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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois eletrodos baseados na modificacdo de pasta
de carbono com nanoparticulas metalicas sintetizadas por rotas sintéticas verdes. O primeiro é
um eletrodo de pasta de carbono vitreo (EPCV) modificado com nanoparticulas de ouro
(AUNPs) estabilizadas na goma do abacaxi (Ananas comosus; GA). Tal eletrodo foi aplicado
na determinacao do Cloridrato de Prometazina (PMZ). O segundo é um eletrodo de pasta de
grafite modificado com nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas empregando-se extrato de
Garcinia conchichinensis (GAR), o qual foi empregado na determinacgéo do 5-Fluorouracil (5-
FU). Em ambas as sinteses, os extratos naturais empregados (GA e GAR) atuaram
simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes para as nanoparticulas formadas. As
caracterizagdes por espectroscopia de UV-VIS das nanoparticulas revelararam uma banda de
absorcdo em 524 e 407 nm para as AuNPs-GA e AgNPs-GAR, respectivamente. A andlise de
TEM mostrou didmetros medios de particula de 10,33+1,6 nm para as AuNPs-GA e 9,2+1,5
nm para as AgNPs-GAR. A caracterizacdo eletroquimica do EPCV/AuNPs-GA e do
EPC/AgNPs-GAR, realizadas por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) em meio da sonda Fe(CN)¢3/#, evidenciou que os nanomateriais obtidos
conferiram aos eletrodos maiores valores de corrente e menores resisténcias a transferéncia de
carga (Ret). O EPCV/AUNPsS-GA foi aplicado na determinacdo da PMZ, a qual por VC foi
oxidado em duas etapas, apresentando dois processos anddicos em aproximadamente 0,75 e
0,48 V e um processo catddico em aproximadamente 0,40 V. Para a determinacdo da PMZ foi
utilizada a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ). Os parametros da VOQ foram
otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-Behnken com triplicata no ponto central
e os valores obtidos foram a =90 mV, f = 100 Hz e AEs = 8 mV. A ANOVA evidenciou que a
variancia explicada pelo mesmo é bem proxima da maxima variancia explicavel (Rsqr = 0,9997;
Ragj = 0,999). O EPCV/AuUNPs-GA apresentou linearidade de resposta na faixa de 3,98 a 15,7
umol Lt de PMZ, com limites de deteccéo e de quantificaco iguais a 1,09 e 3,62 umol L,
respectivamente. Este foi aplicado para a quantificacdo de PMZ em formulagdes farmacéuticas
comerciais, tendo-se obtido porcentagens de determinacédo entre 94,89 a 97,30 %, com valores
de DPR abaixo de 5,0%. A hemocompatibilidade das AuNPs-GA foi avaliada por ensaios de
citotoxicidade e fragilidade osmdtica em leucdcitos e eritrcitos humanos e o nanomaterial
sintetizado no presente trabalho ndo exibiu efeitos citotoxicos para as referidas células. O
EPC/AgNPs-GAR foi aplicado na determinacéo do 5-FU. Por VC, verificou-se que o0 agente
antitumoral 5-Fluororacil (5-FU) foi oxidado irreversivelmente em 1,13 V na superficie do
EPC/AgNPs-GAR segundo um mecanismo dependente do pH e controlado por difusdo. O pH
do tampé&o BR para a determinagéo de 5-FU foi otimizado por VOQ, tendo-se observado um
méaximo de corrente em pH 8,0. Os parametros da VOQ otimizados por meio de um
planejamento fatorial Box-Behnken com triplicata no ponto central foram de a =80 mV, f =85
Hz ¢ AEs = 17 mV. A ANOVA evidenciou que a variancia explicada pelo mesmo é bem
proxima da méxima variancia explicavel (Rsqr = 0,9896; Ragj = 0,9818) e a falta de ajuste ndo
foi significativa. O EPC/AgNPs-GAR apresentou linearidade de resposta na faixa de 30 a 300,0
umol L de 5-FU, com limites de deteccdo e de quantificacio iguais a 0,76 e 2,53 umol L,
respectivamente. O eletrodo modificado foi aplicado para a quantificagdo do 5-FU em
formulacdo farmacéutica comercial injetavel, tendo-se obtido uma porcentagem média de
recuperacdo igual a 99,83 com desvio padréo relativo dentro dos limites aceitaveis (0,11%).

Palavras-chave: eletrodo de pasta de carbono; nanoparticulas de ouro; nanoparticulas de prata
sintese verde; voltametria de onda quadrada; Cloridrato de Prometazina; 5-Fluorouracil



ABSTRACT

Two electrodes were developed based on the modification of carbon paste with metallic
nanoparticles synthesized by green synthetic routes. The first one is a glassy carbon paste
electrode (GCPE) modified with gold nanoparticles (AuNPs) stabilized in pineapple gum
(Ananas comosus; PG). This electrode was applied in the determination of Promethazine
Hydrochloride (PMZ). The second electrode developed was a graphite paste electrode modified
with silver nanoparticles (AgNPs) synthesized using (GAR) extract. In both syntheses, the
natural extracts used (PG and GAR) simultaneously acted as a reducing and stabilizing agents
for the formed nanoparticles. The UV-VIS spectroscopy characterization of the nanoparticles
revealed an absorption band at 524 and 407 nm for AUNPs-PG and AgNPs-GAR, respectively.
TEM analysis showed mean particle diameters of 10.33 + 1.6 nm for AuNPs-PG and 9.2 £ 1.5
nm for AgNPs-GAR. The electrochemical characterization of GCPE/AuNPs-PG and
CPE/AgNPs-GAR, carried out by cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) in precense of Fe(CN)s > probe, showed that obtained nanoparticles
conferred to the electrodes higher current values and a lower charge transfer resistance (Rct).
GCPE/AUNPs-PG was applied to determine PMZ, which by VC was oxidized in two stages,
with two anodic processes at approximately 0.75 and 0.48 V and a cathodic process at
approximately 0.40 V. For the determination of PMZ, the square wave voltammetry (SWV)
technique was used. The SWV parameters were optimized by means of a Box-Behnken factorial
design with triplicate at the central point and the obtained values were a = 90 mV, f = 100 Hz
and AEs = 8 mV. ANOVA showed that the variance explained is very close to the maximum
explainable variance (Rsqr = 0.9999; Radj = 0.999) and the lack of adjustment was not
significant. The GCPE/AuNPs-PG showed linear response in the range of 3.98 to 15.7 umol L
Lof PMZ, with detection and quantification limits equal to 1.09 and 3.62 pumol L™, respectively.
The GCPE/AuNPs-PG was applied for the quantification of PMZ in commercial
pharmaceutical formulations, obtaining recovery percentages between 94.89 to 97.30%, with
RDS values below 5.0%. The hemocompatibility of the obtained AuNPs-PG were evaluated by
cytotoxicity and osmotic fragility assays in human leukocytes and erythrocytes and the
nanomaterial synthesized in the present work did not exhibit toxic effects towards the referred
cells. CPE/AgNPs-GAR was applied to determine 5-FU. By VC, it was found that the antitumor
agent 5-Fluororacil (5-FU) was irreversibly oxidized at 1.13 V on the surface of the
CPE/AgNPs-GAR according to a pH dependent and diffusion-controlled mechanism. The pH
of the BR buffer for the determination of 5-FU was optimized by SWV, with a maximum
current at pH 8.0 being observed. The SWV parameters optimized through a Box-Behnken
factorial design with triplicate at the central point were a=80 mV, f=85 Hzand AEs =17 mV.
ANOVA showed that the variance explained is very close to the maximum explainable variance
(Rsgr = 0.9896; Radj = 0.9818) and the lack of adjustment was not significant. The
CPE/AgNPs-GAR showed a linear response in the range of 30 to 300.0 umol L of 5-FU, with
detection and quantification limits equal to 0.76 and 2.53 umol L™, respectively. The modified
electrode was applied for the quantification of 5-FU in commercial injectable pharmaceutical
formulation, with an average recovery percentage equal to 99.83 with relative standard
deviation within acceptable limits (0.11%).

Keywords: carbon paste electrode; gold nanoparticles; silver nanoparticles; green synthesis;
square wave voltammetry; Promethazine Hydrochloride; 5-Fluorouracil
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INTRODUCAO

O interesse acerca de materiais cujas particulas que os constituem encontram-se na
escala nanométrica (1 nm = 10° m) ganhou destaque no final do século XX, levando ao
surgimento da Nanotecnologia (ZARBIN, 2007). Os nanomateriais apresentam diferentes
propriedades comparando-se as observadas quando o mesmo material encontra-se em escala
macroscopica (ou bulk), evidenciando o fato de que as propriedades dos materiais sdo
fortemente dependentes do tamanho das particulas do mesmo (ZARBIN, 2007; BUZEA;
PACHECO; ROBBIE, 2007).

Dentre os materiais nanoestruturados, as nanoparticulas metélicas (MNps) sao
amplamente estudadas e utilizadas pelas mais diversas areas. (VIJAYARAGHAVAN;
ASHOKKUMAR et al, 2017). Existem dois efeitos principais responsaveis pela variacdo nas
propriedades das MNps: efeitos de superficie e efeitos quanticos. Os efeitos de superficie estdo
relacionados a fracdo de atomos de superficie. O nimero de atomos presentes na superficie de
uma MNPs é maior comparado ao que se observa para 0 mesmo metal em uma dimensao bulk,
0 que acarreta em um aumento significativo em sua area superficial. Esta particularidade
possibilita uma melhora em processos dependentes de fenbmenos de superficie, tais como
reatividade quimica e atividade catalitica. Além disso, os 4tomos na superficie das MNps
possuem um numero de coordenacdo menor. Consequentemente, tais atomos sdo menos
estaveis termodinamicamente, apresentando elevada energia e susceptibilidade para formar
ligacdes. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007; FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012). Os
efeitos quanticos estdo relacionados com variagdes nas propriedades dpticas e eletrdnicas de
um nanocomposto e sdo explicados pelo fato de que, nos nanomateriais, 0s portadores de carga
ficam confinados nas dimensdes reduzidas da nanoparticulas. Os nanomateriais que exibem tal
comportamento sdo denominados quantum dots. Essas nanoestruturas comportam-se como
atomos individuais, obedecendo as leis da mecénica quantica. O confinamento quéantico
acarreta no aparecimento de momento magnetico em nanoparticulas de materiais que ndo sao
magnéticos na dimensdo bulk e alteracGes na tendéncia do material em ceder ou receber
elétrons, interferindo diretamente em sua reatividade. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007;
FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012).

Varios métodos séo utilizados para sintetizar as MNps, os quais podem ser divididos em
métodos fisicos (top down) e métodos quimicos (bottom up). O método top down consiste da
obtencdo da MNps partindo-se do material em escala bulk, sendo que este € manipulado até que

se atinja a escala de tamanho desejada. Processos fisicos como desintegracdo térmica e
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mecénica sdo comumente utilizados, entretanto, tais processos eventualmente produzem
imperfei¢Bes na superficie das MNps sintetizadas. (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013). No
método bottom up, sdo gerados atomos do precursor metélico utilizado (nimero de valéncia
igual a zero) via reducdo ou decomposicao quimica do metal precursor. Esses atomos gerados
aglomeram-se em estruturas denominadas clusters que crescem e dao origem as MNps. Agentes
redutores como sais e compostos inorganicos (como borohidreto de sédio e citrato de sédio),
compostos organicos (como acido formico, brometo de tetraoctilamonio e acido ascorbico),
biomoléculas (como mono e polissacarideos), dentre outros, sdo usualmente utilizados.
(SOUZA et al, 2019)

Por possuirem uma elevada area superficial e, consequentemente, uma alta energia
associada a superficie, as MNps sdo termodinamicamente instaveis e tendem a formar
aglomerados. Essa aglomeracdo € indesejada, uma vez que pode acarretar na perda das
propriedades que foram adquiridas pelos materiais ao alcangcarem a escala nanométrica. Assim,
faz-se necessario a aplicacdo de estratégias de estabilizacdo das nanoparticulas. (VOLLMER,;
JANIAK, 2011). Os principais agentes estabilizantes utilizados na sintese de MNPs séo:
hidrocarbonetos de cadeias longas (como oleilamina, acido oleico e octadecilamina), polimeros,
compostos supramoleculares (como calixarenos e dendrimeros), moléculas pequenas (glicose,
oxalato, citrato, etileno glicol, formaldeido, dimetilformamida e A&cido ascorbico) e
biomoléculas (como peptideos, proteinas e polissacarideos). (DUAN; WANG,; LI, 2015; NIU;
LI, 2014; TAURAN et al., 2013).

Outra propriedade que diversifica as aplicacbes das MNPs é a possibilidade de sua
obtencdo em uma variedade de morfologias, o que pode favorecer a interacdo com moléculas e
biomoléculas especificas, além de modificar suas propriedades Opticas (fendmeno RPS).
Dependendo das condi¢Bes empregadas durante o processo de obtencdo, as MNps podem ser
produzidas em formas como nanoesferas, nanobastes, nanocubos, nanoestrelas, nanoconchas,
nanobowls, octaedros etc. (DYKMAN; KHLEBTSOV, 2012; GARCIA-LEIS; RIVERA-
ARREBA; SANCHEZ-CORTES, 2017)

Apesar das inimeras caracteristicas atrativas que as nanoparticulas possuem, impactos
negativos ao meio ambiente e a salide podem eventualmente acontecer devido ao emprego de
tais compostos na producdo desses materiais. (KHARISSOVA et al.,, 2013; KUMAR,;
LATHER; PANDITA, 2015). Simultaneamente, apesar do intenso desenvolvimento no estudo
e producdo de materiais nanoestruturados, os efeitos adversos dos mesmos ao meio ambiente
ndo sdo totalmente conhecidos. Processos de sintese empregando-se reagentes ecologicamente

amigaveis e biocompativeis podem diminuir a toxicidade dos nanomateriais resultantes,
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causando um menor impacto ao meio ambiente. (SANCHEZ; VILCHIS, 2012; KHARISSOVA
et al., 2013). A denominada “nanotecnologia verde” tem por objetivo principal reduzir as
eventuais consequéncias atreladas a producédo de nanomateriais via introducdo de reagentes de
fontes naturais nos processos de sintese. Dentre esses reagentes, destacam-se 0s extratos
vegetais, vitaminas, polimeros biodegradaveis, microorganismos e polissacarideos que atuam
como agentes redutores e/ou estabilizantes. (DUAN; WANG,; LI, 2015; KHARISSOVA et al.,
2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013;
RAUWEL et al., 2015). A sintese verde de nanoparticulas possui vantagens em comparacao
aos métodos convencionais, uma vez que compostos e extratos naturais sdo empregados para
as reacdes de sintese, e desta forma procedimentos mais econdmicos sdo desenvolvidos.
Destaca-se também a reprodutibilidade de sintese e a maior estabilidade das nanoparticulas
sintetizadas. (KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015). A
utilizacdo de extratos vegetais, 0s quais sdo constituidos de biomoléculas (como flavonoides,
compostos fendlicos, proteinas e polissacarideos) conferem praticidade na sintese, uma vez que
tais biomoléculas sdo capazes de atuar, simultaneamente, como agentes redutores e
estabilizantes. Assim, a reacdo de geracdo das MNps ocorre em apenas uma etapa, sem a
necessidade de adicdo de outros reagentes. (KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER;
PANDITA, 2015; RAUWEL et al., 2015). Além das vantagens anteriormente citadas,
nanoparticulas obtidas por métodos verdes de sintese possuem uma maior biocompatibilidade,
0 que aumenta o potencial de aplicacdo bioldgica das mesmas. A utilizacdo de reagentes
derivados de extratos naturais pode minimizar eventuais efeitos toxicos (KUMAR; LATHER,;
PANDITA, 2015; SCHROFEL et al., 2014) e também favorecer a interagdo com sistemas
bioldgicos tais como células, proteinas ou tecidos.

Dentre as MNPs, destacam-se as nanoparticulas de metais nobres, em especial as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) devido as suas caracteristicas tais como
maior biocompatibilidade, alta area superficial, possibilidade de funcionalizacdo em sua
superficie, além de facilitarem processos de transferéncia de elétrons. As caracteristicas das
AUNPs e das AgNPs tém estimulado diferentes campos de aplicacdo nos ultimos anos e a
exploracdo de suas propriedades tem permitido a aplicacdo das mesmas em diversas areas como
medicina, biotecnologia e no desenvolvimento de sensores e biossensores. (ALEXANDRIDIS,
2011; KLEIJN et al., 2014; MODY et al., 2010).

Esses nanomateriais possuem propriedades diferenciadas e caracteristicas que
favorecem a sua aplicacdo no desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos. Fatores como

facilidade de preparacéo, biocompatibilidade, estabilidade em suspensdo e possibilidade de
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funcionalizacdo, juntamente com propriedades como interagdo com a luz visivel, elevada
condutividade elétrica e alta area superficial, fazem com as AuNPs e as AgNPs estejam entre
0s mais empregados para deteccdo de analitos de importancia biomédica, farmacoldgica,
industrial e ambiental. Além disso, pode-se dizer que as suspensdes das referidas nanoparticulas
podem ser facilmente incorporadas a diversos tipos de eletrodos como filmes, eletrodos sélidos
e eletrodos de pasta de carbono. (SAHA et al., 2012).

As rotas verdes de sintese de MNPs, além de trazerem vantagens ao nanomaterial
sintetizado, acarretam em vantagens também para o sensor. Dentre essas, pode-se citar a
viabilidade econdmica no processo de fabricacdo, o que minimiza o custo total do dispositivo.
Além disso, a maior biocompatibilidade das MNPs resultantes de processos verdes de sintese,
permite sua interacdo com biomoléculas (como proteinas, enzimas e anticorpos) e favorece as
aplicacdes do sensor desenvolvido em sistemas bioldgicos.

Dentro deste contexto, o presente trabalho propée o desenvolvimento de dois
dispositivos eletroquimicos simples e eficientes para a determinacdo do Cloridrato de
Prometazina e do 5-Fluorouracil. Tais dispositivos baseiam-se na modificacdo de um EPC
modificado com AuNPs e AgNPs sintetizadas por rotas verdes empregando-se o polissacarideo
extraido da goma do abacaxi (GA) e o extrato de Garcinia cochinchinensis (GAR),
respectivamente. Tais extratos foram escolhidos por possuirem grupos passiveis de oxidacdo e
serem de féacil obtencdo, uma vez que sdo abundantes na natureza. Além disso, 0 emprego de
extratos naturais em rotas verdes de sintese € uma potencial aplicacdo biotecnoldgica para os
mesmos. Neste trabalho também esta apresentado a sintese e caracterizacdo das MNPs. A GA
e a GAR atuaram simultaneamente como agente redutor e estabilizante na sintese dos referidos
nanomateriais. A utilizagdo de tais extratos na sintese de nanoparticulas metalicas é inédito, ndo

sendo reportado nenhum trabalho anterior na literatura.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  NANOPARTICULAS DE OURO E DE PRATA: PRINCIPAIS CARACTERISTICAS
E APLICACOES

As particularidades das nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém estimulado diferentes areas
nos ultimos anos. A exploracdo das propriedades oOpticas, eletrdnicas, magnéticas e a
biocompatibilidade deste nanomaterial tem permitido seu emprego em diferentes campos de
aplicagdo. (SHI; ZHU; WU, 2015). E relatado na literatura a aplicagdo de AuNPs em catalise
(em especial em reacGes de hidrogenagéo e degradacdo de compostos organicos) (SHI; ZHU;
WU, 2015; CHOl et al., 2014), medicina e biomedicina (no tratamento de cancer, drug delivery
e atividade antioxidante) (CRUZ et al., 2014; POOJA et al., 2015), biotecnologia (explorando
sua atividade antimicrobiana) (RATTANA, et al., 2016) e no desenvolvimento de sensores e
biossensores (SAHA et al., 2012).

As AuNPs, assim como algumas nanoparticulas metalicas, exibem um fendmeno é
denominado ressonancia plasmon de superficie (RPS) o qual ocorre sempre em valores
especificos de frequéncia (Figura 1). Este é decorrente do fato de que ao expor a radiagdo uma
suspensdo de AuNPs, o campo eletromagnético incidente ira induzir uma oscilacao dos elétrons
livres presentes na banda de conducdo do metal. Consequentemente, os elétrons deslocam-se
de suas posicdes de equilibrio, causando uma polarizacdo em toda a superficie da
nanoparticulas. O dipolo criado oscila juntamente com o componente elétrico da radiacéo.
(HUANG; EL-SAYED, 2010; KHLEBTSOV; DYKMAN, 2010). A energia associada a esse
fendmeno depende de fatores que afetam a densidade eletrénica na superficie das particulas,

tais como tamanho, morfologia, distancia entre essas particulas e 0 meio no qual estdo dispersas.
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Figura 1 — Representacdo esquematica do fendmeno de RPS em uma nanoparticula metalica, mostrando a oscilagdo

dos elétrons da banda de condugdo com a radiacéo incidente.
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Fonte: Adaptado de FONG; YUNG, 2013.

Para as AuNPs, o fenbmeno da RPS ocorre na regido do visivel do espectro
eletromagnético, fato este que explica a coloracdo intensa que as suspensdes de AuNPs
apresentam. (HUANG; EL-SAYED, 2010; SAHA et al., 2012; YESHCHENKO et al., 2013).
O espectro de absorcdo de uma suspensdo de AuNPs caracteriza-se por uma banda Unica
denominada de banda plasmon em torno de 520 nm, podendo apresentar variagdes dependendo
do tamanho das particulas. Conforme mencionado anteriormente, um dos fatores que alteram a
energia de absorcdo decorrente do fendbmeno RPS é o tamanho das particulas. Em decorréncia
disso, uma variacdo no diametro das AuNPs acarretard em uma alteracdo na coloracdo da
suspensdo. Para AuNPs com tamanhos inferiores a 10 nm, a banda plasmon apresenta pouca
proeminéncia, em consequéncia de mudancas de fase resultantes do grande nimero de colisGes
entre os elétrons oscilantes na superficie da particula. Ja em suspens6es de AuNps com mais de
100 nm, observa-se um alargamento da banda plasmon, em resposta da contribuicdo de
oscilacbes de ordens superiores para o fendbmeno RPS. (HUANG; EL-SAYED, 2010). A
agregacao das particulas também é um fator que altera a energia da RPS para as AuNPs, sendo
observado um alargamento da banda plasmon quando as particulas formam agregados. Nesse
caso, observa-se um deslocamento do maximo de absor¢do para comprimentos de onda maiores
e a suspensdo apresenta uma mudanca de coloracéo de vermelha para azul. (SAHA et al., 2012).
A possibilidade de obter AUNPs em morfologias diferentes amplia o potencial de aplicagédo
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destes nanomateriais. Além de modificar suas propriedades Opticas através de alteracdes no
fendmeno RPS, a sintese de AuNPs em diferentes formas pode beneficiar a sua interagcdo com
moléculas especificas. Ao empregar condicOes ideais, € possivel se obter AUNPs em formas
como nanoesferas, nanobowls, nanobastdes, nanocubos, nanoestrelas, octaedros, bipirdmides e
tetraedros. (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2010).

Devido as suas propriedades Unicas tais como estabilidade quimica, elevada
condutividade elétrica e térmica, interessantes propriedades Oticas, atividade catalitica, relativo
baixo custo de producdo e uma acentuada acao antimicrobiana frente a bactérias, virus, fungos
e protozoarios, as nanoparticulas de prata (AgNPs), sdo vastamente estudadas. Tais
caracteristicas permitem que as AgNPs sejam amplamente utilizadas em diferentes areas
(DURAN, et al., 2019). E relatado na literatura a aplicacdo de AgNPs em catalise
(KALANTARI, et al., 2017; YAO, et al., 2018) e na medicina, em especial no tratamento de
cancer (RAJAWAT; MALIK, 2019; GOMATHI, et al., 2020; MAJEED, 2019) e drug delivery
(PRAPHAKAR, et al., 2018; OZTURK KUP; COSKUNCAY; DUMAN, 2020). Na indstria
alimenticia, as AgNPs sdo utilizadas no desenvolvimento de embalagens de alimentos com
atividade antimicrobiana (KOWSALYA et al., 2019; YU, et al., 2019; MOURA; MATTOSO,;
ZUCOLOTTO, 2012). A industria téxtil também vem empregando esse nanomaterial devido a
sua pronunciada atividade antimicrobiana, sendo uma aplicacéo interessante para vestimentas
médicas, curativos, roupas de cama dentre outros (BUDAMA, et al., 2013; HASSAN, 2019;
BALLOTIN, et al.,, 2017). As propriedades condutoras das AgNPs também vém sendo
exploradas, em especial no desenvolvimento de sensores (ZHANG, et al., 2018; SUN, et al.,
2019) e biossensores (HASSANPOUR; SAADATI; HASANZADEH, 2020;
THUNKHAMRAK, et al., 2020). A elevada area superficial, a capacidade de acelerar a
transferéncia de elétrons entre substancias eletroativas e a superficie do eletrodo bem como a
capacidade de incluir as nanoparticulas em vérias configuracdes durante o desenvolvimento do
sensor e biossensor estdo entre as principais razdes pelo qual houve um aumento no interesse
das pesquisas em utilizar AgNPs na construcéo de dispositivos eletroquimicos. (DODEVSKA,
etal., 2019).

As AgNPs, assim como as AuNPs, absorvem e dispersam a luz com eficiéncia
extraordinaria e esta interacdo ocorre porque os elétrons de conducgéo na superficie do metal
sofrem uma oscilacdo coletiva quando sdo excitados pela luz em comprimentos de onda
especificos, a qual é conhecida como ressonancia plasménica de superficie (RPS). O espectro
de absorcdo de uma suspensdo de AgNPs caracteriza-se por uma banda RPS Unica em torno de

400 nm podendo apresentar variagdes relacionadas ao diametro deste nanomaterial (no caso de
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nanoparticulas esféricas) e também a agregacdo. Nanoparticulas de prata esféricas com
didametros em cerca de 10 nm apresentam uma banda RPS em 400 nm. Com o0 aumento no
diametro, a banda RPS desloca-se para comprimentos de onda maiores. Um alargarmento no
formato da banda também é obervado. (NANOCOMPOSIX, 2019; SMITHA, et al., 2007). Tal
comportamento foi observado por Paramelle e colaboradores (2014), e encontra-se na Figura
2. Os autores observaram um deslocamento do comprimento de onda para regiées maiores a

medida em que se aumentou o didmetro das AgNPs.

Figura 2 — Deslocamento dos valores de comprimento de onda com o diametro das AgNPs estabilizadas em citrato
de (a) 19,0 nm (b) 30,4 nm (c) 57,0 nm (d) 64,1 nm (e) 95,3 nm
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Fonte: Adaptado de Paramelle et al (2014).

As propriedades Opticas das AgNPs também sdo influenciadas pela agregacdo das
mesmas. Quando as particulas se agregam, os elétrons de condugdo proximos a cada superficie
de particula se deslocalizam e sdo compartilhados entre as particulas vizinhas. Assim, a
ressonancia plasménica da superficie muda para energias mais baixas, fazendo com que 0s
picos de absorcéo se desloquem-se para regiGes de maiores comprimentos de onda do espectro.
Deste modo, a espectroscopia UV-Visivel pode ser usada como um método simples e confiavel
para monitorar a estabilidade das solucdes de nanoparticulas. A medida que as particulas se
desestabilizam, a intensidade do pico de absor¢éo diminui (proporcionado pelo esgotamento de

nanoparticulas estaveis) e, muitas vezes, o pico se amplia ou um pico secundario se forma em
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comprimentos de onda mais longos (devido a formacdo de agregados). (NANOCOMPOSIX,
2019; SMITHA, et al., 2007).

