cloridrato de telmisartan e HCTZ e em uma forma de dosagem de
comprimido combinado. Este método foi baseado em equacdes simultdneas para analise
dos dois farmacos, utilizando metanol como solvente. Telmisartan Cloridrato tem
absor¢ao maxima em 234 nm e Hidroclorotiazida tem absor¢ao maxima em 273 nm em
metanol. Faixa de linearidade foi obtida no intervalo de concentragio de 4-24 mg mL™'
para telmisartan Cloridrato e 2-8 ng mL™ para hidroclorotiazida; O método apresentou
boa reprodutibilidade e recuperacdo com desvio padrao relativo inferior a 2%, sendo
aplicado com sucesso nos comprimidos combinados de ambas as drogas.

GOTARDO ** desenvolveu um método espectroscopico usando a reflectancia
difusa, wutlizando spot test, no qual a hidroclorotiazida reagiu com p-
dimetilaminocinamaldeido, em meio 4cido, produzindo um composto colorido e as
medidas foram realizadas em 585 nm. As varidveis foram otimizadas por planejamento

fatorial. O limite de deteccdo foi de 1,32 x 102 mol L™.

I1.2.2. Métodos cromatograficos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica analitica mais
empregada na determinagdo de bumetanida em diversos tipos de amostras.

PEl et al® propuseram um método simples, rapido e sensivel para
hidroclorotiazida em amostras de plasma humano utilizando fluconazol como padrao
interno. A preparacdo da amostra foi realizada utilizando extrag¢do liquido-liquido. A
fase movel foi constituida por um mistura de acetonitrila, 0,1% de 4cido trifluoroacético
e agua (20:40:40), o comprimento de onda foi fixado em 266 nm e os tempos de
retengdo de HCTZ e do padrdo interno foram de 4,2 e 5,5 min, respectivamente. O

limite de quantificacio foi de 5 ng mL™ e ndo foram detectadas interferéncias nos
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cromatogramas. O método foi aplicado com sucesso em um estudo farmacocinético de
comprimidos orais de HCTZ em voluntarios saudaveis.

GOWEKAR ¢ MADHEKAR® desenvolveram um método para determinagio de
HCTZ por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A fase movel foi metanol e
acetonitrila numa razdo de 30:70 (v/v) e os eluentes da coluna foram detectados
utilizando um detector de comprimento de onda a 271 nm. O método proposto tem
permitido a quantificacio de hidroclorotiaziada na faixa linear de 20-100 pg mL" ¢ a
taxa de fluxo foi mantida a 0,6 mL min”. O tempo de retencio de hidroclorotiazida foi
de 4,76 min. O método mostrou ser adequado para o controlo de qualidade de rotina
analitica de hidroclorotiazida em medicamentos a granel e em formulagao.

WANG et al’® determinaram a presenga de hidroclorotiazida em plasma humano
utilizando CL-EM/EM. Sulfametoxazol foi usado como padrdo interno. O limite de
detecgdo de hidroclorotiazida foi 1,070 g L. A repetibilidade do método foi avaliada
no mesmo dia e em dias diferentes e todos os resultados foram inferiores a 13,9% e as
recuperacgoes relativas estavam todos dentro 100,5% -102,2%. Segundo os autores, o
método foi preciso, sensivel, especifico e conveniente, que pode ser utilizado na
determinacao de hidroclorotiziada em plasma humano.

SUN et al’® propuseram um método de CLAE para determinagdo de
hidroclorotiazida em plasma humano. As andlises cromatograficas foram realizadas em
uma coluna (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) a temp. 30 °C. A fase moével consistiu de
acetonitrila 15% e 85% de solucdo tampao fosfato de tetrametilamonio (pH = 4,90), no
qual a taxa de fluxo foi de 1,0 mL min”. O comprimento de onda de deteccdo foi de
271 nm. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de 2,0-400 ng mL™
(r=10,9991). A faixa de recuperacao foi 94,1-109,0 %.

SOUSA et al’’ descrevem uma metodologia rapida (2,0 min) e sensivel (LOQ 5
ng mL") para a quantificagio de hidroclorotiazida (HCTZ) em plasma de sangue
humano. O método baseia-se na cromatografia liquida de alta performance acoplada ao
espectrometro de massas, utilizando como padrao interno a clortalidona. Para as
andlises, usou-se uma coluna C18 monolitica (50 x 4,6 mm) de fase reversa em coluna e
uma fase movel contendo acetonitrila e agua (80:20 v / v). Os analitos alvos foram
transferidos para um espectrometro de massas de quadrupolo triplo equipado com uma
fonte de ionizagao por eletropulverizagio para a detecgdo de massa. A faixa linear foi de

5-400 ng mL™' e a média de recuperagdo para HCTZ foi 80,46%. O método foi aplicado
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com sucesso a um unico estudo farmacocinético dose oral em 26 voluntarios humanos

saudaveis.

11.2.3. Eletroforese Capilar e outros métodos

A eletroforese capilar ¢ também um método de separagdo utilizado para a analise
deste diurético. ZHENG et al’® desenvolveram um método simples e sensivel por
eletroforese capilar com deteccdo amperométrica para determinacao de trés diuréticos,
como a indapamida, hidroclorotiazida e bumetanida. Os limites de detec¢do estdo na
faixa de ng mL™" e o método proposto foi aplicado com sucesso para analisar os
diuréticos em amostras de urina humana.

HILLAERT® investigou a determinagio de HCTZ e seis antagonistas dos
receptores da angiotensina por eletroforese capilar. O método foi validado em termos de
sua linearidade da resposta, reprodutibilidade e precisao.

A Farmacopéia Brasileira descreve um método para quantificar hidroclorotiazida
em comprimidos utilizando titulagio em meio ndo-aquoso®.

Um método por FIA baseado na reacdo de quimiluminescéncia entre
hidroclorotiazida e cério (IV) foi desenvolvido por OUYANG et al®’. A mesma reacio
foi utilizada em outro método utilizando quimiluminescéncia para a determinacao de

hidroclorotiazida em formula¢des farmacéuticas®.

11.2.4. Métodos Eletroquimicos

Os trabalhos que utilizam técnicas eletroquimicas sd3o em sua maioria por
determinac¢io voltamétrica. RAZAK® utilizou um eletrodo de carbono vitreo para
estudar o comportamento voltamétrico da HCTZ em solugao tampao Britton-Robinson
(B.R.) pH 3,3. Um pico bem definido e irreversivel foi obtido em torno de +1.0 V em
voltametria de pulso diferencial. A analise do diurético foi realizada em comprimidos e
urina sem nenhum tratamento e a metodologia foi comparada por método oficial.

MARTIN et al** desenvolveram um método de determinacdo simultanea de
amilorida e HCTZ em formulagdes farmacéuticas usando polarografia de pulso

diferencial na presenca de oxigénio utilizando calibragio multivariada. MALEH,
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ENSAFI ¢ ENSAFI ® modificaram um eletrodo de pasta de carbono com écido
ferrocenodicarboxilico para estudar a oxidagdo de HCTZ. Observaram a dimuni¢do de
300 mV do potencial de pico quando comparado ao eletrodo de pasta de carbono sem
modificador, a pH 9,0. O método foi aplicado com sucesso em amostras de urina e
farmacos.

SANTOS et al®® propuseram um método para determinagdo simultdnea de HCTZ
e losartan usando voltametria de pulso diferencial. Para isso, utilizaram um eletrodo de
diamante dopado com boro. Dois picos de oxidagdo reprodutiveis muito bem resolvidos
para os dois compostos, com separacao de 0,23 V, foram obtidos em solucdo tampao
Britton-Robinson, pH 9,5.

SANTOS ¢ CAVALHEIRO® desenvolveram um método voltamétrico utilizado
um eletrodo modificado com nanotubos de carbono e um compdsito de carbono para
determinacdo de HCTZ em formulagdes farmacéuticas. Com a voltametria de pulso
diferencial foi possivel quantificar o diurético, em solu¢do tampdo B.R. a pH 7,0. O
limite de detec¢io foi de 2,6 pmol L™

BEITOLLAHI, HAMZAVI ¢ TORKZADEH-MAHANI®® propuseram a
determinacdo eletroquimica de hidroclorotiazida e acido folico em amostras reais
usando um eletrodo de pasta de 6xido de grafeno modificado com um novo composto
derivado de ferroceno-2-clorobenzoil. Sob condi¢des otimizadas, a corrente de pico da
voltametria de onda quadrada (VOQ) para hidroclorotiazida aumentou linearmente com
a concentragio e o limite de detecgdo da mesma foi de 20,0 nmol L. O coeficiente de
difusdo e parametros cinéticos (tais como coeficiente de transferéncia de elétrons e a
constante de velocidade heterogénea) também foram determinados.

Diante do exposto, verifica-se que na literatura sao descritos diversos métodos
para a quantificagdo tanto da bumetanida quanto da hidroclorotiaziada em
medicamentos e matrizes biologicas. Entretanto, a grande maioria dos métodos
reportados envolve a utilizagdo de equipamentos e/ou acessorios sofisticados. Além do
alto custo destes equipamentos alguns empregam quantidades razoaveis de solventes de
alta toxicidade oferecendo riscos ao operador, ndo sendo indicados para o emprego de
analises de rotina. Os métodos propostos neste trabalho visam os desenvolvimentos de
metodologias novas, rapidas e que usem baixas quantidades de solventes, que gerem
pouca quantidade de residuo e principalmente que possibilitem a construgdo de

dispositivos que a realizem as andlises em situ e/ou menor tempo.
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CAPITULO III. SENSORES QUIMICOS
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IIL.1. SENSORES QUIMICOS

Em 1191, a Unido Internacional de quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
estabeleceu uma defini¢do para sensores quimicos: “dispositivos que convertem a
informacao quimica, desde a concentragdo de analitos até a composi¢cao de amostras, em
sinais analiticamente uteis”. A informagdo quimica pode originar-se de fendmenos
quimicos, bioquimicos ou fisicos que envolvam a espécie de interesse®.

Conforme a IUPAC, um sensor quimico ¢ formado por duas unidades funcionais
basicas concectadas em série (Figura 4): o receptor que responde a paramentros
especificos e, em geral, interage com o analito transformando a informagdo quimica em
uma forma de energia determinada capaz de ser transduzida, e o transdutor, responsavel
pelo processo de transducdo, o qual acarreta em sinais elétricos analiticamente uteis.
Ainda, os sensores quimicos podem ser classificados conforme o principio de
transdu¢do, os principais sdo: eletroquimicos, elétricos, Opticos, magnéticos,

e rooe 9
termometricos € sensivels a massa6 .

Figura 4. Esquema ilustrativo de um sensor quimico.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, os sensores quimicos apresentam-se como dispositivos pequenos,
robustos, portateis, de facil manipulagdo que permitem a coleta de dados e obtengdo de
informagdes com manipulacdo minima do sistema estudado. Estes dispositivos possuem

caracteristicas peculiares e, por isso, tém sido um elemento chave na instrumentacdo
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analitica dispensando, em muitos casos, a utilizacdo de aparelhos complexos e a

necessidade de uma enorme infraestrutura de suporte’.

II1.1.1. Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos fazem parte de uma subclasse importante dos sensores
quimicos nos quais um eletrodo é utilizado como o elemento de transdugio’', que
dentre os varios transdutores existentes, se destaca pela sua facilidade de uso e de
registro dos sinais que podem ser potenciométricos, amperométricos, voltamétricos,
condutométricos e impedimétricos. Eles se baseiam em reacoes de oxidagdo e redugdo,
transformando o efeito de interagdes eletroquimicas entre analito e eletrodo em sinais
elétricos®. Estes dispositovos tém sido amplamente explorados por apresentarem
caractersiticas interessantes como: resposta rapida, possibilidade de portabilidade,
operagdo continua, sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e estabalidade
elevadas’.

Com o uso de métodos eletroquimicos, foi encontrada uma vasta quantidade de
aplicacdes, desde monitoramento ambiental e industrial, incluindo também o controle
de qualidade e andlises biologicas’'. Existem diversas técnicas com detegdo
eletroquimica, entretanto, as mais utilizadas para quantificacdo de uma metodologia
analitica sdo: voltametria ciclia, voltametria de onda quadrada e amperometria.

A voltametria ciclica ¢ a técnica normalmente obter informagdes sobre espécies
quimicas de interesse, € que podem ser qualitativas ou quantitativas, (corrente de pico,
largura do pulso etc.) os dados sdo obtidos a partir do registro de curvas corrente versus
potencial, registradas durante o processo de eletrdlise da espécie de interesse. Ou seja,
na superficie do eletrodo deve ocorrer uma oxida¢do ou reducdo nas regides de
potencial aplicado, na qual a transferéncia de elétrons seja favoravel termodindmica e
cineticamente, criando-se um fluxo de elétrons (corrente elétrica) na interface eletrodo-
solucao.

A voltametria ciclica (VC) constitui-se numa técnica eficaz usada para adquirir
informagdes qualitativas e quantitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia
desta técnica ¢ resultado da habilidade de fornecer rapidamente informacdes sobre a
termodinamica do processo redox, da cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia

, ~ , . . 73 , .
de elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos'”. Esta técnica
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frequentemente ¢ a primeira a ser utilizada em um estudo eletroquimico, para
caracterizacdo e reconhecimento do sistema, pois oferece uma maneira simples da
localizagdo do potencial redox da espécie eletroativa, assim como permite uma
avaliacdo conveniente do efeito do meio eletrolitico no processo redox.

A voltametria ciclica consiste na varredura de potencial em um eletrodo de
trabalho utilizando uma onda de forma triangular. Para isto, inicia-se a aplica¢do do
potencial de um valor no qual nenhuma oxidagdo ocorre, com o aumento do potencial
para regides mais positivos (anodica) ocorre a oxidacdo do composto na interface
eletrodo/solucdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentracdo deste
composto, quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de
oxidacdo ocorre, o potencial ¢ varrido no sentido inverso, até o valor inicial, € no caso
de uma reacao reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se
localizam ainda proximos a superficie do eletrodo) serdo reduzidos, gerando um pico
simétrico ao pico da oxidagdo. O voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo
redox que o composto em questdao sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica
uma ferramenta valiosa para estudos mecanisticos. Os parametros eletroquimicos mais
importantes, sdo os potenciais de pico catoddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de
pico catodico e anddico (Ipc e Ipa), e os potenciais de meia onda (E;.), essenciais para
caracterizar o processo eletrodico ocorrido’”.

A voltametria de onda quadrada (VOQ), do inglés “Square Wave Voltammetry”,
¢ uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de
detec¢io podem ser comparados aos das técnicas cromatograficas e espectroscopicas’.
Do ponto de vista pratico, a maior vantagem da VOQ ¢ a possibilidade de se obter
correntes de pico bem definidas em experimentos executados em alta velocidade de
varredura, melhorando, assim, a sensibilidade da técnica. Além disto, por tratar-se de
uma técnica de pulso, a corrente com componente faradaica pode ser coletada em um
intervalo de tempo adequado para que a contribuicdo da corrente com componente
capacitiva seja minimizada”. Na VOQ a variagdo de potencial é realizada na forma de
uma escada, em que pulsos de potencial (AEs) de igual amplitude sdo sobrepostos a
uma escada de potenciais de altura constante (AEp) e duracdo 2t, (periodo). As
correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos direto (anddico) e reverso (catodico),
originando um pico simétrico com posigdo, largura e altura caracteristicos do sistema

. 17476
avaliado'™"".
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A VOQ apresenta as seguintes vantagens em comparacao as outras técnicas de
pulso: reducdo no ruido de fundo em varreduras repetitivas; registro de correntes de
pico bem definidas em experimentos executados em alta velocidade de varredura, com
excelente discriminagdo entre a corrente capacitiva e a faradaica, melhorando, assim, a
sensibilidade da técnica, baixo consumo de espécies eletroativas e reducdo nos
problemas de passivagdo dos eletrodos; em muitos casos, a interferéncia do O,
dissolvido € pouco significativa em medidas com VOQ.

Na amperometria, magnitude de um sinal elétrico ¢ medida em funcdo do
tempo. Os pardmetros elétricos medidos podem ser a corrente (como no caso da
amperometria) no qual o processo € iniciado por um pulso de potencial ou potencial
aplicado; ou pode ser o potencial (na cronopotenciometria), no qual o processo por sua
vez ¢ iniciado pela circulagdao de um fluxo de corrente no eletrodo de trabalho.