Conforme citado anteriormente, nanoparticulas de metalicas sdo extensivamente
estudadas em relacdo as suas aplicacfes biomédicas. Trabalhos recentes relatam a utilizacdo de
nanoparticulas (principalmente AuNPs) em diferentes areas médicas, como terapia
fotodindmica (CALAVIA, et al., 2018), terapia fototérmica (RILEY, et al., 2017), diagndstico
por imagem (COLE, et al., 2015) e sistemas de administracdo de medicamentos
(PRAPHAKAR, et al., 2018). Tais aplicacdes envolvem principalmente a administracéo
intravenosa de nanoparticulas como uma maneira de atingir tecidos e érgdos especificos.

Nesse contexto, a avaliacdo primaria dos possiveis efeitos toxicos das nanoparticulas
metalicas para as células sanguineas consiste em um tdpico essencial para uma aplicacdo mais
segura dessas nanoestruturas (WEBER, et al., 2018). Com esse objetivo, estudos de
hemocompatibilidade para nanoparticulas metélicas e de 6xidos metalicos ja sdo reportados na
literatura (ANGELOVA, et al., 2017; UCHIYAMA, et al, 2014; RUNDLE, et al., 2016;
GOSHI, et al., 2012). Este também é um estudo relevante para a aplicacdo das nanoparticulas
sintetizadas em biossensores, visando a detec¢do de analitos em amostras sanguineas.

Como grande parte das propriedades e aplicagdes das MNps estéo relacionadas ao seu
tamanho e forma, a avaliacdo destas é de grande importancia de forma a direcionar a aplicacao
das nanoparticulas obtidas. As principais técnicas para avaliacdo destas propriedades sédo o

Espalhamento Dinamico da Luz (DLS) e Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM).

1.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA E TAMANHO DAS MNPS

1.2.1 Espalhamento Dindmico da Luz

Dentre as técnicas mais importantes na caracterizacdo de MNPs, pode-se citar o
Espalhamento dindmico da luz (DLS) e a Microscopia eletrénica de trasnmissdo (TEM), as
quais tem por objetivo determinar o tamanho das particulas sintetizadas.

O DLS é um dos métodos mais utilizados na determinagdo do tamanho de
nanoparticulas metélicas. Nesta analise, a suspensdo de nanoparticulas é exposta a um feixe de
luz. Ao incidir sobre as nanoparticulas que estdo em constante movimento (Movimento
Browniano), a direcdo e a intensidade da luz sdo alterados em um determinado angulo,

conforme pode ser visualizado na Figura 3. Esta andlise, portanto, ird fornecer informacdes
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acerca do movimento das nanoparticulas, o qual é responsavel pelo espalhamento da luz que

foi inicialmente incidida.

Figura 3 — Esquema representando a medida da intensidade da luz espalhada por um &ngulo 6.
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Fonte: Adaptado de Schartl, 2007.

Para amostras monodispersas com particulas ndo-interagentes (ou seja, diluidas), em
movimento Browniano, é possivel extrair o coeficiente de difuséo translacional da particula,
Dt a partir do angulo de espalhamento. Considerando as particulas esfericamente, usa-se a
equacdo de Stokes-Einstein para o calculo do didmetro hidrodindmico, das particulas em
equilibrio térmico com o solvente:

kgT
Dy = 6m N Ry
onde Dré o coeficiente de difuséo, ks ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura, 1 é a
viscosidade do meio dispersante e Ry € o raio hidrodinamico das particulas em suspenséo (LIM
et al., 2013). Entretanto, as particulas em suspensdo nem sempre sdo esféricas e, além disso,
sdo solvatadas ou estabilizadas por outras moléculas (Figura 4). As estruturas ao redor das
nanoparticulas movem-se juntamente com as mesmas e como consequéncia o diametro
hidrodindmico obtido por DLS inclui a camada de hidratacdo e o conjunto de moléculas que
estabilizam as nanoparticulas (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED, 2011).
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1.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo

O diametro real de uma nanoparticula é frequentemente obtido pela técnica de
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) que ndo detecta as moléculas arranjadas ao seu
redor e é capaz de fornecer, deste modo, o tamanho da particula em si, conforme pode ser
visualizado na Figura 4. (LIM et al., 2013).

Figura 4 — Esquema representando o raio hidrodindmico obtido por DLS

Raio hidrodinamico

Fonte: Adaptado de Chaébani, 2019

O TEM é uma técnica que permite a visualizacdo e analise de amostras em escala
nanométrica (1 nanémetro / nm = 10° m). Tal equipamento revela niveis de detalhe e
complexidade de micro e nanoestruturas inacessiveis para um microscépio ético, uma vez que
um feixe focalizado de elétrons de alta energia € utilizado para se “iluminar’ a amostra no TEM.
O equipamento também permite a investigacdo de estruturas cristalinas, orientacdes de
amostras e composi¢des quimicas de fases, precipitados e contaminantes através padréo de
difracéo, raios X e analise de energia eletrénica. (MA; SHIEH; QIAO, 2006)

O fundamento do TEM baseia-se na geracdo de um feixe de elétrons, o qual é
transmitido através de uma amostra suficientemente fina (transparente ao feixe). Os feixes
resultantes da interacdo com a amostra, combinados através da lente objetiva fornecem
informagdo interna do material analisado como morfologia, estrutura cristalina e defeitos. Além
disto, usando detectores especiais, 0s sinais gerados pela interacdo do feixe com a amostra

podem ser coletados, por exemplo, para se obter informagdo da composi¢do da amostra. O
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instrumento usa como fonte de iluminacéo elétrons devido a seu pequeno comprimento de onda
que é inversamente proporcional a energia do feixe incidente na amostra, por exemplo, 0,0025
nma 200 kV e 0,0017 nm a 300 kV, permitindo observar estruturas com resolucéo até em escala
atbmica (WILLIAMS; CARTER, 2009).

Por meio de uma diferenca de potencial aplicado (na ordem de dezenas ou centenas de
kV), um feixe de elétrons é acelerado ao longo da coluna do microscopio, passando por uma
série de aberturas e lentes magnéticas condensadoras antes de atingir a amostra. Ao atingir a
amostra, o feixe de elétrons interage com ela a medida em que a atravessa. A amostra ¢ disposta
entre a fonte de elétrons e um anteparo, onde a imagem ampliada é formada pelo impacto dos
elétrons transmitidos e difratados. A imagem gerada é uma projecao bidimensional da amostra,
em campo claro ou escuro, ou ainda de difracao de elétrons, dependendo do modo de operagéo
do equipamento (ASTUTO, 2020)

O TEM ¢ constituido basicamente por um sistema de iluminagcdo, uma coluna que
contém o sistema de lentes, um sistema de aquisi¢cdo de informacdo, o porta-amostras, e
detectores externos que podem ou ndo serem acoplados ao equipamento. O sistema de
iluminacdo é encarregado de gerar o feixe de elétrons. As principais fontes de emissao de
elétrons utilizadas sdo de emissdo termibnica (filamento tungsténio e LaB6) e de emissdo de
campo (FEG). Dentro da coluna, que deve estar a vacuo, encontram-se o sistema de lentes
condensadoras, objetivas, intermediarias e projetoras. A lente objetiva limita o poder de
resolucdo do microscépio. As lentes intermediarias e projetoras séo as encarregadas de projetar
e magnificar seja a imagem ou o padrdo de difracdo. Finalmente, a imagem é projetada numa
tela fosforescente, podendo também ser impressa num filme fotogréafico, ou capturada por uma
camera CCD. No geral parece um sistema simples, mas existe uma complexidade de elementos
dentro do instrumento, conforme pode ser observado na Figura 5. (WILLIAMS; CARTER,
2009; JEOL 2100, 2004)
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Figura 5 — Esquema geral de um microscopio eletrénico de transmissao
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Fonte: JEOL 2100, 2004

1.3 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE OURO E DE PRATA

As nanoparticulas de ouro sdo geralmente produzidas pela reducdo do acido
tetracloroadrico com varios agentes, como borohidreto, aminas, alcoois, acidos carboxilicos,
citrato de sodio, acido ascorbico e outros. Ao mesmo tempo, moléculas organicas ou polimeros
podem ser adicionados ao sistema para impedir a agregacdo das nanoparticulas formadas. A
morfologia final é geralmente esferica. No entanto, conforme ja dito anteriormente, 0 emprego
de tais agentes quimicos pode vir a causar efeitos negativos na saide humana e no meio
ambiente, uma vez que frequentemente utilizam-se agentes redutores e estabilizantes toxicos.

Portanto, é crucial explorar op¢oes alternativas para a sintese de AuNPs (KHAN et.al.,2019;
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SOUZA; NOGUEIRA; ROSTELATO, 2019; KALIMUTHU, K.; CHA, B.S.; KIM, S.; PARK,
K.S, 2020).

A utilizacdo de estratégias verdes para a producdo de AuNPs apresenta vantagens tanto
ao processo de sintese quanto ao produto final. Uma vez que sdo empregados para as reacdes
compostos e extratos de fontes naturais, procedimentos economicamente mais viaveis podem
ser desenvolvidos. Em alguns casos é possivel ainda a obtencdo de tais extratos a partir de
residuos oriundos de atividades agricolas e agroindustriais, como de cascas, sementes e bagacos
(desde que estejam livres de contaminantes), o que pode otimizar ainda mais o custo do
processo. (KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015). De maneira geral, pode-se afirmar que
extratos vegetais que possuem biomoléculas tais como compostos fenolicos, terpenoides,
flavonoides, polissacarideos, proteinas, enzimas e aminoacidos podem ser empregados na
sintese verde de MNPs como as AuNPs. Tais compostos possuem grupos passiveis de sofrer
oxidagdo e podem atuar tanto como agentes redutores quanto como agentes estabilizantes.
(KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; RAUWEL et al., 2015).

Diversos trabalhos recentes séo reportados na literatura os quais empregam rotas verdes
para a sintese de AuNPs. Manikandakrishnan e colaboradores (2019) relataram a sintese de
AUNPs empregando-se um extrato aquoso de uma alga marinha denominada Caulerpa
racemosa. A sintese se deu misturando-se o extrato de Caulerpa racemosa juntamente com
HAUCIs 1 mol L, na relagdo 1:1 v/v. A mistura permaneceu sob agitacdo durante 24 horas. O
espectro de absorcdo no UV-VIS das referidas nanoparticulas apresentou uma banda de
absorcdo em 528 nm, sugerindo a presenca das AuNPs formadas. A anélise de DLS evidenciou
um diametro hidrodindmico de 425,2 nm e a analise de potencial zeta confirmou a estabilidade
das nanoparticulas formadas, com um valor de -27,4 mV. Os espectros obtidos pela técnica
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para o extrato e para as
nanoparticulas exibiram absor¢des similares. No entanto, no espectro das AuNPs foi observado
uma diminuicdo nas bandas de absorcéo referentes aos estiramentos C-O de &cidos carboxilicos
e aminas e C=0 de amidas, sugerindo que tais grupos estariam envolvidos no processo de
reducdo do ouro para a formacao das nanoparticulas.

Chellapandian e colaboradores (2019) reportaram a utilizacdo do extrato de uma alga
vermelha denominada Gracilaria verrucosa na sintese verde de AuNPs. Para a sintese,
aqueceu-se uma 50 mL do extrato de Gracilaria verrucosa sob 60°C por 20 minutos.
Posteriormente, adicionou-se por gotejamento a solu¢do do precursor metalico HAuCl,, até
atingir a concentragdo de 0,0199 molL . Tal mistura permaneceu sob agitacdo vigorosa por

mais 20 minutos. Pela técnica de UV-VIS observou-se uma banda de absor¢do em 520 nm,
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demonstrando assim a formacdo das nanoparticulas. A analise de TEM revelou diversas
morfologias para as AUNPs (esférica, oval, pentagonal, romboédrica e triangular). O diametro
das nanoparticulas obtidas foi de aproximadamente 20 nm e a analise de potencial zeta revelou
0 carater aniénico das nanoparticulas formadas, com um valor de -21,3 mV. Os autores
concluiram a partir da caracterizacdo das AuNPs obtidas que as biomoléculas presentes no
extrato aquoso de Gracilaria verrucosa, como proteinas, compostos fenolicos e arométicos,
desempenharam um papel importante na formacéo e estabilizacdo das AuNPs.

Thangamani e Bhuvaneshwari (2019) relataram o emprego do extrato da folha de
Simarouba glauca, uma espécie de arvore comum na Ameérica do Sul, na sintese verde de
AuNPs. A sintese se procedeu adicionando-se diferentes aliquotas do precursor metalico (2,7;
2,4;2,1; 1,8 mL) HAuUCI4 na concentragéo de 0,4 mg mL™ juntamente com aliquotas do extrato
de Simarouba glauca (0,3; 0,6; 0,9; 1,2 mL). Dentre esses valores, otimizou-se como condi¢do
6tima de sintese 0,3 mL do extrato e 2,7 mL de HAuCls, uma vez que apresentou 0 menor
didmetro de particula pela analise de TEM, que foi de 10 nm. A anélise de FTIR realizada com
o0 extrato utilizado revelou uma banda referente ao estiramento do grupo C=0. Tal grupamento
provavelmente € responsavel pela reducdo do precursor metalico, promovendo-se, assim, a
sintese das AuNPs. O espectro de UV-VIS revelou uma absor¢do em 530 nm. A analise de
DRX confirmou a estrutura cubica de face centrada apresentada pelo ouro metalico e a analise
de potencial zeta revelou um valor de -29,3 mV.

Com relacdo as AgNPs, apesar de suas excelentes propriedades, sdo reportados
trabalhos anteriores na literatura os quais mencionam que estas podem apresentar niveis de
citotoxicidade e induzir alteragdes cromossémicas, parada do ciclo celular além de ocasionar
um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio. (ASHARANI, et al, 2009;
ANTONY:; SIVALINGAM; CHEN, 2015). No entanto, 0 método de sintese, o tamanho, a
morfologia, funcionalidade e agentes estabilizadores estdo relacionados a esses efeitos.
(GIRON-VAZQUEZ, 2019). Dentre os métodos convencionais de sintese de AgNPs pode-se
citar os fisicos, que envolvem técnicas como evaporagdo-condensacdo, ablacdo a laser,
irradiacdo elétrica, irradiacdo gama e litografia. Os métodos quimicos convencionais envolvem
a reducio da Ag* para Ag® na forma nanoparticulada com reagentes reduores tais como citrato
de sddio, ascorbato e borohidreto de sddio. (GUZEL; ERDAL, 2018). Entretanto, tais métodos
apresentam desvantagens como alto custo, alta demanda de energia, uso de agentes redutores
nocivos & salde e ao meio ambiente e producdo de residuos toxicos. (GIRON-VAZQUEZ,

2019). Neste sentido, faz-se necessario explorar opgdes alternativas para a sintese de AgNPs.
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Diversos trabalhos recentes vém empregando rotas verdes na sintese de AgNPs. E
reportado na literatura o uso de microrganismos como fungos (HULIKERE; JOSHI, 2019;
NANDA;NAYAK; MOORTHY, 2018) e bactérias (DESAI; PATIL; PAWAR, 2020;
DAKHIL, 2017; SHANTHI, et al, 2016) para se promover a sintese de nanoparticulas de prata.

Hulikere e colaboradores (2019) reportaram a sintese de AgNPs empregando-se o fungo
marinho Cladosporium cladosporioides, que foi isolado da alga marrom Sargassum wightii.
Para se realizar a sintese, adicionou-se 10 mL da cultura do fungo previamente purificado a 90
mL de AgNOs; 1 mmol L. A mistura reacional permaneceu sob agitagdo em temperatura
ambiente por determinado periodo de tempo. A suspensdo de AgNPs obtida apresentou uma
banda de absor¢do de UV-VIS em 440 nm, indicando a presenca do nanomaterial formado.
Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo mostraram que
as AgNPs sintetizadas apresentaram morfologia esférica e com um tamanho de particula
variando entre 30 e 60 nm. Uma analise de DRX demonstrou a natureza cristalina das AgNPs,
exibindo picos referentes a estrutura cubica de face centrada caracteristica da prata metalica.

Contudo, a utilizacdo de extratos de plantas apresenta vantagens como facil preparacéo,
uma vez que ndo requer culturas especificas para o crescimento de microorganismos e
processos de purificacdo trabalhosos, além de ser uma op¢do mais econdmica e de facil acesso
para se promover a sintese verde de AgNPs. (HERNANDEZ-MORALES, et al, 2019).

Siddiquee e colaboradores (2019) reportaram a sintese verde de AgNPs empregando-se
extratos da folha de Delonix regia, conhecida como flamboid no Brasil. Neste trabalho, o
extrato atuou como agente redutor e estabilizante para a sintese de AgNPs. A sintese foi
realizada misturando-se aliquotas do extrato de D.regia a uma solugdo de AgNOs, de modo que
a proporcao na sintese fosse de 20:80 V/V. Tal mistura permaneceu sob em agitacao constante
e em temperatura de 25°C por 10 minutos. O espectro de UV-Vis da suspensao revelou uma
Unica banda em 455 nm e a pela analise de DLS obteve-se um diametro hidrodinamico de 72,77
nm. A analise de DRX confirmou a natura cristalina das nanoparticulas sintetizadas, e a partir
da anélise de FTIR pode-se confirmar os fenois e as aminas presentes no extrato de D.regia
atuaram na formacdo das AgNPs.

Ravichandran et al (2019) relataram a sintese verde de AgNPs empregando-se o extrato
aquoso da folha de Parkia speciosa. Para a sintese, misturou-se 1 mL do extrato obtido com 1
mL solugdo de AgNO3 0,01 mol L. A suspenséo obtida revelou uma banda em 410 nm, o que
denota a presenca das AgNPs. A anélise de DRX confirmou a estrutura cubica de face centrada
da prata metalica. A analise de TEM revelou uma morfologia esférica para as AgNPs

sintetizadas e o diametro médio foi igual a 35 nm. Neste trabalho, os flavondides e os compostos
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fendlicos presentes na estrutura do extrato das folhas de P. Speciosa foram os responsaveis por
promover a reducdo da Ag* para a formacédo de AgNPs.

Hamedi e Shojaosadati (2019) realizaram a sintese de AgNPs empregando-se extratos
aquosos da folha da planta Diospyros lotus. A sintese foi realizada de maneira similar as demais
descritas. O espectro de UV-Vis da suspensdo obtida revelou uma banda em 410 nm, referente
a formacdo das AgNPs. A andlise de TEM revelou que as AgNPs sintetizadas possuiam um
diametro médio de 20 nm. Os padrdes de DRX comprovaram a natureza cristalina das AgNPs
sintetizadas. As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostraram a
presenca de nanoparticulas esféricas sem evidéncia de agregados.

Pode-se observar nos trabalhos relatados, referentes as sinteses da nanoparticulas
metalicas, que as andlises de UV-VIS apresentaram valores préximos ao valor caracteristico da
suspensdo de AuNPs de 520 nm e de 410 nm para as AgNPs, confirmando a presenca das
mesmas, sendo sua morfologia esférica. Além disso, as nanoparticulas obtidas apresentaram
boa estabilidade, uma vez que os valores de potencial zeta aproximaram-se do valor
caracteristico de -30 mV. Assim, as AuUNPs e AgNPs obtidas pelas rotas verdes apresentadas
apresentam pequena tendéncia de sofrerem coalescéncia (SEGOTA; HEIMER; TEZAK, 2006).
Os grupamentos passiveis de sofrerem oxidacdo como O-H, C=0, compostos fendlicos e
amidas, presentes nos extratos citados foram responsaveis pela formagdo das nanoparticulas.
Portanto, é possivel afirmar que além de promoverem a reducéo ion Au®* para Au® e do Ag*
para Ag® na forma de nanoparticulas, os extratos empregados nos referidos trabalhos também

foram eficientes agentes estabilizantes para as nanoparticulas formadas.

1.4 POLISSACARIDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS

Polissacarideos sdo polimeros naturais e consistem em um dos principais constituintes
dos seres vivos, exercendo papel essencial na constitui¢do estrutural e na geragao de energia.
Essas biomoléculas sdo formadas por longas cadeias poliméricas de mono-, di- ou
oligossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas. Possuem grupos funcionais tais como —NHo,
—0S0z” , -NH(CO)CHz e —COOH covalentemente ligados ao esqueleto carbdnico em
diferentes posi¢des. Os polissacarideos podem ser extraidos de plantas (incluindo algas),
animais, fungos ou obtidos por fermentacdo microbioldgica. Em plantas superiores, estes
podem ser obtidos de exsudatos, frutos, tubérculos e sementes. (RAVEENDRAN et al., 2013;
CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009).
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Um exsudato consiste em um fluido orgénico emitido através das paredes e membranas
celulares, tanto de animais quanto de plantas, em resposta a uma inflamagdo ou lesdo. Em
plantas, exsudatos sdo produzidos como mecanismo de defesa contra o estresse causado por
injarias fisicas ou ataque de microorganismos, prevenindo uma possivel infeccdo ou
desidratacéo da planta (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003). Nesse processo, ha
a secrecao de um fluido viscoso, geralmente no tronco da planta. Quando exposta ao ar, esse
fluido solidifica-se dando origem a um sélido amorfo e translicido que é conhecido como goma
(CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009; OLORUNSOLA et.al, 2016).

Em geral, gomas de plantas sdo constituidas majoritariamente de polissacarideos,
apresentando uma massa molecular elevada e varidvel. Sua estrutura é composta de uma
variedade de monossacarideos, ligacdes glicosidicas e ramificagdes. (STEPHEN; PHILILIPS;
WILLIAMS, 2006). A intensa aplicacao industrial de gomas de exsudatos € em decorréncia de
sua capacidade de reter agua, produzir géis ou solugdes de alta viscosidade e de incrementar a
estabilidade de emulsdes e espumas. Tais propriedades dependem da estrutura quimica dos
polissacarideos das gomas de exsudatos bem como sua conformacéo em solucdo. (TOSIN, et.al,
2014). Dentre as aplicacOes tecnoldgicas das gomas, destacam-se a sua utilizacdo como agentes
espessantes, gelificantes, emulsificantes, floculantes, adesivos, inibidores de cristalizacgéo,
formadores de filmes e protetores coloidais. (SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).

A estrutura polissacaridica mais abundante encontrada em gomas de exsudatos séo as
arabinogalactanas, como as da Acacia senegal (goma arabica). E composta por uma cadeia
principal de f-D-galactopiranose com ligagdo 1—3 e cadeias laterais compostas por duas a
cinco unidades de B-D-galactopiranose ligadas a cadeia principal por ligagdes 1—6. Ambas as
cadeias contém unidades de a-L-arabinofuranose, a-L-ramnopiranose, S-Dglucuronopiranose,
e 4-O-metil-f-D-glucuronopiranose. Outras gomas de exsudato frequentemente utilizadas
comercialmente sdo a goma ghati (Anogeissus latifdlia), tragacante (Astragalus sp) e caraia
(Sterculia urens). (CUNHA; PAULA,; FEITOSA, 2009).

Outros polissacarideos como as Glucoronoarabinoxilanas (GAX) também sao
encontrados em gomas de exsudatos, embora menos frequentemente. Estudos de caracterizagéo
de tais gomas revelaram uma composicdo variada de monossacarideos, destacando-se a
arabinose, xilose, galactose, fucose e acido urénico. (TOSIN et al., 2013; TOSIN et al., 2014).
O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) € a terceira fruta tropical mais cultivada no Brasil.
Dentre as doencas que podem atingir o abacaxi, a gumose, que é causada pela contaminacgao
pelo fungo Fusarium subglutinans, caracteriza-se pela exsudac¢ao de uma goma a partir da casca

da fruta. O polissacarideo da goma do abacaxi (GA) foi extraido e caracterizado como uma



34

GAX composto por arabinose, xilose, galactose e &cido glucurdnico na razdo molar de
40:23:7:30. A cadeia principal é composta por unidades de B-D-xilopiranose com ligacdes 1—4
altamente substituidas em O-2 e O-3 por unidades de «- arabinofuranose e acido o-
glucuronopiranose, com unidades terminais ndo redutoras de o-arabinofuranose, p3-
arabinopiranose, B—xilopiranose, B-galactopiranose e acido a-glucurdnico piranose (TOSIN et
al., 2013).

1.5 Garcinia conchichinensis

O género Garcinia (Clusiaceae) é composto por cerca de 550 espécies, em sua maioria
arvores, distribuidas em areas tropicais da Africa, América, Polinésia e Asia. Algumas espécies
sdo frutiferas, como a Garcinia mangostana, Garcinia buchananii, Garcinia atroviridis,
Garcinia dulcis, Garcinia xanthochymus e Garcinia cochinchinensis (FARINAZZI-
MACHADO, et al, 2016). Estudos de fitoquimicos tem revelado que as espécies da Garcinia
sdo ricas fontes de metabolitos secundarios, incluindo flavonoides e biflavonoides e alguns
destes compostos apresentam intiimeras atividades bioldgicas. E reportado na literatura estudos
sobre as propriedades antioxidantes (JUNG, et al, 2006; SHARMA,; JOSEPH; SINGH, 2014;
PANDA; ASHAR; SRINATH, 2012), anti-inflamatdrias (SERUJII; KHONG; KUTOI, 2013;
SANTA-CECILIA, et al, 2011; ZHANG, et al, 2014) e até mesmo anti-cancer (AISHA, et al,
2012; LI, etal, 2013; WANG, et al, 2012) de diversas espécies de Garcinia. Usada na medicina
tradicional em vérias partes do mundo, espécies de Garcinia vem sendo estudadas no
tratamento e prevencdo de patologias neurdlogicas como o Alzheimer (WANG, et al, 2016;
SABOGAL-GUAQUETA, et al, 2017) e o Parkinson (ANTALA, et al, 2012). Também é
relatado na literatura sua utilizacdo no tratamento de doencas auto-imunes como lupus
eritematoso (LI, et al, 2015), psoriase (CHEN, et al, 2017) e esclerose multipla (WANG, et al,
2016).

A Garcinia cochinchinensis (Figura 6), conhecida por mangostdo amarelo, garcinia e
falso mangostéo, pertence ao mesmo taxon genérico. E uma fruta nativa do Vietna e é utilizada
pela medicina popular vietnamita. A casca da Garcinia cochinchinensis é usada para curar
alergia, irritacdes e doencas de pele. E encontrada no Brasil e comumente é confundida com a
Garcinia mangostana, em especial na fase jovem do fruto, pela morfologia de suas folhas
(SACRAMENTO et al.,, 2007). A arvore atinge até 20 metros de altura, seus frutos sdo

comestiveis e € uma espécie muito utilizada em parques e jardins publicos.
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Figura 6 - Frutos, flores e folhas da Garcinia cochinchinensis
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Fonte: MACHADO, 2016

Os principais compostos encontrados nos extratos dos frutos, folhas e sementes dessa
espécie sdo benzofenonas poliisoprenadas e biflavondides. Estudos de caracterizacao da flora
do estado do Parana reportam a presenca de espécies do género Garcinia. Contudo, até o
presente momento, sdo escassos 0s relatos a respeito do estudo fitoquimico de G.
cochinchinensis. Nguyen e colaboradores (2011) isolaram e elucidaram benzofenonas
poliisopreniladas (Figura 7) do pericarpo do fruto da Garcinia conchinchinesis. Um estudo
fitoquimico da casca das sementes dessa especie foi realizado, das quais foram isoladas a
morelloflavona (Figura 8) e a garcianina (Figura 9), dois biflavonoides. (SCHAFFKA, et al,
2019).
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Figura 7 — Estrutura quimica de benzofenonas poliisopreniladas isoladas do pericarpo do fruto da Garcinia

conchinchinesis.