A amperometria a potencial constante ¢ a classe das medidas eletroanaliticas
nas quais a corrente que flui do eletrodo de trabalho seja monitorada em funcao do
tempo, a um potencial fixo no qual ocorre a reagao redox do substrato de interesse. Em
sistemas em que a espécie eletroativa encontra-se adsorvida na superficie do eletrodo,
como no caso dos eletrodos quimicamente modificados, quando aplicado um potencial
fixo, ocorre a reducdo ou a oxidacdo total do mediador, a corrente estabiliza
eletroquimicamente a espécie (analito) a qual se deseja determinar, observando-se uma
varia¢ao de corrente devido ao processo catalitico. Se a corrente observada apresentar
uma correlagdo linear com a concentracao do analito, tal eletrodo modificado pode ser
utilizado como sensor amperométrico’’*. Uma vantagem importante ¢ que métodos
crono-eletroquimicos permitem o acoplamento de sensores a sistemas em fluxo,
permitindo a automatizagdo das andlises, visando monitoramento on line e/ou em
tempo real’”’.

Dessa forma, utilizacdo de sensores eletroquimicos para determinacdo de
concentragdes de substancias e de outros parametros de interesse tem sido bastante
referida na literatura cientifica. Desde que comegaram a serem utilizados os sensores
eletroquimicos tém permitido uma melhora nas execu¢des de andlise que antes eram
realizadas por métodos analiticos convencionais, diminuindo o tempo de preparagdo da
amostra e a utilizagdo de reagentes dispendiosos, permitindo a utilizagdo de

instrumentos analiticos de baixo custo.
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II1.1.1.1. Sensores biomiméticos

Os sensores biomiméticos, podem ser definidos como dispositivos que
incorporam um elemento de reconhecimento seletivo intimamente conectado a um
transdutor, sendo que este elemento de reconhecimento imita, em algum aspecto,
determinado sistema biologico utilizando um sistema quimico mais simples. Os

. . . e 1
elementos mais amplamente usados tem sido: (i) complexos metéalicos®™®

82,83

, que imitam
sitios ativos enzimaticos; (i1) polimeros impressos ", que imitam receptores naturais,
como os anticorpos, (iii) ciclodextrinas modificadas®®, que imitam sitios de ligagdo
enziméticos; (iv) monocamadas moleculares®, que imitam membranas celulares, entre
outros.

Os sensores biomiméticos mais citados na literatura baseiam-se no uso de
andlogos sintéticos de enzimas naturais na construcdo de sensores, nos quais
possivelmente ocorra uma transferéncia direta de elétrons do sitio ativo da enzima para
a superficie do eletrodo, sem a necessidade de compostos mediadores de elétrons™,
visto que as enzimas sdo estruturas complexas encontradas em organismos vivos, que
possuem grupos cataliticos € muitas vezes necessitam de cofatores especificos ou
coenzimas para desempenhar a catalise bioquimica. Esta catalise enzimatica altamente
efetiva e especifica tem incentivado diversos pesquisadores a buscar sintetizar modelos
e analogos sintéticos que mimetizam o sitio ativo de enzimas. Cabe ressaltar que a ideia
do uso de enzimas artificiais e sensores biomiméticos ndo estd somente relacionada em
mimetizar a estrutura de enzimas naturais, mas também com compostos capazes de
realizar catdlises de algum tipo de reagdo.

O desenvolvimento destes sensores pode ser considerado como um campo de
pesquisa relativamente novo, ainda ha poucos trabalhos relatados na literatura que
procuram demonstrar que sintetizando e caracterizando adequadamente compostos
inorganicos simples e/ou complexos de metais de transicdo sdo capazes de catalizar
substratos de forma semelhante & enzima correspondente, possibilitando desta forma a
construcdo de sensores biomiméticos com alta seletividade e sensibilidade.

Uma condi¢do para mimetizar uma enzima adequada para a constru¢do de

sensores biomiméticos € que a quimica da catélise da reacdo enzimatica e a estrutura do
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sitio ativo da enzima sejam muito bem conhecidas, e neste sentido as enzimas P450,
encaixam-se perfeitamente nestes requerimentos.

Todas as enzimas P450 contém um sitio ativo comum que ¢ a protoporfirina de
ferro IX (Figura 5), que € o grupo prostético encontrado em todas as enzimas citocromio
P450. O papel deste grupo hemino nas diferentes citocromios P450, varia em fun¢do da

natureza dos ligantes proximos ao grupo prostético e do substrato que sera catalisado.

Figura 5. Estrutura da protohemina IX (protoporfirina de ferro IX) presente no sitio ativo de todas as

enzimas P450.

COOH COOH

Fonte: Elaborada pela autora.

As ftalocianinas e porfirinas de Co (II), Cu (II), Fe (II) e outras ftalocianinas de
metais de transi¢ao sao conhecidas ha muito tempo como catalisadores homogéneos e
heterogéneos para uma grande variedade de reagdes quimicas. O macrociclo funciona
como catalisador redox no qual o estado de oxidagdo do complexo metalico varia
durante o ciclo catalitico®”**. Contudo, os complexos dessas estruturas sdo reconhecidos
por sua excelente atividade eletrocatalitica em muitas reacdes, que sdo altamente
dependentes do atomo central.

Geralmente, estes complexos metalicos sdo estaveis, até em reagdes redox, e
apresentam estruturas similares as porfirinas de origem animal, as quais tém fungdes
caracteristicas em muitos sistemas biologicos tais como a clorofila, a hemoglobina, o
citocromo e vérias enzimas do tipo oxidases®°. Assim, as ftalocianinas podem ser
reconhecidas como moléculas biomiméticas, que podem substituir convenientemente
proteinas naturais, atuando como o centro ativo de moléculas enzimaticas, com a mesma

seletividade e sensibilidade’’.
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Nesse contexto, a utilizacdo destas moléculas no desenvolvimento de sensores
apresenta-se comum grande campo de pesquisa a ser explorado, porque estes complexos
podem facilitar a transferéncia eletronica entre o substrato e a superficie do eletrodo,
sem a presenca de um escudo protéico, como nas enzimas, o que geraria um amento
capacitivo na resposta do sensor. Além disso, devido aos desafios impostos por
amostras de interesse industrial, clinico e ambiental, tém conduzido a uma crescente
busca por sensores devido a necessidade de testes analiticos simples, rapidos e baratos
para a determinagdo de importantes compostos quimicos e bioldégicos em concetragdes
baixas.

Aliando as caracteristicas destes materiais biomiméticos juntamente com as
vantagens dos eletrodos preparados a base de pasta de carbono (EPC) podem-se
desenvolver metodologias analiticas (sensores) que visam atender a demanda de
analises de diversas areas de interesse. Esses eletrodos oferecem versatilidade, baixa
corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo, modificacdo conveniente e facilidade de
renovacao da superficie e sdo faceis de preparar. Uma das maneiras de obter um EPC ¢
misturar grafite em p6 e um liquido organico (aglutinante) que € imiscivel em contato
com solugdes aquosas e que fornecera a consisténcia de pasta a mistura’>>.

Assim, uma das principais vantagens da pasta de carbono para a construgdao de
sensores € que esses eletrodos possibilitam a modificagdo interna do material eletrodico,
diferentemente do que ocorre com os eletrodos solidos convencionais, em que a
modificagdo ocorre apenas na superficie. Isto significa que € possivel a co-imobilizagao
de enzimas, cofatores, mediadores, estabilizadores, etc., resultando em um sistema de
medida que dispensa a necessidade de adigdo de reagentes em solucdo durante a
analise”.

Dessa forma, o uso de pasta de carbono continua a ser atraente porque além da
versatilidade oferecida para a preparacao da pasta, a qual pode ir desde a forma
convencional pela mistura de p6 de grafite e algum modificador seletivo (enzimas ou
catalisadores redox), até dispositivos mais elaborados, como por exemplo, polimeros
molecularmente impressos (MIP)**, demonstram ter alta estabilidade quimica, elevada

atividade eletrocatalitica e, baixas correntes capacitivas’.
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I11.1.1.1.1 Polimeros de impressiao molecular — MIP

Outra estratégia para a constru¢do de sensores biomiméticos ¢ a utilizagdo de
polimeros de impressdao molecular (Molecularly Imprinted Polymers, MIP) materiais
que mimetizam a interagdo anticorpo-antigeno; sdo formados por materiais poliméricos
rigidos que apresentam propriedades de reconhecimento molecular para uma molécula
alvo, denominada molde’®. O conceito de impressdo molecular surgiu a partir da teoria
de Pauling para formacdo de anticorpos, onde um antigeno era usado como uma
molécula molde para moldar a cadeia polipeptidica de anticorpos, resultando numa
configuragdo complementar do antigeno na respectiva cadeia de anticorpos’”.

Os polimeros de impressao molecular (MIP) em relagdao aos materiais bioldgicos
apresentam vantagens como o baixo custo dos reagentes empregados, a estabilidade
quimica, fisica e térmica do material por longos periodos de tempo, a capacidade de ser
estocado sem perder sua especificidade, a possibilidade de reutilizagdo do polimero
apods a limpeza do mesmo e a possibilidade de ser empregado em condigdes diferentes
daquelas presentes em seu ambiente nativo > °.

Os sistemas MIP, que consistem basicamente em utilizar como molde uma
molécula de interesse interagir covalentemente ou ndo com as moléculas do monoémero
que compdem o polimero, tém atraido consideravel atengdo na ultima década, pois
aparecem como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de sistemas de
reconhecimento molecular.

Para a sintese do MIP, uma molécula utilizada como molde (analito)
primeiramente deve interagir com as moléculas do mondémero funcional.
Posteriormente, ¢ adicionado ao meio um agente reacional que promove ligagdes
cruzadas no polimero a fim de formar uma matriz polimérica rigida. A reacdo de
polimerizacao ¢ iniciada ap6s a adicao de um iniciador radicalar. Por fim, a molécula
molde ¢ removida da matriz polimérica utilizando um solvente adequado. Com a
remo¢ao da molécula molde, o polimero resultante dispora de microcavidades, com
tamanhos uniformes, capazes de reter seletivamente a molécula molde presente numa
amostra complexa. O processo geral de sintese de um MIP, bem como seu mecanismo

de atuacdo ¢ mostrado na Figura 6.

54



Figura 6. Esquema representativo do processo de sintese de MIP.
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Fonte: Elabora pela autora, baseada na referéncia 97.

O mondmero funcional desempenha um papel muito importante no processo de
reconhecimento molecular, uma vez que ele estd diretamente envolvido na formacdo de
ligacdes quimicas com a molécula molde nos sitios impressos, uma avaliagdo dos
grupos funcionais presentes na molécula alvo deve ser realizada, e em seguida, a melhor
escolha do mondémero funcional que permitira a formagao de ligagdes quimicas mais
efetivas com o analito. O solvente utilizado na sintese influencia a estabilidade da
formacao do complexo “analito-mondmero”, por isso, sua escolha torna-se uma etapa
importante do processo. O solvente, além de fornecer um meio onde analitos e
mondmeros sejam solaveis, ndo deve interferir na interaco analito-monémero'®.

Além dos parametros mencionados anteriormente, a seletividade destes
polimeros ¢ também assegurada face ao emprego de reagentes que promovam ligacdes
cruzadas, permitindo assim, a estabilidade do complexo “analito-mondémero” gerando
uma matriz polimérica rigida que garante a estrutura do sitio seletivo formado. O
reagente de ligacdo cruzada deve estar presente em excesso em relacdo a quantidade de
monomero funcional. Estudos tém demonstrado que no minimo 50% do reagente de

101
I'"". Uma vez que todos os

ligacdo cruzada deve estar presente no meio reaciona
componentes estejam presentes na mistura reacional (analito, mondmero, reagente de
ligacdo cruzada e o solvente apropriado), para que possa ocorrer a reacao de

polimerizacdo ¢ acrescentado um iniciador radicalar ao meio. Esse composto, por sua
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vez, sofre clivagem em sua estrutura, ou por radiacdo UV ou por aquecimento, para
gerar radicais que iniciam o mecanismo da reacao de polimerizagao.

A proposta de utilizagdo de MIP ao invés de materiais biologicos (enzimas e
anticorpos) ¢ bem vantajosa, pois sdo de facil preparo, baixo custo, possibilidade de
sintese em situagdes onde nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) se encontra
disponivel ou quando elas possuem um alto preco e, resisténcia a ambientes adversos,
nos quais biomoléculas naturais ndo resistiriam, como na presenga de acidos, bases, ions
metélicos, solventes organicos, altas temperaturas e alta pressdo”” .

Observa-se atualmente uma forte tendéncia do seu uso como elementos de
reconhecimento em sensores biomiméticos'®, principalmente com transdugdo
piezelétrica ou Optica, ou mais comumente empregados em associagdo com técnicas de

~ r1: ~ . L. I 105,106
extracdo em fase solida e de separacio para diferentes espécies quimicas'®>'%.
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CAPITULO IV. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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A partir das consideragdes descritas neste trabalho, pode-se constatar a
necessidade de métodos simples, rapidos, de baixo custo e com baixo consumo de
reagentes e solventes torna-se evidente, especialmente para analises de interesse clinico
e de controle de qualidade de bumetanida e hidroclorotiazida. Para isso, acredita-se que
os sensores eletroquimicos biomiméticos sdo uma alternativa viavel na determinagdo
dessas substancias, pois apresenta algumas casracteristicas vantasojas, como por
exemplo, boa seletividade, sensibilidade e principalmente a possibilidade de
portabilidade.

A combinacdo da construgdo de sensores eletroquimicos biomiméticos com o
uso de eletrodos de pasta de carbono torna-se muito atraente no desenvolvimento de
métodos analiticos, uma vez que esta combinagdo fornece medidas rapidas, simples,
com baixo consumo de reagentes e solventes e baixa geracao de residuos. Além disso,
0s sensores biomiméticos sao uma nova estratégia experimental que tem sido usada para
obter sensores mais estaveis e duradouros que os biossensores convencionais que
possuem como base materiais bioldgicos e o uso de pasta de carbono continua a ser
atraente, porque além da versatilidade oferecida para a preparacdo da pasta, esses
sensores demonstram ter alta estabilidade quimica e elevada atividade eletrocatalitica.

Além disso, pretende-se utilizar as caracterisitcas dos MIPS como materiais
adsorvente em cartuchos de extracdo em fase solida para extrair e pré-concentrar o
analito de interesse de uma amostra complexa, permitindo aumentar a sensibilidade do
método de analise.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de
metodologias analiticas simples, rapidas e sensiveis para a analise dos diuréticos
bumetanida e hidroclorotiazida utilizando sensores biomiméticos com detecgao
eletroquimica e aliar a eficiéncia na pré-concentracao utilizando os polimeros sintéticos
(MIP) com a alta seletividade dos sensores biomiméticos, de forma a obter uma
metodologia analitica altamente promissora na determinacdo das diferentes substancias

mencionadas. E os objetivos especificos foram:

e Otimizacdo dos parametros de preparacdo e resposta para 0s sensores
eletroquimicos desenvolvidos usando planejamento fatorial e de superficie de

resposta.
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e Determina¢do dos principais pardmetros analiticos para as metodologias
desenvolvidas.

e Aplicagdo em urina humana e formulagdes farmacéuticas e validagdo dos
métodos.

e Sintese de polimeros molecularmente impressos para o diurético bumetanida.

e Otimizag¢ao e caracterizacdo da sintese ¢ eficiéncia do MIP.
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CAPITULO V. SENSOR ELETROQUIMICO
BIOMIMETICO PARA DETERMINACAO DE
BUMETANIDA EM URINA E EM FORMULACOES
FARMACREUTICAS.
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V. 1. PARTE EXPERIMENTAL

V. 1.1. Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da Autolab®
PGSTAT30 (Autolab/Eco Chemie) conectado ao software GPES versdo 4.9, usando
uma célula eletroquimica convencional de 03 eletrodos, contendo um eletrodo de
referéncia de Ag|AgCl, uma espiral de platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de
pasta de carbono modificada como eletrodo(s) de trabalho. A Figura 7 ilustra de (a)
forma representativa e (b) real o sistema utilizando durante a realizagdo de toda parte

eletroquimica do trabalho.