Fonte: Nguyen, et al, 2011

Figura 8 — Estrurura quimica da morelloflavona
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Figura 9 — Estrutura quimica da garcianina
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1.6 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS COM NANOPARTICULAS DE
OURO E DE PRATA SINTETIZADAS POR ROTAS VERDES

Ja é reportado na literatura alguns trabalhos utilizando-se da sintese verde de
nanoparticulas de ouro na fabricacao de eletrodos modificados para diversas aplicagdes. Dentre
esses estudos, pode-se citar o trabalho de Taib e claboradores (2019) onde é proposta uma rota
de sintese verde de AUNPs empregando-se um extrato aquoso das folhas de Hibiscus sabdariffa,
gue atuou simultaneamente como agente redutor e estabilizante para a sintese. As
nanoparticulas obtidas foram utilizadas para modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo
(ECV), gotejando-se uma aliquota da suspensédo de AuUNPs na superficie do mesmo e
posteriormente realizou-se a secagem em estufa por 6 horas. O eletrodo desenvolvido foi
utilizado no estudo do processo de eletrooxidagdo de nitrito, um contaminante que esta
relacionado com o desenvolvimento de cancer. O ECV nédo apresentou nenhuma resposta
eletroquimica frente ao analito estudado, apenas corrente capacitiva e ao adicionar a suspensdo
de AuNPs obtida, pode-se observar o pico de oxidacdo do nitrito em 0,8 mV. A elevada area
superficial das AuNPs conferiu ao eletrodo modificado uma maior sensibilidade frente ao

analito em estudo no referido trabalho. O ECV modificado (ECVM) com as AuNPs exibiu
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sensibilidade frente ao processo de eletrooxidacao do nitrito, obtendo-se um limite de detecgéo
de 0,11 nmolL™. Foi observado que o eletrodo desenvolvido apresentou uma estabilidade em
21 dias de estudo, perdendo 20% de sua resposta inicial de corrente. O estudo de
reprodutibilidade de confeccdo do eletrodo apresentou um valor de desvio padrdo relativo
aceitavel menor que 5% (4,27%).

Lima e colaboradores (2018) relataram a utilizacdo da porfirana, um polissacarideo
sulfatado extraido de algas vermelhas como agente redutor e estabilizante na sintese de AuUNPs.
A suspensdo de AuNPs (que apresentou um diametro de 16 nm) foi utilizada na modificacéo
de um eletrodo de pasta de carbono (EPC) para a posterior deteccdo do agente anti-tumoral 5-
flurouracil (5-FU). Estudos de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) mostraram que o nanocompoésito melhorou o desempenho eletroquimico
dos eletrodos, sendo observado um aumento de corrente e uma diminui¢do na resisténcia de
transferéncia de carga. Tal melhora foi atribuida a alta condutividade e grande area superficial
apresentada pelas AuNPs. O EPCM com as AuNPs obtidas pela rota verde proposta
eletrocatalisou o processo de eltrooxidacao do 5-FU, sendo observado uma diminuicdo de 30
mV no valor de potencial de pico de oxidacdo (Epa) para o eletrodo modificado com as AuUNPs
em comparag&o ao eletrodo sem modificagdo. Por voltametria de pulso diferencial (VPD), uma
relacdo linear entre as correntes de pico (lpa) € a concentrag@o de 5-FU foi verificada, na faixa
de concentragdo de 29,9 a 234 pmol L. Os valores de limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacio (LQ) foram de 0,66 e 2,22 umol L, respectivamente. O bom desempenho
analitico do eletrodo modificado foi confirmado para determinacdo 5-FU em uma formulacéo
farmacéutica comercial. O eletrodo desenvolvido apresentou percentagens de recuperacoes
variando de 96,6 a 101,4%, bem como um desvio padrdo relativo aceitavel (RSD = 2,80%).

Emmanuel e colaboradores (2014) reportaram a sintese verde de AuNPs empregando-
se extratos do galho da Acacia nilotica e a posterior aplicacdo da suspensdo obtida como
modificador em eletrodos de carbono vitreo (ECV) para a determinacdo do poluente
nitrobenzeno (NB). A modificagdo do ECV se deu gotejando-se uma aliquota de volume
conhecido das AuNPs obtidas pela sintese verde na superficie do eletrodo previamente limpa,
deixando-se secar em temperatura ambiente. Uma comparagdo por VPD entre o ECV e 0
ECVM com as AuNPs na presenca do analito NB revelou uma maior resposta de corrente para
0 eletrodo modificado com as nanoparticulas obtidas, bem como um deslocamento de potencial
de oxidacdo para regides mais negativas. Os resultados indicaram que o ECVM com as AuNPs
é mais adequado para a determinacdo do NB comparado ao ECV pois as nanoparticulas

conferiram uma maior sensibilidade ao ECV, além de promover a eletrocatalise do processo de
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oxidacéo do analito. Uma relagdo linear entre as correntes de pico do VPD e a concentragdo de
NB foi verificada, na faixa de concentragdo de 0,1 a 600 pmol L. A partir das curvas analiticas
obtidas, calculou-se um limite de detec¢do o qual foi de 0,016 pmol L. A estabilidade do
eletrodo foi avaliada em 8 dias e 92, 3% da resposta inicial de corrente foi mantida. A
reprodutibilidade de confecgéo do eletrodo e a repetibilidade de medida apresentaram valores
de DPR aceitéaveis de 2,1% e 2,7%, respectivamente.

Karuppiah e colaboradores (2015) relataram a sintese verde de AUNPs empregando-se
extratos da folha de Justicia glauca. Posteriormente, realizou-se a modificacdo de um ECV com
a suspensdo de AuNPs obtida e aplicou-se na determinacio de fons Pb?*. Para a modificacéo
do ECV, gotejou-se uma aliquota conhecida de AuNPs sobre a superficie do ECV previamente
limpa, deixando-se secar em temperatura ambiente. Uma comparacdo por VPD entre 0 ECV e
0 ECVM com as nanoparticulas obtidas na presenca de ions Pb?* revelou que, para o eletrodo
sem modificacdo, nenhum processo eletroquimico foi observado. Entretando, 0o ECVM com as
AuNPs apresentou um pico de anodico referente a eletrooxidacdo do analito pode ser
observado, indicando ser um eletrodo adequado para a determinacdo do referido analito. Uma
relacdo linear entre as correntes de pico do DPV e a concentragdo de Pb?* foi verificada, na
faixa de concentragdo de 0,005 a 800 umol L. A partir das curvas analiticas, obteve-se um LD
de 0,07 nmol L%, Bons niveis de reprodutibilidade e repetibilidade de resposta foram obtidos,
com valores de RSD de 2,9 e 3,6 %, respectivamente.

Também € reportado na literatura trabalhos utilizando-se da sintese verde de AgNPs na
fabricacdo de eletrodos modificados para diversas aplicacfes. Dentre esses estudos, pode-se
citar o trabalho de Shivakumar e colaboradores (2017). Neste estudo, empregou-se descarte
industrial da madeira Nilgiri, denominado como licor, para se promover a sintese de AgNPs.
Os ECVs foram modificados com as AgNPs sintetizadas-a partir do gotejamento de uma
solucdo contendo 10 mL da suspensdo das mesmas, 20 mL de Nafion e 980 mL de agua
destilada sobre este eletrodo. Uma comparagéo entre o ECV e 0 ECVM com as AgNPs na
presenca do nitrito revelou que, para 0 ECVM, o potencial de oxidacéao eletroquimico do nitrito
foi menor em comparacdo ao eletrodo sem modificacdo, evidenciando deste modo as
propriedades cataliticas das AgNPs. Além disso, uma maior resposta de corrente para a
eletrooxidacdo do nitrito foi observada para o e ECVM. Isso se deve as propriedades condutoras
bem como a elevada area superficial apresentada pelas AgNPs. Curvas analiticas foram obtidas
por amperometria, na faixa de concentracdo 0,1 - 8,0 mmol L e, a partir delas, obteve-se um
LD de 0,031 mmol L.
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Khalilzadeh e Borzoo (2016) relataram a sintese verde de AgNPs empregando-se extrato
aquoso de cebola. Apos isso, EPCs foram modificados com a suspensdo de AgNPs obtida,
misturando-se a mesma com uma massa conhecida de grafite em pd. Posteriormente, adicionou-
se parafina que atuou como um agente aglutinante. O EPC/AgNPs foi empregado na
determinacdo do &cido ascorbico. Uma comparagdo por VOQ entre um EPC sem modificacéo
e 0 EPC/AgNPs em presenca de uma solucéo de acido ascorbico revelou que o EPC/AgNPs
possui uma maior sensibilidade frente ao analito estudado, uma vez que apresentou maiores
respostas de corrente em comparacéo ao eletrodo sem modificagdo. Curvas analiticas foram
obtidas para 0 EPC/AgNPs frente ao &cido ascorbico numa faixa de concentragdo de 0,4 —450,0
umol L1, obtendo-se um limite de deteccdo de 0,1 pumol L.

A partir dos trabalhos acima citados, pode-se notar que ambos apresentam sinteses
verdes que promovem de maneira eficiente a formacdo das AuNPs e AgNPs. Tais
nanoparticulas sintetizadas melhoraram o desempenho eletroquimico dos eletrodos nao
modificados utilizados. 1sso se deve as propriedades apresentadas pelos nanomaterias como
elevada condutividade, alta area superficial e eletrocatalizacdo. Ressalta-se ainda a praticidade
das sinteses apresentadas, uma vez que 0s extratos naturais atuaram simultaneamente como
agentes redutores e oxidantes, bem como a facil preparacéo dos eletrodos acima mencionados.
Além disso, ambos os eletrodos foram capazes de detectar os analitos mencionados em baixas

concentragoes.

1.7 ANALITOS EMPREGADOS NESTE TRABALHO

1.7.1 Cloridrato de Prometazina

Uma reacdo de hipersensibilidade, comumente denominada de reacdo alérgica,
caracteriza-se por uma resposta imunoldgica exagerada a um determinado antigeno (alérgeno)
e se apresenta em duas fases. A primeira fase, conhecida como fase imediata, ocorre minutos
apos o contato com o alérgeno e caracteriza-se pela liberacdo de mediadores, em especial a
histamina. A histamina é sintetizada e liberada por diferentes células humanas, especialmente
basofilos, mastdcitos, plaquetas, neurdnios histaminergicos, linfocitos e células
enterocromafinicas, sendo estocada em vesiculas ou granulos liberados sob estimulagéo
(CRIADO et al., 2010). Vérios mediadores estdo envolvidos na fisiopatologia das doencas
alérgicas, entretanto, a histamina continua sendo o principal deles, exercendo papel

fundamental na génese dessas doencas, particularmente da rinite e da urticéria. A segunda fase
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é denominada fase tardia ou inflamatéria onde ha a liberagdo de citocinas e interleucinas.
(NUNES; LADEIRA,2005; IBIAPINA et al.,2008; DAVILA et al., 2011; NUNES, 2006). Os
efeitos da histamina sdo mediados pela sua ligacdo com quatro subtipos de receptores: receptor
de histamina (Hi, H2, Hz e Hs). A histamina exerce seus efeitos nas doencas alérgicas
interagindo principalmente com os receptores Hi presentes nos diferentes 6rgdos. No nariz, a
histamina estimula as terminagdes nervosas sensoriais (prurido e espirros), aumenta a
permeabilidade vascular (edema e obstrucdo) e as secrecbes glandulares (coriza). Na pele,
provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (eritema e edema) e estimula as
terminagOes nervosas sensoriais (prurido). Nos pulmdes, atua, principalmente, na musculatura
lisa bronquica (broncoconstri¢do). Os anti-histaminicos sdo denominados de acordo com o
receptor para histamina com o qual interagem. Aqueles que atuam preferencialmente em
receptores Hi, Hz, Hz e Hsa sdo denominados, respectivamente, anti-Hi, anti-H», anti-Hs e anti-
Ha. Os anti-H1 sdo os mais utilizados no tratamento das doencas alérgicas. (CRIADO et al.,
2010; NUNES, 2006).

O Cloridrato de Prometazina (cloridrato de N,N-dimetil-1-fenotiazina-10-il-propan-2-
amina) (PMZ) pertence a primeira geracdo de anti-histaminico Hi e € um derivado fenotiazinico
de cadeia lateral alifatica, que possui atividade anti-histaminica, sedativa, antiemética e efeito
anticolinérgico (Figura 10). E indicada para situagbes de rinite sazonal, reagbes de
hipersensibilidade a medicamentos, prevencao de urticarias, tratamento de picadas de insetos,
reacOes alérgicas oculares (como por exemplo conjuntivite alérgica e nasais). Uma vez que
possuiu efeito sedativo, pode ser utilizada no controle de nduseas, vomitos e enxaqueca além
de prolongar o sono induzido por barbituricos, sendo seu emprego terapeuticamente Gtil em
anestesia clinica. (KAMEI et al., 2005; MENEGATTI et al., 2004).

Figura 10 — Estrutura do anti-histaminico Cloridrato de Prometazina

H3C\N/CH3
* HCI
HsC
N
S

Fonte: A autora.
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Apesar de seus efeitos benéficos, como um receptor anti-histaminico Hi, a prometazina
pode causar efeitos adversos a satude humana. Os receptores Hi encontram-se distribuidos no
sistema nervoso central e os anti-H: podem ocasionar efeitos tais como: sedacédo, variando de
sonoléncia leve a sono profundo; depresséo, identificada por sintomas do tipo distdrbio de
coordenacao, tontura, lassiddo e falta de concentracdo. Os anti-H; de primeira geracdo, como
no caso da PMZ, sdo bastante lipossoliveis, tém baixo peso molecular e alta afinidade pelos
receptores Hi cerebrais, 0 que faz com que os efeitos anteriormente citados ocorram com
frequiéncia, mesmo em doses terapéuticas. Alem disso, pode apresentar efeitos farmacoldgicos
ndo relacionados a ligagdo ao receptor Hi, podendo também ligar-se a receptores muscarinicos,
ocasionando boca seca, taquicardia e retencdo urinaria. (NUNES, 2006). Devido a sua ampla
utilizacdo e a seus possiveis efeitos adversos, a determinacdo da PMZ em formulagdes
comerciais é de grande importancia. Inimeras técnicas ja foram anteriormente empregadas na
determinacdo da PMZ em compostos farmacéuticos, tais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (WOJCIAK-KOSIOR; SKALSKA; MATYSIK, 2006; GILPIN; GILPIN, 2007),
eletroforese capilar (LARA, et al.,2005) e espectrofotometria aliada a injecdo de fluxo.
(DANIEL; GUTZ, 2003; FENG et al., 2007; RAMA et al., 2004). Apesar de tais métodos
apresentarem uma boa sensibilidade, sdo em sua maioria métodos caros, em muitos casos €
necessario um pré-tratamento da amostra antes da analise, bem como a utilizacéo de solventes
toxicos. Nesse sentido, as técnicas eletroanaliticas revelam-se uma excelente alternativa a tais
métodos, uma vez que apresenta um menor custo, um menor tempo de analise e possibilita a
medicdo diretamente na amostra, sem a necessidade de um tratamento prévio. (GALLI, et.al.,
2006; JESUS et al, 2011; RIBEIRO, et al, 2008).

1.6.2 5-Fluorouracil

O céancer caracteriza-se na rapida multiplicacéo e disseminacéo de células anormais que
crescem em ritmo superior ao natural e de modo desordenado, podendo invadir outros érgéos e
regides do corpo. (INCA, 2015). Consequentemente, as células cancerosas vao substituindo as
saudaveis e os tecidos invadidos vao perdendo suas fungdes. (ALMEIDA et al., 2005).

A quimioterapia é o principal tratamento realizado contra o cancer. O objetivo de uma
quimioterapia é a destruicdo das células doentes. Todavia, a maior parte dos agentes
guimioterapicos utilizados atualmente atua de modo ndo especifico, comprometendo assim as

células saudaveis. Assim, células saudaveis, em especial as de rapido crescimento, como as
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gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico, séo afetadas pela quimioterapia. Esta
é a razdo pela qual frequentemente observam-se efeitos colaterais deste tipo de tratamento,
como nauseas, perda de cabelo e maior vulnerabilidade a infec¢des. (ALMEIDA et al., 2005).
Em geral, o mecanismo de acdo da maior parte dos agentes quimioterapicos consiste na
interacdo direta com os acidos nucleicos DNA e RNA, e/ou na inibigdo dos mecanismos
bioquimicos envolvidos em sua sintese e replicacdo. (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,
2003).

O 5-fluorouracil (Figura 11) € um agente quimioterapico amplamente utilizado no
tratamento de tumores do colo do utero, coélon, mama, estdbmago e pancreas.
(HEIDELBERGER; ANSFIELD, 1963; HUA et al., 2013). O mecanismo de acdo deste
medicamento baseia-se na incorporacao direta aos acidos nucleicos quanto por meio da inibicéo
de sua biossintese das células cancerosas. (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). No
entanto, o 5-FU tem algumas limitacdes na aplicagdo clinica devido a sua nao especificidade,
resultando em possiveis efeitos colaterais graves. O monitoramento da concentragdo de 5-FU
livre circulante na corrente sanguinea é uma estratégia clinica para se avaliar as variacdes
individuais no metabolismo e na resposta ao tratamento. (CATALDI et al., 1988; PRASAD et
al., 2012).

Figura 11 — Estrutura quimica do agente quimioterapico 5-FU

O
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Fonte: A autora.

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e seletivos para
concentragfes de 5-FU em produtos farmacéuticos e amostras bioldgicas € extremamente
importante. Varias técnicas analiticas foram propostas para a deteccéo de 5-FU, como HPLC
(SANSON, et al, 2011), eletroforese capilar (LIU, et al, 2018; SANCHEZ; VALENZUELA;
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RODRIGUEZ-CACERES, 2015), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(L1, et al, 2018), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (YU, et al, 2012) e
espectroscopia de fluorescéncia. (KHOT, et al, 2010). Apesar do bom desempenho analitico
dos métodos citados, estes muitas vezes proporcionam analises lentas e de custo elevado, uma
vez que usualmente exigem procedimentos laboriosos de preparacdo de amostras, aléem de
fazerem uso de equipamentos bastante caros. Assim, o desenvolvimento de métodos mais
praticos, rapidos e de baixo custo para a determinacdo de 5-FU torna-se um topico de grande
importancia. (HUA et al.,, 2013). Dentro deste contexto, as técnicas eletroquimicas séo
alternativas as técnicas mencionadas para a deteccdo de 5-FU. Os métodos eletroanaliticos
apresentam vantagens tais como baixo custo, boa sensibilidade e seletividade, possibilidade de
miniaturizacdo e de andlises diretamente na amostra (LIMA, et al, 2018)

Ja é relatado na literatura estudos que empregam técnicas eletroanaliticas na
determinacdo do 5-FU. Como exemplo pode-se citar o trabalho de Zahed e colaboradores
(2018). Neste estudo, modificou-se um eletrodo de grafite com um nanocompésito de AgNPs
com polianilina e nanotubos de carbono (AgNPsS@PANINTS). O eletrodo foi posteriormente
utilizado na determinacédo do 5-FU. Estudos de caracterizacdo do eletrodo modificado por VC
e VPD mostraram uma maior sensibilidade ao 5-FU para o AQNPS@PANINTs em comparagéo
aos eletrodos sem modificacdo. Um estudo de pH empregando-se 0 AQNPs@PANINTS revelou
que o pH 8 foi o ideal para a determinacdo do 5-FU, apresentando uma maior resposta de
corrente. Curvas analiticas foram construidas na faixa de concentracéo de 1.0 umol L™ & 300
umol Lt e o limite de detecgdo calculado foi de 0,06 pmol L. Estudos de deteccéo do 5-FU
com o AgNPs@PANINTSs em amostras de sangue apresentaram percentagens de recuperagao
de 95,08 a 101,8%.

Bukkitgar e Shetti (2016) descreveram a obtencdo de um eletrodo de um EPC
modificado por deposicéo eletroquimica de azul de metileno para a determinacgéo do 5-FU. Uma
comparacéo por VC entre o EPC e 0 EPCM com azul de metileno na presenca de 5-FU mostrou
um ganho de corrente bem como uma diminuicdo de potencial de oxidacdo do analito para o
EPCM, demonstrando assim que a modificacdo do EPC com o azul de metileno foi vantajosa
na determinagdo do 5-FU. Curvas analiticas foram obtidas por VPD na faixa de concentracdo
de 4x107° & 1x10~" mol L com um LD de 2,04 nmol L e um LQ de 6,18 nmol L. Além
disso, o eletrodo desenvolvido demonstrou boa reprodutibilidade para a determinacéo do 5-FU,
com um valor de DPR de 1,4%.

Rahimi-Nasrabadi e colaboradores (2020) obtiveram um EPCM incorporando-se um

composito de tungstato de praseodimio e érbio (Pr:Er). Realizou-se uma comparacdo por VC
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na presenca de 5-FU de um EPC sem modificagdo e EPCMs com diferentes quantidades do
compdsito de tungstato de praseodimio e érbio incorporados na pasta. Pode-se verificar que o
EPC sem modificacdo apresentou a menor resposta de corrente em comparacdo aos
modificados. O EPC modificado com uma propor¢do de 5% do compdsito de tungstato de
praseodimio e érbio na pasta apresentou a maior resposta de corrente, portanto, essa propor¢do
foi escolhida nos estudos subsequentes. Estudos de reprodutibilidade e repetibilidade
apresentaram valores de DPR de 3,6% e 1,02%, respectivamente. Curvas analiticas foram
obtidas na faixa de concentragio de 0,01 a 50 pmol L e a partir dessas curvas, com um LD de
0,98 nmol L. Andlises em formulacdo farmacéutica comercial empregando-se o eletrodo
desevolvido revelaram porcentagens de recuperacéo de 96,4 a 104,4%.

Neste sentido, o presente trabalho propbe o desenvolvimento de dois dispositivos
eletroquimicos simples e eficientes obtidos com a modificacdo de AuNPs e AgNPs sintetizadas
por rotas verdes para a determinacdo do Cloridrato de Prometazina e do 5-Fluorouracil,
respectivamente. Tais dispositivos baseiam-se na modificacéo de eletrodos de pasta de carbono
modificados com AuNPs estabilizadas na GA ou AgNPs estabilizadas na GAR. Ressalta-se que
a utilizacdo da goma do abacaxi e da Garcinia cochinchinesis na sintese de nanoparticulas

metalicas € inédita, ndo sendo reportado nenhum trabalho anterior na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro e
de prata estabilizadas na goma do abacaxi (GA) e no extrato de Garcinia cochinchinesis (GAR),
respectivamente (AuNPs-GA e AgNPs-GAR). As AuNPs-GA serdo empregadas na
modificacdo de eletrodos de pasta de carbono vitreo (EPCV/AUNPs-GA) para a determinacéo
eletroquimica do Cloridrato de Prometazina e a hemocompatibilidade deste nanomaterial sera
avaliada por meio de testes com sangue. As AgNPs-GAR serdo empregadas na modificacédo de
eletrodos de pasta de carbono (EPC/AgNPs-GAR) para a determinacdo eletroquimica do 5-

Fluorouracil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar as suspensdes de AUNPs-GA e AgNPs-GAR e caracteriza-las utilizando as
técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS),
espectroscopia da regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
difracdo de raios X (DRX), espalhamento dinamico da luz (DLS); determinacdo do
potencial zeta (Potencial-{) e por meio de microscopia eletronica de transmissdo (TEM);

e Preparar eletrodos de pasta de carbono vitreo modificados com AuNPs-GA
(EPCV/AUNPs-GA), bem como eletrodos ndo modificados (EPCV) e eletrodos
modificados apenas com a GA (EPCV/GA), e caracterizar 0s mesmos por técnicas
eletroquimicas (voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia quimica);

e Avaliar a hemocompatibilidade das AuNPs-GA através de testes em leucdcitos e
eritrocitos humanos;

e Modificar eletrodos de pasta de carbono com AgNPs-GAR (EPC/AgNPs-GAR) e
comparar a resposta dos mesmos com eletrodos nd&o modificados (EPC) e eletrodos
modificados apenas com a GAR (EPC/GAR). Caracterizar estes eletrodos por técnicas
eletroquimicas;

e Determinar as melhores condi¢Ges de resposta do EPCV/AuNPs-GA e do EPC/AgNPs-
GAR como pH, tipo de eletrdlito suporte, além dos parametros da voltametria de onda

quadrada (incremento AE, frequéncia f e amplitude a) por planejamento fatorial Box-
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Behnken para a determinacdo de PMZ e do 5-FU em formulagdo farmacéutica

comercial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

A goma do abacaxi (GA) foi cedida pela Profé. Dré. Fernanda Simas, do Departamento
de Biologia Celular (Biocel) da Universidade Federal do Parana (UFPR), extraida e
caracterizada de acordo com procedimento descrito na literatura. (TOSIN et al., 2013). O
extrato alcoolico de Garcinia cochinchinesis (GAR) foi cedido pela Proft. Dr? Cassia
Magalhées, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
Todas as solugdes foram preparadas com agua destilada. O carbono vitreo em pd, a PMZ, os
sais KsFe(CN)s e KaFe(CN)s, 0 acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCl4.3H20) e o nitrato
de prata (AgNOs) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O grafite em p6 foi adquirido da
Fluka®. Todos os demais reagentes empregados na preparacio de solucdes e dos eletrodos
foram de grau analitico, e utilizados sem purificacdo prévia. Para a preparacdo do tampéo
Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L* foram empregados os acidos acético (CHsCOOH),
fosforico (HsPOa) e borico (H3BOs). As solugdes estoque de PMZ e 5-FU foram preparadas
imediatamente antes do uso, dissolvendo-se a quantidade apropriada do fa&rmaco em &gua
destilada, para obtencéo de uma concentragdo igual a 1 x 102 mol L.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Ouro Estabilizadas na GA (AuNPs-GA) e de Prata
Estabilizadas na GAR (AgNPs-GAR)

Para a obtencdo das nanoparticulas de ouro estabilizadas na GA (AuNPs-GA),
adicionou-se uma aliquota da solucdo estoque de GA (10 mg mL? ) sobre um volume
apropriado de HAuUCI4.3H20 e H20 destilada, de modo que as concentracdes finais na mistura
reacional fossem de 3 mg mL™? de GA e e 1,5 mmol L* for HAuCl4+.3H20. Em seguida,
adicionou-se gotas de uma solugdo de NaOH 2,0 mol L até atingir o pH 11,0. A reagéo foi
mantida sob agitagdo magnética e em aquecimento em banho-maria (70 °C) durante 25 minutos
e observou-se a mudanca de coloragdo do meio reacional de amarelo para vermelho escuro.
Ap0ds iss0, a suspensdo resultante foi resfriada até temperatura ambiente.

Para a sintese das AgNPs-GAR, adicionou-se uma aliquota da solugéo estoque de GAR

(2 mg mL1) sobre um volume apropriado de AgNO3 (10 mmol L) e H-O destilada, de modo
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que as concentracdes finais na mistura reacional fossem de 0,1 mg mL? de GAR e 0,5 mmol
L para o AgNOs. Posteriormente, adicionou-se gotas de NaOH 2 mol L™ até o pH 11,0. A
reacao foi mantida sob agitacdo magnética e em banho de gelo durante 10 minutos e observou-
se a mudanca de coloracdo do meio reacional de incolor para amarelo.

As AuUNPs-GA e AgNPs-GAR formadas foram devidamente acondicionadas em
recipientes apropriados, com a posterior realizacdo das analises de DLS e de potencial Zeta
(equipamento Malvern, modelo NanozZ590). Quando ndo utilizadas, as suspensdes foram

mantidas refrigeradas.

3.2.3 Caracterizacao das Nanoparticulas Metéalicas

Seguiu-se 0s mesmos procedimentos para a caracterizacdo de ambas as nanoparticulas
sintetizadas. As suspensdes obtidas das nanoparticulas metélicas, AUNPs-GA e AgNPs-GAR,
foram inicialmente caracterizadas por espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-
visivel (equipamento Varian, modelo Cary 50). A obtencao dos espectros de FTIR foi realizada
no modo de reflectancia total atenuada (attenuated total reflectance — ATR) em espectrometro
PerkinElmer (modelo Frontier), para filme cast da suspenséo de AUNPs-GA e das AgNPs-GAR
depositado sobre substrato de silicio previamente limpo. O filme foi obtido pelo gotejamento
de uma aliquota da suspenséo sobre o substrato, seguido pela secagem do mesmo. Para fins de
comparagcao, espectros de FTIR para um filme cast de uma solucdo de GA 10 mg mL? e de
GAR 2 mg mL™* foram também obtidos. Em ambos os casos, os espectros foram registrados na
faixa de 4000 a 500 cm™,

Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratdbmetro Rigaku Ultima IV operando
a40 kV com corrente de 30 mA e com fonte de radiagio Cu Ka de comprimento de onda igual
a 1,54 A, para amostra das AuNPs-GA liofilizadas (em liofilizador Liotop, modelo L202). Os
dados foram coletados para valores de 20 na faixa de 10° a 80°, a uma velocidade de varredura
igual a 2° min'.

As imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM) para as AUNPs-GA foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parand em
microscopio eletronico de transmisséo JEOL JEM 1200EX-II. Para as AgNPs-GAR, essas
analises foram realizadas no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM)
em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL JEM-1400 Plus operando a 120 kV. As
amostras foram preparadas pelo gotejamento de 10 pL da suspensdo de AuNPs-GA e das

AgNPs-GAR sobre grids de carbono recobertos com cobre, seguido da secagem em
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temperatura ambiente. Para a construcdo do histograma de distribuicdo de tamanho, contou-se
aleatoriamente 450 particulas e anotou-se seus respectivos tamanhos, utilizando-se o programa
Image J a partir das imagens geradas pelo TEM. A partir destes dados construiu-se o grafico de

numero de ocorréncias em fungdo do diametro.

3.2.4 Preparacéo dos Eletrodos Modificados e Ndo Modificados

A pasta de carbono vitreo (EPCV) e de grafite (EPC) ndo modificadas foram preparadas
por meio da mistura e homogeneizacdo de 50 mg de carbono vitreo ou grafite em p6 com um
volume fixo de 10 pL de 6leo mineral (Nujol®). A pasta foi entdo devidamente introduzida e
compactada na extremidade do corpo do eletrodo, resultando ho EPCV ou EPC ndo modificado.

A confecc¢éo dos eletrodos modificados (EPCV/AuUNPs-GA, EPCV/GA, EPC/AgNPs-
GAR e EPC/GAR) deu-se de maneira semelhante a dos ndo modificados. Ao carbono vitreo
em po6 foram acrescentadas diferentes aliquotas de AuNPs-GA (125, 250, 500 e 1000 uL), no
caso do EPCV/AuUNPs-GA e 75 pL da solugdo da GA (de concentracdo 10 mg mL™) no caso
do EPCV/GA. Para 0 EPC/AgNPs-GAR, ao grafite, foram adicionadas diferentes aliquotas de
AgNPs-GAR (250, 500, 750 e 1000 pL) e no caso do EPC/GAR 25 uL da solucdo da GAR (de
concentragdo 2 mg mL™Y).

Apdbs homogeneizagdo e secagem de tais misturas sob fluxo de ar, acrescentou-se para
cada caso 10 uL de 6leo mineral, homogeneizando-se as misturas novamente. As pastas de
carbono vitreo modificadas foram entdo inseridas no corpo de eletrodo, assim como no caso
dos eletrodos ndo modificados. A limpeza dos eletrodos foi realizada a partir da renovacéao de
sua superficie em papel e em placa de vidro. Quando ndo utilizados, os mesmos foram

acondicionados secos e a temperatura ambiente.

3.2.5 Caracterizacao Eletroquimica dos Eletrodos

As medidas eletroquimicas com os eletrodos modificados (EPCV/AuUNPs-GA,
EPCV/GA, EPC/AgNPs-GAR e EPC/GAR), ou sem modificacdo (EPCV e EPC), foram
realizadas a temperatura ambiente em uma célula convencional de 10 mL, a qual foram
conectados trés eletrodos, sendo empregados os eletrodos modificados e ndo modificados como
eletrodos de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e um fio de platina
como contra-eletrodo. Os experimentos para a caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos foram

realizados por meio das técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
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eletroquimica (EIE), utilizando-se como eletrélito suporte uma solugdo equimolar de
K4Fe(CN)s/KsFe(CN)s 0,010 mol L (sonda eletroquimica), preparada em tampdo fosfato-
salino (PBS) 0,15 mol L™ pH 6,5. As medidas de VVC foram realizadas na faixa de - 0,7 V a +
0,9 V, com uma velocidade de varredura de potencial (v) igual a 50 mV s, Para as medidas de
EIE, uma onda senoidal de 10 mV foi aplicada sobre os eletrodos em potencial de circuito
aberto, na faixa de frequéncias de 10 kHz a 100 mHz. Todas as medidas foram conduzidas em
um potenciostato/galvanostato Autolab (modelo PGSTAT 100), controlado pelo software
NOVA 2.1.3.

3.2.6 Determinacdo Voltamétrica do Cloridrato de Prometazina

O comportamento voltamétrico da PMZ foi verificado por VC empregando-se o
EPCV/AuUNPs-GA, o EPCV/GA e 0 EPCV ndo modificado. Para estes estudos, empregou-se
uma concentragdo de PMZ igual a 1,96 pumol L, sendo as medidas realizadas em KCI 0,1 mol
L. Em condicBes apropriadas e empregando o EPCV/AUNPs-GA, um estudo em diferentes
velocidades de varredura de potencial (10-100 mV s*) foi realizado, para determinacgdo da
natureza do transporte de massa que governa a reacao de oxidacdo da PMZ sobre o eletrodo
modificado.

Para avaliacdo do efeito da variacdo do pH do eletrélito de suporte sobre a resposta
voltamétrica do EPCV/AuUNPs-GA na presenca do analito foi empregada a técnica de
voltametria de onda quadrada (VOQ). As medidas foram realizadas em tampéao BR 0,04 mol L-
! em diferentes valores de pH (3,0 a 7,0), e na presenca de uma concentracéo fixa de PMZ igual
a 4,76 x 10 mol L 1. Uma vez estabelecido o pH 6timo para a determinagio da PMZ, avaliou-
se a influéncia do eletrélito de suporte sobre a resposta do EPCV/AuNPs-GA na presenca do
analito na concentracdo de 4,76 x 10* mol L. Tais medidas foram realizadas utilizando-se
VOQ. As seguintes solucdes-tampdo foram testadas (no pH escolhido): tampdo Mcllvaine
(4cido citrico e NazHPO4), tampdo BR 0,04 mol L (HsPO4, HsBOs e CHsCOOH), tampao
citrato (&cido citrico e citrato de sddio) e tampao acetato (CH3COOH e CHzCOONa).



52

3.2.7 Otimizagéo dos Parametros da VVoltametria de Onda Quadrada (VOQ) Empregando-se
0 EPCV/AUNPs-GA para a Determinagéo do PMZ

A fim de que uma maior sensibilidade de corrente fosse alcancada para a deteccdo da
PMZ com o EPCV/AuNPs-GA, os parametros da VOQ (incremento AE, frequéncia f e
amplitude a) foram otimizados. As medidas foram realizadas em meio de tamp&o Mcllvaine
pH = 5,0, na presenca de 4,76 x 10 mol L da PMZ. A otimizacio foi conduzida de maneira
multivariada por meio de um planejamento fatorial Box Behnken, de acordo com a Tabela 1.
Os parametros da VOQ otimizados foram entdo aplicados na obtencdo das curvas analiticas
para a PMZ. Os valores dos fatores escolhidos foram baseados em experimentos previamente

realizados.

Tabela 1 - Niveis e fatores estudados no Planejamento Box Behnken para a otimizacéo dos parametros da VOQ
para 0 EPCV/AUNPs-GA na determinacéo da PMZ

Fatores -1 0 +1
AE (mV) 6 8 10
a(mv) 80 90 100
f (Hz) 80 100 120

3.2.8 Obtencdo de Curvas Analiticas com o EPCV/AuUNPs-GA na Presenca da PMZ

As curvas analiticas foram obtidas por VOQ, na faixa linear de concentracdes de 3,98 a
15,7 pmol L de PMZ, e empregando-se 0 EPCV/AuUNPs-GA nas condi¢les experimentais
otimizadas nos itens anteriores. Os valores dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo
(LQ) foram calculados segundo os critérios definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003). Parametros como precisao intra e inter-corrida, assim
como a reprodutibilidade de preparagdo dos eletrodos foram também avaliados, com o0s
resultados expressos na forma de porcentagem de desvio padrdo relativo a média (%DPR). O
nivel de exatiddo dos EPCV/AuUNPs-GA para a determinacéo da PMZ foi avaliado por meio de
ensaios de recuperacdo em eletrolito suporte puro. Uma quantidade conhecida do farmaco foi
adicionada ao eletrolito, e sua determinagdo foi feita em seguida empregando-se a equacao da

reta obtida na curva analitica determinada anteriormente.
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3.2.9 Determinagdo da PMZ em Formulagdes Farmacéuticas Comerciais

A potencialidade de aplicacdo do EPCV/AuUNPs-GA para a determinacdo da PMZ em
amostras de formulacdo farmacéutica foi estudada por meio da realizacdo de ensaios de
recuperagdo empregando quatro amostras de medicamentos, trés na forma de comprimidos e
uma na forma de solucdo oral. As solugdes foram preparadas em agua destilada e, para 0s
medicamentos na forma de comprimido, estas foram posteriormente filtradas. O medicamento
na forma de solucao oral dispensou uma filtracdo posterior. Aliquotas das solucGes estoque das
formulacdes comerciais preparadas foram adicionadas a cela eletroquimica, correspondendo a
concentracéo final de PMZ 9,90 pmol L. Sua determinagcéo foi feita em seguida empregando-
se a equacdo da reta obtida na curva analitica determinada anteriormente. Para tais medidas,

empregou-se o tampdo Mcllvaine em pH 5,0, como eletrolito suporte.

3.2.10 Ensaios de Hemocompatibilidade

3.2.10.1 Ensaio de citotoxicidade em leucécitos humanos

Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas em tubos heparinizados e misturadas com
solugdo de dextrano a 0,5% (m/v). A mistura foi deixada repousar por 45 minutos e 0s
leucdcitos foram separados por sedimentacdo diferencial. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado, centrifugado por 10 min a 2000 rpm e o sedimento obtido foi suspenso em uma
solugdo de tampdo de lise eritrocitaria (150 mmol L™* NH4CI, 10 mmol L' NaHCO3 e 1 mmol
L EDTA), homogeneizado e deixado por 5 min. Os tubos foram centrifugados por 2 min a
2000 rpm e o sedimento foi lavado novamente com o tampéao de lise dos eritrocitos. Em seguida,
o sedimento obtido foi suspenso em 2 mL de solugdo tampao de Hank (5,4 mmol L KCI; 0,3
mmol Lt NaHPO4; 0,4 mmol L™* KH2POy4; 4,2 mmol L™* NaHCOs; 0,5 mmol Lt MgCly; 122,6
mmol L NaCl; 0,01 mmol L D-glicose; 10 mmol L* Tris-HCI; 1,3 mmol L CaCly; pH 7,4).
A concentracdo de leucocitos foi ajustada para 2 x 10° células mL™ com a solugdo tamp&o de
Hank.

O efeito citotoxico de AUNPs-GA e GA em leucdcitos foi determinado pelo ensaio de
exclusao do azul de tripano, seguindo um método previamente relatado. Primeiramente, 2,5 puL
de AuNPs-GA foram misturados com suspenséo celular e incubados por 3 h a 37 °© C em banho-
maria. Apos a incubacdo, 50 pL de suspensdo de células foram misturados com 50 pL de 0,4%

(m/v) de solucdo de azul de Tripan e deixados por 5 minutos. A viabilidade celular foi
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determinada microscopicamente em uma cadmara de Neubauer e calculada como o numero de
células vivas (aquelas que ndo foram coradas com azul de Tripan) dividido pelo nimero total
de células multiplicadas por 100%. Agua destilada e solugdo de 10 mmol L de hidroperdxido

de terc-butil (TBHP) foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente.

3.2.10.2 Ensaio de fragilidade hosmotica em eritrocitos humanos

Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas em tubos contendo EDTA e os eritrocitos
foram separados por centrifugagcdo das amostras de sangue a 2000 rpm por 5 min. A fragéo
plasmatica obtida foi descartada e o sedimento celular foi lavado trés vezes com tampao PBS
0,15 mol L. A influéncia dos AuUNPs-PG e PG nos eritrécitos humanos foi avaliada medindo
sua resisténcia a hemdlise em concentracGes crescentes de solugdes de NaCl, como descrito
anteriormente. Em resumo, 500 pL de eritrocitos, 100 pL de AuNPs-PG ou PG e 900 pL de
solug@o de PBS foram incubados por 3 h a 37 °C em banho-maria. Ap0s a incubacao, as misturas
foram centrifugadas por 10 min a 2500 rpm e os sobrenadantes foram descartados. Os
eritrocitos foram lavados duas vezes com tampéo PBS 0,15 mol L-1, centrifugados a 2500 rpm
por 2 min e o sobrenadante foi novamente descartado. Dois conjuntos duplicados de tubos de
ensaio contendo 1,5 mL de solucdes de NaCl a 0,0 - 0,9% (m/v) em agua destilada foram
incubados com 7,5 pL de eritrdcitos tratados ou ndo tratados por 20 minutos. Em seguida, 0s
tubos foram homogeneizados e centrifugados a 2000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante obtido de cada tubo foi transferido para uma microplaca e o contetdo de
hemoglobina foi medido a 540 nm em um leitor de microplacas (Leitor Hibrido Biotek

HQuant® Synergy H1). Agua destilada foi usada como controle.

3.2.10.2 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 5.0. Os valores foram
expressos como média + desvio padrdo (DP). Foi realizada analise de variancia unidirecional
(ANOVA), com nivel de confianca de 95%, e os resultados foram considerados
significativamente diferentes quando p <0,05.
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3.2.13 Determinacgdo Voltamétrica do 5-Fluorouracil

O comportamento voltamétrico do 5-FU foi verificado por VC empregando-se o
EPC/AgNPs-GAR, 0 EPC/GAR e 0 EPC ndo modificado. Para estes estudos, empregou-se uma
concentracéo de 5-FU igual a 4,76 x 10 mol L, sendo as medidas realizadas em tampéo BR
0,04 mol L't pH 8,0. Nas condig@es otimizadas e empregando o EPC/AgNPs-GAR, um estudo
em diferentes velocidades de varredura de potencial (10-100 mV s*) foi realizado, para
determinacdo da natureza do transporte de massa que governa a reacao de oxidacdo do 5-FU
sobre a superficie do EPC/AgNPs-GAR.

Para avaliacdo do efeito da variacdo do pH do eletrélito de suporte sobre a resposta
voltamétrica do EPC/AgNPs-GAR na presenca do 5-FU, empregou-se a técnica de voltametria
de onda quadrada (VOQ). As medidas foram realizadas em tampdo BR 0,04 mol L, em
diferentes valores de pH (2,0 a 12,0), e na presenca de uma concentracédo fixa de 5-FU igual a
4,76 x 10 mol L. Apods estabelecer o pH 6timo para a determinagdo do analito, avaliou-se a
influéncia do eletrolito de suporte sobre a resposta do EPC/AgNPs-GAR na presenca do analito
na concentracgdo de 4,76 x 10 mol L. Para essas medidas empregou-se a VOQ. As seguintes
solugbes-tampédo foram testadas (no pH escolhido): tampdo PBS 0,15 mol L , tamp&o
Mcllvaine, tamp&o BR 0,04 mol L, tamp&o HsBO3.KCl — NaOH e tampao fosfato.

3.2.14 Otimizacdo dos Parametros da Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) Empregando-se
0 EPC/AgNPs-GAR para a Determinacgdo do 5-FU

Os parametros da VOQ (incremento AE, frequéncia f e amplitude a) foram otimizados
de maneira multivariada, empregando-se um planejamento fatorial Box-Behnken, de acordo
com a Tabela 2. As medidas foram realizadas em meio de tampdo Mcllvaine pH = 5,0, na
presenca de 4,76 x 10 mol L da 5-FU. Os parametros da VOQ otimizados foram aplicados
na obtencdo das curvas analiticas para a 5-FU. Os valores dos fatores escolhidos foram baseados

em experimentos previamente realizados.
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Tabela 2 - Niveis e fatores estudados no Planejamento Box Behnken para a otimizacdo dos parametros da VOQ
para o EPC/AgNPs-GAR na determinag&o do 5-FU

Fatores -1 0 +1
AE (mV) 11 14 17
a(mv) 60 80 100
f (Hz) 45 65 85

3.2.15 Obtencédo de Curvas Analiticas para 0 EPC/AgNPs-GAR na Presenca de 5-FU

Curvas analiticas foram obtidas por VOQ, na faixa linear de concentracdes de 3,0 x 10
> to 3,0 x 10* mol L' de 5-FU, e empregando-se 0 EPC/AgNPs-GAR nas condicoes
experimentais otimizadas nos itens anteriores. Os valores dos limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) foram calculados segundo os critérios definidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003). Parametros como precisdo intra e inter-
corrida, assim como a reprodutibilidade de preparacéo dos eletrodos foram também avaliados,
com os resultados expressos na forma de porcentagem de desvio padrdo relativo a média
(%DPR). O nivel de exatiddao dos EPC/AgNPs-GAR para a determinacao do 5-FU foi avaliado
por meio de ensaios de recuperacdo em eletrélito suporte puro. Uma quantidade conhecida do
farmaco foi adicionada ao eletrolito, e sua determinacéo foi feita em seguida empregando-se a

equacdo da reta obtida na curva analitica determinada anteriormente.

3.2.16 Determinacdo do 5-FU em Formulagdes Farmacéuticas Comerciais

A potencialidade de aplicacdo do EPC/AgNPs-GAR para a determinacgédo do 5-FU em
amostras de formulacdo farmacéutica foi estudada por meio da realizacdo de ensaios de
recuperacdo empregando um medicamento na forma de solucdo oral. Para tanto, adicionou-se
uma aliquota de uma solucdo estoque da formulagdo comercial estudada, correspondendo a
concentragdo final de 5-FU 1,92 x10“ mol L? e realizou-se medidas de corrente. Sua
determinacdo foi feita em seguida empregando-se a equagédo da reta obtida na curva analitica
determinada anteriormente e inserindo-se os valores de corrente obtidos com as adi¢Oes

realizadas. Como eletrdlito suporte, empregou-se o tampdo BR 0,04 mol L™ em pH = 8,0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM POLISSACARIDEO
EXTRAIDO DA GOMA DO ABACAXI (Ananas comosus): OBTENCAO,
CARACTERIZAC}AO E APLICAQAO EM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO
PARA A DETERMINAC}AO DO CLORIDRATO DE PROMETAZINA

4.1.1 Sintese e Caracterizacao das AUNPs-GA

Os parametros da sintese das AUNPs-GA foram estipulados a partir do estudo relatado
por Lima e colaboradores (2018). Desta forma, para se proceder a sintese das AuNPs-GA,
adicionou-se uma aliquota da solucéo estoque de GA (10 mg mL™) sobre um volume apropriado
de HAuCI4.3H20 e H>0 destilada, de modo que as concentragGes finais na mistura reacional
fossem de 3 mg mL de GA e e 1,5 mmol L™ for HAuCI4.3H-0. Tais valores de concentragio
foram baseadas em estudos de otimizacéo anteriores.

A formacdo das AuNPs utilizando-se a GA foi indicada pela mudanca na coloracéo da
solucdo, de amarelo (coloracgdo caracteristica do ion complexo AuCls ") para vermelho escuro,
cor caracteristica das AUNPs em suspenséo (Figura 12). A mudanca na cor, e consequentemente
a formacdo e estabilizacdo das AuNPs, ndo ocorreu instantaneamente. Apds a adicdo da GA e
das gotas de NaOH, verificou-se que a solucdo de AuCls™ exibiu descoloragdo. Apos 25 minutos
de reacdo sob aquecimento a 70° C, a solucdo apresentou coloracdo vermelha, sugerindo a

formacdo das AuNPs estabilizadas pela GA.

Figura 12 — (A) Solugéo aguosa a 10 mmol L do complexo AuCls™. (B) Suspensédo de AUNPs-GA

A) (B)
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A GA atua simultaneamente como agente redutor e estabilizante na sintese de
nanoparticulas de ouro. A reducéo dos ions AuCls ~a Au ° (na forma de AuNPs) pela GA ocorre
devido ao fato de que as extremidades das cadeias do polissacarideo possuem propriedades
redutoras. Monossacarideos como a glicose e a galactose podem atuar como agentes redutores
moderados na presenca de ions metéalicos em um meio basico (VINOD et al.; 2011). O carbono
carbonilico de suas estruturas pode ser oxidado a um grupo carboxilato, gerando derivados
oxidados denominados de acidos aldonicos (&cido gluconico para a glicose e acido galactonico
para a galactose). Todavia, este processo é possivel apenas quando o0 monossacarideo encontra-
se em sua forma linear, que existe nas solu¢fes em equilibrio com a forma ciclica. (NELSON;
COX, 2002). Isto ocorre devido ao fato de que, na forma de cadeia fechada, o carbono
anomérico (C1l) (Figura 13) esta diretamente envolvido em uma ligacdo covalente
intramolecular com o atomo de oxigénio da hidroxila ligada na posicdo C5. Desta maneira, €
necessario que a cadeia esteja aberta para que o grupo aldeido seja exposto e a oxidacao possa
ocorrer. O meio béasico favorece o deslocamento do equilibrio em direcdo a forma de cadeia
aberta, de modo a expor o grupo aldeido e possibilitando desta forma a oxidagédo. (VINOD et
al.; 2011, PEIXOTO et al., 2002). A Figura 14 apresenta 0 mecanismo envolvido na formacéo

da forma linear do monossacarideo B-D-galactopiranose.

Figura 13 — Processo de oxidagdo do monossacarideo 3-D-galactopiranose.
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Fonte: Lima, D. (2016)
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Figura 14 — Processo de desprotonacdo que origina a forma linear do monossacarideo B-D-galactopiranose

Fonte: A autora.

Uma vez que o carbono anomérico esta envolvido em uma ligacdo glicosidica, como
ocorre nos oligossacarideos e polissacarideos, o residuo correspondente torna-se ndo redutor,
pois a forma linear da cadeia ndo é possivel de ser formada. Assim, somente a extremidade da
cadeia que possuir um carbono anomérico livre (isto é, ndo envolvido em uma ligacao
glicosidica), denominada extremidade redutora, serd passivel de sofrer oxidacdo. (NELSON;
COX, 2002). Na estrutura polissacaridica que compdem GA, apenas as extremidades das
cadeias estdo envolvidas no processo de reducdo do complexo AuCls~ a Au®, com os residuos
restantes atuando provavelmente na estabilizacdo das particulas formadas.

Antes de adicionar a solucdo de NaOH na mistura reacional, pode-se afirmar que o meio
estava acido, devido ao fato do precursor metalico empregado possuir carater acido. Assim,
sugere-se que no primeiro momento da sintese, a alta temperatura utilizada possibilitou que
algumas cadeias tenham sido hidrolisadas, mesmo em pequena extensdo. Consequentemente,
ha a formacdo de cadeias menores e uma maior quantidade de extremidades redutoras passa a
estar disponivel para a reacdo. (RAVEENDRAN et al., 2015). Assim, pode-se dizer que o
processo de aquecimento pode ser tomado como essencial para a formacdo das AuNPs-GA.
Posteriormente, adicionou-se NaOH, e o meio basico favoreceu com que o residuo da
extremidade das cadeias ficasse com o grupo aldeido disponivel. Conforme pode ser observado
nos experimentos desenvolvidos, somente apos a adi¢ao das gotas de NaOH a mistura reacional
é que se observou a descoloracdo da solucdo, e inicio do processo de formacdo das AuNPs.
Uma vez formadas, pode-se assumir que as AuUNPs sdo envolvidas e estabilizadas pelas cadeias.
Esta estabilizacdo pode ser resultante, principalmente, de efeitos estéricos exercidos pelo

involucro dos polissacarideos. Tal efeito pode ser relacionado ao volume de polissacarideo que
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envolve cada nanoparticula, permitindo a estabilizacdo das AuNPs recém-formadas, impedindo
a agregacao das mesmas.

A espectroscopia de absor¢do na regido do UV-VIS é uma ferramenta importante para
0 estudo e caracterizacdo de nanoparticulas de ouro, uma vez que AuNPs em suspensdo
apresentam o fenémeno da RPS o qual ocorre na regido do espectro visivel. Além disso, a
frequéncia e a forma da banda plasmonica pode sugerir informacdes a respeito do tamanho e
da morfologia das particulas (MUTHUVEL et al., 2014). O espectro na regido do UV-VIS da
AUNPs-GA é ilustrado na Figura 15, bem como a sobreposicdo dos espectros das solugdes do

complexo AuCls ™ e de GA.

Figura 15 — Espectros de absorcédo na regido do UV-VIS da suspensdo de AUNPs-GA, HAuUCI, 0,625 mmol L e
GA 3,33 mgmL*
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Observa-se que a solugdo do complexo AuCls - apresentou uma Unica banda dentro da
faixa analisada, em 300 nm, referente as transi¢cGes de transferéncia de carga ligante-metal
(TCLM). (LIANG; WANG; LIU, 2010). Nenhuma banda de absorcao foi observada para a
solucdo de GA na faixa de comprimento de onda estudada. A suspensdo de AuNPs-GA

apresentou uma Unica banda em 524 nm, a qual pode ser atribuida ao efeito de RPS das AuNPs
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(banda plasmon). Essas bandas sugerem a presenga das AuNPs, e também indicam que as
nanoparticulas sintetizadas possuem propriedades Opticas tipicas deste tipo de nanomaterial.
(FONG; YUNG, 2013; HUANG; EL-SAYED, 2010; NIESEN et al., 2010). A banda referente
ao precursor AuCls desapareceu totalmente no espectro das AuNPs-GA, sugerindo que
possivelmente todos os ions AuCls ™ inicialmente presentes foram reduzidos a Au®.

O perfil de distribuicdo de tamanho de particulas da suspensdo de AuNPs-GA obtida
por DLS (Figura 16) revelou uma distribuicdo bimodal, com intensidades iguais a 8,48% e
6,8%, correspondentes aos diametros hidrodindmicos médios de 52,91 e 318,5 nm,
respectivamente. Tal distribuicdo bimodal pode ser explicada pelo fato de que como intensidade
I de uma particula esférica com raio r € proporcional a r®, a intensidade dispersa das particulas
de maiores contribui fortemente para a medicdo do DLS, em relacdo as particulas menores
(HOO et al, 2008). Desta forma, a presenca dos polissacarideos que estabilizam as
nanoparticulas, pode ser atribuida a esta distribuicdo. Outra possibilidade consiste na
possibilidade de aglomeragdo de parte das AuNPs, as quais também podem ser formadas no
exterior do involucro da GA. No entanto, conforme seré apresentado em seguida, as AuUNPs-
GA permaneceram estaveis por um periodo de dois meses. Portanto, tal justificativa deve ser

menos provavel.

Figura 16 - Distribuigdo de tamanho de particulas obtida por DLS para as AuNPs-GA (A) correspondente a 52,91
nm e (B) correspondente a 318,5 nm.
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O diametro real de uma nanoparticula é frequentemente obtido pela técnica de
Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM), (LIM et al., 2013) que nédo detecta as moléculas
arranjadas ao seu redor e é capaz de fornecer deste modo o tamanho da particula em si, além de
mostrar dados acerca da morfologia das mesmas. Logo, o tamanho das particulas em suspensao

resultante de analises de TEM é geralmente menor que o obtido por DLS. Deste modo, a
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morfologia e o tamanho de particula das AuNPs-GA foram investigados pela analise de TEM.
Pode-se verificar na micrografia obtida para as AUNPs-GA, mostrada nas Figura 17A que as
nanoparticulas sintetizadas sdo esféricas, exibem homogeneidade de tamanho e poucos
agregados sdo observados. O histograma de distribuicdo de tamanho (obtido pela contagem de
450 particulas encontradas em &reas das micrografias arbitrariamente escolhidas, Figura 17B)
revelou que os tamanhos das AuNPs-GA sintetizadas variaram no intervalo de 6,5 - 14,5 nm,

com um tamanho médio de particulas de 10,33 £ 1,6 nm.