Figura 7. Esquema representativo da célula eletroquimica convencional (a) e a foto real (b). Sendo A:

eletrodo auxiliar, T: Eletrodo de trabalho e R: Eletrodo de referéncia.

(b)
(2)

Fonte: Elabora pela autora.

Para estudos comparativos da metodologia desenvolvida, realizou-se analises de
determinagdo do diurético em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da
marca Shimadzu modelo 20A, o qual possui os seguintes componentes: detector UV-
Vis modelo SPD-20A, amostrador automatico modelo SIL-20A, bomba modelo LC—
20AT e interface modelo SPD-20A. O método para as corridas cromatograficas utilizou
uma coluna cromatografica C18 da marca Phenomenex® LUNA (250 X 4,60 mm e 5
um de tamanho da particula), um fluxo de 1 mL min”', comprimento de onda de 230

nm, volume de injecdo de 10 pL, a fase movel foi uma mistura de acetonitrila e 2,5 x
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10% mol L™ de solugio tampdo fostato a pH 2,5, na porporg¢io de 80:20 e o LcSolution
como software para tratamento dos dados

Para o preparo de padrdo e amostras foi necessario a utilizacdo de diferentes
instrumentos, tais como), uma balanga analitica METTLER TOLEDO - modelo
AG245, micropipeta de 10 — 100 puL e 100 — 1000 puL (marca Eppendorf) e um aparelho
de banho ultrassonico da marca Unique® - modelo USC-2500 contendo um
aquecimento ajustavel de temperatura e um temporizador digital de 0 a 60 minutos foi

utilizado para auxiliar na dissolu¢do de amostras.

V. 1.2. Reagentes e solventes

A bumetanida utilizada neste trabalho, todos os complexos metalicos estudados
e avaliados como possiveis catalisadores das enzimas P450, assim como o 6leo mineral
e grafite foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O 4cido bérico (H;BO;), hidroxido de
sodio (NaOH) e o 4cido acético foram da Synth® e acido fosforico foi adquirido pela
Mallincrodt®, todos esses reagentes foram utilizados na preparacio da soluco tampio.

Os solventes utilizados no método para a determinagdo deste diurético foram
etanol (grau p.a.) da Synth® e metanol (grau CLAE) da J.T. Baker. Os firmacos

utilizados nos estudos de interferéncias foram de grau farmacéutico.

V. 1.3. Preparo das solucoes

Todas as solucdes foram preparadas com dgua deionizada (resistividade > 18
MQ cm™ a 25 °C) obtida de um sistema de purificacio Milli-Q (Direct-0,3) ¢ foram

preparadas no momento do uso.

a) Solucdo de trabalho de bumetanida: A solu¢do estoque 1,0 x 10° mol L era

preparada pela dissolucdo de 3,6 mg de bumetanida com 25,0 mL de etanol. A solugdo
padrdo foi preparada a partir de dilui¢do adequada da solugdo estoque com H,O

deionizada e utilizada na construg¢do da curva analitica.
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b) Solugdo tampdo: A solugdo tampdo Britton-Robinson (B.R.) 0,15 mol L™ foi

preparada a partir da pesagem de 4,61 g de H;BOs, solubilizadas em agua deionizada, a
solugdo foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 500 mL, em
seguida adicionou-se 4,30 mL de 4acido acético e 5,15 mL de acido fosforico e
completou-se o baldo volumétrico com H,O deionizada. O valor do pH foi ajustado pela

adi¢ao de NaOH.

¢) Solu¢do dos interferentes: Os 14 farmacos foram avaliados como possiveis

interferentes e suas respectivas solugdes foram preparadas de forma que todos ficassem
com concentracao molar 10 vezes maior que o analito em estudo. Portanto, uma massa
adequada de cada interferente foi pesada e solubilizada em diferentes solventes de
acordo com a solubilidade de cada um, assim a concentra¢ao de cada interferente foi de

1x10°molL™",

V. 1.4. Preparo das Amostras

A determinacao de bumetanida foi realizada em amostra de urina proveniente de
4 homens (1H, 2H, 3H, 4H) e de 2 mulheres (5M e 6M), com faixa etdrias diferentes
(entre 20-60 anos), dentre os quais um dos doadores (4H) consumia um outro diurético
(ndao estudado neste trabalho). As amostras foram rotuladas e enriquecidas
separadamente com solucao padrao de bumetanida.

As amostras comerciais das formulagdes farmacéuticas (comprimidos) foram
obtidas de farmacia convencional e de farmacia de manipulagao localizadas na cidade
de Araraquara/SP e foram analisadas dentro dos seus prazos de validade. O conteudo do
principio ativo declarado no rotulo de cada comprimido ¢ de 1 mg por
comprimido/capsula.

Os medicamentos foram macerados (apenas os comprimidos) e pesados. Foram
utilizados 20 comprimidos ou 20 capsulas de cada medicamento e a preparagdo das
solucdes se deu a partir de calculos de massa referente aos fArmacos do estudo presente
nos comprimidos em relagdo a sua massa total. Depois de preparada uma concentragao

conhecida do farmaco, filtrou-se essa solugdo para a retirada de substancias insoliveis.
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V. 1.5. Construcio do sensor biomimético de pasta de carbono modificada

Para a constru¢ao do sensor proposto foram testados varios complexos metélicos
que poderiam atuar como possiveis catalisadores biomiméticos da enzima P450. Apods
terem sido avaliadas algumas ftalocianinas e porfirinas metélicas, foi escolhido o
complexo 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29-H,31-H-
ftalocianinacobre (IT) [CuPc] na modificacdo da pasta de carbono. A escolha baseou-se
neste complexo pois 0 mesmo apresentou maior ganho de sinal em relagdo aos outros
compostos e em relagdo a pasta de carbono sem modificar.

O preparo da pasta de carbono para determinacdo de bumetanida foi realizada
misturando 85 mg de p6 de grafite, 15 mg do complexo metéalico [CuPc] e 1,00 mL de
solugio tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). O material foi cuidadosamente
homogeneizado com uma espatula de aco inox, e a seguir, deixado secar ao ambiente
por um periodo de 24 horas para evaporagdo da fase liquida. Sobre o material seco,
adicionou-se cerca 60 pL do agente aglutinante (6leo mineral - Nujol®) para a obtengao

da pasta de carbono, a qual depois de usada era armazenada a seco (Figura 8).
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Figura 8. Fluxograma Ilustrativo das etapas da preparac@o da pasta modificada.

85 mgde po de grafite + 15 mgde [CuPc]

Em um vidro de relogio misturar os dois solidos e
adicionar 1,00ml de tampéo fosfato 0,1 moel L

Suspensdo da mistura
solida

MMisturara suspensio cerca de 3 minutos

Secagem

Cobrir parcialmente o vidre de relogic ¢ deixar em
repouse em local argjade por 24 horas

Adicdo do oleo mineral

Misturar o dleoadicionado para dar consisténeia
de pasta

Empacotamento no
eletrodo

Fonte: Elaborada pela autora.

A pasta de carbono modificada foi colocada na cavidade de um eletrodo
composto de um tubo de vidro e um fio de platina incorporado nele, que estd em contato
com um disco de platina de 4 mm de didmetro (0,126 cm?) e colocado a profundidade
de 1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade propria para a
incorporagdo da pasta no eletrodo (Figura 9). Finalmente a superficie foi uniformizada

com papel sulfite limpo, a fim de obter uma superficie homogénea.
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Figura 9. Construcéo do eletrodo de pasta de carbono. (A) Pasta de carbono modificada. (B) Eletrodo de

trabalho adequado para montagem do sensor.

Fonte: Elaborada pela autora.

V. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

V. 2.1. Caracterizacio eletroquimica do sensor

A voltametria ciclica ¢ a técnica mais comumente usada para adquirir
informagdes qualitativas sobre as reacdes de oxidagdo e redugdo, fornecendo
informacdes importantes sobre os processos que estdo ocorrendo na superficie do
eletrodo. Dessa forma, inicialmente foram estudados, utilizando a voltametria ciclica,
diversos complexos (Tabela 1) a fim de investigar qual deles apresentaria uma resposta

analitica quantitativa e promissora na detec¢do da bumetanida.

66



Tabela 1. Complexos analisados em estudos preliminares

Complexos analisados

Ftalocianinacobalto (II)

1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro
29-H, 31-H-ftalocianinacobre (II)

Bis(piridil)ftalocianinaferrosa

Ftalocianinacloradaférrica

5,10,15,20-tetraquismetoxifenilporfirinacobalto (II)

5,10,15,20-tetraquispentafluorofenilporfirinaferro (III)

Protoporfirina IX

Hemina

1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-
29H,31H - ftalocianinacobalto (II)

5,9,14,15,18,23,27,32,36-octabutoxi-2,3-

naftalocianinaniquel (II)

Para todas as analises com os diferentes complexos de ftalocianinas e porfirinas,
10,00 mL de solugdo tampao (eletrdlito) foram adicionados na cela eletroquimica e a
seguir, um volume conhecido de uma solu¢cdo padrdo de BMT era adicionado para
realizar os experimentos eletroquimicos, a varredura do potencial foi realizada a partir
de -1 V até +1 V. Apos a adi¢do do analito na célula eletroquimica a solugao era agitada
com ajuda de uma barra magnética acionada por um agitador por cerca de 10 segundos

e obtinha-se a leitura da corrente pelo potenciostato. Entretanto, dos dez complexos
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avaliados, um sinal analitico consideravel somente foi obtido para a pasta de carbono
modificada com ftalocianinacobre(Il) [CuPc].

A Figura 10 (A) apresenta os voltamogramas ciclicos realizados na auséncia do
modificador, ¢ (B) apresenta os voltamogramas ciclicos na presenga do complexo de
[CuPc]. Observa-se que na presenca da modificacdo da pasta com o complexo houve
um aumento da condutividade do sistema, quando comparado com a pasta sem
modificar. E principalmente, apds a adigdo da BMT, ha uma acentuada variacdo da
corrente anodica a partir de 700 mV vs Ag/AgCl (KClg,), caracterizando a oxidagao

eletroquimica da bumetanida na superficie do sensor.

Figura 10. Voltamogramas ciclicos para (A) Eletrodo de pasta de carbono sem modificar e (B) Sensor a
base de pasta de carbono modificada com 15 % (m/m) [CuPc] com (----) 4,8 x 10° mol L' de

bumetanida. Medidas realizadas usando apenas o eletrolito suporte ( —5—

300

200

100 +

-100

: —
0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
E vs Ag|AgCl / V

Fonte: Elaborada pela autora.

Para verificar se ocorria um aumento regular e significativo na corrente anodica,
que permitisse quantificar a bumetanida, a Figura 11 mostra os voltamogramas ciclicos

obtidos em diferentes concentragdes de analito.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos para sensor a base de [CuPc] em diferentes concentragdes de

bumetanida. Branco: solugfio tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e velocidade de varredura: 50 mV s

100 eletrolito
1 —— 1,96 x 10" de BMT
80 3,85 x 10" de BMT
1 ——5,66 x 10* de BMT
60 1 7,41 x 10™ de BMT
40 4
20 H _—
<
3 ]
= 0
-20 4
-40 -
_60 -
-80 7

T T T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10
E vs Ag|AgCI/ VvV

Fonte: Elaborada pela autora.

Conforme observado na Figura 11, verifica-se que hd uma relacdo crescente
entre a corrente anodica e a concentracdo de BMT, o que viabiliza o uso deste sensor a
base de CuPc para analise quantitativa deste analito. Adicionalmente, visando avaliar a
influéncia de nanotubos de carbono para melhor a sensibilidade do sensor proposto, foram
realizados estudos do efeito do uso de nanotubos de carbono funcionalizados, obteve-se um
aumento de corrente gerado pela maior area superficial do nanotubo de carbono, entretanto,
ao fazer as adigdes sucessivas do analito, observou-se que ndo houve uma mudanca
significativa na variacao de corrente quando comparada a pasta modificada apenas com o
complexo. Dessa forma, neste trabalho o uso dos nanotubos de carbono ndo contribuiu para
melhorar a sensibilidade do sensor proposto, uma justificativa para tal fato seria a excessiva
quantidade de 6leo mineral (Nujol®) necessaria para obtencao da pasta, tornando o material
mais resistivo, impedindo a melhora da corrente anddica referente a oxidagdo da
bumetanida na superficie do eletrodo.

Na sequéncia, foram registrados voltamogramas ciclicos com o sensor para
bumetanida em diferentes velocidades de varredura a 5 a 200 mV s™' com a finalidade

de verificar quais processos ocorrem na superficie do sensor. A partir desses
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experimentos, foi possivel obter informag¢des que mostram a existéncia de uma
dependéncia linear entre a corrente de pico anddica com a raiz quadrada da velocidade
de varredura em toda a faixa estudada (5 a 200 mV s™) indicando que a oxidagdo da
bumetanida na superficie do sensor, tal como esperado, ¢ controlada pela difusdo dessa
espécie para a superficie do eletrodo'”’ (Figura 12a).

Segundo BARD ¢, quando plotado o grafico da corrente de pico normalizada
pela raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (Aip, / v'?) vs v (Figura 12b)
o perfil obtido sugere que o processo de oxidagdo de bumetanida ¢ eletrocatalitico do
tipo CE (chemical/electrochemical), os quais sdo caracterizados por apresentar uma

etapa quimica acoplada a um processo eletroquimico.

Figura 12. (a) Variagio da corrente de pico catddico (Ai) vs v no sensor a base de pasta de carbono

modificada com complexo de cobre e na presenca de bumetanida. (b) Variagdo da corrente de pico

-1/2

anodico normalizada (Ai v'"?) vs v. . Medidas realizadas em solugdo tampdo B. R. 0,15 mol L™ (pH 7,0)

concentragdo de bumetanida de 4,76 x 10 mol L.

(b)
'm 0,8 1
01" Ai = —3,51 (£0,45) + 2,89 (£0,05)w/?
é zll (IS é 1I0 1I2 1I4 16 0 2IO 4IO 6I0 8I0
v I mv*? st v/imvs®

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, com base nos resultados obtidos, foi possivel propor um mecanismo para
o sensor biomimético. Inicialmente, hd rea¢do quimica (etapa quimica) entre a
bumetanida e a molécula de reduzida de [CuPc], promovendo a oxidagcdo de bumetanida
e redu¢do de cobre na ftalocianina. Na etapa eletroquimica acoplada a quimica, a

oxidagio do metal (Cu* para Cu’") na ftalocianina sobre a superficie do eletrodo leva a
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obtencdo da corrente observada em fungdo da presenca de bumetanida na cela de

medida. A Figura 13 apresenta o mecanismo proposto de forma esquematica.

Cu” + BMT(req) — BMT(ox)+ Cu"  (etapa 1)

Cu - Cu* +¢ (etapa 2)

Figura 13. Representagdo esquematica do possivel mecanismo de resposta para o sensor proposto.
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Fonte: Elaborada pela autora.

V. 2.2. Estudo e otimiza¢io das condicdes experimentais

Neste trabalho o planejamento de experimentos foi aplicado com o objetivo de
encontrar a melhor condigao experimental, na qual um valor maximo para a intensidade
de corrente pode ser obtido, ou seja, para obter uma melhor sensibilidade analitica.

A otimizagdo das condigdes experimentais para a metodologia proposta foi feita
utilizando o planejamentos fatorial e o planejamento composto central para a obtencdo
da superficie de resposta, empregando a voltametria de onda quadrada (VOQ). Todos os
resultados obtidos foram analisados utilizando os programas Minitab versdo 16 e o

Statistica versao 6.0.
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V. 2.2.1. Planejamento Fatorial de Experimentos

Inicialmente uma triagem das variaveis que afetam a metodologia foi realizada
utilizando um planejamento fatorial fracionario 2, o qual foi realizado em triplicata e
as variaveis relacionadas a preparagao do sensor (% de modificador); obtencdo de sinal
analitico (tipo de solugdo tampao, concentracdo da solug¢do tampao, pH); e parametros
eletroquimicos da voltametria de onda quadrada (amplitude de pulso, frequéncia da
aplicacao de potencial e incremento de potencial) foram estudadas em dois niveis [baixo

(-1) e alto (+1)], conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis usadas no planejamento fatorial fracionario e os respectivos niveis estudados.