Figura 17 — (A) Micrografias obtidas na analise de TEM para as AuNPs-GA. (B) Histograma de distribuicdo de
didmetro das AuUNPs-GA.
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A fim de se estudar a existéncia de interacdes entre a GA e as AUNPs e comprovar assim
o papel dos polissacarideos na sintese e na estabilizacdo AuNPs, a espectroscopia de FTIR foi
empregada. Os espectros de FTIR de filmes cast de uma solugdo de GA 10 mg mL™ e do
nanocomposito AuNPs-GA sdo mostrados na Figura 18, com as atribuicdes relativas listadas

na Tabela 3.
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Figura 18 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho de filmes cast de GA 10 mg mL™ e das AuUNPs-GA
sobre substratos de silicio.
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Tabela 3 — Principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes cast de GA (10 mg mL™*) e de AuNPs-
GA, com as respectivas atribuicdes.

Ntmero de onda (cm™) Modos
GA AuNPs-GA Vibracionais
(PRETSCH; BUHLMANN;
BADERTSCHER, 2009)

3477 3493 vO-H
2931 2939 vC-H
- 1776 v C=0 &c. Carboxilico
1606 1625 vC=0
1415 1348 0 C-0-C
1110 1107 vas C-O-C

*v: deformagdo axial; 6: deformag@o angular; as: assimétrica.
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As bandas apresentadas pelas AUNPs-GA podem ser atribuidas as mesmas vibragoes
apresentadas pela estrutura da GA e esta similaridade denota a presenca da GA nas AUNPs-GA
sintetizadas (CHIEN; CHEN, 2010). Entretanto, os deslocamentos nos valores de frequéncia
observados evidenciam que existem interacdes entre a GA com as nanoparticulas sintetizadas
(BALAVANDY etal., 2014; MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Adicionalmente, pode-se observar
no espectro obtido para as AUNPs-GA o surgimento de uma banda em 1776 cm™ atribuida a
vibragdo de estiramento dos grupos C=0 de &cidos carboxilicos. (PRETSCH; BUHLMANN;
BADERTSCHER, 2009) os quais séo produtos da oxidacdo do polissacarideo que compdem a
GA, gerados na reacédo de redugéo do complexo [AuCls ] a AuNPs. Observactes semelhantes
foram verificadas no trabalho de Muthuvel e colaboradores (2014).

A analise de DRX foi realizada a fim de se determinar a natureza cristalina das AuNPs-
GA obtidas, apés liofilizacdo da suspensdo. O difratograma resultante é apresentado na Figura
19.

Figura 19 — Difratograma de raios X das AuNPs-GA ap6s liofilizacdo, com atribuicéo dos picos observados.
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A presenca de picos em valores de 20 iguais a 38,24°, 44,50° 64,84° e 77,82° séo
referentes aos planos (111), (200), (220) e (311), respectivamente, para a estrutura cubica de
face centrada apresentada pelo Au metalico. (PANDEY; GOSWAMI; NANDA, 2013;
MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Além dos picos caracteristicos para o Au, foram identificados
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no difratograma picos referentes a presenca de NaCl na amostra de AuNPs-GA analisada.
(BLOSI et al., 2012). Este comportamento pode ser justificado pela provavel formacdo de
cristais do sal mencionado durante o processo de liofilizacdo, os quais ficaram aderidos as
nanoparticulas. A presenca dos ions Na* pode ser tomada como consequéncia da adicdo de
NaOH durante a sintese das AuNPs-GA para ajuste do pH da mistura reacional, ao passo que
os ions Cl foram possivelmente originados como produtos do processo de reducéo do complexo
AuCls a AU,

A analise de potencial-{ das AuNPs-GA sintetizadas revelou um valor de -31 mV, o que
indica que as AuNPs foram adequadamente estabilizadas com a GA, que possui um carater
anidnico. Como esse valor excedeu a faixa de potencial tipica para coloides instaveis (-30,0 mV
a+30,0 mV), pode-se afirmar que as AUNPs-GA sintetizadas apresentam uma boa estabilidade,
com pequena tendéncia de sofrerem coalescéncia (SEGOTA; HEIMER; TEZAK, 2006).

A fim de se avaliar a estabilidade das AuNPs sintetizadas a longo prazo, foram
realizadas medidas periddicas de espectroscopia UV-VIS em uma mesma suspensao de AuNPs-
GA (Figura 20). A estabilidade foi avaliada por meio de variacbes na banda plasmon das
particulas sintetizadas. Analisou-se a alteracdo dos perfis em relacdo a sua forma, intensidade

e deslocamento.

Figura 20 — (A) Espectros de absor¢éo na regido do UV-VIS da suspensdo de AuNPs-GA ao longo de 60 dias. (B)
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E possivel observar que ndo ocorreram variagdes significativas na forma da banda
plasménica. O aumento de intensidade observado pode ser um indicativo de que, até 50 dias, a
reacdo de formacdo das AuNPs-GA continuou ocorrendo lentamente, com a formacao de novas
particulas e reorganizacdo daquelas ja existentes. Os resultados obtidos dentro do periodo

analisado sugerem que as AuNPs-GA permaneceram relativamente estaveis em suspenséo,
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indicando-se, deste modo, a eficiéncia da GA como agente estabilizante das nanoparticulas
sintetizadas, o que est& de acordo com o resultado obtido para o potencial-C para a mesma (-
31,0 mV).

4.1.2 Caracterizacdo Eletroquimica do EPCV Modificado com AuNPs-GA (EPCV/AuNPs-
GA)

Inicialmente, realizou-se um estudo comparativo a fim de se verificar as diferencas entre
o comportamento eletroquimico de eletrodos de pasta de carbono a base de grafite (EPC-grafite)
com o comportamento de eletrodos preparados com carbono vitreo (EPCV), ambos
modificados com 250 puL de AuNPs-GAR, utilizando-se VC e EIE, na presenca da sonda

eletroquimica [Fe(CN)s] 3/*. Os resultados obtidos s&o mostrados na Figura 21.

Figura 21 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica (diagramas de Nyquist) do
EPC-grafite e do EPCV, ambos modificados com 250 pL de AuNPs-GA, em meio de solu¢do equimolar de
KsFe(CN)e/KsFe(CN)g 0,010 mol L™ preparada em tampao PBS 0,15 mol L (pH 6,5).
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A partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 21A pode-se verificar que ambos 0s
eletrodos apresentaram picos de corrente para 0 processo redox tipico da sonda eletroquimica
[Fe(CN)s*] = [Fe(CN)s >]. Entretanto, o EPCV/AUNPs-GA apresentou maiores valores de
corrente de pico anddico (lpa) e de pico catodico (Ipc) para ambos 0s processos comparando-se
com os valores obtidos para 0 EPC modificado com as AuNPs-GA, além de ter mostrado
também um menor valor de separacdo entre os potenciais de pico (AEp) em compara¢do ao
observado para este ultimo (Tabela 4). Isto sugere que para 0 EPCV/AuNPs-GA a cinética de
transferéncia eletrénica é mais efetiva, além de apresentar uma maior reversibilidade para o
processo (BRETT; BRETT, 1993) em comparacdo ao EPC/AuNPs-GA. Uma possivel
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justificativa para tal comportamento pode ser relacionada ao fato de que a suspensao de AuNPs-
GA se incorporou mais eficientemente a pasta de carbono vitreo em relacéo a pasta de grafite.
Ressalta-se também o fato de que o EPCV combina em si a elevada reatividade eletroquimica
das esferas de carbono vitreo com as vantagens apresentadas por eletrodos compositos de pasta
de carbono. (WANG, J. et al., 2001).

A literatura afirma que o didmetro do semicirculo obtido é igual a resisténcia a
transferéncia eletronica (Re¢t) (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993). Verifica-
se que o diametro do semicirculo obtido para o EPC-grafite/ AuNPs-GA foi maior do que o
obtido para o EPCV/AUNPs-GA, sugerindo que a resisténcia a transferéncia de carga para o
carbono vitreo foi menor comparada a observado para o grafite. Tais resultados corroboram
com os obtidos anteriormente por VVC, e podem ser melhor compreendidos com base nos valores
de Rt obtidos para cada caso, 0s quais sdo apresentados na Tabela 4. A R verificada para o

EPCV justifica, portanto, a utilizacdo do carbono vitreo para a fabricacéo de eletrodos.

Tabela 4 — Valores de lp, loc, AE, € R obtidos em estudo comparativo para o EPC-grafite e para o EPCV
modificados com AuNPs-GA

Eletrodo Ipa (LA) - Ipc (MA) Epa(MV) Epc (MV) AEp Ret (QQ)

EPC grafit/AUNPs- 52,01 53,35 430 16 414 1589,7
GA

EPCV/AUNPs-GA 71,22 69,50 335 119 216 1065,8

A fim de se avaliar a influéncia das AuNPs-GA no eletrodo, realizou-se uma
comparacdo por VC e EIE na presenca de uma solucdo equimolar de KsFe(CN)e/KsFe(CN)s
0,010 mol L* (sonda eletroquimica) preparada em tamp&o PBS 0,15 mol L, pH = 6,5, entre o
EPCV/AuUNPs-GA, um eletrodo ndo modificado (EPCV) e modificado apenas com a solugédo
de GA (EPCV/GA). Os resultados encontram-se nas Figuras 22 A e 22 B e na Tabela 5 estdo

os valores dos parametros obtidos dos voltamogramas e dos espectros de impedancia.



68

Figura 22 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) Espectros de impedancia eletroquimica do EPCV/AuNPs-GA,
EPCV/GA e EPCV ndo modificado, em meio de solugdo equimolar de KiFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,010 mol L*
preparada em tampéo PBS 0,15 mol L (pH 6,5).

90 4

——EPCV 6000 - e EPCV
0] — EPCV/GA e EPCVIGA
1 —— EPCV/AUNPs-GA 50004 e EPCV/AUNPs-GA

30 1
4000 4

3000 1

I (nA)

-30 4

2" (Q)

2000 1
.60 4

10004 .::..-.Ooo.....'. -‘
-90 ; e ~
0

0.8 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
E (V) vs. Ag/AgCI Z (@)

Tabela 5 — Valores de Ipa, Ipc, AE, € Ret obtidos para o EPCV, para o EPCV/GA e para 0 EPCV/AuNPs-GA

Eletrodo Ipa (LA) - Ipc (MA) Epa(MV) Epc (MV) AEp Ret (QQ)
EPCV 42,29 49,23 430 75 355 4990,5
EPCVIGA 56,69 69,76 415 65 350 3266,4
EPCV/AuUNPs-GA 69,04 76,83 400 95 305 1065,8

A partir da Tabela 4, € possivel observar que o EPCV modificado apenas com a goma
do abacaxi (EPCV/GA) apresentou maiores valores de lpa € Ipc para o processo redox da sonda
eletroquimica comparando-se com os valores obtidos para o0 EPCV sem modificacdo, além de
um menor valor de AEp, 0 que sugere uma maior reversibilidade no processo. Verifica-se
também que o didmetro do semicirculo obtido para o EPCV foi maior do que o obtido para o
EPCV/GA. Este aumento no didmetro do semicirculo para o EPCV sem modifica¢do em relacdo
ao EPCV/GA, sugere que a Rt para o eletrodo modificado com a GA foi menor comparada a
observada para o eletrodo ndo modificado. Os maiores valores de I,, menores valores de Rt e
um menor valor de AE, para 0 EPCV/GA podem ser explicados devido ao fato de que a
modificacdo da pasta com a GA possivelmente proporciona ao material um maior carater
hidrofilico, devido a grande quantidade de hidroxilas existentes na estrutura dos polissacarideos
que compdem as gomas. A presenca destes grupos pode ter modificado as propriedades
interfaciais da superficie do eletrodo, de modo a favorecer a chegada da sonda eletroquimica e
facilitar a transferéncia eletronica. (RICE; GALUS; ADAMS, 1983).
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Ao observar o voltamograma e o espectro de impedancia obtidos para 0 EPCV/AuUNPs-
GA, verifica-se que um incremento ainda maior na resposta de corrente é obtido, além de uma
maior diminuic¢do no valor da R¢t, em comparagdo ao comportamento observado para o EPCV
e para 0 EPCV/GA. Uma progressiva redugdo no valor de AEp na ordem EPCV/AuUNPs-GA <
EPCV/GA < EPCV pode ser observada, demonstrando que a modificacdo dos eletrodos com as
AuNPs-GA proporcionou uma reversibilidade ainda maior ao processo redox da sonda
eletroquimica do que a observada para o EPCV/GA.

Os maiores valores de corrente, menor valor de AE, e menor valor de Rct apresentado
pelo EPCV/AuUNPs-GA (em comparacdo ao EPCV/GA e ao EPCV) podem ser atribuidos as
propriedades caracteristicas das AuNPs aliadas com a GA, como elevada condutividade e alta
area superficial. Isto sugere que a modificacdo dos eletrodos com o hanocomposito sintetizado
¢ um procedimento vantajoso para a aplicacdo do mesmo como sensor eletroquimico.

O valor da éarea eletroativa de cada um dos eletrodos estudados foi estimado pela
equacdo (Equacdo 5) de Randles-Sevik. Tal equacdo foi empregada no presente trabalho

adaptando-se para eletrodos modificados.

lp = (2,69x10%)n*2AD2C 112 ®)

onde n é o nimero de elétrons transferidos na reacédo; A é a area do eletrodo (em cm?); D é 0
coeficiente de difusdo (7,6 x 10 cm? s* para o ion [Fe(CN)e]*> a uma concentracio de 5 mmol
Lt em meio de KCI 0,1 mol L?); C é a concentracéo da espécie eletroativa em solugio (em
mol cm2) e v é a velocidade de varredura de potencial (em V s?). (BARD; FAULKNER,
2001; BRETT; BRETT, 1993). De acordo com a equagao, para uma mesma concentracao de
espécie eletroativa e a uma mesma velocidade de varredura, a corrente de pico dependera
diretamente da area do eletrodo. Os resultados obtidos para a determinacdo das areas
eletroativas dos eletrodos estudados sdo apresentados na Tabela 6. Neste caso analisou-se 0
valor de Ipc de cada eletrodo, a qual é originada no processo de reducdo [Fe(CN)s]* + & —
[Fe(CN)s] #. As areas eletroativas estimadas sdo apresentadas em cada caso como uma média

obtida a partir de trés replicatas.
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Tabela 6 — VValores médios da area eletroativa estimados do EPCV ndo modificado, EPCV/GA e EPCV/AUNPs-

GA (n = 3 para cada um dos eletrodos).

Eletrodo - lpc (LA) Area eletroativa estimada (cm?)
EPCV 40,65 + 0,59 0,048 + 0,60
EPCVIGA 42,46 + 0,62 0,05+0,60
EPCV/AuUNPs-GA 51,39+ 0,18 0,062 + 0,18

O valor da Ipc, € consequentemente o da area eletroativa, aumentou na ordem EPCV <
EPCV/GA < EPCV/AuUNPs-GA. A maior area obtida para o EPCV/GA em comparagédo ao
EPCV pode ser uma consequéncia da superficie mais hidrofilica dos eletrodos modificados
apenas com a GA, o que pode ter proporcionado um aumento na quantidade de sitios
eletroativos em relacdo ao EPCV, cuja superficie € apolar. No caso do EPCV/AUNPs-GA, uma
maior area foi observada comparando-se ao EPCV/GA, e com 0 EPCV. Provavelmente, isso é
devido ao efeito da presenca das AuNPs na superficie eletrodica.

A fim estudar a influéncia que a quantidade de AuNPs-GA presente exerce sobre a
resposta do EPCV, foi realizado um estudo com diferentes volumes de AuNPs-GA (125, 250,
500 e 1000 pL) adicionados em uma massa fixa de 50,0 mg de carbono vitreo em p6. Os estudos
foram realizados na presenca de 10,0 mmol L [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*, com solugdo tampéo
de 0,15 mol Lt PBS como eletrdlito de suporte. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
23.
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Figura 23 — Voltamogramas ciclicos (v = 50,0 mV s*) do EPC com diferentes volumes of AuNPs-GA (125,250,
500, e 1000 pL), na presenca de 0,15 mol L** tampé&o PBS (pH 7.4) contendo 10,0 mmol L™ K4Fe(CN)es/KsFe(CN)s.
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Conforme mostrado na Figura 23, a corrente de pico aumentou até a adi¢cdo de 250 puL
de AuNPs-GA e, em seguida, foi observada uma diminui¢do acentuada na corrente de pico. O
aumento da quantidade de AuNPs pode ser prejudicial a performance do eletrodo, uma vez que
pode ocorrer a agregacdo das mesmas na pasta, fazendo com que o nanomaterial perca suas
propriedades condutoras e diminuindo sua area superficial. Assim, a corrente de pico também
diminui (OREN; ANIK, 2017; CUBUKCU;TIMUR; ANIK,2007). Portanto, 250 pL de
AUNPs-GA foram empregados para a confec¢édo dos eletrodos nos estudos subsequentes.

A fim de se comprovar a presenca das AuNPs-GA no EPCV confeccionado, foram
realizadas medidas de VC com o eletrodo modificado em meio acido (tampédo BR 0,04 mol L~
1 pH 2,0). Medidas nas mesmas condicdes foram realizadas para um eletrodo de ouro
policristalino, para o0 EPCV e para 0 EPCV/GA. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 24A
e 24B.
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Figura 24 — Voltamogramas ciclicos (A) de um eletrodo solido de ouro e (B) do EPCV/AuNPs-GA, EPCV/GA e
EPCV néo modificado, em meio acido (tampéo BR 0,04 mol L™ pH 2,0)
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E possivel observar no voltamograma ciclico obtido do eletrodo de Au sdlido processos
redox caracteristicos do ouro, com picos anodicos na regido de +1,18 V e um pico catddico em
+0,85 V (BURKE; NUGENT, 1997; WANG, Y.et al., 2013). Estes processos sdo referentes a
formacdo de Oxidos de ouro durante a varredura anddica que permanecem adsorvidos na
superficie do eletrodo, e sdo posteriormente reduzidos durante a varredura catodica. Pode-se

visualizar esta sequéncia de reacdes por meio das seguintes equacoes:

Au+ H:0 > AuOH+H " +e" (1)
AuOH +2 H,0 — Au(OH)3 +2 H ™" + 2e ~ (2
Au(OH)3+3e +3H+— Au+ 3 H20 (3)

onde as equagdes (2) e (3) referem-se aos processos de oxidacgdo e a equacgéo (4) ao processo
de reducdo. O produto formado Au(OH)s, pode ser representado também na forma Au203.3H20,
correspondente ao 6xido hidratado. Salienta-se que o processo € restrito a superficie eletrddica
e as moléculas de agua que participam das reacdes estdo adsorvidas a superficie do metal.
(BURKE; NUGENT, 1997; WANG, Y .et al., 2013).

Pode-se observar pela Figura 24 B que o voltamograma obtido em meio &cido para o
EPCV/AuUNPs-GA apresentou um processo anddico em +1,18 V e um processo catdédico em
+0,87 V. Estes podem ser atribuidos ao processo redox tipico para o Au, de acordo com as
equacoes (1) a (3). Por outro lado, os voltamogramas obtidos em meio acido para o EPCV néo
modificado e para 0 EPCV/GA néo revelaram picos anddicos ou catodicos, exibindo apenas
corrente capacitiva. Deste modo, pode-se afirmar que as AUNPs-GA exibiram eletroatividade

e foram devidamente incorporadas nos EPCV/AuUNPs-GA. A aplicacéo de ciclos voltamétricos
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sucessivos ndo acarretou em um decréscimo significativo de corrente para 0S processos
identificados, 0 que sugere que as nanoparticulas permaneceram estaveis no eletrodo, ndo

havendo a lixiviacdo das mesmas para o eletrdlito.

4.1.3 Determinacéo do Cloridrato de Prometazina (PMZ)

4.1.3.1 Comportamento voltamétrico

Inicialmente, verificou-se o mecanismo de eletroxidacdo da PMZ na superficie do

EPCV/AuUNPs-GA. Os voltamogramas obtidos na faixa de 0,0 a 1,0 V (vs. Ag/AgCl) séo

mostrados na Figura 25.

Figura 25 — Voltamogramas ciclicos para 0 EPCV/AuUNPs-GA na presenca 4,76 x 10 mol L de PMZ em meio
de KCI0,21molL1ev=50mV s?.
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O pico Il apareceu apenas na segunda varredura voltamétrica, o que pode ser
visualizado na Figura 25. Conforme pode ser observado na Figura 26, esse comportamento

evidencia que o mecanismo de oxidagdo da PMZ ocorre em duas etapas:
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e Etapal - Primeiro, um elétron é removido do 4&tomo de nitrogénio da molécula de PMZ
para produzir um radical cation relativamente estavel, gerando o Pico | em 0,75 V. Parte
desses radicais sdo reduzidos novamente a PMZ, dando origem ao pico catodico Il em
0,40 V. (NI; WANG; KOKOT, 2001; DANIEL; GUTZ, 2003; RIBEIRO, et al., 2008).;

e Etapa Il - Os radicais catidnicos restantes formados no Pico | sdo mais facilmente
oxidados com um potencial mais baixo, em 0,48 V (Pico Ill) e sofrem hidrélise para
produzir sulféxido de prometazina, o produto final da via de oxidagdo. (NI; WANG,;
KOKOT, 2001; DANIEL; GUTZ, 2003; RIBEIRO, et al., 2008), proporcionando um
decréscimo do pico I.

Determinou-se o Pico | para ser avaliada as respostas dos eletrodos, uma vez que as
correntes geradas pelo Pico | sdo maiores e também devido ao fato de que o Pico de oxidacéo
I11 é dependendo do processo I. Além disso, esse é 0 pico estudado na maioria dos estudos
eletroquimicos envolvendo a PMZ encontrados na literatura (MARCO et al.,, 2013;
HONARMAND; MOTAGHEDIFARD; GHAMARI, 2014, HONARMAND et al., 2016;
ALIZADEH; AKHOUNDIAN, 2010; JESUS, et al., 2011).

Figura 26 - Mecanismo de oxidacdo da PMZ

N N
NN H, 0 Ry
| — | + 2H*
S - P s =
!

Fonte: Adaptado de HONARMAND; MOTAGHEDIFARD; GHAMARI, 2014.
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Posteriormente, a fim de se verificar a eletroatividade da PMZ sobre os eletrodos
estudados, foram realizados estudos por voltametria ciclica, empregando uma concentracgdo fixa
PMZ igual a 1,96 pmol L, em meio de uma solucio de KCI 0,1 mol L. Os voltamogramas

obtidos na faixa de 0,0 a 1,0 V (vs. Ag/AgCl) sdo mostrados na Figura 27.

Figura 27 — Voltamogramas ciclicos do EPCV, do EPCV/GA e do EPCV/AUNPs-GA na presenca de 1,96 umol
L de PMZ, em meio de KCI 0,1 mol L e v =50 mV s As linhas pontilhadas representam os voltamogramas

dos mesmos eletrodos na auséncia dos analitos.
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Pode-se observar nos voltamogramas da Figura 27 que, na auséncia do analito, ndo
houve o surgimento de picos de corrente para nenhum dos eletrodos estudados. Desta maneira,
0S mesmos ndo apresentam resposta eletroquimica na faixa de potencial e no pH estudados,
possuindo apenas corrente capacitiva. No entanto, na presenga de PMZ, foram identificados
dois processos de oxidacdo em torno de 0,75 V (pico I) e 0,48 V (pico Ill) e um processo de
reducgéo (pico I1) em torno de 0,40 V. E possivel notar que os picos anddicos e catodicos da
PMZ no EPCV/AuUNPs-GA apresentaram maiores valores de corrente (10,54 e 26,29 YA para
os picos | e 111, respectivamente, e -11,09 yA para o pico 1) em comparacéo aos mostrados pela
EPCVI/GA (7,38 € 19,02 pA para o pico | e 111, respectivamente, e -7,90 HA parao pico ll) e o
EPCV (4,09 e 11,46 pA para o pico | e Ill, respectivamente, e -3,72 YA para o pico Il). O
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incremento nas correntes de pico deve estar relacionado a alta condutividade elétrica dos
AuNPs, associada ao aumento da area eletroativa proporcionada pela incorporacdo do
nanocomposito no eletrodo, conforme foi apresentado previamente. Vale ressaltar que a GA
também pode ter facilitado o processo de oxidacdo da PMZ devido aos seus grupos funcionais
polares. Tais grupos podem ter proporcionado uma interagdo inicial mais forte com as
moléculas de PMZ, provavelmente através de forgas intermoleculares de ligacdo de hidrogénio

e dipolo-dipolo, facilitando o processo de oxidacdo de PMZ.

4.1.3.2 Influéncia do pH na resposta voltamétrica da PMZ

Uma vez que ha o envolvimento de prétons no mecanismo de oxidacdo eletroguimica
da PMZ, pode-se inferir que o pH do meio tera influéncia direta sobre a resposta do
EPCV/AUNPs-GA na presenca do analito. O pH do eletrélito suporte € um dos parametros de
maior importancia para o desempenho analitico de um sensor, influenciando muitas vezes de
maneira direta a resposta eletroquimica do dispositivo durante a deteccdo do analito. (HONG;
ZHU; ZHANG, 2012). A fim de que esta influéncia fosse avaliada, estudos por meio de VOQ
com o EPCV/AuUNPs-GA foram realizados na presenca de 4,76 x 10* mol L de PMZ
utilizando-se o tamp&o BR 0,04 mol L como eletrdlito de suporte, variando o valor de pH na
faixa de 2,0 a 6,0. Avaliou-se separadamente 0 comportamento de ambos 0s picos anddicos
com a mudanca do pH. Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Pico | e para o Pico
I11 assim como as relacdes de Epa em funcdo do valor de pH sdo mostrados na Figura 28. A
técnica de VOQ foi escolhida pelo fato de que fornece picos de corrente mais definidos e com
uma sensibilidade superior aos obtidos com a VC. (BRETT; BRETT, 1993; WANG, J., 2001).

Devido a isso, tal método empregado também para todos os estudos posteriores.
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Figura 28 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para o Pico | (A) e para o pico Il (B) do EPCV/AuNPs-GA na
presenga de 4,76 x 10 mol L'* de PMZ, em meio de tampdo BR 0,04 mol L, com valores de pH variando na

faixa de 2,0 a 6,0. Os gréficos inseridos em ambos sdo referentes as relagdes de Epa em funcéo do pH obtidas a
partir dos voltamogramas.
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Pode-se observar na Figura 28A que para o Pico | houve um pequeno deslocamento, a
medida em que o pH era elevado e 0 Epa, permanecendo praticamente constante, sendo

observado um valor maximo e minimo de Epade 0,75 V e 0,70 V, respectivamente. J& para 0
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Pico I, um deslocamento foi verificado, conforme pode ser visualizado na Figura 28B,
indicando que ha prétons envolvidos nesse processo de oxidagdo. Comportamento semelhante
a este também foi observado no trabalho de Ribeiro et al. (2008). Isso corrobora com o
mecanismo de oxidacdo apresentado para a PMZ na Figura 26. Na Etapa I, hd apenas o
envolvimento de 1 elétron na eletroxidacdo, ndo havendo o envolvimento de prétons e, portanto,
ndo sdo observadas mudangas significativas no valor de Epa com 0 pH para o pico I. Entretanto,
na Etapa Il, responsavel pela formacdo do sulféxido de prometazina ha o envolvimento de
prétons e consequentemente o deslocamento foi observado. Uma relacdo linear foi observada
entre 0 Epa € 0 pH do eletrolito suporte para o Pico Il (Figura 23B), com uma inclinacédo igual
a-36,0 mV pH? (Epa (vs. Ag/AgCl) = 0,606 — 0,036 pH, R = -0,991). Este valor aproxima-se
da inclinag3o nernstiana tedrica de -29,0 mV pH™, que corresponde a processos onde 2 elétrons
e 1 préton estdo envolvidos no processo de eletroxidacdo (HONARMAND, et al, 2016), o que
corrobora com o mecanismo da PMZ apresentado na Figura 26.