Nivel

Variaveis 1 o
Modificador / % m/m 15 30
Tipo do tampao Fosfato B.R.
[Tampédo] / mol L™ 0,05 0,15

pH 6 8
Amplitude (AE,) /' V 0,05 0,1

Frequéncia (f) / Hz 30 50
Incremento (AEg) / V 0,005 0,01

De acordo com as variaveis e os valores dos niveis escolhidos, o programa
estatistico gera uma matriz de experimentos com as possiveis combinac¢des dessas
variaveis. Apos realizado todos os experimentos, ¢ possivel obter a resposta em fungao
dos valores de variacdo de corrente, possibilitando construir curvas analiticas e obter
entdo, valores de sensibilidade para cada experimento executado. Na Tabela 3,

encontram-se a matriz de experimentos e o valor de sensibilidade para cada ensaio.
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Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial completo 27 com os respectivos valores da sensibilidade

(uA L mol™) de cada curva. Nimero de replicatas = 3.

Parametros de analise Preparacdo Parametros Eletroquimicos
Ensaio : do soensor
pH ;[:ll:;)g(e) ey modiig(;ador AE, AE,
1 6 B.R. 0,05 15 30 0,05 0,005
2 8 B.R. 0,05 15 50 0,05 0,01
3 6 Fosfato 0,05 15 50 0,1 0,005
4 8 Fosfato 0,05 15 30 0,1 0,01
5 6 B.R. 0,15 15 50 0,1 0,01
6 8 B.R. 0,15 15 30 0,1 0,005
7 6 Fosfato 0,15 15 30 0,05 0,01
8 8 Fosfato 0,15 15 50 0,05 0,005
9 6 B.R. 0,05 30 30 0,1 0,01
10 8 B.R. 0,05 30 50 0,1 0,005
11 6 Fosfato 0,05 30 50 0,05 0,01
12 8 Fosfato 0,05 30 30 0,05 0,005
13 6 B.R. 0,15 30 50 0,05 0,005
14 8 B.R. 0,15 30 30 0,05 0,01
15 6 Fosfato 0,15 30 30 0,1 0,005
16 8 Fosfato 0,15 30 50 0,1 0,01

Sensibilidade

0,111
0,115
0,154
0,112
0,232
0,046
0,135
0,079
0,133

0,06
0,175
0,041
0,142
0,102
0,087
0,173

Apos obter os resultados das sensibilidades, o programa gerou diversos graficos,

dentre os quais, foi possivel avaliar a influéncia de cada variavel na metodologia

desenvolvida, que pode ser observada na Figura 14.
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Figura 14. Efeitos principais das variaveis estudadas no sinal de corrente obtido.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisar a Figura 14, verificam-se quais sdo as varidveis que estdo

influenciando significativamente na obtencdo da corrente. Observa-se que as variaveis

incremento de potencial (AE;), pH e frequéncia (f) sdo as mais relevantes na obtengao

do sinal analitico, sendo que para obtengdo de um maior sinal, deve-se diminuir o pH e

aumentar a frequéncia e o incremento. Entretanto, para as outras variaveis em questao,

os valores tanto no nivel (-1) quanto no nivel (+1) estdo bem proximas, ndo alterando

muito a sensibilidade da metodologia, concluindo-se entdo que essas variaveis ndo sao

significativas para o sistema. Essas significAncias também podem ser observadas no

gréafico de pareto, apresentado na Figura 15.
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Figura 15. Grafico de barras dos efeitos das variaveis.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir destes resultados, fixaram-se os valores das variaveis menos
significativas: concentra¢io da soluco tampdo 0,15 mol L, quantidade do modificador
15% (m/m), amplitude de pulso 0,1 V e tipo de tampdo B.R. Com as trés outras
variaveis, iniciou-se o estudo de seus efeitos pelo planejamento fatorial completo 2°. Na
Tabela 4, estao apresentados tanto a matriz dos experimentos e seus respectivos valores

de sensibilidades obtidos durante a execu¢ao dos mesmos.
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial completa 2° com os respectivos valores da sensibilidade

(1A L mol™) de cada curva analitica preparada em triplicata.

Ensaio pH F AE; Sensibilidade
1 5 40 0,007 0,086
2 7 40 0,007 0,200
3 5 60 0,007 0,150
4 7 60 0,007 0,170
5 5 40 0,015 0,118
6 7 40 0,015 0,123
7 5 60 0,015 0,380
8 7 60 0,015 0,290

Analisando a Figura 16, verifica-se que a varidvel pH nao esta influenciando
significativamente na obtencdo da sensibilidade. Observa-se também, que as variaveis,
incremento e frequéncia estdo sendo mais relevantes na obtengdo do sinal analitico, e
que para obtengao de um maior sinal, deve-se aumentar tanto o valor da frequéncia

quanto do incremento.

Figura 16. Efeitos principais das varidveis estudadas no valor da sensibilidade do sensor.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir destes resultados, fixou-se o valor do pH em 7 e com as duas outras

variaveis, iniciou-se o estudo de seus efeitos pelo planejamento de composto central

visando a obtencao da superficie de resposta.

V. 2.2.2. Planejamento Composto Central

Para a realizagdo deste planejamento foram feitas combinag¢des dos cinco niveis

de cada uma das variaveis estudadas (frequéncia e incremento), totalizando-se treze

ensaios, os quais sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz de ensaios utilizados no planejamento composto central com os respectivos valores da

sensibilidade (1A L mol™) de cada curva analitica preparada em triplicata.

Ensaio F AE Sensibilidade
1 46 0,0016 0,085
2 74 0,0016 0,101
3 46 0,0044 0,266
4 74 0,0044 0,316
5 40 0,003 0,213
6 80 0,003 0,060
7 60 0,001 0,080
8 60 0,005 0,200
9 60 0,003 0,207
10 60 0,003 0,210
11 60 0,003 0,171
12 60 0,003 0,210
13 60 0,003 0,200

Fonte: Elaborada pela autora.

Realizados os ensaios do planejamento composto central, os resultados foram

analisados usando o programa Statistica® versio 6.0. As técnicas matematicas e
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estatisticas existentes podem ser aplicadas a exploracdo de informagdes para obtencao
de dados analiticos importantes. O planejamento composto central, pode se apresentar

como um modelo matematico quadratico, permitindo avaliar criticamente a condi¢ao

6tima para a realizacdo dos experimentos ao obter o grafico de superficie de resposta.

Figura 17. Grafico de superficie de resposta obtida a partir dos experimentos mostrados na Tabela 5.

WRDPATUSS

BO0ON

Fonte: Elaborada pela autora.

O gréafico da superficie de resposta (Figura 17) referente aos dados da Tabela 5
mostra que a sua regido central (cor vermelho-escuro) apresenta o sinal analitico de
melhor resposta, ou seja, o valor maximo de sensibilidade encontrado para as condi¢des
em que as varidveis foram estudadas. Esta regido ¢ considerada oOtima porque,
considerando os fatores estudados no planejamento, apresentou um maior sinal de
corrente, o que permite uma maior sensibilidade do método uma vez que, quanto maior
o sinal, mais vezes o analito pode ser diluido e consequentemente, menor concentragdes

deste podem ser quantificadas.

O modelo (valor de p< 0,0005), em termos de fatores escalonados ¢ dado por:
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z=10,200 (£ 0,165) — 0,019x (& 0,131) + 0,071x> (= 0,131) — 0,018y ( 0,140) — 0,016y
(£ 0,140) + 0,008xy (£ 0,185).  (equagdo 1)

em que z ¢ o fator de resposta correspondente ao valor de sensibilidade, x ¢ a
frequéncia, e y é o step de potencial (incremento). O modelo de regressdo quadratica
ndo se aplicou neste caso, pois apenas o by foi significativo em relagdo aos intervalos de
confianga. As respostas do modelo, os valores de R* foram superiores 95%, o que
implica que o modelo foi bem ajustado pelos dados no nivel de confianga de 95% para a
resposta de sensibilidade.

Depois de realizada toda a analise estatistica dos dados e definida a superficie de
resposta, determinou-se as melhores condi¢des experimentais para a metodologia

proposta e as mesmas podem ser observadas na Tabela 6.

Tabela 6. Condigdes otimizadas do método para determinag¢do de Bumetanida.

Variaveis Valores 6timos

Modificador /% m/m 15
pH 7,0
[Tampio] / (mol L™) 0,15
Tipo de tampao BR
Amplitude / V 0,1
Frequéncia / Hz 60

Incremento / V 0,006

V. 2.3. Caracteristicas analiticas do sensor

Sob as condi¢des otimizadas usando a calibracdo multivariada, o sensor
apresentou um perfil voltamétrico da onda quadrada tal como mostrado na Figura 18a,

possibilitando a constru¢do da curva analitica (Figura 18b), na qual a variacdo de
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6,0x10°
5,0x10° A
4,0x10°
3,0x10°1 —— 4,76 x 10°
2,0x10°4 —6,54x 10°

1,0x10° 4

corrente ¢ medida apos cada adigdo do analito em relagdo ao branco no potencial de

pico de 0,7 V.

Figura 18. (a) Perfil de resposta do sensor nas condi¢des otimizadas. Voltamograma de onda quadrada
tipico obtido para adi¢des sucessivas de bumetanida. (b) Curva analitica construida com os resultados

obtidos na voltametria de onda quadrada.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A curva analitica foi construida a partir de solugdes padrao de bumetanida na
faixa linear de concentracdo de 9,9 x 107 — 8,3 x 10° mol L. Uma relacéo linear (r=
0,996) foi obtida pela representacdo grafica de Ai versus concentracdo de bumetanida
(mol L™). A equagdo da reta que representa os dados da Figura 18b ¢ mostrada na

equacao 2.

Ai/ pA = 0,2122 (= 0,1087) + 640120 ( + 20678) [BMT] (equagdo 2)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados seguindo os parametros
estabelecidos pela ANVISA'® obtendo os valores de 2,7x107 ¢ 9,0 x 107 mol L™,
respectivamente para o LOD e o LOQ.

Para a verificagdo da repetibilidade da curva analitica, foram realizados outros
experimentos no mesmo dia e em dias diferentes (repetibilidade intra-dia e inter-dia),

coeficientes de variagdo obtidos foram de 2,7% e 3,5%, respectivamente. Os resultados
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apresentados mostraram que as medidas sdo precisas e satisfatorias por apresentarem
bons desvios e um bom coeficiente para a curva analitica. Adicionalmente, foi
determinado experimentalmente também o tempo de vida do sensor proposto. Na
Tabela 7 sdo mostradas todas as caracteristicas analiticas apresentadas por este sensor

na quantificacdo de bumetanida.

Tabela 7. Caracteristicas analiticas mostradas pelo sensor para determinac@o de bumetanida.

Parametros / unidade Resposta
Faixa Linear (mol L™) 99x107-8,3x10°
Sensibilidade (pA L mol™) 640120
Coeficiente de Correlagdo (n=10) 0,996
Limite de deteccdo (mol L™) 2,7x 107
Limite de quantificacdo (mol L™) 9,0 x 107
Repe':ti'b'ilidade intra-dia ' 279
(RSD, n=5 sensibilidades de curvas analiticas) ’
Repc?ti.b'ilidade inter-dia ' 3.59%
(RSD, n=5 sensibilidades de curvas analiticas) ’
Tempo de vida mantendo 95% sinal inicial 5 dias (105 anélises)

V. 2.4. Estudo de seletividade/interferéncia

Para realizar este estudo, a resposta de voltametria de onda quadrada do sensor
foi avaliada para 14 firmacos com diversas estruturas e classificagdes, cujas
concentragdes estavam 10 vezes maiores do que a concentracdo de bumetanida. Dentre
todos os farmacos analisados (Tabela 8), apenas a hidroclorotiazida, uma substancia

também pertencente a classe dos diuréticos, apresentou uma resposta interferente.
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Tabela 8. Farmacos analisados no estudo da seletividade com o sensor proposto.

Farmacos Sinal analitico
Furosemida n.d
Hidroclorotiazida SIM
Captopril n.d
Metildopa n.d
Ciprofloxacina n.d
Cetoprofeno n.d
Aminofilina n.d
Nefidipina n.d
Dipiriona n.d
Paracetamol n.d
Diclofenaco n.d
Cloridrato de efedrina n.d
Acido Ascérbico n.d
Uréia n.d

n.d = ndo detectado

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 19 ¢ possivel verificar essa interferéncia, pois os picos do
voltamograma de onda quadrada deveriam estar separados. Apesar dessa interferéncia,
ainda ¢ possivel fazer uma andlise qualitativa da bumetanida na presenca da

hidroclorotiazida, devido a diferenga dos potenciais dos picos.
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Figura 19. Voltamograma de onda quadrada obtido ( ——) com adigdo de 1,0 x 10” mol L de
hidroclorotiazida (HCTZ) ¢ 1,0 x 10 mol L de bumetanida (BMT) nas condigdes otimizadas. Medidas

realizadas usando o eletrdlito suporte ( ------ ).
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014 | 0:5 | 0:6 | 0:7 | 0:8 | 0,9 1,0
E vs Ag|AgCI/ V

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 20, ¢ possivel verificar uma pequena interferéncia da
hidroclorotiazida na determinagdo de bumetanida, na propor¢ao de 1:1. Observa-se que
em concentragdes menores, a hidroclorotiaziada ¢ menos sensivel na voltametria de

onda quadrada do que a bumetanida, ndo havendo a formagao de um pico bem definido.
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Figura 20. Voltamograma de onda quadrada obtido ( —) com adigdo de 1,0 x 10™ mol L de
hidroclorotiazida (HCTZ) e 1,0 x 10* mol L' de bumetanida nas condi¢des otimizadas. Medidas

realizadas usando o eletrdlito suporte ( ------ ).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No entanto, sabe-se que os dois diuréticos nao serdo encontrados na mesma
amostra de urina e que os potenciais de oxidagdo sdo diferentes para cada diurético,
permitindo a identificagdo dos mesmos. Desta forma, estes resultados sugerem que o
sensor a base de ftalocianinacobre (II) ¢ seletivo para bumetanida em relagao a outros
13 farmacos, e um pouco menos seletivo em relagdo a HCTZ, entretanto ¢ possivel
identifica-la presente em uma amostra complexa, de acordo com a Figura 20. Essa boa
seletividade do sensor ja era esperada para um dispositivo que visa mimetizar um
biossensor enzimatico.

Outra proposta de eliminar essa pequena interferéncia causada pelo diurético
hidroclorotiazida ¢ utilizar os polimeros molecularmente impressos (MIPs) (abordados

no capitulo VII) para a realizagdo de extragcdo em fase solida.

V. 2.5. Verifica¢ao do carater biomimético do sensor

O carater biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este
sensor deveria apresentar caracteristicas similares a de um biossensor enzimatico. O

perfil hiperbolico (Figura 21) que ¢ caracteristico de sistemas enzimaticos foi obtido a
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partir de um sinal de corrente que aumenta linearmente com a concentragdo do substrato
(BMT), até um dado valor, onde a partir dessa concentragdo o sinal de corrente alcanca

um valor maximo'?.

Figura 21. Perfil hiperbolico do sensor a base de ftalocianinacobre (II).

Ai ] pA
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Fonte: Elaborada pela autora.

Do perfil hiperbolico pode ser obtido o grafico de Lineweaver-Burk ou grafico
do duplo reciproco (Figura 22), do qual se pode determinar a constante aparente de
Michaelis-Menten ( K,/ ). O valor encontrado foi de 2,7 x 10* mol L, cujo valor
indica um bom grau de afinidade entre o complexo ftalocianinacobre (II) e o analito.
Sendo esse valor obtido para K}/ caracteristico de biossensores enzimaticos e sensores

.. 11011
biomiméticos .
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Figura 22. Grafico do duplo reciproco.
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Fonte: Elaborada pela autora.

V. 2.6. Aplica¢ao do sensor biomimético em amostras reais

Determinados os parametros de otimizagdo, as caracteristicas analiticas e os
estudos eletroquimicos, aplicou-se o método desenvolvido em formulagdes comerciais
de medicamentos e urina. Com o objetivo de avaliar efeitos de matriz foram realizados
testes de adi¢do de padrdo. Foram construidos graficos de Ai vs. [BMT] padrao
adicionado, sendo a concentragdo de bumetanida na amostra diluida analisada pela
extrapolacdo da curva, na interse¢do com o eixo das abscissas no lado negativo. O
resultado é expresso em mol L™.

Com o objetivo de comparar os resultados obtidos na determinagdo de
bumetanida pelo sensor biomimético proposto, as amostras foram analisadas por um
método baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia''>. Na Tabela 9 ¢ 10 estdo
apresentados os resultados obtidos na andlise dos medicamentos e urina,

respectivamente, pelo sensor proposto e pelo método comparativo de analise.
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Tabela 9. Determinacao de bumetanida em formulagdes farmacéuticas.

Método Proposto Valor de Referéncia'"
Amostra® [BMT] x 10” (mol L™)
Valor encontrado® Valor encontrado® Teste-t°
A (comercial) 0,96 + 0,03 1,0020 + 0,0002 2,54
B (manipulado) 0,96 + 0,03 1,01400 + 0,0001 3,29
C (manipulado) 0,99 + 0,02 1,0320 + 0,0002 3,10

*Valor declarado: 1mg de bumetanida / comprimido

®Desvio padrio de trés replicatas.

“Valores criticos de t ao nivel de confianga de 95%, tiubelado = 4,303. Valores obtidos considerando o valor

fornecido pelo método comparativo como o verdadeiro.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 10. Recuperagdo de bumetanida adicionada em amostras de urina.

Método Proposto Valor de Referéncia'"
[BMT] x 10 (mol L)
Amostra®
Valor Recuperacao , Recuperagdo
b Valor Encontrado Teste-t°

Encontrado (%) (%)
A 0,961 + 0,023 96 1,00300=+ 0,00001 100 3,16
B 0,962 + 0,026 96 1,00200 £ 0,00001 100 2,66
C 0,952 +£ 0,031 95 1,0290 + 0,0002 103 4,30
D 0,963 + 0,035 96 1,01500 £ 0,00006 101 2,57
E 0,950 £ 0,035 95 1,00900 + 0,00011 101 2,92
F 0,971 + 0,040 97 1,0490 + 0,0002 105 3,56

*Valor adicionado: 1,0 x 10” mol L.

"Desvio padrio de trés replicatas.

“Valores criticos de t ao nivel de confianca de 95%, tiperado = 4,303. Valores obtidos considerando o valor

fornecido pelo método comparativo como o verdadeiro.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para todas as amostras analisadas, os resultados obtidos pelo método
comparativo e pelo método proposto foram comparados aplicando-se teste t, com nivel
de confianca de 95%. Em todos os casos, os valores de t calculados ndo excederam os
valores tedricos, indicando que ndo houve diferenca significativa entre os métodos com

relagdo a precisdo e exatidao.

V.2.7. Conclusoes

O método proposto demonstrou ser uma interessante alternativa aos outros
procedimentos existentes para a andlise de bumetanida. O complexo ftalocianinacobre
(IT) utilizado mostrou ter maior sensibilidade ao analito do que sensor a base de pasta de
carbono sem modificagdo, aumentando a transferéncia eletronica, consequentemente a
sensibilidade da metodologia. Os resultados do planejamento fatorial de experimentos
indicaram que frequéncia e incremento (step de potencial) foram os fatores mais
importantes para a determinagdo do diurético na metodologia, influenciando
significativamente na resposta da corrente.

Estudos baseados na voltametria ciclica, assim como da seletividade e perfil de
resposta voltamétrica, evidenciaram o comportamento biomimético do complexo na
eletrooxidacao catalitica do diurético. Além de apresentar boa estabilidade,
possibilitando um maior nimero de analises.

Este método foi aplicado com sucesso na analise de bumetanida em amostras de
urinas ¢ de comprimidos de diferentes marcas comerciais. Comparando o método
proposto com os outros métodos descritos, este método oferece vantagens relacionadas
a simplicidade, rapidez e baixo consumo de reagentes, sendo apropriado para deteccao,

quantificacdo ¢ monitoramento de BMT em diversos tipos de matrizes.
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CAPITULO VI. SENSOR ELETROQUIMICO
BIOMIMETICO PARA DETERMINACAO DE
HIDROCLOROTIAZIDA EM URINA E EM

FORMULACOES FARMACEUTICAS.
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VI.1. PARTE EXPERIMENTAL

VI.1.1. Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da Autolab®
PGSTAT30 (Autolab/Eco Chemie) conectado ao software GPES versdao 4.9, usando
uma célula eletroquimica convencional de 03 eletrodos, contendo um eletrodo de
referéncia de Ag|AgCl, uma espiral de platina como eletrodo auxiliar e o(s) eletrodo(s)
de pasta de carbono modificado(s) como eletrodo(s) de trabalho, conforme apresentado
no capitulo V, secao V.1.1.

O método comparativo para validacdo da metodologia desenvolvida foi realizado
em um cromatédgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu, o qual
possui os seguintes componentes: detector UV-Vis modelo SPD-20A, autosampler
modelo SIL-20A, bomba modelo LC—20AT e interface modelo SPD-20A. O método
para as corridas cromatograficas utilizou uma coluna cromatografica C18 da marca
Phenomenex® LUNA (250 X 4,60 mm e 5 pum de tamanho da particula), um fluxo de 1
mL min™, comprimento de onda de 220 nm, volume de injecdo de 10 uL, a fase movel
foi uma mistura de metanol e 2.5 x 10> mol L' de tampéo fostato pH 8,0 e 4gua.O
LcSolution como software para tratamento dos dados.

Para o preparo das solugdes padrao e amostras foram necessarios a utilizacao de
diferentes instrumentos, tais como, uma balanca analitica METTLER TOLEDO -
modelo AG245, micropipeta de 10 — 100 uL e 100 — 1000 pL (marca Eppendorf) e um
aparelho de banho ultrassénico da marca Unique® - modelo USC—2500 contendo um
aquecimento ajustavel de temperatura e um temporizador digital de 0 a 60 minutos foi

utilizado para auxiliar na dissolu¢do de amostras.

VI.1.2. Reagentes e solventes

A hidroclorotiazida utilizada neste trabalho assim como todos os complexos
metalicos estudados e avaliados como possiveis catalisadores das enzimas P450, o 6leo
mineral e grafite foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O sal de dihidrogenofosfato de
potassio (K,HPO4) e o 4acido cloridrico (HCI) utilizados na preparacdo da solugdo

tampao foram da Synth®.
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Os solventes utilizados no método para a determinacdo da hidroclorotiazida,
tanto no método proposto quanto no método comparativo, foram etanol (grau p.a.) da
Synth® e metanol (grau CLAE da J.T. Baker). Os farmacos utilizados nos estudos de

interferéncias foram de grau farmacéutico.

VI.1.3. Preparo das solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade > 18
MQ cm™ a 25 °C) obtida de um sistema de purificagio Milli-Q (Direct-0,3) ¢ foram

preparadas no momento do uso.

a) Solucdo de trabalho de hidroclorotiaziada: A solucio estoque 1,0 x 10% mol L™ foi

preparada pela dissolucdo de 75 mg de HCTZ com 25,0 mL de etanol. A solugdo padrdo
foi preparada a partir da dilui¢ao adequada da solugdo estoque com H,O deionizada e

utilizada na construcao da curva analitica.

b) Solucio tampdo: A solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ foi preparado a partir da

pesagem de 8,7 g de K,;HPO,, solubilizadas em agua deionizada, a solucdo foi
transferida quantitativamente para um baldao volumétrico de 500 mL. O valor do pH foi

ajustado pela adicdo de HCI 1,0 mol L™

¢) Solucdo dos interferentes: Os 12 farmacos, além do acido ascorbico e uréia foram

avaliados como possiveis interferentes e suas respectivas solugdes foram preparadas de
forma que todos ficassem com concentragdo molar 10 vezes maior que o analito em
estudo. Portanto, uma massa adequada de cada interferente foi pesada e solubilizada em
diferentes solventes de acordo com a solubilidade de cada um, assim a concentragdo de

cada interferente foide 1 x 102 mol L.

VI. 1.4. Preparo das Amostras

A determinagdo de hidroclorotizada foi realizada em amostra de urina

proveniente de dos mesmos doadores de urina para analise de bumetanida apresentados
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na se¢do V.1.4. As amostras foram rotuladas e enriquecidas separadamente com solucio
padrdo de hidroclorotizada.

As quatro amostras comerciais das formulagdes farmacéuticas (comprimidos)
foram obtidas de farmdacia convencional e de farmacia de manipulacdo localizadas na
cidade de Araraquara/SP e foram analisadas dentro dos seus prazos de validade. O
conteudo do principio ativo declarado no rotulo de cada comprimido ¢ de 50 mg por
comprimido.

Os medicamentos foram macerados (apenas os comprimidos) e pesados. Foram
utilizados 20 comprimidos e a preparacdo das solucdes se deu a partir de calculos de
massa referente aos farmacos do estudo presente nos comprimidos em relacdo a sua
massa total. Depois de preparada uma concentracdo conhecida do farmaco, filtrou-se

essa solugdo para a retirada de substancias insoliveis.

VI. 1.5. Construcio do sensor biomimético de pasta de carbono modificada

Inicialmente, foram testados varios complexos metalicos que poderiam atuar
como possiveis catalisadores biomiméticos da enzima P450, diversos compostos de
ftalocianinas e porfirinas com diferentes centros metélicos, assim como foi feito para o
o sensor biomimético para bumetanida. Entretanto, o complexo que apresentou maior
ganho de sinal em relagdo aos outros compostos € em relacdo a pasta de carbono sem
modificar foi o complexo cloro protoporfirina IX de ferro (III) (hemina).

O preparo da pasta de carbono para determinagdo de HCTZ foi realizada
misturando 86 mg de pd de grafite, 14 mg do complexo metalico hemina e 1,00 mL de
solucio tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). O material foi cuidadosamente
homogeneizado com uma espatula de aco inox, e, a seguir, deixado secar ao ambiente
por um periodo de 24 horas para evaporacdo da fase liquida. Sobre o material seco,
adicionou-se cerca 60 uL do agente aglutinante (6leo mineral - Nujol™) para a obtengio
da pasta de carbono, a qual depois de usada era armazenada a seco. O fluxograma
ilustrativo das etapas de preparacdo da pasta de carbono modificada ja foi apresentado
na secao V.1.5.

A pasta de carbono modificada foi colocada na cavidade de um eletrodo
composto de um tubo de vidro e um fio de platina incorporado nele, que estd em contato

com um disco de platina de 4 mm de didmetro (0,126 cm®) e colocado a profundidade
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de 1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade prépria para a
incorporagdo da pasta no eletrodo. Finalmente a superficie foi uniformizada com papel

sulfite limpo, a fim de obter uma superficie homogénea.

VI. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

VL. 2.1. Caracterizac¢ao eletroquimica do sensor

Testes preliminares foram realizando utilizando a voltametria ciclica, no qual
diversos complexos foram estudados no intuito de investigar qual deles apresentaria
uma resposta analitica quantitativa e promissora na detec¢ao da hidroclorotiazida. Em
todas as analises, 10,00 mL de solugdo tampao (eletrélito) foram adicionados na cela
eletroquimica e, a seguir, um volume conhecido de uma solu¢ao padrao de HCTZ foi
adicionado para realizar os experimentos eletroquimicos. Apds a adicdo do analito na
célula eletroquimica a solugdo era agitada com ajuda de uma barra magnética acionada
por um agitador por cerca de 10 segundos e obtinha-se a leitura da corrente pelo
potenciostato. Entretanto, dos nove complexos avaliados, um sinal analitico mais
promissor foi obtido para a pasta de carbono modificada com a hemina.

Na Figura 23, (A) apresenta os voltamogramas ciclicos realizados na auséncia
do modificador, e (B) apresenta os voltamogramas ciclicos na presenga da hemina.
Observa-se que na presenca da modificacdo da pasta com o complexo houve um
aumento da condutividade do sistema, quando comparado com a pasta sem modificar. E
principalmente, apds a adigdo da HCTZ, ha uma acentuada variacao da corrente anddica
a partir de 800 mV vs Ag/AgCl (KClg,), caracterizando a oxidacdo eletroquimica da

hidroclorotiazida na superficie do sensor.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos para (A) Eletrodo de pasta de carbono sem modificar e (B) Sensor a
base de pasta de carbono modificada com 14 % (m/m) [hemina] com (----) 1,96 x 10™ mol L' de
hidroclorotiazida. Medidas realizadas usando como eletrolito suporte (— ) uma solug@o tampao fosfato

0,1 mol L' (pH 7,0) e velocidade de varredura: 50 mV s
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para verificar se ocorria um aumento regular e significativo na corrente anddica,
que permitisse quantificar a hidroclorotiazida, realizaram-se medidas de voltametria
ciclica em diferentes concentracdoes de analito. Podendo ser observado uma relacao
crescente entre a corrente anodica e a concentracdo de HCTZ, o que permite o uso deste
sensor a base de hemina para determinag¢do quantitativa deste analito. Em seguida,
avaliou-se a possibilidade de usar os nanotubos de carbono juntamente com a pasta
modificada, mas assim como no sensor desenvolvido para determinar a bumetanida, ndo
houve um ganho significativo na variagdo de corrente quando comparada a pasta
modificada apenas com o complexo.

Em continuidade aos estudos eletroquimicos, foram registrados voltamogramas
ciclicos com o sensor para hidroclorotiazida em diferentes velocidades de varredura de
5a200 mV s com a finalidade de verificar qual processo que ocorre na superficie do
sensor. A partir desses experimentos foi possivel obter informag¢des que mostram a
existéncia de uma dependéncia linear entre a corrente de pico anddica com a raiz

quadrada da velocidade de varredura em toda a faixa estudada (5 a 200 mV s)
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indicando que a oxidagdo da hidroclorotiazida na superficie do sensor, tal como

, . ~ , . . 10
esperado, ¢ controlada pela difusio dessa espécie para a superficie do eletrodo'"’

(Figura 24).

2 3
" no sensor a base de pasta de carbono

Figura 24. Variagdo da corrente de pico anddico (Ai) vs v'
modificada com complexo de cobre ¢ na presenca de hidroclorotiazida. Medidas realizadas em solugéo

tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,5) concentragio de hidroclorotiazida de 1,96 x 10* mol L™.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quando plotado o grafico da corrente de pico normalizada pela raiz quadrada da

2y vs v (Figura 25) o perfil obtido sugere

velocidade de varredura de potencial (Aipa / v
que o processo de oxidagdo da hidroclorotiazida ¢ eletrocatalitico do tipo CE
(chemical/electrochemical), os quais sdo caracterizados por apresentar uma etapa

. 76
quimica acoplada a um processo eletroquimico .
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-1/2

Figura 25. Variagdo da corrente de pico anddico normalizada (Ai v''°) vs v. Medidas realizadas em

solugdo tampdo B. R. 0,15 mol L™ (pH 7,0) concentragdo de hidroclorotiazida de 4,76 x 10° mol L™
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Fonte: Elaborada pela autora.

Dessa forma, foi possivel propor um mecanismo para o sensor biomimético.
Inicialmente, h4 reacdo quimica (etapa quimica) entre a hidroclorotiazida e a molécula
de reduzida de hemina, promovendo a oxidag¢ao de hidroclorotiazida e redugao de ferro
III na protoporfirina IX de ferro. Na etapa eletroquimica acoplada a quimica, a oxidagao
do metal Fe*" para Fe’" sobre a superficie do eletrodo leva a obtencdo da corrente
observada em fun¢ao da presenga do analito na cela de medida. A Figura 26 apresenta o

mecanismo proposto de forma esquematica.

Fe'" + HCTZreqy — HCTZ (o) + Fe*" (etapa 1)

Fe*" — Fe*" +¢ (etapa 2)
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Figura 26. Representagdo esquematica do possivel mecanismo de resposta para o sensor proposto.

F " HH\S S//_ONH
e 7N, 0\

J\S S//—ONHOH
NN

0o

Fe2*
HN

(o]
©
o
-
-
(V]
Q
(o]
©
Q
Q
“—
@
Qo
S
(%}

Fonte: Elaborada pela autora.

VI. 2.2. Estudo e otimizacio das condi¢Oes experimentais

A otimizagao das condigdes experimentais para a metodologia proposta foi feita
com auxilio dos planejamentos fatorial € composto central para a obtengdo da superficie
de resposta. A técnica eletroquimica utilizada para obtengao dos melhores resultados foi
a amperometria e todos os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas

Minitab versdo 16 e o Statistica versdo 6.0.