Pode ser observado que para o Pico Il daPMZ, o potencial desloca-se para valores mais
baixos com o aumento do pH do eletrolito de suporte, indicando que nestas condicdes o
processo ocorre mais facilmente, uma vez que a oxidacgéo se da com a retirada de dois prétons.
Consequentemente, o cation radicalar formado nas primeiras duas etapas sera oxidado em um
potencial mais baixo. Em pHs acidos, ao contréario, os prétons a serem removidos da molécula
encontram-se mais firmemente ligados a mesma, pois a concentracdo de ions OH™ nestes pHs é
baixa. Neste caso, a remocao de prétons pode estar dificultada e um maior valor de potencial é
necessario para que os mesmos possam ser retirados da molécula, resultando entdo em sua
oxidagcdo (ARVAND; ANSARI; HEYDARI, 2011).

Pode-se observar pela Figura 28A que o pH 5,0 apresentou a melhor resposta
eletroquimica em termos de intensidade de corrente, o que estd de acordo com trabalhos
anteriormente reportados na literatura (JESUS, et al.,, 2011; PRIMO et al., 2014). Desta
maneira, o pH 5,0 foi utilizado nos estudos subsequentes.

4.1.3.3 Influéncia do eletrélito suporte

O tipo de eletrolito suporte a ser utilizado nas medidas eletroquimicas pode modificar a
termodinamica e a cinética do processo eletrodico, assim como o transporte de massa no interior
da célula eletroquimica tendo, portanto, influéncia direta sobre a resposta eletroquimica do
eletrodo de trabalho. (AGOSTINHO et al., 2004). Como a reacdo de oxidagdo da PMZ

apresentou dependéncia em relagcdo ao pH, foram escolhidos quatro meios tamponantes para
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serem testados para o farmaco, todos com pH ajustado para 5,0, os quais foram: tampéao
Mcllvaine (4cido citrico e Na,HPO4), tamp&o BR 0,04 mol L (HsPO4, HsBO3 e CH3COOH),
tampdo citrato (&cido citrico e citrato de sodio) e tampao acetato (CH3COOH e CH3COONa).
Os voltamogramas de onda quadrada obtidos com 0 EPCV/AuUNPs-GA para 4,76 x 10 mol L-
! de PMZ sdo mostrados na Figura 29.

Figura 29 — Voltamogramas de onda quadrada do EPCV/AUNPs-GA na presenca de 4,76 x 10 mol L de PMZ,

em diferentes tipos de solu¢des tampéo, em pH 5,0 (pardmetros utilizados: a = 50 mV; AEs =2 mV; f= 100 Hz)
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Verifica-se que a natureza do eletrélito influenciou a resposta do EPCV/AUNPs-GA
para a PMZ, uma vez que pequenos deslocamentos de potencial e diferencas na magnitude da
lpa foram observados comparando-se os diferentes eletrolitos testados. Observou-se que
solugdes tampdo contendo acido citrico em sua composicdo (Mcllvaine e citrato) exibiram
maiores respostas atuais. Isto sugere que a composicéo de tais solugdes tampéo pode de alguma
forma facilitar a chegada da molécula de PMZ a superficie EPCV/AuUNPs-GA. Verificou-se
também que houve um consideravel incremento de corrente para o tampao Mcllvaine frente as
demais solucgdes (tampéo citrato = 341,04 pA; tampdo acetato = 167,70 uA; tampao BR =
134,69 pA, tampao Mcllvaine = 404,81). Assim, selecionou-se 0 tampdo Mcllvaine (em pH

5,0) para todas as analises subsequentes.
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4.1.3.4 Influéncia da velocidade de varredura

Com o objetivo de se determinar 0 mecanismo de transporte de massa envolvido na
reacdo de oxidacdo da PMZ na superficie eletrédica do EPCV/AuUNPs-GA, realizou-se um
estudo de velocidade de varredura (v), por meio de VC. As medidas foram realizadas variando-
se av no intervalo de 10 mVs™a 100 mVs™. Empregou-se uma concentracéo fixa de PMZ igual
a 4,76 x 10 mol L, e como eletrdlito de suporte o tamp&o Mcllvaine em pH 5,0. Os

voltamogramas obtidos séo apresentados na Figura 30.

Figura 30 — Voltamogramas ciclicos obtidos para 4,76 x 10 mol L de PMZ, em meio de tamp&o Mcllvaine em
pH 5,0, com v variando de 10 a 100 mV s
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Para se estimar a natureza do processo redox da PMZ sobre a superficie do
EPCV/AuUNPs-GA, utilizou-se da relacdo de duplo logaritmo entre a lpa € a v, assim como no
trabalho realizado por Shih e colaboradores (2004). Tal método é baseado nas seguintes

dedugdes:

I Processos reversiveis controlados por difusdo sdo descritos pela equagao:
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I, = (2,69x10°)n¥2ADY2Cv2 (5)
onde: n é o nimero de elétrons transferidos na reacdo; A é a area do eletrodo (em cm?); " é a
concentracio da espécie eletroativa adsorvida na superficie do eletrodo (mol cm™), D é o
coeficiente de difusdo, C é a concentracdo da espécie eletroativa em solucéo e v é a velocidade
de varredura de potencial (em V s). Assim, a corrente de pico (e também qualquer outro valor
de corrente do voltamograma) é proporcional a v*2, (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT;
BRETT, 1993).

Aplicando-se o logaritmo (base 10) na equacao (5), obtém-se:

(log) 1p = log [(2,69x10%)n¥2ADY2C] + log v*/? @)

Esta equacédo pode ser reduzida a:

(log) 1p = log constante + %2 log (v) (8)

Aplicando-se derivadas parciais e rearranjando, obtém-se:

ologlp
ologv (9)

inclinagdo = 0,5 =

ii. O mesmo tratamento acima mostrado acima para a equacao (5) pode ser dado a equacao

(6).
n? F?
Log (Ip) = log ( AT AT) +log v )
n?* F?
log (Ip) = Iog( ART AF) +log v 11)

log (Ip) = constante+ log v (12)
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ologlIp
ologv (13)

inclinagdo = 1,0 =

De acordo com a equacdo 9, uma inclinagéo do gréafico de log Ipa vs. Log v igual a 0,5 é
obtida no caso de processos puramente difusionais. Segundo a equacdo 13, 0 processo sera
inteiramente adsortivo quando uma inclinacdo de 1,0 é obtida para o mesmo gréfico.
Inclinagdes entre 0,5 e 1,0 indicam mecanismos mistos, controlados simultaneamente por
difusdo e adsorcdo. Apesar de tais relagdes apresentadas serem definidas para eletrodos sélidos
ndo modificados (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993), estas foram utilizadas
como forma de estimar a natureza do transporte de massa, de acordo com trabalhos ja citados
na literatura (SHIH et al., 2004; LIMA et al, 2018; TURUNC; GUMUS; ARSLAN, 2019;
KUMAR et al, 2019). A fim de se verificar a natureza do transporte de massa do processo de
oxidacdo da PMZ sobre o EPCV/AuUNPs-GA, aplicou-se a relagdo do duplo logaritmo no

sistema em estudo. Os graficos resultantes sdo mostrados na Figura 31.

Figura 31 — Relagdes do duplo logaritmo (log Ipa vs. Log v) obtida para a PMZ.
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As correlacdes do duplo logaritmo obtidas foram obtidas pelas equagdes log lIpa = 0,31
log v + 0,74, R? = 0,989 para o pico | e log lpa = 1,55 log v — 2,08, R? = 0,9968 para o pico III.
Assim, pode-se afirmar que o transporte de massa referente ao pico | é controlado

predominantemente por difusdo uma vez que o valor de inclinacdo da reta obtido (0,31) se
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aproximou do valor caracteristico para processos difusionais, sendo, portanto, este pico 0 mais
adequado para acompanhar em determinagdes eletroanaliticas. Por sua vez, o transporte de
massa do pico Il é controlado predominantemente por adsorcao, devido ao fato do valor da

inclinacdo da reta obtida (1,55) ser préximo ao valor caracteristico para processos adsortivos.

4.1.3.5 Otimizacdo dos parametros da VOQ

Nos ultimos anos, planejamentos fatoriais vém sendo frequentemente empregados na
otimizacao de métodos analiticos, uma vez que permitem a reducdo no niumero de experimentos
que precisam ser executados, resultando em um menor consumo de reagentes. Além disso, 0s
planejamentos fatoriais possibilitam o desenvolvimento de modelos matematicos capazes de
avaliar a relevancia estatistica dos efeitos dos fatores em estudo, bem como investigar os efeitos
de interacdo entre os mesmos. Os experimentos de Box-Behnken s&o caracterizados por
planejamentos fatoriais com 3 niveis dos fatores e por modelos de segunda ordem e consistem
em uma eficiente metodologia para a obtencdo de superficies de resposta. (FERREIRA, et al,
2007). Tal planejamento foi empregado pois os resultados obtidos sdo utilizados para a
construcdo de modelos matematicos que descrevem o comportamento do sistema dentro da
regido experimental investigada. (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014).

Desta forma, a fim de obter uma maior intensidade de corrente para a determinacdo da
PMZ com o EPCV/AuUNPs-GA, os parametros instrumentais da VOQ amplitude de pulso a,
incremento AEs e frequéncia f foram otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-
Behnken com triplicata no ponto central. Empregou-se para a otimiza¢do uma concentracdo
fixa de 4,76 x 10™* mol L de PMZ, com todas as medidas realizadas em solugdo tamp&o
Mcllvaine em pH 5,0. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 7. Os valores dos
parametros escolhidos foram determinados através de estudos anteriores. Para a realizacao
deste estudo, um mesmo EPCV/AuNPs-GA foi empregado, realizando-se uma limpeza da
superficie eletrodica entre as medidas. Tal limpeza foi realizada lixando-se gentilmente a
superficie do eletrodo em uma folha de papel sulfite limpa. Ressalta-se ainda que se seguiu uma

ordem aleatoria na realizacdo de cada ensaio.
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Tabela 7 — Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial Box-Behnken empregado para a otimizacdo dos
parametros da VOQ. (AEs: (-)=6mV, (0)=8mV, (+)=10mV ; a: (-) =80 mV, (0) =90 mV, (+) = 100 mV
;f:(-)=80Hz, (0) =90 Hz, (+) = 100 Hz)

Ensaio AEs a f I (LA)
1 - - 0 387,97
2 + - 0 457,34
3 - + 0 424,45
4 + + 0 490,69
5 - 0 - 340,50
6 + 0 - 414,69
7 - 0 + 44531
8 + 0 + 496,67
9 0 - - 357,76

10 0 + - 388,19
11 0 - + 450,35
12 0 + + 499,09
13 0 0 0 627,15
14 0 0 0 628,40
15 0 0 0 630,42

A anélise de variancia (ANOVA) foi realizada a fim de se avaliar a significancia do

modelo quadratico gerado, bem como verificar se 0 mesmo apresenta um bom ajuste aos dados

experimentais obtidos. A ANOVA (Tabela 8) do modelo matemético quadratico ao qual os

dados experimentais foram ajustados evidenciou que a variancia explicada pelo mesmo é bem

proxima da méxima variancia explicavel (Rsqr = 0,99975; Ragj = 0,9993) e que a falta de ajuste

néo foi significativa. Além disso, observou-se que os efeitos principais das variaveis estudadas,

bem como os efeitos de interagdo de segunda ordem entre AEs e fe a e f foram significativos

para a obtencdo de um maior valor de corrente a um nivel de confianca de 95%. Portanto,

confirma-se que o modelo quadratico proposto pode explicar satisfatoriamente os dados

experimentais obtidos, sendo capaz de predizer com uma confiabilidade de 99,93% o

comportamento da varidvel dependente (no caso, a resposta lpa) frente as variaveis

independentes estudadas (AEs, f e a).
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Tabela 8 - ANOVA obtida no tratamento estatistico dado aos resultados

Soma Graus de Média F calculado p
Fator guadratica liberdade quadratica
AEs 41185,2 2 20592,61 7563,49 0,000132
a 35744,6 2 17872,29 6564,34 0,000152
f 61583,3 2 30791,66 11309,51 0,000088
AEs*f 165,2 2 82,58 30,33 0,031917
a*f 83,8 1 83,81 30,78 0,030982
Falta de ajuste 58,4 3 19,47 7,15 0,125134
Puro erro 5,4 2 2,12 - -
Total 126578,6 14 - - -

Pode-se observar também pela ANOVA que os efeitos principais (AEs, a e f) bem como
as interag¢des de segunda ordem (AEs*f e a*f) foram significativos. Portanto, para a obtengéo
de uma maior resposta de corrente, a interagdo entre as variaveis deve ser levada em
consideracdo, e os demais efeitos ndo devem ser interpretados individualmente (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Observa-se também que o fator que possui 0 maior
efeito na resposta de corrente é f. I1sso corrobora com a literatura (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003)., uma vez que para sistemas reversiveis, 0 aumento da corrente é proporcional
a raiz quadrada da frequéncia:

Ip: kr f1/2

O aumento da freqliéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial causa um aumento na
resposta de corrente, com a consequente melhoria na sensibilidade da analise. Entretanto, este
aumento na freqiiéncia deve ser observado, uma vez que reversibilidade da reacdo pode
diminuir. (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A Figura 32 apresenta a distribuicdo aleatoria dos residuos, indicando que o modelo
obtido néo foi tendencioso.
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Figura 32 - Distribuicdo dos residuos
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Os resultados obtidos a partir deste planejamento foram ajustados a um modelo
matematico quadratico. A resposta de interesse (lpa) € representada em fungdo das variaveis

estudadas (a, f e AEs). O modelo gerado é apresentado a seguir:

Ipa = 628,66 + 32,65 X AEs + 18,63 x a + 48,79 x f - 94,05 x AEs?- 94,50 x a%- 110,31 x f 2-
0,7825x AEsxa-5,71 x AEsxf+ 458 axf

As superficies de resposta obtidas estdo representadas na Figura 33.

Figura 33 — Superficies de resposta em fungdo das variaveis (A) AEs e a, (B) fe AEse (C) fe a.
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Analisando-se a Figura 21, verifica-se que, dentro do intervalo em que as variaveis AEs,
aef foram avaliadas, o valor da lpa passa por uma regido de maximo (area vermelho-escura do
grafico de superficie de resposta), a qual corresponde a regido experimental 6tima para a
determinacdo da PMZ empregando-se 0 EPCV/AuUNPs-GA utilizando-se a VOQ. Além disso,
pode-se observar no grafico de curvas de nivel que nesta regido encontra-se o ponto central do
planejamento. Portanto, tais condi¢es foram adotadas como os valores 6timos, as quais séo a
=90 mV, f=100Hz e AEs=8 mV.

4.1.3.6 Obtencdo de curvas analiticas

ApoOs a otimizacdo das varidveis experimentais (pH, tipo de eletrélito suporte e
parametros da VOQ), curvas analiticas foram obtidas para a PMZ empregando-se 0
EPCV/AUNPs-GA por meio de VOQ, na faixa de concentracéo 3,98 a 15,7 umol L. Escolheu-
se esta faixa de concentracdo a fim de se verificar se 0 EPCV/AuUNPs-GA era capaz de
apresentar uma resposta linear de corrente em fungédo de baixos valores de concentracdo de
PMZ em amostras de padrdo analitico e reais. Foi utilizada uma solugdo estoque do analito de
concentracdo 1,0 x 10 mol L™, com adigdes de aliquotas de 20 pL a célula eletroquimica. Para
fins de comparacéo, curvas analiticas nas mesmas condicdes descritas foram construidas para
0 EPCV né&o modificado e para 0 EPCV/GA. Os resultados obtidos s&o apresentados na Figura
34. As equacdes das retas obtidas pela regressao linear das trés curvas analiticas bem como 0s
respectivos coeficientes de correlacdo sdo mostradas na Tabela 8.

Uma vez que houve o aumento linear da l,a com 0 aumento na concentracdo de PMZ
possibilitou o calculo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para os eletrodos
estudados. O LD pode ser definido como a mais baixa concentracdo de analito que pode ser
detectada, porém nado quantificada de modo que o sinal analitico produzido seja distinguivel do
ruido do equipamento. O LQ, por sua vez, é definido como a menor quantidade de analito que
pode ser detectada e quantificada pelo método com um elevado nivel de confianca, consistindo
em um valor maior que o LD. (ARMBRUSTER; PRY, 2008). O LD e 0 LQ para a determinagéo
da PMZ foram calculados da maneira recomendada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003), por meio das seguintes equacdes:

__3xdp
b

__10xdp
b

LD

LQ (14)
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onde dp € o desvio padrao do intercepto com o eixo Y de trés curvas analiticas e b é a inclinacdo
ou coeficiente angular da curva estatistica (construida a partir de trés curvas analiticas). Os
valores de LD e LQ obtidos para cada um dos eletrodos também séo apresentados na Tabela 9.

Figura 34 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com 0 EPCV/AuNPs-GA na faixa de 3,98 a 15,7 umol
L de PMZ, em tamp&o Mcllvaine pH 5,0, com a = 90 mV, f = 100 Hz e AEs = 8 mV. (B) Curva analitica obtida
para 0 EPCV/AuUNPs-GA (média de trés determinagoes).

A)

15,7 pmol L™
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Tabela 9 — Pardmetros analiticos e valores de LD e LQ obtidos a partir da regresséo linear das curvas para a
determinacdo de PMZ com o EPCV ndo modificado, EPCV/GA e EPCV/AUNPs-GA

Eletrodo
Parametro EPCV EPCVIGA EPCV/AUNPs-GA
Faixa linear 3,98 a 15,7 3,98 a 15,7 3,98 a15,7
estudada (umol L1)
Equacao I (MA) =3,30 [PMZ] | (MA) =3,56 [PMZ] | (HA) = 4,99 [PMZ]
da reta -3,11x 10°® +1,84 x 10° +2,28 x10°
Coeficiente de 0,990 0,989 0,991
correlacdo (R?)
LD (umol L) 5,67 2,32 1,09
LQ (umol L) 10,71 7,72 3,62

As curvas analiticas indicaram um aumento linear do valor de lpa com 0 aumento da
concentracdo de PMZ dentro da faixa estudada para cada um dos eletrodos. Entretanto, observa-

se que a inclinacdo obtida para a curva analitica do EPCV/AuNPs-GA (4,99) foi superior as
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observadas para 0s demais eletrodos (3,30 e 3,56 para 0 EPCV e 0 EPCV/GA, respectivamente),
evidenciando assim sua maior sensibilidade ao farmaco em estudo. Pode-se atribuir que o
melhor desempenho analitico do EPCV/AuNPs-GA é uma consequéncia da insercdo das
AUNPs estabilizadas na GA sintetizadas, ja citadas anteriormente.

A partir dos valores de LD e LQ obtidos para cada eletrodo, pode-se verificar novamente
a maior sensibilidade e desempenho analitico superior do EPCV/AuUNPs-GA, pois valores
inferiores para os dois parametros foram encontrados para este eletrodo em comparagdo aos
demais.

Na Tabela 10, estdo mostrados alguns trabalhos descritos na literatura relacionados a
determinacdo da PMZ. Pode ser observado que, apesar de alguns valores de LD e LQ
apresentados serem menores que 0s obtidos empregando-se 0 EPCV/AuUNPs-GA, ressalta-se a
vantagem de confeccdo simples e rapida do sensor desenvolvido neste trabalho perante aos
demais listados. Adicionalmente, dentre os sistemas de deteccdo os quais utilizam
nanoparticulas metalicas, este € um dos Unicos baseados na sintese verde das mesmas. O LD e
0 LQ alcancados para o EPCV/AuUNPs-GA podem ser considerados como satisfatorios para a

determinacéo de PMZ em amostras de medicamentos.
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Tabela 10 — Valores de LD e de LQ obtidos para a determinacdo de PMZ em diferentes trabalhos reportados na

literatura.
Técnica Eletrodo de LD LQ Referéncia
trabalho (umol L) (umol L)
VPD'! p-ABSA/ZnO/ 0,004 - (CHEN, et al, 2014)
ECV?
VPD! FeMoNPs/ECV?3 0,010 - (ARUMUGAM, et
al, 2020)
(HONARMAND;
MOTAGHEDIGAR
VPD ! Au-NPs/EPC * 0,648 - D; GHAMARI,
2014)
VPD ! MPSI-Au SAM ° 0,246 - (HONARMAND, et
al, 2016)
VOQ SiPy*CI/CuTsPc® 0,009 0,093 (JESUS, et al, 2011)
AIS’ - 2,180 7,170 (FENG, et al, 2007)
Fluorescéncia CQDs-MIPs® 0,500 - (ENSAFI;NASR-
ESFAHANI;
REZAEI, 2017)
VOQ EPCV/AUNPs-GA 1,090 3,620 Este trabalho

1VPD: Voltametria de pulso diferencial

2p-ABSA/ZnO/ECV:etrodo de carbono vitreo modificado com ZnO

SFeMOoNPS/ECV: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoplacas de molibdato de ferro

4 Au-NPs/EPC: eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ouro

5 MPSI-Au SAM: eletrodo de ouro modificado com bis-N-(2-mercaptofenill) salicilaldimina (MPSI)

6 SiPy*Cl/CuTsPc: filme de LBL com cloreto de silsesquioxano de 3-n-propilpiridinio e ftalocianina de cobre
tetrasulfonada (I1)

" Andlise por injecdo sequencial

8 CQDs-MIPs: sensor Optico baseado em quantum dots de carbono revestidos com polimeros molecularmente
impressos

4.1.3.7 Determinacdo de niveis de repetibilidade, reprodutibilidade e ensaios de determinacéo

A precisdo do EPCV/AuUNPs-GA para a determinacdo da PMZ foi avaliada por meio da
determinacdo dos niveis de repetibilidade (precisdo intra-corrida) e precisdo intermediaria
(precisa inter-corrida) da resposta voltamétrica gerada pelo sensor na presenca do analito, assim

como a partir do nivel de reprodutibilidade de preparacdo do eletrodo modificado. Para a
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determinacdo da repetibilidade de medida foi realizada uma série de dez medidas (n = 10) de
VOQ sucessivas, nas condigdes experimentais otimizadas e no mesmo dia, com 0
EPCV/AuUNPs-PG na presenca de 2,44 x 10* mol L™* de PMZ. A precisdo intermediaria, por
sua vez, foi avaliada por meio da realizacdo de cinco medidas (h = 5) com um mesmo
EPCV/AuUNPs-GA, em dias e em solugBes diferentes, igualmente na presenca de 2,44 x 10*
mol L do analito. Para a determinagdo da reprodutibilidade de preparagéo dos eletrodos, foram
preparados cinco EPCV/AuUNPs-GA, e cada um deles testado na mesma concentracdo
empregada nos estudos anteriores.

Os resultados de repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade de
preparacdo do eletrodo foram expressos em termos de porcentagem de desvio padrdo relativo a

média (%DPR) entre as lpa Obtidas, sendo este calculado por meio da seguinte equacao:
%DPR = i x 100 (15)

onde s € a estimativa do desvio padréo das Ipa Obtidas em cada caso e x € a média aritmética

simples das mesmas. Os resultados para os estudos de precisdo sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 — Resultados para repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade de preparacéo do eletrodo
para a determinacdo de PMZ com o EPCV/AUNPs-GA.

Parametro % DPR
Repetibilidade 1,61%
Precisdo intermediaria 0,48%
Reprodutibilidade 2,47 %

Segundo a ANVISA, considera-se um % DPR igual a 5% como o maximo aceitavel em
estudos de precisdo para metodologias analiticas. (BRASIL, 2003). Verifica-se, portanto, que
bons niveis de precisdo foram encontrados para a determinacdo de PMZ com o EPCV/AuUNPs-
GA em relagédo a resposta gerada pelos eletrodos bem como quanto a sua preparagdo. Tais
resultados sugerem uma boa potencialidade analitica para o sensor desenvolvido.

A seguir, ensaios de determinacdo da PMZ em eletrélito suporte puro (tampao
Mcllvaine em pH 5,0) foram realizados utilizando-se VOQ a fim de se verificar quanto da
amostra de PMZ adicionada pode ser realmente quantificada pelo EPCV/AuUNPs-GA. Tais

estudos foram realizados utilizando-se a equacgdo da reta da curva analitica obtida anteriormente
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para 0 EPCV/AuUNPs-GA, e seus resultados podem ser tomados como uma medida da
viabilidade de utilizacdo do sensor desenvolvido para a determinagdo do farmaco em amostras
reais. Para tanto, adicionou-se aliquotas de 60, 100 e 140 pyL de uma solucao estoque de PMZ
de concentragdo igual a 1 x 10 mol L, correspondendo as concentracdes de PMZ de 5,96;
9,90 e 13,80 pumol L, respectivamente. Registrou-se o valor de corrente para cada adicéo e
posteriormente, verificou-se se a concentracao obtida atraves da equacgéo da reta | (MA) = 4,99
[PMZ] + 2,28 x 10 era proxima ao valor adicionado. Tal analise foi realizada em triplicata e
em 3 dias diferentes para cada uma das concentracdes estudadas. Na Tabela 12 a seguir sdo
apresentados os valores de recuperagdo para cada replicata realizada, assim como as médias
obtidas nos trés ensaios. Verifica-se que os mesmos estdo dentro dos padrdes aceitaveis, uma
vez que todos aproximaram-se do valor ideal de 100,0%, o que evidencia a potencialidade de

aplicacdo do EPCV/AuUNPs-GA na determinacdo de PMZ em amostras reais.

Tabela 12 — Valores de recuperagéo obtidos com 0 EPCV/AuNPs-GA na determinacdo de PMZ
Adicionado (umol Lt)  Encontrado (umol L)  (DPR%)  Recuperacédo (%)

Mesmo dia
5,96 6,01+0,09 1,50 100,92
9,90 9,91+0,20 2,02 100,17
13,82 13,73+0,35 2,55 99,51

Dias diferentes

5,96 6,08+0,01 0,15 101,00
9,90 9,95+0,09 0,90 101,72
13,80 13,74+0,05 0,36 99,13

4.1.3.8 Determinagédo em formulagdo farmacéutica comercial

A aplicacdo do EPCV/AUNPs-GA na determinagdo da PMZ em amostras de formulagéo
farmacéutica comercial (em comprimido e em gotas) foi avaliada pela realizacéo de ensaios de
recuperacao por VOQ, empregando-se amostras de quatro medicamentos. Novamente utilizou-
se a equacdo da reta obtida anteriormente. Adicionou-se aliquotas de solugdes estoque

preparadas anteriormente das formulagcbes comerciais estudadas, correspondendo a
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concentracéo final de PMZ 9,90 umol L. Registrou-se o valor de corrente para cada adicéo e
posteriormente, verificou-se se a concentracao obtida através da equacgdo da reta | (LA) = 4,99
[PMZ] + 2,28 x 107 era proxima ao valor adicionado. Tal analise foi realizada em triplicata. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 — Resultados obtidos por VOQ para o estudo de recuperacdo em amostras de formulacdo farmacéutica
comerciais empregando-se 0 EPCV/AuUNPs-GA.