VI. 2.2.1. Planejamento Fatorial de Experimentos

Primeiramente, uma triagem das varidveis que afetam a determinacdo deste
analito usando amperometria foi realizada utilizando um planejamento fatorial completo
2*, cujos dados foram obtidos em triplicada e as variaveis: % de modificador, tipo de
solugdo tampao, concentragdo da solugdo tampao e pH foram estudadas em dois niveis

[baixo (-1) e alto (+1)], conforme ilustrado na Tabela 11.
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Tabela 11. Variaveis usadas no planejamento fatorial completo e os respectivos niveis estudados.

Nivel
Variaveis 1 11
Modificador / % m/m 10 30
Tipo do tampao Fosfato BR
[Tampio] / mol L™ 0,025 0,150
pH 5,0 8,0

Como anteriormente mencionado, de acordo com as variaveis e os valores dos
niveis escolhidos, o programa estatistico gera uma matriz de experimentos com as
possiveis combinacdes dessas variaveis, e apos realizando todos os experimentos, ¢
possivel obter a resposta em fungdo dos valores de variacao de corrente, possibilitando
construir curvas analiticas e obter entdo valores de sensibilidade para cada experimento
executado. Na Tabela 12, encontram-se a matriz de experimentos ¢ o valor de

sensibilidade para cada ensaio.

98



Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial completa 2* com os respectivos valores da sensibilidade

(1A L mol™) de cada curva. Namero de replicatas = 3.

Ensaio Modificador pH [Tampao] Tipo do Sensibilidade
tampao
1 10 5,0 0,025 BR 0
2 30 5,0 0,025 BR 0
3 10 8,0 0,025 BR 0,063
4 30 8,0 0,025 BR 0,055
5 10 5,0 0,15 BR 0
6 30 5,0 0,15 BR 0
7 10 8,0 0,15 BR 0,061
8 30 8,0 0,15 BR 0,063
9 10 5,0 0,025 Fosfato 0
10 30 5,0 0,025 Fosfato 0
11 10 8,0 0,025 Fosfato 0,055
12 30 8,0 0,025 Fosfato 0,059
13 10 5,0 0,15 Fosfato 0
14 30 5,0 0,15 Fosfato 0
15 10 8,0 0,15 Fosfato 0,053
16 30 8,0 0,15 Fosfato 0,057

Analisando a Figura 27, verificam-se quais sdo as variaveis que estdo

influenciando significativamente na obtencdo da corrente. Observa-se que apenas a

varidvel pH esta sendo mais significativa para obtencdo de um maior sinal, ja para as

outras varidveis em questao, os valores tanto no nivel (-1) quanto no nivel (+1) estao

bem proximas, ndo alterando muito a sensibilidade da metodologia, concluindo-se entdo

que essas variaveis ndo sdo significativas para o sistema. Essas significincias também

podem ser observadas no grafico de pareto (grafico de barras) apresentado na Figura 28.
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Figura 27. Efeitos principais das variaveis estudadas no sinal de sensibilidade obtido.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 28. Grafico de barras dos efeitos das varidveis.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir destes resultados, fixaram-se os valores das varidveis menos
. . . X - - -1 . ~ ~
significativas: concentra¢do de tampao 0,1 mol L™ e o tipo de tampdo em tampao
fosfato. A varidvel porcentagem de modificador também era possivel fixar um valor,

pois a mesma nado estava sendo significativa, no entanto, como ¢ necessario ter duas
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varidveis para o planejamento composto central, escolheu-se esta varidvel por
influenciar no custo de andlise no sensor proposto.

Dessa forma, com as duas varidveis (porcentagem de modificador e pH) ,
iniciou-se o estudo de seus efeitos pelo planejamento de composto central visando a

obten¢ao da superficie de resposta.

VI. 2.2.2. Planejamento Composto Central

Para a realizagdo deste planejamento foram feitas combinag¢des dos cinco niveis
de cada uma das varidveis estudadas (porcentagem de modificador e pH), totalizando-se

treze ensaios, os quais sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Matriz de ensaios utilizados no planejamento composto central com os respectivos valores de

sensibilidade (1A L mol™) de cada curva analitica preparada em triplicata.

Ensaio pH Modificador (%) Sensibilidade

1 7,4 7,2 0,012
2 9,1 7,2 0,045
3 7,4 17,8 0,017
4 9,1 17,8 0,047
5 7,0 12,5 0,013
6 9,5 12,5 0,045
7 8,3 5 0,065
8 8,3 20 0,008
9 8,3 12,5 0,075
10 8,3 12,5 0,073
11 8,3 12,5 0,076
12 8,3 12,5 0,074
13 8,3 12,5 0,076

Realizados os ensaios do planejamento composto central, os resultados também
foram analisados usando o programa Statistica® versio 6.0. O grafico da superficie de
resposta, apresentado na Figura 29 referente aos dados da Tabela 13, mostra que a sua

regido central (cor vermelho-escuro) apresenta o sinal analitico de melhor resposta, ou
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seja, o valor maximo de sensibilidade encontrado para as condigdes em que as variaveis

foram estudadas, sendo desta forma a condi¢do 6tima para o experimento em questao.

Figura 29. Grafico da superficiec de resposta para o sensor proposto para determinacdo de
hidroclorotiazida.

ARSPRYEIRS

Fonte: Elaborada pela autora.

Esta regido ¢ considerada otima porque, considerando os fatores estudados no

planejamento, apresentou um maior sinal de corrente, o que permite uma maior
sensibilidade do método uma vez que, quanto maior o sinal, mais vezes o analito pode
ser diluido e consequentemente, menor concentragdes deste podem ser quantificadas.

O modelo (valor de p< 0,0005), em termos de fatores escalonados ¢ dado por:

z=10,075 (£ 0,035) — 0,014x (& 0,028) + 0,009x> (+ 0,028) — 0,024y (+ 0,030) — 0,020y

(£0,030) + 0,001xy (= 0,039).  (equagdo 3)
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em que z ¢ o fator de resposta correspondente ao valor de pH, x ¢ a frequéncia, e y € a
porcentagem de modificador. O modelo de regressao quadratica também ndo se aplicou
neste caso, pois apenas o by foi significativo em relacdo aos intervalos de confianga. As
respostas do modelo, os valores de R” foram superiores 95%, o que implica que o
modelo foi bem ajustado pelos dados no nivel de confianga de 95% para a resposta de
sensibilidade.

Depois de realizada toda a andlise estatistica dos dados e definida a superficie de
resposta determinou-se as melhores condigdes experimentais para a metodologia

proposta, que estdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14. Condi¢des otimizadas do método para determinagdo de hidroclorotiazida.

Variaveis Valores 6timos
Modificador /% m/m 14
pH 8,5
[Tampio] / (mol L™) 0,1
Tipo de tampao Fosfato

VI. 2.3. Caracteristicas analiticas do sensor

Sob as condigdes otimizadas usando a calibragdo multivariada, o sensor
apresentou um perfil amperométrico tal como mostrado na Figura 30a, possibilitando a
construcdo da curva analitica (Figura 30b), na qual a variacdao de corrente ¢ medida apos

cada adicao do analito em relacao ao branco.
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Figura 30. (a) Perfil de resposta do sensor nas condigdes otimizadas. Amperograma tipico obtido para

adigdes sucessivas de hidroclorotiazida. (b) Curva analitica construida com os resultados obtidos na

- () 14 (b)
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Fonte: Elaborada pela autora.

A curva analitica construida a partir de solu¢des padrao de hidroclorotiazida na
faixa linear de concentragdo de2,0 x 10° — 1,2 x 10® mol L. Uma rela¢io linear
(r = 0,993) foi obtida pela representagdo grafica de Ai versus concentragdo de
hidroclorotiazida (moL L™). A equacio da reta que representa os dados da Figura 30b &

mostrada na equagao 4.

Ai/ pA = -0,0761 ( 0,2483) + 90741 ( + 3083) [HCTZ] (equagdo 4)

Os limites de detecgao e quantificacdo foram calculados seguindo os parametros
estabelecidos pela ANVISA'® obtendo os valores de 8,2 x 10% ¢ 2,7 x 10° mol L™,
respectivamente para o LOD e o LOQ.

Para a verificacao da repetibilidade da curva analitica, foram realizados outros
experimentos no mesmo dia e em dias diferentes (repetibilidade intra-dia e inter-dia),
sendo que os coeficientes de variagdo obtidos foram de 4,2% e 4,6%, respectivamente.
Os resultados apresentados mostraram que as medidas sdo precisas e satisfatorias por
apresentarem bons desvios e um bom coeficiente para a curva analitica.
Adicionalmente, foi determinado experimentalmente também o tempo de vida do sensor
proposto. Na Tabela 15 sdo mostradas todas as caracteristicas analiticas apresentadas

por este sensor na quantificagdo de hidroclorotiazida.
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Tabela 15. Caracteristicas analiticas mostradas pelo sensor para determinagdo de hidroclorotiazida.

Parametros / unidade Resposta
Faixa Linear (mol L) 2,0x10°—-1,2x 10"
Sensibilidade (LA L mol™) 90741
Coeficiente de Correlagdo (n=10) 0,997
Limite de detecgio (mol L™) 8,2x10°
Limite de quantificagdo (mol L™) 2,7x 107
Repetibilidade intra-dia (SD, n=5) 4,2%
Repetibilidade inter-dia (SD, n=5) 4,6%
Tempo de vida mantendo 95% sinal inicial 4 dias (70 andlises)

Almejando a constru¢do de um multissensor descartavel, ou seja, que possibilite
a determinagao de ambas as substancias, fez-se a determinacao de hidroclorotiazida nas
mesmas condigdes otimizadas para a bumetanida. Optou-se por essa escolha, pois a
voltametria de onda quadrada ¢ uma técnica mais sensivel que a técnica de
amperometria. Além disso, a VOQ oferece dados em um inico voltamograma, enquanto
na amperometria, para se obter dados de duas espécies distintas, seria necessaria a
aplicacdo de dois diferentes potenciais, requerendo assim o uso da amperometria
pulsada, que ¢ um pouco mais complexa para ser desenvolvida e para ser aplicada em
potenciostatos de construgdo simples.

O perfil voltamétrico de resposta ¢ mostrado na Figura 31a e a respectiva curva,

na Figura 31b.
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Figura 31. (a) Perfil de resposta do sensor para hidroclorotiazida em voltametria de onda quadrada
(VOQ), nas condigdes de analise previamente otimizadas para bumetanida, visando analise simultinea.

(b) Curva analitica construida com os resultados obtidos na VOQ.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar das condigdes ndo serem as Otimas para o sensor biomimético de
hidroclorotiazida, os limites de detec¢ao e quantificagdo obtidos foram proximos dos
valores obtidos para o método amperométrico otimizado anteriormente (Tabela 15).
Esses valores de LOD e LOQ foram respectivamente 1,1 x 10° mol L e 3,7 x 107

mol L.

VI. 2.4. Estudo de seletividade/interferéncia

Para realizar este estudo, a resposta de amperometria do sensor foi avaliada para
14 fairmacos com diversas estruturas e classificacdes e o, cujas concentracdes estavam
10 vezes maiores do que a concentragao de hidroclorotiazida. Dentre todos os farmacos
analisados (Tabela 8), apenas a bumetanida (mencionado no capitulo anterior)
apresentou uma resposta interferente. Desta forma, estes resultados sugerem que o
sensor a base de hemina ¢ seletivo para hidroclorotiazida em relagdo a outros 12

farmacos, e um pouco menos seletivo em relagdo a BMT. Essa boa seletividade do
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sensor ja era esperada para um dispositivo que visa mimetizar um biossensor

enzimatico.

V. 2.5. Verifica¢ao do carater biomimético do sensor

O carater biomimético do sensor proposto foi avaliado considerando que este
sensor deveria apresentar caracteristicas similares a de um biossensor enzimatico. O
perfil hiperbolico que € caracteristico de sistemas enzimaticos foi obtido a partir de um
sinal de corrente que aumenta linearmente com a concentragao do substrato (HCTZ), até
um dado valor, onde a partir dessa concentracao o sinal de corrente alcanga um valor

ros 1
maximo 09.

Figura 32. Perfil hiperbolico do sensor a base de hemina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Do perfil hiperbolico pode ser obtido, o grafico de Lineweaver-Burk ou grafico

do duplo reciproco (Figura 33) do qual se pode determinar a constante aparente de
Michaelis-Menten ( K,7/). O valor encontrado foi de 1,2 x 10° mol L™, cujo valor

indica um bom grau de afinidade entre o complexo hemina e o analito. Sendo esse valor
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obtido para K,/ caracteristico de biossensores enzimaticos e sensores

. . o 110,111
biomiméticos' %!

Figura 33. Grafico do duplo reciproco.
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Fonte: Elaborada pela autora.

VL. 2.6. Aplicacio do sensor biomimético em amostras reais

Determinados os parametros de otimizagdo, as caracteristicas analiticas € os
estudos eletroquimicos, aplicou-se 0 método desenvolvido em formulagdes comerciais
de medicamentos e urina. Com o objetivo de avaliar efeitos de matriz foram realizados
testes de adigdo de padrdo. Foram construidos graficos de Ai vs. [HCTZ] padrao
adicionado, sendo a concentracdo do diurético na urina diluida analisada pela
extrapolacdo da curva, na interse¢do com o eixo das abscissas no lado negativo. O
resultado ¢é expresso em mol L™

E com o objetivo de validar os resultados obtidos na determina¢do de
hidroclorotiazida pelo sensor biomimético proposto, as amostras foram analisadas por

um método comparativo baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia'”®. Na
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Tabela 16 e 17 estdo apresentados os resultados obtidos na analise dos medicamentos e

urina, respectivamente, pelo sensor proposto e pelo método comparativo de analise.

Tabela 16. Determinagdo de hidroclorotiazida em formulagdes farmacéuticas.

Método Proposto Valor de Referéncia'"
Amostra® [HCTZ] x 10° (mol L™)
Valor encontrado® Valor encontrado® Teste-t°
A (genérico) 48,6 + 0,6 49,994 + 0,005 1,81
B (genérico) 49,4+ 0,7 51,400 + 0,003 2,14
C 59,6 £0,9 61,600 £ 0,003 1,78
D (similar) 34,6 £ 0,8 39,000 + 0,002 3,52

*Valor declarado: 50 mg de hidroclorotiazida / comprimido.
® Desvio padrio de trés replicatas.
“Valores criticos de t ao nivel de confianca de 95%, tiapelado = 4,303. Valores obtidos considerando o valor

fornecido pelo método comparativo como o verdadeiro.
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Tabela 17. Recuperagdo de hidroclorotiazida adicionada em amostras de urina.

Método proposto Valor de Referéncia'"

[HCTZ] x 10 (mol L™)

Amostra®
Valor Recuperacao , Recuperagdo  Teste-
Valor encontrado
encontrado® (%) (%) t¢
B 0,97 + 0,03 96 1,0300 + 0,0001 103 3,19
C 0,95 + 0,05 95 1,010 £ 0,001 101 2,09
D 0,97 + 0,02 96 1,0100 + 0,0001 101 3,46
E 1,05+0,03 105 1,0400 £+ 0,0001 104 0,56
F 1,09 + 0,04 109 1,0500 + 0,0001 105 1,87

* Valor adicionado: 1,0 x 10” mol L™
"Desvio padrio de trés replicatas.
¢ Valores criticos de “t” ao nivel de confianca de 95%, tipeiado =4,303. Valores obtidos considerando o

valor fornecido pelo método comparativo como o verdadeiro.

Para todas as amostras analisadas, os resultados obtidos pelo método
comparativo e pelo método proposto foram comparados aplicando-se teste t, com nivel
de confianca de 95%. Em todos os casos, os valores de t calculados ndo excederam os
valores teoricos, indicando que ndo houve diferenga significativa entre os métodos com

relacdo a precisdo e exatidao.

VI. 2.7. Conclusoes

O método desenvolvido também apresenta ser uma alternativa aos outros
procedimentos existentes para a andlise de hidroclorotiazida, visto que o complexo
hemina utilizado mostrou ter maior sensibilidade ao analito do que sensor a base de
pasta de carbono, aumentando a transferéncia eletronica, consequentemente a

sensibilidade da metodologia. Os estudos da otimiza¢do de forma multivariada foram
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importantes para a determina¢do do diurético na metodologia, indicando qual variavel
influenciava mais significativamente na resposta da corrente.

Estudos baseados na voltametria ciclica, assim como da seletividade e perfil de
resposta voltamétrico, evidenciaram o comportamento biomimético do complexo na
eletrooxidacdo catalitica do diurético. Além de apresentar boa estabilidade,
possibilitando um maior nimero de andlises. Este método foi aplicado com sucesso na
andlise de HCTZ em amostras de urinas ¢ de comprimidos de diferentes marcas
comerciais. Além disso, o método oferece vantagens relacionadas a simplicidade,
rapidez e baixo consumo de reagentes, sendo apropriado para detec¢do, quantificagdo e
monitoramento de HCTZ em diversos tipos de matrizes, possibilitando a construgdo de
sensores descartaveis e multissensor para determinacao in situ e andlises simultanea dos

diuréticos estudados neste projeto.
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’CAPiTULO VII. DESENVOLVIMENTO DE
POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO
(MIP) PARA BUMETANIDA
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VIIL 1. PARTE EXPERIMENTAL

VIL 1.1. Equipamentos

Para a ativagdo térmica da reagdo radicalar da sintese do MIP/NIP foi utilizado
um banho-Maria SOLAB modelo SL-150/10.

Para a remoc¢ao do analito apos a sintese foi utilizado um sistema de Soxhlet
contendo um baldo de fundo chato com capacidade de 125 mL, extrator ¢ um
condensador de bolas, além da manta de aquecimento. A andlise dos solventes
(metanol:acido acético / 9:1) utilizados para a extracdo em Soxhlet da tetraciclina foram
monitorados utilizando um espectrofotometro UV-Vis (Ultravioleta Visivel) da marca
Bel Engineering — modelo UV-M51. As medidas foram realizadas em cubeta de quartzo
com caminho optico de 1 cm.

A avaliacdo da capacidade de religacdo do MIP/NIP sintetizado foi realizada
empregando um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu, o
qual possui os seguintes componentes: detector UV-Vis modelo SPD-20A, amostrador
modelo SIL-20A, bomba modelo LC—20AT e interface modelo SPD-20A. O método
desenvolvido para as corridas cromatograficas foi descrito no capitulo V. 1.1.

O estudo da porosidade do MIP em funcao da temperatura de pré-tratamento foi
realizado pela adsorc¢ao de N,, sob baixas temperaturas de operagao e pressoes relativas
da ordem de 200 mmHg. As medidas de BET foram realizadas em um equipamento da
Micromeritcs € modelo ASAP 2010 da UNESP de Araraquara/SP.

A morfologia e a caracterizacdo da superficie do MIP/NIP foram obtidas de
imagens provenientes de um Microscopio de Varredura de Alta Resolucao (FEG-MEV)
— JEOL/modelo 7500F. As amostras de polimeros analisadas foram colocadas em uma
fita de carbono, sendo posteriormente fixadas no porta-amostra do equipamento.

Com o objetivo de caracterizar alguns grupos funcionais provenientes da sintese
do MIP e NIP, foram realizadas analises de infravermelho por transformada de Fourier
empregando um espectrofotometro FTIR- VERTEX 70 da BRUKER com uma fonte de
laser de HeNe ¢ um detector DLaTGS, utilizando uma faixa de leitura de 4000 a 400
cm™,

O estudo do comportamento térmico foi feito utilizando o termoanalisador SDT
2960, da TA Instruments. Este sistema € constituido com um comparador de massa

horizontal, forno capaz de operar no intervalo de temperatura de 25 a 1500 °C. A andlise
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foi feita no intervalo de 30 a 500 °C, razdo de aquecimento de 10 °C min™', atmosfera de
ar seco com vazdo de 100 mL min.

Para o preparo de amostras foi necessaria a utilizagao de diferentes instrumentos,
tais como: um homogeneizador fabricado pela NORTE CIENTIFICA (modelo NH
2200), uma balanga analitica METTLER TOLEDO — modelo AG245, micropipeta de
10 — 100 puL e 100 — 1000 pL (marca eppendorf ) e um aparelho de banho ultrassénico
da marca Unique® - modelo USC-2500 contendo um aquecimento ajustavel de
temperatura e um temporizador digital de 0 a 60 minutos foi utilizado para auxiliar na

dissolu¢ao de amostras.

VILI. 1.2. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes empregados na sintese e caracterizagdo do MIP/NIP
foram: bumetanida (BMT), acrilonitrila, 2 vinilimidazol, 2,2’-azo-bis-isobutironitrila —
CsH 2Ny (AIBN), etilenoglicol dimetacrilato — CoH1404 (EGDMA), sendo todos os
reagentes de padrdao analitico e fornecidos pela Sigma-Aldrich; metanol - CH;0H
(MeOH) e acetonitrila (ACN) de grau CLAE foram adquiridos pela J.T. Baker; acético
glacial — CH3COOH, os sais fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO4) e fosfato
de potassio bibasico anidro (K,HPO4) foram fornecidos pela Synth para a preparagao
da solugdo tampao fosfato. Todas as solu¢des foram preparada em agua deionizada
padrdo MilliQ®, sendo proveniente do sistema de 4gua purificada Millipore.

Para o estudo preliminar de seletividade foram utilizados a hidroclorotiazida e a

furosemida, sendo ambos fornecidos pela Sigma-Aldrich.

VII. 1.3. Simulac¢ido computacional

Existem diferentes pardmetros a serem otimizados para a prepara¢do do
MIP/NIP seletivo a bumetanida, dentre eles esta a escolha do monomero funcional
adequado. Desta maneira, realizou-se uma simula¢do computacional para verificar o

mondmero que obtivesse uma melhor afinidade com a molécula alvo na etapa de pré-
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polimerizacdo, consequentemente buscando determinar interagcdes estaveis o suficiente
para resultar em um polimero seletivo.

Para isto, foram empregados os seguintes programas:

1. HyperChem® 8.0.5: utilizado para modelagem das moléculas a serem
utilizadas na sintese dos MIPs.

2. OpenEye® (pacote de softwares) contendo os programas:

- VIDA 3.0.0: utilizado para visualizar as moléculas modeladas e para conferir
possiveis erros de ligagdes entre atomos.

- Omega?2: gera diversos conformeros das moléculas, o que torna possivel levar
em consideragdo possiveis impedimentos espaciais. Por padrdo, sdo gerados 10
conformeros, sendo escolhidos 3 ao acaso para realizar os testes simulatorios.

- Szybki 1.2.2: programa que leva a molécula até seu estado de menor energia e,
portanto, mais estavel.

3. Autolt 3.3.6.0: aplicativo que utiliza linhas de comandos (scripts) para
automatizar processos repetitivos durante a modelagem molecular, eliminando erros
humanos durante os procedimentos.

4. Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular
Orbital PACkage) 2009: utilizado para realizar as simula¢des propriamente ditas. Este
programa faz a aproxima¢do dos mondmeros com a molécula que sera usada como
molde calculando a energia liberada, resultando assim a afinidade entre os mesmos.
MOPAC ¢ um utilitdrio que emprega quimica quantica semiempirica para os calculos
de aproximagao.

Na simulacdo computacional realizada foi possivel analisar a interagdo dos
conformeros da bumetanida gerado aleatoriamente pelo programa com 20 monOomeros
diferentes, os quais foram listados na Tabela 18. Consequentemente, gerando resultados

em energia de ligagdo livre para avaliagcdo das respectivas interagdes.
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Tabela 18. Lista dos 20 monomeros funcionais utilizados na simulagdo computacional referente a

interagdo com a tetraciclina.

Sigla Monoémeros Carater
Ml N,N-metileno bis-acrilamida Neutro
M2 Acido imidazol-4- acrilico Acido
M3 Etil ester de acido imidazol-4-acrilico Acido
M4 Acido Acrilico Acido
M5 Acrilamida Neutro
M6 Acroleina Neutro
M7 Alilamina Base
M8 Acrilonitrila Neutro
M9 Etilenoglicol Dimetacrilato Neutro

M10 (2-Aminoetil) metacrilamina Base

Mil Acido metilenosucinico Acido

Mi2 Acido Metacrilico Acido

LB 1,3-divinilbenzeno Neutro

Mi4 1,4-divinilbenzeno Neutro

MIS Estireno Neutro

Mi16 I-vinilimidazol Base

MI7 2-vinilpiridina Base

Mi8 4-vinilpiridina Base

M19 Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano- Acido

sulfonico

M20 2-hidroxietil metacrilato Neutro

VI. 1.4. Sintese do MIP/NIP

A sintese do MIP/NIP para bumetanida com o mondmero acrilonitrila utilizou a
propor¢do estabelecida de 1:12:60:1 (femplate:dcido metacrilico:EDGMA:AIBN). A
sintese foi realizada pelo método em bulk e ocorreu dentro de um tubo de vidro de 25
mL, para o qual foram utilizadas 0,1 mmol da molécula molde (bumetanida) e 1,2 mmol
do mondmero com 10 mL de acetonitrila. Em seguida, a mistura foi colocada por 5

minutos no ultrassom para que houvesse completa solubilizagdo do analito. O tubo de
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ensaio contendo a solucdo reacional foi mantido por 24 horas com a finalidade de
garantir que todo o mondmero interaja com o analito.

Posteriormente, realizou-se uma reagdo de polimerizacdo junto ao template, de
tal modo que este permaneca no interior da matriz polimérica. Para isso foi adicionado 6
mmol de EDGMA (reagente de ligacdo cruzada) e 0,1 mmol de AIBN (iniciador
radicalar) sob atmosfera de N,, uma vez que o oxigénio no meio reacional inibi a reagdo
de polimerizac¢ao radicalar. Os MIP/NIP sintetizados foram mantidos na capela com a
finalidade de evaporar o solvente empregado na sintese.

A sintese do polimero ndo-impresso (NIP) ou polimero de controle foi realizado
nas mesmas condi¢des do MIP, exceto pela adicdo da molécula molde, o qual apesar de

apresentar poros, ndo ha formacao de cavidades seletivas.

VIL 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

VIL. 2.1. Simulacio Computacional

A simulagdo computacional foi realizada utilizando os conformeros da
bumetanida com 20 mondmeros diferentes (listados na Tabela 18), tendo a finalidade de
verificar a interacdo mais favoravel para a formag¢dao de complexos pré-polimerizagao
“template-mondmero” ainda mais estavel, além de analisar se a religacdo do analito ao
MIP sera favorecida, os quais foram interpretados a partir de valores de energia livre de
ligacdo (kJ mol™).

Os valores médios resultantes da energia liberada durante a aproximacdo da

molécula molde e do mondmero sdo mostrados na Figura 34.
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Figura 34. Simulagio computacional semi-empirica da energia de ligagio (kJ mol™) da bumetanida com

20 diferentes mondmeros.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo a simulacdo computacional, a acrilonitrila (MS8), acrilamida (M5), (2-
Aminoetil) metacrilamina (M10) foram os mondmeros mais indicados para a realizagao
da sintese do MIP, sendo que o mondmero escolhido foi a acrilonitrila (M8) por
apresentar maior energia de ligacao.

Assim, com intuito de comprovar a eficicia da simulagdo computacional, foram
sintetizados dois polimeros distintos, variando-se entre eles somente o0 monomero. Para
tal foram escolhidos para serem utilizado na sintese o polimero, levando-se em conta a
disponibilidade, um mondémero da classe com maior energia de interagdo (mondmero 8§,
acrilonitrila) e um monomero da classe de menor energia de interagdo (monomero 16, 1-
vinilimidazol), porém ndo houve tempo suficiente para estudar o mondémero de menor

energia.
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VIL. 2.2. Remoc¢ao do analito

Apds o processo de polimerizacdo, a etapa de lavagem ¢é considerada
fundamental, uma vez que a remoc¢ao do analito resulta em cavidades tridimensionais
livres com uma “memoria”, ou seja, a bumetanida presente em uma amostra complexa
possui a capacidade de religar-se seletivamente. Além disso, houve também a retirada
do excesso de mondmero e possiveis impurezas presentes no meio reacional.

A remogao do femplate foi realizada durante 6 dias via extragdo em Soxhlet com
uma solucdo de MeOH e acido acético (9:1, v/v), seguida de uma lavagem final com
MeOH para a retirada dos resquicios de acido acético, sendo o solvente trocado e
monitorado diariamente até que todo o analito fosse removido, sendo comprovado por
analise no espectrofotdometro UV-Vis.

Os solventes de lavagem foram analisados diariamente para verificar a remogao
completa do femplate. Como pode ser observado na Figura 35, aproximadamente 92,0%
da tetraciclina inicialmente utilizada na sintese foi extraida da cavidade seletiva. Apesar
de ndo ter alcangado a maxima porcentagem, ja que houve uma pequena perda de massa
do polimero sintetizado durante a transferéncia do mesmo da etapa de secagem para
lavagem, pode-se considerar que a remog¢ao da molécula molde foi eficiente, uma vez

que as absorbancias dos solventes de extragao foram nulas.
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Figura 35. Grafico referente a formagao de cavidades livres apds sucessivas extragoes via Soxhlet com

MeOH:acido acético (9:1, v/v).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Além disso, nota-se que a bumetanida foi facilmente removida com a solucao de
metanol:acido acético, sendo liberado quase que sua totalidade durante os trés primeiros
dias, assim concluindo que possivelmente predominou a presenca de interacdes nao-

covalentes entre o analito e o monomero funcional.

VIL. 2.3. Caracterizacao fisica

H4 uma grande dificuldade em caracterizar os polimeros impressos,
principalmente pela necessidade de preservacdo das nanocavidades seletivas.
Entretanto, algumas técnicas fornecem algumas informagdes uteis sobre o volume e
tamanho dos poros, estabilidade térmica, entre outras. Dessa forma, algumas técnicas
foram utilizadas para adquirir informagdes adicionais sobre os polimeros sintetizados,
sendo elas: miscroscopia eletronica de varredura (MEV), Isoterma de Brunauer, Emmett

e Teller (BET), andlise térmica e FTIR.
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VIL. 2.3.1. Microscopia de Varredura Eletronica

A Microscopia de Varredura Eletronica (MEV) ¢ outro método que pode ser
utilizado para observagdo das caracteristicas morfologicas dos MIPs. As imagens do

MEYV sao mostradas na Figura 36.

Figura 36. Imagens de AFM referente ao MIP (A e C) e NIP (B e D) nas escalas de 10,000 e 50,000X.

1pm IQ-UNESP 6/16/2015 ——— 1pm IQ-UNESPE 6/16/2015
X 10,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 8.0mm 5:31:51 X 2.00kV SEI GB_LOW WD 8.3mm 5:39:31

— 100nm IQ-UNESP 6/16/2015 —_— 100nm IQ-UNESP 6/16/2015
X 50,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 8.0mm 5:30:58 X 2.00kV SEI GB_LOW WD 8.3mm 5:38:26

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir do MEV apresentado na Figura 36, observa-se que tanto no MIP quanto
no NIP houve uma agregagdo das microesferas, consequentemente formando granulos
poliméricos ''*. Aparentemente houve uma homogeneidade na formagdo das particulas
e a distribuicdo dos tamanhos se mostraram irregulares. Observa-se também que ndo ha
diferenca na porosidade do MIP, em relagdo ao NIP, uma vez que os dois polimeros

impresso possuem as cavidades, porém as do NIP ndo sdo seletivas.
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VIL. 2.3.2. Analise da porosidade pelo método de BET

Das principais diferencas entre MIP e NIP estdo os poros que consistem na
cavidade seletiva para o analito no MIP, sendo essa responsavel pelo reconhecimento
molecular. O método de BET (do inglés BET-method) foi utilizado a fim de verificar a
formagdo e tamanho dos poros dos polimeros pela medida de area superficial, uma vez
que um tamanho de superficie maior é diretamente proporcional a quantidade de
cavidades formadas.

A técnica de BET consiste basicamente em preencher os poros do material com
um liquido proveniente da condensacdo de um gas - normalmente nitrogénio - e, dessa
forma, o tamanho ou volume dos poros podem ser calculados a partir da pressao relativa
com que ha adsor¢do ou dessor¢do do nitrogénio'"”. Pela Tabela 19, pode-se visualizar

que MIP e NIP convencionais apresentam areas superficiais proximas.

Tabela 19. Parametros obtidos pelo método BET para os MIP/NIP sintetizados bumetanida.