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D
Rotulado 25,0_ _ 5,0 o 25,0_ _ 5,0 mg//1,5 mL
mg/comprimido  mg/comprimido mg/comprimido
Determinado  25,67+0,15  4,83+0,09 243206 4,77 £0.05
I - - mg/comprimido/1,5
mg/comprimido  mg/comprimido mg/comprimido mL
Erro (%) 2,68 3,40 2,72 4,6
DPR (%) 0,58 1,86 2,47 1,05

Os resultados obtidos para a anélise da formulagéo farmacéutica confirmaram a exatidao
da metodologia voltamétrica desenvolvida. Verifica-se que os valores de dosagem
determinados pelo método desenvolvido aproximaram-se dos valores rotulados para todas as
formulacBes comerciais estudadas, com erros inferiores a 5%. Ressalta-se também o bom nivel
de precisdo, uma vez que os desvios padrdes relativos resultaram em valores abaixo de 5%.
Destaca-se ainda a praticidade do método, uma vez que nao foram necessarias etapas prévias
de extracdo do principio ativo a partir da amostra, conduzindo a analises mais rapidas. Assim,
pode-se afirmar que o EPCV/AuUNPs-GA, aliado a técnica de VOQ € uma alternativa viavel

para a determinacdo da PMZ em amostras reais de medicamentos.

4.1.4 Ensaios de hemocompatibilidade

Neste trabalho, investigou-se a hemocompatibilidade da suspenséo de AuNPs-GA e da
solucdo do extrato de GA, avaliando seus possiveis efeitos toxicos em leucdcitos e eritrocitos
humanos. Este € um estudo importante para futuras aplicacbes biomédicas da AuNPs-GA
sintetizadas, bem como para sua aplicacdo em biossensor, visando a deteccdo de analitos

biologicamente relevantes em amostras de sangue.



94

4.1.4.1 Ensaio de citotoxicidade em leucdcitos humanos

A citotoxicidade para leucdcitos foi avaliada usando o ensaio de exclusao por azul de
Tripan, em que o numero de células viaveis em uma suspensao previamente exposta aos
materiais ou compostos em estudo é determinado, considerando que as células vivas possuem
membranas plasmaticas intactas que podem excluir certos corantes (como o azul de Tripan).
Por outro lado, as células mortas podem ser coradas com o corante mencionado devido a perda
da integridade da membrana (HILLEGASS, et al, 2010).

O efeito dos AUNPs-GA e da GA nos leucécitos humanos é demonstrado na Figura 35.
Como esperado, a agua destilada ndo afetou a integridade da membrana (apresentando uma
viabilidade celular em torno de 100%), enquanto apenas 50% das células foram viaveis apos a
incubacdo em presenca de TBHP (p <0,05). O TBHP é um perdxido organico que apresenta
propriedades citotoxicas bem conhecidas. Os efeitos citotoxicos do TBHP sdo atribuidos a dois
mecanismos principais: sua decomposi¢do em radicais alcoxila e peroxila que podem induzir a
producéo de ERO (incluindo H,0 e radical hidroxila) na presenca de Fe?* celular, que acelerara
as reacdes em cadeia da peroxidacdo lipidica e danificard o DNA,; e alteracdo no metabolismo
da glutationa que leva a concentracdes elevadas de calcio citosélico e, finalmente, lesdo da
membrana (ALIA, et al, 2005; BARTOLI, et al, 1994).

Cerca de 98% de viabilidade celular foi observada ap6s a exposi¢cdo de leucécitos a
AUNPs-GA ou GA, que foi estatisticamente equivalente ao controle negativo em ambos 0s
casos (p> 0,05). Esse comportamento indica claramente que as nanoparticulas e o
polissacarideo ndo romperam a membrana plasméatica, mesmo apds 3 horas de exposicao.
Assim, a auséncia de efeitos toxicos para a integridade da membrana plasmatica dos leucécitos

pode ser confirmada.
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Figura 35 - Efeito de AuNPs-GA e GA em leucdcitos humanos. Os resultados sdo expressos em porcentagem em
relagdo ao controle negativo (agua destilada). Os valores sdo a média de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata £ desvio padréao.
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4.1.4.2 Ensaio de fragilidade osmotica em eritrocitos humanos

As propriedades hemocompativeis da AuNPs-GA e da GA foram ainda avaliadas pela
realizacdo de ensaios de fragilidade osmoética em eritrocitos humanos. Este ensaio € um
indicador util para avaliar se a intera¢do de nanoparticulas com a membrana celular pode levar
a efeitos de citotoxicidade in vitro e se baseia na resisténcia dos eritrocitos a acdo de agentes
hemoliticos (ANGELOVA; YORDANOV, 2017). Nas solucBes salinas hipotbnicas, 0s
eritrocitos absorvem a dgua do ambiente externo e incham, com a consequente desintegragédo
da membrana celular e liberacdo da hemoglobina intracelular (hemolise). Em solucGes
contendo NaCl em concentracfes em torno de 0,5% ou mais, a membrana plasmatica dos
eritrocitos normalmente permanece estavel e ndo ocorre hemolise detectavel (KAUSHANSKY,
et al, 2016; ROSSI et al, 2006). Se algum composto ou agente externo ao qual os eritrocitos
estdo expostos de alguma forma desestabilizam a membrana celular, espera-se que as células

sofram hemdlise em concentracGes de sal superiores ao normal (ANGELOVA; YORDANOV,
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2017). Nesse sentido, realizou-se esse ensaio para verificar a influéncia da AuNPs-GA e da
GA na estabilidade da membrana plasmatica de eritrdcitos.

Como mostrado na Figura 36, um comportamento semelhante foi observado em relacao
a fragilidade dos eritrdcitos apds a incubacdo do sangue com AuNPs-GA, GA e agua destilada
(controle). Além disso, ndo observou-se diferenca significativa entre os eritrdcitos tratados em
comparagao com o respectivo controle (dgua destilada) (p > 0,05). Isso sugere que o tratamento
dos eritrocitos com as amostras estudadas ndo desestabilizou sua membrana plasmatica.

A auséncia de efeitos toxicos detectaveis nos globulos brancos e vermelhos evidencia a
natureza hemocompativel da GA aliadas com as AuNPs, o que € um pré-requisito importante
para estudos biomédicos futuros. O comportamento observado pode ser atribuido a
biocompatibilidade exibida naturalmente pelos AUNPs e também a abordagem da sintese verde,
gue ndo utiliza reagentes potencialmente toxicos para a producdo de nanoparticulas. Ressalta-
se ainda que este estudo é importante para futuras aplicacdes do eletrodo modificado com as
AUNPs-GA em sistemas de deteccdo em amostras sanguineas.

Figura 36 - Efeito das AUNPs-GA e da GA na fragilidade osmotica de eritrécitos humanos (os valores médios de
absorvancia foram obtidos de trés experimentos independentes realizadas em duplicata e sdo proporcionais as

celulas lisadas e a hemoglobina liberada).
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4.2 UM NOVO SENSOR ELETROQUIMICO PARA O AGENTE ANTI-TUMORAL 5-
FLUOROURACIL BASEADO EM UM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADO COM AgNPs ESTABILIZADAS EM EXTRATO DE Garcinia

Cochinchinensis

4.2.1 Sintese e Caracterizacdo das AgNPs-GAR

Para realizar a sintese, adicionou-se uma aliquota da solucdo estoque de GAR (2 mg
mL1) sobre um volume apropriado de AgNOs (10 mmol L) e H2O destilada, de modo que as
concentragdes finais na mistura reacional fossem de 0,1 mg mL™ de GAR e 0,5 mmol L™ para
0 AgNO:a. Tais concentracdes foram baseadas em estudos prévios de otimizacdo. Visualmente,
a formacdo das AgNPs empregando-se o extrato de GAR foi indicada pela mudanga na
coloracédo da solucdo de incolor (caracteristica da solucdo de AgNO3z) para amarelo, coloragédo
caracteristica das AgNPs em suspensdo. A suspensdo obtida estd mostrada na Figura 37.

Figura 37 - Suspensdo de AgNPs-GAR

Os espectros de absorcdo na regido do UV-VIS das AgNPs-GAR sintetizadas e da
solugédo de GAR sdo mostrados na Figura 38. A suspensdo de AgNps-GAR exibiu uma banda
em 407,40 nm, a qual pode ser atribuida ao efeito de RPS das AgNPs (banda plasmon),
sugerindo a presenca das AgNPs. Tambem pode-se observar uma banda de absorgédo
caracteristica de flavondides (TSIMOGIANNIS, et al, 2007; MARKHAM; MABRY, 1975),



98

em 290 nm no espectro da solucdo de GAR (referente a transicdes eletronica m- w*),
corroborando com a caracterizagio prévia do referido extrato. E possivel observar um
decréscimo desta banda com a formacdo das AgNPs. O espectro da solucdo de AgNO3 nédo

apresenta absorcdo nesta faixa de comprimento de onda (ndo mostrado).

Figura 38 — Espectros de absor¢do na regido do UV-VIS da suspensdo de AgNPs-GAR e da solucdo de GAR 0,25
mg mL2,
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A GAR atua simultaneamente como agente redutor e estabilizante na sintese de
nanoparticulas de prata. A reducio dos ions Ag* a Ag® (na forma de AgNPs) pela GAR ocorre
uma vez que a GAR possui elevadas concentragcbes de benzofenonas poliisoprenadas e
biflavonoides. Tais compostos possuem em sua estrutura grupos O-H, passiveis de sofrer
oxidagdo e promover, assim, a reducdo da Ag*. O mecanismo apresentado na Figura 39
demonstra como a forma endlica, presente nos biflavondides encontrados na estrutura do
extrato de GAR, atua na reducdo dos ions Ag*. O produto final é um composto estabilizado por
ressonancia. O pH bésico da sintese favorece o equilibrio da reacédo no sentido da formacéao do

produto final, por desprotonacéo da forma enolica.
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Figura 39 — Mecanismo da oxidacdo da forma endlica presente na estrutura da GAR
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Fonte: Adaptado de Ravichandran et al, 2019

Uma vez formadas, pode-se assumir que as AgNPs sdo envolvidas e estabilizadas pelas
moléculas organicas existentes na estrutura da GAR. Esta estabilizacdo pode ser resultante,
principalmente, de uma combinacdo de efeitos estéricos e eletrostaticos (estabilizacdo
eletrostérica). Os efeitos estéricos podem ser relacionados ao volume das moléculas organicas
que envolvem cada particula, ao passo que os efeitos eletrostaticos relacionam-se a repulséo
existente entre os grupos COO" formados a partir da reducdo da prata. Assim, a combinacéo
destes dois efeitos permitiu que a estabilizacdo das particulas recém-formadas fosse alcangada,
0 que impediu que as mesmas sofressem coalescéncia.

O perfil de distribuicdo de tamanho de particulas da suspensdo de AgNps-GAR
sintetizada obtido por DLS (Figura 40) revelou uma distribuicdo unimodal com um diametro

hidrodinamico médio de 17,09 + 2,80 nm.
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Figura 40 - Distribuicdo de tamanho de particulas obtida por DLS para as AgNPs-GAR
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A morfologia e tamanho de particula do AgNPs-GAR foram posteriormente
determinados por andlise de TEM (Figura 41 A). O histograma de distribuicdo de tamanho
(obtido pela contagem de 450 particulas encontradas em areas das micrografias arbitrariamente
escolhidas, Figura 41 B) revelou que o tamanho das AgNPs-GAR sintetizadas variaram no

intervalo de 4,0 — 15,0 nm, com um tamanho médio de particula de 9,20 £ 1,5 nm.

Figura 41 — (A) Micrografias obtidas na analise de TEM para as AuNPs-GAR (B) Histograma de distribuigdo de
didmetro das AgNPs-GAR.
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A érea selecionada de difragdo de padrdo de elétrons (SAED) revelou a presenca de
halos brilhantes, indicando a natureza cristalina dos AgNPs-GAR (Figura 42). Os halos podem
ser atribuidos aos planos (111), (200), (220) e (311) da estrutura cristalina cubica de face
centrada da prata. (SINGH; SINGH; DU, 2017)

Figura 42 - A éarea selecionada de difracdo de padrao de elétrons das AgNPs-GAR

Para se estudar a existéncia de interacdes entre a GAR e as AgNPs, a espectroscopia de
FTIR foi empregada. Os espectros de FTIR de filmes cast de uma solugio de GAR 2 mg mL™*
e do nanocompdsito AgNPs-GAR sdo mostrados na Figura 43, com as atribuicOes relativas

listadas na Tabela 14.
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Figura 43 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho de filmes cast de GAR 2 mg mL* e das AgNPs-
GAR sobre substratos de silicio.
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Tabela 14 — Principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes cast de GAR (2 mg mL?) e de AgNPs-
GAR, com as respectivas atribuicdes.

Numero de onda (cm™) Modos
GAR AgNPs-GAR Vibracionais
(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER,
2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,

2005),
3352 3309 vO-H
2929 2926 v C-H
1633 1612 vC=0

- 1348 v C-C(=0)-C
1103 1008 5 C-Har.

*v: deformagdo axial; 8: deformac@o angular; as: assimétrica.
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Verifica-se que as bandas apresentadas pelas AgNPs-GAR podem ser atribuidas as
mesmas vibragGes apresentadas pela estrutura da GAR. Entretanto, deslocamentos nos valores
de frequéncia podem ser observados, evidenciando que existem interacfes entre a GAR e as
AgNPs. (BALAVANDY et al., 2014; MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Verificou-se um
deslocamento relativamente grande para as bandas referentes aos grupos O-H, evidenciando
que os mesmos podem estar envolvidos no processo de formacdo das AgNPs-GAR.
(VENKATPURWAR; SHIRAS; POKHARKAR; 2011). Constatou-se também no espectro
obtido para as AgNPs-GAR o surgimento de uma banda de alta intensidade em 1348 cm™ , que
pode ser atribuida a vibracdo de estiramento do grupo C-C(=0)-C de cetonas (PAVIA et al.,
2009; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005), que sdo produtos da reacdo de reducdo da Ag® a AgNPs, conforme foi
apresentado anteriormente.

O potencial zeta de AgNPs-GAR foi igual a - 42,60 mV, o que indica que as
nanoparticulas foram adequadamente estabilizadas com a GAR, além de apresentarem carga
negativa. A carga negativa deve-se a aderéncia de ions NO3™ provenientes do precursor metalico
utilizado para a sintese na superficie das AgNPs-GAR. A estabilidade a longo prazo das
AgNPs-GAR foi avaliada por analise de espectroscopia UV-VIS, com medicBes periddicas
sendo realizadas na mesma suspensdo. Como pode ser observado nas Figuras 44A e 44B, néo
houveram variagdes significativas na forma da banda plasmon e nos valores de absorbéncia ao
longo de trés meses. Portanto, os resultados sugerem que as AQNPs-GAR, no periodo analisado,
permaneceram estaveis em suspensdo, corroborando com o resultado obtido na anéalise do
potencial zeta. Assim, a eficiéncia do extrato de GAR como agente estabilizante das particulas
sintetizadas foi confirmada.
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Figura 44 — (A) Espectros de absor¢do na regido do UV-VIS da suspensdo de AgNPs-GAR ao longo de 90 dias.

(B) Correlagdo entre 0s maximos de absorbancia e o nimero de dias.
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4.2.2 Caracterizacdo Eletroquimica do EPC Modificado com AgNPs-GAR (EPC/AgNPs-GAR)

Inicialmente, realizou-se um estudo comparativo a fim de se verificar as diferengas entre

0 comportamento eletroquimico de eletrodos de pasta de carbono a base de grafite (EPC-grafite)

com o comportamento de eletrodos preparados com carbono vitreo (EPCV), ambos

modificados com 500 pL de AgNPs-GAR, utilizando-se VVC e EIE, na presenca da sonda

eletroquimica [Fe(CN)g] */*. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 45.

Figura 45 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedéancia eletroquimica (diagramas de Nyquist) do

EPC-grafite e do EPCV, ambos modificados com 500 uL de AgNPs-GAR, em meio de solucdo equimolar de
K4Fe(CN)e/KsFe(CN)s 0,010 mol L™ preparada em tampdo PBS 0,15 mol L™ (pH 6,5).
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Pode-se verificar na Figura 45 que ambos os eletrodos apresentaram picos de corrente

para o processo redox tipico da sonda eletroquimica (Fe(CN)s* = Fe(CN)s>). Apesar das

diferencas nos valores de corrente ndo serem acentuadas comparando-se 0 EPCV e o EPC
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modificados com as nanoparticulas, 0 EPC/AgNPs-GAR apresentou um menor valor de
separagdo entre os potenciais de pico (AEp) em comparagdo ao observado para este ultimo
(Tabela 15), sugerindo que cinética de transferéncia eletrénica é mais efetiva no EPC/AgNPs-
GAR, o0 que resultou em uma maior condutividade e também em uma maior reversibilidade
para o processo (BRETT; BRETT, 1993). Verifica-se também que o didmetro do semicirculo
obtido para 0 EPC/AgNPs-GAR foi menor do que o obtido é para 0 EPCV/AgNPs-GAR,
indicando que a resisténcia a transferéncia de carga para o grafite incorporado com o
nanomaterial foi menor comparada ao observado para o carbono vitreo. Uma possivel
explicacdo para tal comportamento é que a suspensdo de AgNPs-GAR foi capaz de melhorar
as propriedades eletroquimicas da pasta de grafite, entretanto, aumentaram a resisténcia a
transferéncia de carga do EPCV. O EPCV sem modificacdo ja possuiu um desempenho
eletroquimico satisfatorio devido a elevada reatividade eletroquimica das esferas de carbono
vitreo (WANG, J. et al.,, 2001). Provavelmente, as AgNPs-GAR ndo se incorporaram
eficientemente a pasta de carbono vitreo e prejudicaram a resposta do eletrodo. Justifica-se,

portanto, a utilizacdo do grafite para a fabricacdo dos eletrodos no presente capitulo.

Tabela 15 — Valores de lp,, lpe, AEp € Rt obtidos em estudo comparativo para o EPC-grafite e para o EPCV.

Eletrodo Ipa (MA) - Ipc (LA) Epa(MV) Epc (MV) AEp Ret (Q)

EPC/AgNPs-GAR 81,30 67,82 400 633 233 718,99

EPCV/AgNPs- 76,57 68,21 430 23 407 795,81
GAR

Realizou-se uma comparacao por VC e EIE, na presenca da sonda eletroquimica, entre
0 EPC/AgNPs-GAR, 0 EPC e um eletrodo modificado apenas com a solucdo de GAR
(EPC/GAR). Os resultados encontram-se nas Figuras 46A e 46B, enquanto que 0s parametros

eletroquimicos obtidos a partir dos graficos de VC e EIE estdo descritos na Tabela 16.
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Figura 46 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) Espectros de impedancia eletroquimica do EPC/AgNPs-GAR,
EPC/GAR e EPC ndo modificado, em meio de solugdo equimolar de K4Fe(CN)s/KsFe(CN)s 0,010 mol L

preparada em tampéo PBS 0,15 mol L (pH 6,5).
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Tabela 16 — Valores de lpa, lpc, AE, € Rt obtidos para o EPC, para o EPC/GAR e para 0 EPC/AgNPs-GAR

Eletrodo Ipa (LA) - Ipc (MA) Epa(MV) Epc (MV) AEp Ret (Q)
EPC 54,59 48,30 420 582 162 1587,50
EPC/GAR 63,85 50,79 415 129 286 1344,00
EPC/AgNPs-GAR 81,30 67,82 400 633 233 718,99

Todos os eletrodos estudados apresentaram um processo quasi-reversivel tipico do
[Fe(CN)s]*™*. O EPC/AgNPs-GAR apresentou maiores respostas de corrente, além de um
menor valor de Rc, em comparacdo ao comportamento observado para o EPC e para o
EPC/GAR. Apesar do valor de AE, apresentado pelo EPC/AgNPs-GAR ser maior que o valor
apresentado pelo EPC ndo modificado, pode-se inferir que a incorporacdo das nanoparticulas
sintetizadas melhoram o desempenho eletroquimico do EPC uma vez que proporcionaram uma
maior sensibilidade ao eletrodo (o que pode ser observado pelos maiores valores de corrente)
bem como uma menor resisténcia a transferéncia de carga (verificado pelo menor valor de Ret).
Esse incremento na resposta eletroquimica do EPC apds a incorporacéo das AgNPs-GAR na
pasta de grafite pode ser atribuido as propriedades caracteristicas dos AgNPs, como alta
condutividade e alta area superficial, provenientes das nanoparticulas. (FEKRY, 2017).
Portanto, a modificacdo dos eletrodos com as nanoparticulas sintetizadas € um procedimento
vantajoso para a aplicacdo do mesmo como sensor eletroquimico. Pode-se observar também
que somente a incorporacdo da GAR na pasta de grafite ocasionou em um ganho de corrente.
Uma possivel justificativa para este comportamento pode ser dada com base no fato de que a
modificacdo da pasta com a GAR pode proporcionar ao material um maior carater hidrofilico.
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Conforme j& foi dito anteriormente, o extrato da GAR foi caracterizado por possuir uma elevada
quantidade de benzofenonas poliisoprenadas e biflavonoides e tais compostos apresentam em
sua estrutura uma grande quantidade de hidroxilas. Assim como foi apresentado para a GA
(cuja estrutura polissacaridica também exibe hidroxilas) a presenca de tais grupos pode ter
modificado as propriedades interfaciais da superficie do eletrodo, de modo a favorecer a
aproximacdo da sonda eletroquimica, favorecendo o processo de transferéncia de elétrons.
(RICE; GALUS; ADAMS, 1983).

Os resultados obtidos para a determinacdo aproximada das areas eletroativas dos
eletrodos estudados sdo apresentados na Tabela 17. As areas eletroativas estimadas sdo
apresentadas em cada caso como uma média obtida a partir de trés replicatas.

Tabela 17 — Valores médios da area eletroativa estimados do EPC ndo modificado, EPC/GAR e EPC/AgNPs-GAR

(n = 3 para cada um dos eletrodos).

Eletrodo - loc (LA) Area eletroativa estimada (cm?)
EPC ndo modificado 43,22 + 1,27 0,052 1,30
EPC/GAR 45,48 + 0,57 0,054 + 0,60
EPC/AgNPs-GAR 4791+ 0,33 0,057 £ 0,33

O valor da Ipc, e consequentemente o da area eletroativa, aumentou na ordem EPC <
EPC/GAR < EPC/AgNPs-GAR. A maior area obtida para 0 EPC/GAR em comparacdo ao EPC
pode ser uma consequéncia da superficie mais hidrofilica dos eletrodos modificados apenas
com a GAR, a qual pode ter proporcionado um aumento na quantidade de sitios eletroativos em
relacdo ao EPC, cuja superficie é apolar. Uma maior area foi observada para o EPC/AgNPs-
GAR. Provavelmente, isso € devido ao efeito da presenca das AgNPs na superficie eletrodica.
Apesar de ter sido observado um aumento na area, € possivel afirmar que este ndo foi
significativo e ndo é o responsavel pela melhor resposta do EPC/AgNPs-GAR.

A fim estudar a influéncia que a quantidade de AgNPs-GAR presente exerce sobre a
resposta do EPC, foi realizado um estudo com diferentes volumes de AgNPs-GAR (250, 500,
750 e 1000 pL) adicionados em uma massa fixa de 50,0 mg de grafite em pé. Os estudos foram
realizados na presenca de 10,0 mmol L™ [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*, com solucéo tamp&o de 0,15
mol Lt PBS como eletrélito de suporte. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 47.
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Figura 47 — VVoltamogramas ciclicos do EPC com diferentes volumes of AgNPs-GAR (250; 500; 750 e 1000 uL),
na presenca de tamp&o PBS 0,15 mol L* (pH 7,4) contendo 10,0 mmol L KsFe(CN)e/KsFe(CN)s e v = 50,0 mV
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Como pode ser observado na Figura 47, a corrente de pico aumentou até 500 pL e, em
seguida, foi observada uma diminuicdo acentuada da mesma. Conforme ja foi observado
anteriormente para 0 EPCV/AuNPs-GA, o aumento da quantidade de nanoparticulas
adicionadas pode ser prejudicial a performance do eletrodo, uma vez que pode ocorrer a
agregacao das mesmas na pasta. Consequentemente, as nanoparticulas adicionadas perdem suas
propriedades condutoras, além de diminuir a &rea superficial das mesmas. Assim, a corrente de
pico também diminui. (OREN; ANIK, 2017; CUBUKCU;TIMUR; ANIK,2007). Portanto, 500
pL de AgNPs-GAR foram empregados para a confeccdo dos eletrodos nos estudos

subsequentes.
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4.2.3 Determinacdo eletroanalitica do 5-Fluorouracil (5-FU)

4.2.3.1 Comportamento voltamétrico

A fim de se verificar a eletroatividade do analito 5-FU sobre os eletrodos, estudos foram
conduzidos por VC, empregando uma concentragdo fixa de 5-FU igual a 4,76 x 10 mol L,
em meio de tampdo BR 0,04 mol L em pH 8,0. Os voltamogramas obtidos na faixa de 0,8 a
1,3V (vs. Ag/AgCl) sdo mostrados na Figura 48.

Figura 48 — Voltamogramas ciclicos do EPC, do EPC/GAR e do EPC/AgNPs-GAR na presenca de 4,76 x 10
mol L* de 5-FU, em meio de tampé&o BR 0,04 mol L pH 8,0. As linhas pontilhadas representam os voltamogramas
dos mesmos eletrodos na auséncia dos analitos (v =50 mV s?).
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Na auséncia do analito, ndo séo observados picos de corrente para nenhum dos eletrodos
estudados. Isto evidencia que 0os mesmos ndo apresentam resposta eletroquimica na faixa de
potencial estudada, exibindo apenas corrente capacitiva. Na presenca de 5-FU, um pico anddico
foi observado para todos os eletrodos, correspondendo ao processo de oxidagdo do farmaco na

superficie dos mesmos. Como nenhum processo catodico foi observado nas varreduras
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voltamétricas reversas, pode-se considerar que a oxidacdo do 5-FU como um processo
irreversivel. Observou-se também que a oxidagdo do 5-FU ocorre em aproximadamente 1,15 V
Tais resultados se assemelham a outros trabalhos que reportam a determinacdo eletroanalitica
de 5-FU sobre eletrodos confeccionados a base de materiais de carbono (GOYAL,; SINGH;
ABDULLAH, 2002; HUA, et al, 2013; SATARADDI; NANDIBEWOOR, 2011,
SATYANARAYANA et al., 2015; SHAH et al., 2012).

O provavel mecanismo para a oxidacdo eletroquimica do 5-FU é mostrado na Figura
49. De acordo com Bukkitgar e Shetti (2016), a eletrooxidacdo do 5-FU procede-se com a
remocao de dois elétrons e dois prétons. Na primeira etapa, ha a remocgédo de um elétron do anel,
dando origem ao produto 1, que é instavel e prontamente converte-se no produto 2 pelo ataque
de moléculas de H»>O. Posteriormente, ha a remocao de um elétron e um proton, dando origem

ao produto final da reacéo.

Figura 49 — Mecanismo do processo de oxidacao eletroquimica do 5-FU sobre os eletrodos estudados.
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Como pode ser verificado na Figura 48, o pico de corrente para a oxidagdo de 5-FU no
EPC/AgNPs-GAR (11,77 pA) foi maior em comparagéo aos mostrados no EPC/GAR (3,02
HA) e no EPC ndo modificado (2,74 pA). Além disso, o potencial de pico anddico observado
para EPC/AgNPs-GAR (Epa = 1,13V) foi inferior aos valores correspondentes observados para
EPC/GAR (Epa = 1,16V) e para 0 EPC (Epa = 1,19V). O aumento nos valores de corrente e a
diminuicdo no potencial de oxidagdo séo evidéncias do efeito eletrocatalitico causado pelas
AgNPs-GAR, que possibilitaram uma transferéncia eletronica mais rapida entre o 5-FU e a
superficie do eletrodo, em comparacdo aos demais. Este comportamento pode ser atribuido a
elevada condutividade das AgNPs, aliada ao aumento na area eletroativa (valores que foram
estimados previamente e calculados em 0,052, 0,054 e 0,057 cm? para o EPC, EPC/GAR E
EPC/AgNPs-GAR, respectivamente) proporcionado pela incorporagdo de tais nanoestruturas

aos eletrodos.