Area superficial (m? g'l) Volume do poro (cm? g'l) Tamanho do poro (A)

MIP 565,6255 0,2070 45,3819
NIP 599,5942 0,2197 44,7532

O resultado da porosidade foi o inverso do esperado, uma vez que o MIP, por
possuir as cavidades seletivas, deveria possuir area superficial maior. Essa maior area
superficial do NIP ¢ devido ao maior volume de poros gerados, isso pode ter ocorrido,
pois no MIP ha interagdes do mondmero com o analito, e na sintese , esse complexo
monomero/analito interage menos com o solvente porogé€nico, € este por sua vez
apresenta menor interagdo com o crescimento da rede polimérica, assim o solvente se
desprende (evapora) com maior facilidade da rede diminuindo o volume dos poros e por
consequéncia a area superficial do MIP. Entretanto, no intuito de melhorar os
resultados, pretende-se refazer essas analises e, se possivel, modificar a condi¢do ¢ o tipo

de polimerizagao.
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VIL. 2.3.3. Analises dos polimeros sintetizados por FTIR

Para caracterizar a estrutura do polimero impresso molecularmente, medidas
espectrométricas no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas
com o MIP/NIP e com cada um dos reagentes empregados para sua sintese. O espectro
do MIP foi comparado com o espectro de cada reagente, ¢ foi realizada a atribuicdo dos
picos dos componentes utilizados na sintese polimérica''®'"”. Para isso, os espectros
estdo situados na regido de comprimento de onda entre 4000 e 400 cm'.

Na Figura 37, ¢ mostrado o espectro da bumetanida comparada com o MIP
sintetizado e a Tabela 19 sdo identificadas as bandas caracteristicas para o analito de

estudo.

Figura 37. Espectro de Infravermelho comparativo para a Bumetanida e o MIP sintetizado.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 20. Bandas do espectro de IV da Figura 37 com as respectivas atribuicdes.

Principais Bandas / cm™ Atribuigao
3400 v O-H
3290 v N-H
3000 v =C-Hsp®
1730-1700 v C=0
1550 o N-H
1325 V assimétrico 9= O
1320-1210 v C-O
1300-1000 v C-O
900-690 Aromatico 6 =C-H

A partir do espectro de IV da bumetanida, ¢ possivel observar as bandas
caracteristicas da bumetanida, como as do grupamento N-H, C=0, C-O, S=0, C e das
bandas referentes ao grupamento aromatico.

Na Figura 38, comparou os espectros do MIP sintetizado com o monomero
funcional utilizado na sintese do polimero e as bandas caracteristicas da acrilonitrila foram

mostradas na Tabela 21.

Figura 38. Espectro de Infravermelho comparativo para o Acrilonitrila e o MIP sintetizado.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 21. Bandas do espectro de IV da Figura 38 com as respectivas atribuicdes.

Principais Bandas / cm™ Atribuigao
2993 v C-H
2356 CO,
2235 vC=N
1420 o CH»
1000 a 650 =C-H

As principais bandas da acrilonitrila sdo de estiramento C=N de intensidade
fraca e banda de dobramento fora do plano =C-H na faixa de 1000 a 650 cm™,
caracterizando o mondmero funcional.

O espectro comparativo entre o agente reticulante e o MIP sintetizado foi
mostrado na Figura 39, juntamente com a Tabela 22 que contém as principais bandas do

EGDMA.

Figura 39. Espectro de Infravermelho comparativo para o etilenoglicoldimetacrilato e o MIP sintetizado.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 22. Bandas do espectro de IV da Figura 39 com as respectivas atribuicdes.

Principais Bandas / cm™ Atribuigao
1720 v C=0
1297-1000 C-O
1623 Conjugacao de C=0O com C=C

125



A partir do espectro do agente de reticulagdo EDGMA apresentado na Figura 39,
¢ possivel observar as bandas caracteristicas do grupo éster em 1707 e 1297, referentes
ao estiramento da carbonila (C=0) e da ligagdo C—O respectivamente. Pode-se observar
que o espectro de IV do MIP apresenta basicamente essas duas bandas, mostrando que a
estrutura do polimero ¢ constituida basicamente do mondémero estrutural; o que ja era
esperado, uma vez que € o componente da sintese empregado em maior quantidade.

A comparagdo entre o espectro do iniciador radicalar e MIP sintetizado ¢

mostrado na Figura 40 com as principais bandas do AIBN descritas na Tabela 23.

Figura 40. Espectro de Infravermelho comparativo para o AIBN e o MIP sintetizado.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 23. Bandas do espectro de IV da Figura 45 com as respectivas atribuicdes.

Principais Bandas / em”  Atribuiciio

2995 v C-H
2350 CO,
2245 vC=N
1460 6 CH,
1377 & CH3
1230 -1173 v C-N
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Em 2245 cm™ ha banda de estiramento C=N de intensidade fraca e banda de
estiramento intensa em 1230 cm™ C-N, caracterizando o iniciador radicalar. O grupo
azo ndo apresenta absor¢ao no infravermelho.

Como esperado, os espectros nao apresentam bandas do mondémero funcional e
do iniciador radicalar, uma vez que o primeiro origina as cavidades seletivas e o
segundo ¢ consumido para iniciar a reagdo de polimerizagdo. Além disso, a auséncia de
bandas correspondentes a acrilonitrila ¢ devido a baixa concentracdo dele na amostra e a
sensibilidade do equipamento que ndo ¢ suficiente para detectar essa pequena
concentracao.

A Figura 41 mostra uma comparacdo entre o MIP sintetizado e lavado com

MeOH/4acido acético (9:1, v/v) para remogado do analito e o polimero de controle (NIP).

Figura 41. Espectroscopia vibracional na regido do IV para os polimeros.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao analisar as bandas do NIP em relagdo ao MIP (Figura 41) pode-se concluir
que elas sdo as mesmas, pois, a cadeia polimérica do NIP também ¢ dada pelo
mondmero estrutural (EGDMA). Além disso, comparando os espectros vé-se que o

analito foi removido da cavidade seletiva do MIP, uma vez que as bandas
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correspondentes a bumetanida ndo estdo presentes e os polimeros apresentam bandas

1dénticas.

VII. 2.3.4. Analises Térmicas dos polimeros sintetizados

As andlises termograviméticas e térmicas diferenciais do MIP e NIP sdo

apresentadas nas Figuras 42 e 43.

Figura 42. Termogravimetria e analise térmica diferencial para o MIP sintetizado para a bumetanida.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 43. Termogravimetria e analise térmica diferencial para o polimero de controle (NIP).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Das andlises TG pode-se verificar que os polimeros apresentaram
comportamento térmico semelhante. Até aproximadamente 250° C ndo apresentaram
perda de massa e apds aproximadamente 300°C apresentaram perda de massa
significativa. Nas analises DTA pode ser observado que esta transi¢ao corresponde a
picos exotérmicos.

De acordo com os resultados, supde-se que o polimero (MIP) pode ser utilizado
em uma ampla faixa de temperatura, o que comprova a teoria inicial das vantagens de
aplicacdo em relagdo a utilizagdo dos compostos bioldgicos como enzimas e anticorpos,

pois sdo altamente sensiveis a pequenas mudancas na temperatura.

VII. 2.4. Otimizacao e avaliacao dos estudos de religacao

VILI. 2.4.1 Estudo da massa de religacdo

Com as cavidades poliméricas (MIP) livres apos a lavagem, foi possivel verificar
a eficiéncia de religacdo da bumetanida ao polimero. Este estudo teve como finalidade
determinar a quantidade de massa polimérica que deve ser utilizada para que haja uma
extracdo (religacao) eficiente do analito. Nessa analise, foram preparadas amostras com
diferentes massas poliméricas (variando de 0 a 20 mg) interagindo com uma solu¢ao do
template por 4 horas.

Os resultados obtidos mostraram-se satisfatorios, como observado na Figura 44,
sendo que a maior capacidade de extracao (religagdo) entre o polimero e o analito de

interesse ¢ obtido com 15 mg de MIP.
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Figura 44. Capacidade de religagdo do analito em porcentagem de extragdo das cavidades poliméricas
livres quando interagidas com solugdo de bumetanida 30 mg L' e diferentes massas de MIP (2; 5, 10, 5,

20 mg) por 4 horas de agitagdo a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

VILI. 2.4.2 Estudo do solvente de religacao

Ao realizar o estudo da massa de religagdo, observou-se que a porcentagem de
religacdo estava muito baixa, dessa forma, acreditava-se que o que poderia influenciar
significativamente era o solvente utilizado para tal procedimento. Por isso, o proximo
passo foi determinar o melhor solvente de religacdo. Os solventes preliminares
estudados foram etanol, metanol e acetonitrila. E neste estudo preliminar, verificou-se
que o metanol, que j& estava sendo utilizado no estudo da massa, era o solvente que
melhor apresentava a religacdo do analito ao MIP.

Com esses resultados iniciais e levando em consideragao que a amostra real sera
de urina, escolheu-se variar diferentes propor¢des de d4gua no metanol. As proporcdes
foram as seguintes: 100 % metanol, 80:20 metanol/agua, 70:30 metanol/dgua, 50:50
metanol/agua e 30:70 metanol/dgua. E conforme os resultados estdo apresentados na
Figura 45, mesmo ndo havendo uma diferenciacdo significativa entre MIP e NIP,

observa-se que a melhor proporcao da mistura ¢ 20:80 metanol/agua.
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Figura 45. Capacidade de religagdo do analito em porcentagem de extracdo das cavidades poliméricas

livres quando interagidas com solugio de bumetanida 30 mg L' e diferentes propor¢des da mistura de

solvente por 4 horas de agitacdo a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

VILI. 2.4.3 Estudo do tempo de religacao

Com as condigdes otimizadas até o momento, realizou-se o estudo do tempo
equilibrio para a interacao do analito no MIP, uma vez que a capacidade de religagao do
analito pode wvariar significativamente. Nessa analise, as amostras preparadas
consistiram da interagio de 15 mg do MIP e NIP com 30 mg L™ de bumetanida em uma

solugcdo metanol/agua (30:70) com diferentes tempos de interacdo (15, 30, 45, 60, 120,
180, 240 e 360 minutos).
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Figura 46. Capacidade de religagdo do analito em porcentagem de extragdo das cavidades poliméricas

livres quando interagidas com solugdo de bumetanida 30 mg L™ e diferentes tempos de interagio a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados apresentados na Figura 38 mostram que a quantidade de BMT
ligada aumenta com o aumento do tempo de extragdo até atingir o0 um patamar maximo
em 60 minutos, onde ¢ obtida uma maior capacidade de retencdo no MIP, se mantendo
constante apds este tempo. Entretanto, escolheu-se o tempo de 180 minutos devido a

maior diferenciacao do MIP e NIP.

VII. 2.5. Estudos Preliminares da seletividade

A analise de seletividade tem como finalidade avaliar se as cavidades poliméricas
formadas sdo seletivas ao analito, utilizando amostras binarias de bumetanida e um
interferente (hidroclorotiazida e furosemida) via adsor¢des competitivas. Assim sendo
possivel verificar a funcionalidade do polimero formado.

Entretanto, primeiramente foi avaliada a possibilidade de se distinguir os
farmacos interferentes com a bumetanida, no mesmo método cromatografico de eluicao

da bumetanida.
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As Figuras 47 e 48 apresentam os cromatogramas tanto do padrdo de cada

interferente quanto a solu¢do bindria.

Figura 47. Cromatogramas de solugdes padrdes de Furosemida e Bumetanida com fase movel de

ACN/solugio tampao fosfato (25 mM) a pH 2,5 (80:20).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 48. Cromatogramas de solugdes padroes de Hidroclorotiazida e Bumetanida com fase movel de

ACN/solugdo tampdo fosfato (25 mM) a pH 2,5 (80:20).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Em uma préxima etapa, para realmente a avaliar as cavidades do MIP formado,
deve ficar a massa polimérica (MIP e NIP) em 15 mg e a concentracdo dos diuréticos
em 25 mg L, sob agitacio de 180 minutos das misturas bindrias. E a partir deste
estudo, podem ser calculados os seguintes parametros:

- Capacidade de religacdo da bumetanida por grama de polimero (Q) em um

determinado volume de solugdo de bumetanida (V), dado pela Equagao 5.

(C—Cr)*V Equagéo 5

0 =

Mpol

A capacidade de religacdo depende da concentracdo da solugdo de tetraciclina
(C) em que determinada massa polimérica (my,1) ¢ submetida a interacdo, de tal maneira
que parte da tetraciclina religard nas cavidades poliméricas seletivas e o restante que
ficou em solugdo sera a concentragao livre do analito (Cy).

- Coeficiente de particdo (K,) consiste na razdo entre a capacidade de religacdo
do polimero e a concentracdo de bumetanida em solugao.

- Fator de seletividade (o) ¢ dado pela razdo Kppmr € Kpinterferente-
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- Fator de impressao ¢ definido como a razdo entre o coeficiente de particdo do
polimero impresso (MIP) e ndo impresso (NIP), dado por I.
Para posteriormente aplicacdo do MIP como material adsorvente para extragdo

em fase solida.

VIL. 2.6. Conclusdes parciais

Apesar dos estudos serem preliminares, pode-se concluir que o MIP sintetizado
apresenta-se como um material promissor para ser usado em extragao em fase solida e
dessa forma, eliminar a interferéncia de um diurético no outro, além de possibilitar a
realizagdo de uma pré-concentragdo e com isso as analises poderdo ser feitas em

concentragdes ainda menores.
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CAPITULO VIII. CONCLUSOES GERAIS
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Os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho para a determinagdo de
bumetanida e hidroclorotiazida, utilizando a combinacdo de complexos metélicos que
mimetizam o sitio ativo das enzimas P450 e pasta de carbono apresentaram respostas
sensiveis, estaveis, exatas, precisas ¢ seletivas. Estudos eletroquimicos e caracteristicas
do sensor como sensibilidade, seletividade e afinidade, indicam que os complexos
estejam se comportando como um catalisador biomimético da enzima P450 na oxidacao
da bumetanida e hidroclorotiazida.

Planejamento fatorial e a metodologia de superficie de resposta foram utilizados
para otimizagdo dos experimentos dos métodos desenvolvidos. O uso destas ferramentas
estatisticas permitiu que os experimentos fossem planejados e conduzidos de forma
adequada com economia em termos de custos (reagentes e solventes) e tempo.

As técnicas eletroquimicas foram aplicadas com sucesso na andlise de
formulagdes farmacéuticas comerciais e urinas, as metodologias foram consideradas
confidveis e promissoras, visto que nao houve tratamento das amostras e apresentaram
bons resultados de recuperacao.

O método desenvolvido apresentou sensibilidade analitica adequada para o
proposito a que foi aplicado com adequada repititividade, precisao e exatiddo. Desta
forma, neste trabalho foram descritas propostas viaveis para a andlise de rotina dos
diuréticos tanto em urina quanto no controle de qualidade de medicamentos,
oferecendo vantagens relacionadas a simplicidade operacional, rapidez, baixo consumo
de reagentes e de solventes.

Outra vantagem importante ¢ a possibilidade de construir sensores portateis que
permitam a andlise em situ e menor tempo quando comparado a outros métodos,
caracteristicas importantes para andlises de doping.

Nos estudos com polimeros de impressao molecular pode-se notar que os
resultados obtidos com 0 monomero foi satisfatorio e mostra ser promissor na utilizagao
dos mesmos como material adsorvente para eliminar a interféncia de diurético com o

outro.
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CAPITULO VIII. PERSPECTIVAS FUTURAS
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Com os resultados obtidos no presente trabalho, surgem algumas perspectivas de
trabalhos futuros que dao continuidade a linha de pesquisa envolvendo o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de diuréticos. Entre elas,

destacam-se:

a) Sabendo que os complexos ftalocianinacobre (II) e hemina atuam como possiveis
catalisadores biomiméticos, apresentando respostas estaveis e seletivas para os analitos
de estudo, espera-se obter respostas dos sensores com limite de quantificacdo (LQ) de

10 até 1000 vezes menores com o uso de técnicas de pré-concentracao (stripping).

b) Aplicagdo dos MIPs para bumetanida como material adsorvente (extracdo em fase
solida) para melhorar a seletividade dos sensores biomiméticos desenvolvidos e acopla-
los offline ou online aos sensores eletroquimicos ja desenvolvidos. (sistemas bi-

biomiméticos).

¢) Sintese, caracterizacao e aplicagdo de MIPs para a hidroclorotiazida.
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