4.2.3.2 Influéncia do pH na resposta voltamétrica da 5-FU

Uma vez que h& protons envolvidos no mecanismo de oxidacéo eletroquimica do 5-FU,
é possivel inferir que o pH do meio tera influéncia direta sobre a resposta do EPC/AuNPs-GAR
na presenca do analito. A fim de que esta influéncia fosse avaliada, e para que se encontrasse
um valor de pH étimo para as analises seguintes, estudos por meio de VOQ com o EPC/AgNPs-
GAR foram realizados na presenca de 4,76 x 10 mol L de 5-FU utilizando-se o tamp&o BR
0,04 mol L como eletrolito de suporte, variando o valor de pH na faixa de 2,0 a 12,0. Os
voltamogramas obtidos, assim como a relagcéo de Epa em funcéo do valor de pH sdo mostrados

na Figura 40.
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Figura 50 — (A) Voltamogramas de onda quadrada do EPC/AgNPs-GAR na presenca de 4,76 x 10* mol L de 5-
FU, em meio de tamp&o BR 0,04 mol L, com valores de pH variando na faixa de 2,0 a 12,0. (B) Relagéo de Epa
em fungdo do pH obtidas a partir dos voltamogramas.
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Pode-se observar na Figura 50A que um maximo de corrente foi obtido em pH 8,0.
Assim, todas as analises posteriores foram realizadas neste pH, devido a melhor resposta de
corrente obtida. Verificou-se que a corrente gerada pela oxidagéo do 5-FU sobre o EPC/AgNPs-
GAR seguiu uma tendéncia de aumento do pH 4,0 até pH 8,0, onde atinge um valor maximo, e
em seguida apresenta uma queda nos pHs 9,0 e 10,0. Este comportamento pode ser justificado
sabendo-se que o valor de pKa para o analito é igual a 8,1 (HONG et al., 2010), sendo este
correspondente a desprotonagdo do atomo de nitrogénio designado como Nz no equilibrio
apresentado na Figura 51. A desprotonacdo em N1 também pode ocorrer, sendo observada em
valores de pH acima de 13,0. (PENDEKAL; TEGGINAMAT, 2012).

Figura 51 — Desprotonagéo do 5-FU
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Fonte: Adaptado de JANG et al., 2001.
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Verificou-se na Figura 50B que houve um deslocamento no valor de Epa para valores
menos positivos com o aumento do pH do eletrolito suporte. Este deslocamento pode ser
justificado com base no fato de que protons estdo envolvidos na reacao de oxidacdo do 5-FU.
Segundo 0 mecanismo apresentado na Figura 49, a segunda etapa da oxidacdo ocorre com a
remocdo de 1 préton do intermediério designado como (2). Neste sentido, pode-se afirmar que
em pHs mais bésicos tal desprotonacdo ocorre mais facilmente, como consequéncia deste fato,
0 analito serd oxidado em um potencial mais baixo. Em pHs acidos um comportamento
contrario é observado pois um potencial mais alto foi necessario para que os protons pudessem
ser removidos da molécula, culminando com sua oxidag&o.

Uma relacdo linear foi observada entre o Epa € 0 pH do eletrolito suporte, com uma
inclinacéo igual a -66,0 mV pH™ (Epa (vs. Ag/AgCI) = 1,63 — 0,066 pH, R = -0,991). Este valor
aproxima-se da inclinagdo nernstiana teérica de -59,0 mV pH™ para mecanismos em que o
namero de prétons e elétrons transferidos no processo € o mesmo. (KISSINGER; HEINEMAN,
1996).

4.2.3.3 Influéncia do eletrélito suporte

Como a reacgdo de oxidacdo do 5-FU apresentou dependéncia em relacdo ao pH, foram
escolhidos quatro meios tamponantes para serem testados, todos com pH ajustado para 8,0, 0s
quais foram: tampdo PBS 0,15 mol L, tampdo Mcllvaine, tamp&o BR 0,04 mol L , tamp3o
H3BO3.KCI — NaOH e tampdo fosfato. Os voltamogramas ciclicos obtidos com o EPC/AgNPs
para 4,76 x 10 mol L de 5-FU sdo mostrados na Figura 52.
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Figura 52 — Voltamogramas de onda quadrada do EPC/AgNPs-GAR na presenca de 4,76 x 10 mol L de 5-FU,

em diferentes tipos de solucdo tampdo, em pH 8,0
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Uma vez que pequenos deslocamentos de potencial e diferencas na magnitude da Ipa
foram observados comparando-se os diferentes eletrolitos testados, verificou-se pela Figura 39
gue a natureza do eletrdlito influenciou a resposta do EPC/AgNPs-GAR para o 5-FU. A partir
deste estudo, observou-se que o tampdo BR apresentou 0 melhor desempenho, uma vez que
exibiu um maior valor de corrente frente aos demais eletrélitos testados (tampédo Mcllvaine =
11,70 pA; tampao H3BO3.KCI = 4,87 pA; tampao PBS = 7,42 nA; tampao BR = 27,70 pA).
Além disso, o tampdo BR apresentou um deslocamento de potencial para valores mais

negativos. Assim, selecionou-se o tampado BR (em pH 8,0) para todas as analises subsequentes.

4.2.3.4 Influéncia da velocidade de varredura

Com a finalidade de se determinar a natureza do transporte de massa envolvido na
reacdo de oxidacdo do 5-FU sobre o EPC/AgNPs-GAR, foi realizado um estudo de variagdo da
velocidade de varredura, por meio de VC. As medidas foram realizadas variando-se a v no
intervalo de 10 mV s a 100 mV s™*. Empregou-se uma concentracdo fixa de 5-FU igual a 4,76
x 10* mol L%, e como eletrélito de suporte o tampdo BR 0,04 mol L™ em pH 8,0. Conforme ja

discutido anteriormente no estudo de velocidade de varredura realizado para 0 EPCV/AuUNPs-
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GA na presenca da PMZ, utilizou-se da relagdo do duplo logaritmo para se estimar o0 mecanismo
de transporte de massa envolvido. Os voltamogramas obtidos bem como a relagdo do duplo
logaritmo sdo apresentados na Figura 53.

Figura 53 — (A) — Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 EPC/AgNPs-GAR na presenca de 4,76 x 10 mol L de

5-FU, em meio de tamp&o BR 0,04 mol L em pH 8,0, com v variando de 10 a 100 mV s. (B) Relagéo do duplo
logaritmo (log Ipa vs. log v) obtida para o 5-FU
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A correlacdo do duplo logaritmo obtida é descrita pela equagéo: log (lpa) = 0,137 + 0,456
log(v); R =0,993. Assim pode-se confirmar a natureza difusional do processo de oxidagdo do
5-FU sobre o EPC/AgNPs-GAR, uma vez que a inclinagédo da reta obtida pela regresséo linear
aproxima-se mais de 0,5 (valor caracteristico para mecanismos difusionais) (BARD;
FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993), sendo este um fato favoravel para a utilizacéo

deste eletrodo em aplica¢Ges quantitativas.

4.2.3.5 Otimizacdo dos parametros da VOQ

Assim como foi realizado no estudo anterior para a otimizacgdo dos parametros da VOQ
para a determinacdo da PMZ com 0 EPCV/AuUNPs-GA, a fim de que uma maior intensidade de
corrente fosse alcancada para a determinacédo da 5-FU com o EPC/AgNPs-GAR, 0s parametros
instrumentais da VOQ foram otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-Behnken
com triplicata no ponto central. Empregou-se para a otimizagdo uma concentracao fixa de 4,76
x 10* mol L de 5-FU, e as medidas realizadas em BR 0,04 mol L, pH 8,0. Os resultados
obtidos sdo mostrados na Tabela 18. Os valores dos parametros escolhidos foram determinados
a partir de estudos preliminares. Ressalta-se que entre cada medida realizou-se a limpeza da

superficie do eletrodo e tais ensaios foram realizados de forma aleatoria.



116

Tabela 18 — Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial Box-Behnken empregado para a otimizacdo
dos pardmetros da VOQ (AEs: (-)=11mV,(0)=14mV,(+)=17mV ;a:(-) =60 mV, (0) =80 mV, (+) = 100
mV; f:(-)=45Hz, (0) =65Hz, (+) =85Hz) .

Ensaio AEs a f I (LA)
1 - - 0 56,38
2 + - 0 68,26
3 ] + 0 54,44
4 + + 0 62,50
5 - 0 - 43,47
6 + 0 - 53,70
7 - 0 + 63,55
8 + 0 + 75,36
9 0 - - 49,60

10 0 + - 45,74
11 0 - + 67,81
12 0 + + 62,86
13 0 0 0 59,62
14 0 0 0 58,72
15 0 0 0 59,27

A ANOVA (Tabela 19) do modelo matematico quadratico ao qual os dados

experimentais foram ajustados evidenciou que a variancia explicada pelo mesmo é bem

proxima da maxima variancia explicavel (Rsqr

0,993980; Ragj = 0,999604) e que a falta de

ajuste ndo foi significativa. Os efeitos principais das variaveis estudadas foram significativos

para a obtencdo de um maior valor de corrente a um nivel de confianca de 95%. Portanto,

confirma-se que o modelo quadratico proposto pode explicar satisfatoriamente os dados

experimentais obtidos, sendo capaz de predizer com uma confiabilidade de 98,96% o

comportamento da varidvel dependente (no caso, a resposta lpa) frente as varidveis

independentes estudadas (AEs, f e a).
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Tabela 19 — ANOVA obtida no tratamento estatistico dado aos resultados

Soma Graus de Média F calculado p
Fator quadréatica liberdade quadrética
AEs 232,99 2 116,4948 565,967 0,001764
a 35,70 2 17,8476 86,709 0,011401
f 757,81 2 378,9038 1840,828 0,000543
Falta de ajuste 5,841 6 1,9471 9,460 0,097110
Puro erro 0,41 2 0,2058 - -
Total 1039,60 14 - - -

Observou-se também que o fator que possui o maior efeito na resposta de corrente é f.
Tal comportamento corrobora com o0 encontrado na literatura, uma vez que para sistemas
irreversiveis, como a eletrooxidacdo do 5-FU, o aumento da corrente é proporcional a
fregliéncia.
b=k f

O aumento da freqliéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial ocasiona em um aumento
na resposta de corrente, com a consequente melhoria na sensibilidade da anéalise, o que pode
ser um dos artificios utilizados para se melhorar a resposta da VOQ. (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).

A Figura 54 apresenta a distribuicdo dos residuos aleattria dos residuos, indicando que

o0 modelo obtido nédo foi tendencioso.
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Figura 54 - Distribuicdo dos residuos
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O modelo matematico obtido ¢é apresentado a seguir:

I (nA)=159,20 + 5,25 x AEs -2,06 x a + 9,63 f + 1,85 x AEs? — 0,662 X a*— 2,04 x f2 - 0,96 x
AEsxa+039x AEsxf-0,27xaxf

As superficies de resposta obtidas encontram-se representadas na Figura 55.

Figura 55 — Superficies de resposta em fungdo das variaveis (A) AEse a, (B) fe AEse (C) fe a.
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Verifica-se pela Figura 55 que, dentro do intervalo em que as variaveis AEs, a e f

foram avaliadas, o valor da lpa passa por uma regido vermelho-escura, a qual corresponde a
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regido experimental de maior corrente para a determinacdo do 5-FU. Além disso, pode-se
observar na superficie de resposta que esta regido corresponde ao ensaio 8 do planejamento, 0
qual apresentou o maior valor de resposta de corrente (conforme pode ser observado na Tabela
14). Logo, tais condi¢cdes foram adotadas como os valores 6timos, as quais sdo a =80 mV, f =
85Hze AEs =17 mV.

4.2.3.6 Obtencdo de curvas analiticas

Ap0s a otimizacdo das variaveis experimentais (pH, tipo de eletrélito de suporte e
parametros voltamétricos), curvas analiticas foram obtidas para o 5-FU empregando-se 0
EPC/AgNps-GAR por meio de VOQ, na faixa de concentragio 2,99 x 10° a 2,34 x 10* mol L-
! Escolheu-se esta faixa de concentrac&o a fim de se veriricar se 0 EPC/AgNPs-GAR era capaz
de apresentar uma resposta linear de corrente em funcao de baixos valores de concentracdo do
analito estudado. Foi utilizada uma solucéo estoque do analito de concentragdo 1,0 x 102 mol
L, com adicGes de aliquotas de 30 pL a célula eletroquimica. Os resultados obtidos encontram-
se mostrados na Figura 56. Para fins de comparacéo, curvas analiticas nas mesmas condicdes

descritas foram construidas para o0 EPC ndo modificado e para o EPC/GAR (Tabela 20).

Figura 56 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o0 EPC/AgNPs-GAR na faixa de 2,99 x 10 a 2,34
x 10 mol L* de 5-FU, em tamp&o BR 0,04 mol L* pH 8,0. (B) Curva analitica obtida.
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As equacdes das retas obtidas pela regressdo linear das trés curvas analiticas sdo
mostradas na Tabela 20, juntamente com os respectivos coeficientes de correlagdo. O aumento
linear da l,a com o aumento na concentracdo de 5-FU possibilitou o céalculo dos limites de

deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para cada eletrodo estudado. Os calculos foram
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realizados empregando-se a equacgdo 14. Os resultados obtidos também se encontram na Tabela
20.

Tabela 20 — Parametros analiticos obtidos a partir da regresséo linear das curvas analiticas para a determinagao de
5- FU com o EPC ndo modificado, EPC/GAR e EPC/AgNPs-GAR.

Eletrodo
Parametro EPC EPC/GAR EPC/AgNPs-GAR
Faixa linear 299x10°%°a234x 299x10%a2,34x 2,99x10°a2,34x
estudada (umol L) 104 10 10
Equacao I (MA) =-1,070 + I (MA) =-1,192 + I (LA) =-1,059 +
da reta 71996,180 [5-FU] 74130,246 [5-FU] 106632,08 [5-FU]
Coeficiente de 0,999 0,998 0,998
correlagéo (R)
LD (umol L) 5,24 2,32 0,76
LQ (umol L) 15,33 7,09 2,53

A partir dos valores de LD e LQ obtidos para cada eletrodo, pode-se verificar novamente
a maior sensibilidade e desempenho analitico superior do EPC/AgNPs-GAR, uma vez que
valores inferiores para os dois parametros foram encontrados para este eletrodo frente aos
demais.

Os valores de LD e LQ obtidos para 0 EPC/AgNPs-GAR séo comparaveis aos obtidos
em outros trabalhos reportados na literatura que utilizam outros métodos de analise para a
determinacdo do 5-FU, conforme pode ser visualizado na Tabela 21. Apesar do bom
desempenho analitico dos outros métodos analiticos apresentados na Tabela, estes muitas vezes
proporcionam analises lentas e de custo elevado, uma vez que usualmente exigem
procedimentos laboriosos de preparacdo de amostras, além de fazerem uso de equipamentos de
alto custo de aquisicdo e manutencdo. Em particular, as técnicas cromatograficas utilizam uma
elevada quantidade de solventes organicos, que, se ndo forem corretamente descartados, podem

ser prejudiciais ao meio ambiente.
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Tabela 21 — Valores de LD e de LQ obtidos para a determinacdo de 5-FU por diferentes trabalhos reportados na
literatura.

Método Eletrodo LD LQ Referéncia
de trabalho pumolLt pmollL?
VPD? GQDs-PANI/ZnONCs/GCE f 0,023 - HATAMLUY]I,
et al, 2019
VPD PANINTs@AgNPs PGE ¢ 0,060 - ZAHED, et al,
2018
VPD ECV/P(BCP)/dsDNA" 2,38 - ZEYBEK, et
al, 2015
ECP - 1,040 3,570 LIU, et al,
2018
EC - 1,922 6,380 HURTADO-
SANCHEZ, et
al, 2015
HPLC © - - 7,688 SANSON, et
al, 2011
HILIC ¢ - 0,0845 0,284 AMASYA, et
al, 2018
LC-MS/MS © - - 0,788 LI, etal, 2018
VOQ EPC/AgNPs-GAR 0,760 2,530 Este trabalho

@ VPD: voltametria de pulso diferencial

b EC: eletroforese capilar

¢ HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia

4 HILIC: cromatografia liquida de interagdo hidrofilica

¢ LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

f GQDs-PANI/ZnONCs/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompésito de quantum dots-
polianilina/6xido de zindo

9 PANINTs@AgNPs PGE: eletrodo de gréfite de lapis modificado com o nanocomposito AGNPS@PANINTS

h ECV/P(BCP)/dsDNA: eletrodo de carbono vitreo modificado com poly (bromocresol purple) e DNA.

2.4.3.7 Determinacéo de niveis de repetibilidade, reprodutibilidade e ensaios de determinacéo

Avaliou-se a precisdo do EPC/AgNPs-GAR para a determinacdo do 5-FU por meio da
determinacdo dos niveis de repetibilidade (precisdo intra-corrida) e precisdo intermediaria
(precisa inter-corrida) da resposta voltamétrica gerada pelo sensor na presenca do analito, assim
como a partir do nivel de reprodutibilidade de preparacdo do eletrodo modificado. Para a
determinacéo da repetibilidade de medida foi realizada uma série de dez medidas (n = 10) de



122

VOQ sucessivas, nas condi¢des experimentais otimizadas e no mesmo dia, com o0 EPC/AgNPs-
GAR na presenca de 4,76 x 10*mol L de 5-FU. A precisdo intermediéria foi avaliada por
meio da realizacdo de cinco medidas (n = 5) com um mesmo EPC/AgNPs-GAR, em dias e em
solugbes diferentes, igualmente na presenca de 4,76 x 10* mol L do analito. Para a
determinacdo da reprodutibilidade de preparagdo dos eletrodos, foram preparados cinco
EPC/AgNPs-GAR, e cada um deles testado na mesma concentragdo empregada nos estudos
anteriores.

Os resultados de repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade de
preparacdo do eletrodo foram expressos em termos de porcentagem de desvio padrdo relativo a
média (%DPR) entre as Ipa obtidas, sendo este calculado por meio da equacao 15, apresentada
no capitulo 1 do presente trabalho. Os resultados para os estudos de precisdo sdo mostrados na
Tabela 22.

Tabela 22 — Resultados para repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade de preparacdo do eletrodo
para a determinacdo do 5-FU com o EPC/AgNPs-GAR .

Parametro % DPR
Repetibilidade 0,61%
Precisdo intermediaria 0,31%
Reprodutibilidade 1,02 %

Verifica-se que bons niveis de precisdo foram encontrados para a determinacao do 5-
FU com o0 EPC/AgNPs-GAR em relacdo a resposta gerada pelos eletrodos bem como quanto a
sua prepara¢do, uma vez que os valores de DPR foram abaixo do limite aceitavel maximo de
5%. (BRASIL, 2003). Tais resultados sugerem uma boa potencialidade analitica para o sensor
desenvolvido.

Em seguida, ensaios de recuperacdo do 5-FU foram realizados utilizando-se VOQ.
Empregou-se neste estudo a equacgdo da reta da curva analitica obtida anteriormente para o
EPC/AgNPs-GAR. Para tanto, foram adicionadas aliquotas consecutivas de 90, 180 e 270 uL
uma solucéo estoque de 5-FU de concentracgéo igual a 1 x 10 mol L™, correspondendo as
concentragdes de 90, 180 e 270 pmol L, na cela eletroquimica. Registrou-se o valor de corrente
para cada adicdo e posteriormente, verificou-se a concentracdo obtida através da equacao da
reta | (MA) = -1,059 + 106632,08 [5-FU] era proxima ao valor adicionado. Tal analise foi
realizada em triplicata e em 3 dias diferentes para cada uma das concentracOes estudadas. Na

Tabela 23 a seguir sdo apresentados os valores de recuperagédo para cada replicata realizada,
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bem como as médias obtidas nos trés ensaios. Pode-se observar que 0s mesmos estdo dentro
dos padrbes aceitdveis, uma vez que todos aproximaram-se do valor ideal de 100,0%,
evidenciando a potencialidade de aplicacdo do EPC/AgNPs-GAR na determinacgéo de 5-FU em

amostras reais.

Tabela 23 — Valores de recuperacdo obtidos com 0 EPC/AgNPs-GAR na determinacédo do 5-FU

Adicionado Encontrado  Precisdo  Recuperagdo

(umol L) (umol LY) (DPR%) (%)

Mesmo dia
90,00 90,20+1,34 1,49 100,22
180,00 178,70+0,95 0,53 99,26
270,00 270,10+1,61 0,60 100,04
Dias

diferentes
90,00 93,90+2,76 2,94 104,18
180,00 177,13+1,62 0,91 98,40
270,00 269,86+1,11 0,41 99,95

4.2.3.8 Determinacdo em formulacgéo farmacéutica comercial

A aplicacdo do EPC/AgNPs-GAR na determinagéo da 5-FU em amostra de formulagéo
farmacéutica comercial foi avaliada por meio da realizag&o de ensaios de recuperacgao por VOQ
empregando amostras do medicamento FAULDFLUOR® (5-fluorouracil 50 mg mL™), na
forma de solucdo injetdvel. Novamente utilizou-se a equacdo da reta obtida anteriormente
(Tabela 24). Para tanto, adicionou-se uma aliquota de uma solugédo estoque da formulacédo
comercial estudada, correspondendo a concentragdo final de 5-FU 1,92 x10* mol L™
Registrou-se o valor de corrente para cada adicdo e posteriormente, verificou-se se a
concentracdo obtida a partir da equagdo dareta | (LA) =-1,059 + 106632,08 [5-FU] era proxima
ao valor adicionado. Tal andlise foi realizada em quintuplicata e os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 24.
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Tabela 24 — Resultados obtidos por VOQ para o estudo de recuperacdo em amostra de formulacdo farmacéutica
injetavel de 5-FU empregando-se 0 EPC/AgNPs-GAR.

Rotulado Determinado Adicionado Encontrado Recuperacgéao
(mgmL?1)  (mgmL7?) (mol L) (mol L) x10* (%)
x10

50,00 49,97 1,92 1,919 99,94
50,00 50,00 1,92 1,920 100,00
50,00 49,87 1,92 1,915 99,74
50,00 49,87 1,92 1,915 99,74
50,00 49,87 1,92 1,915 99,74
Média 49,87 - 1,917 99,83
DPR% 0,11 - 0,11 0,11

Uma recupera¢do média igual a 99,83%, com uma %DPR igual a 0,11%, foi obtida para
a determinagdo de 5-FU na amostra analisada com o EPC/AgNPs-GAR empregando-se a
técnica VOQ. Os valores de composicao determinados para 0 medicamento a partir do método
voltamétrico desenvolvido aproximaram-se do valor rotulado, e estdo dentro dos limites
estabelecidos pela Farmacopeia Americana (45 a 55 mg mL™ , equivalentes a recuperagdes no
intervalo entre 90,0 a 110,0%) (USP, 2007) para a determinacéo de 5-FU em medicamentos na
forma injetavel.

Os resultados obtidos para a analise da formulacao farmacéutica confirmaram a exatidao
da metodologia voltamétrica desenvolvida com o EPC/AuNPs-GAR para a determinacéo de 5-
FU. Além da exatiddo apresentada, € importante mencionar o seu bom nivel de precisdo, uma
vez que os desvios padrdes relativos resultaram em valores abaixo de 5%. E conveniente
destacar ainda a praticidade do método desenvolvido, uma vez que ndo foram necessarias etapas
prévias de extracdo do principio ativo a partir da amostra para a obtencdo de resultados
satisfatorios, indicando que a método voltamétrico apresentado pode conduzir a analises mais
rapidas. Neste sentido, pode-se afirmar que o presente método desenvolvido constitui em uma
potencial alternativa para a determinagdo do agente antitumoral estudado em amostras reais de

medicamentos.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho, dois novos sensores eletroquimicos foram desenvolvidos, baseado
na modificacdo de eletrodos de pasta de carbono com nanocompoésitos constituido por
nanoparticulas de ouro e prata estabilizadas na goma do abacaxi e no extrato de Garcinia
cochinchinesis, respectivamente.

A GA e a GAR foram eficientes agentes redutores (devido a presenca de grupos
funcionais C=0 e O-H presentes nas estruturas da GA e da GAR) e estabilizantes para a
formacdo das AuNPs e AgNPs, cujas suspenses permaneceram estaveis por mais de 60 dias,
ndo demonstrando variagdes significativas da banda plasmdnica durante o periodo estudado. A
analise de TEM revelou que as AUNPs-GA e AgNPs-GAR apresentaram morfologia esférica e
homogeneidade de tamanho, com didmetros médios de particulas de 10,33+ 1,6 9,2+ 1,5 nm,
respectivamente. A analise de potencial zeta revelou valores de -31 e -42,6 mV para as AUNPs-
GA e AgNPs-GAR, respectivamente. Tais valores confirmaram a estabilidade de ambas as
suspensdes obtidas.

A modificacdo dos eletrodos de pasta com o0s nanocompdsitos resultou em um
incremento em suas propriedades eletroquimicas, gerando maiores valores de corrente bem
como menores resisténcias a transferéncia de carga para o processo redox da sonda [Fe(CN)s]*
/- em comparacdo aos eletrodos sem modificacdo e aos modificados apenas com a GA ou a
GAR. Este comportamento foi atribuido como consequéncia da combinacdo das propriedades
proporcionadas pelas MNps (onde M=Au e Ag) aliadas aos polissacarideos GA e GAR, como
alta condutividade elétrica, elevada area superficial e mais facil interacdo com as espéecies redox
no meio.

O EPCV/AuUNPs-GA e o EPC/AgNPs-GAR foram aplicados na detec¢do do anti-
histaminico PMZ e do antitumoral 5-Fluorouracil, respectivamente, pela técnica de VOQ. Os
dois analitos estudados foram oxidados na superficie dos respectivos eletrodos segundo um
mecanismo difusional e dependente do pH do meio. Os parametros instrumentais da técnica
para a determinacdo dos mesmos foram otimizados por meio de um planejamento fatorial do
tipo Box-Behnken com triplicata no ponto central. Para ambos os eletrodos, as ANOVAS dos
modelos matematicos quadraticos aos quais os dados experimentais obtidos nos planejamentos
foram ajustados evidenciaram que, em ambos 0s casos, as variancias explicadas pelo mesmo
sdo bem proximas da méaxima variancia explicavel. Além disso, a falta de ajuste ndo foi
significativa nos dois planejamentos. Os eletrodos modificados com as nanoparticulas metalicas
estabilizadas pelos polissacarideos (EPCV/AUNPs-GA e o EPC/AgNPs-GAR) apresentaram



126

maiores sensibilidades em relagdo aos analitos empregados quando comparados aos eletrodos
modificados apenas com GA ou GAR (EPCV/GA e EPC/GAR) e os eletrodos de carbono néo
modificados (EPCV ou EPC). Os valores de LD e LQ calculados para os eletrodos
desenvolvidos foram satisfatoriamente baixos (para PMZ: LD =0,76 umol L™ e 0 LQ= 2,53
umol L; para 5-FU: LD =0,76 umol L e o LQ =2,53 umol L) e comparaveis aos de outros
métodos existentes na literatura para a determinacdo dos farmacos estudados. Estudos de
determinacdo em formulacGes farmacéuticas comerciais, tanto da PMZ como do 5-FU,
confirmaram os desempenhos analiticos promissores dos eletrodos desenvolvidos com
porcentagens de determinacdo entre 94,89 a 99,83%, e DPR aceitaveis inferiores a 5%,
evidenciando a exatiddo e precisdo apresentadas pelos eletrodos modificados para a
determinacéo dos analitos em amostras reais.

As AuNPs-GA sintetizadas foram consideradas hemocompativeis, uma vez que nao
apresentaram efeitos citoxicos detectaveis em ambos os tipos de células sanguineas in vitro
estudadas. Tal resultado é importante para futuras aplicacGes biomédicas das AUNPs-GA bem
como para a futura aplicacao do eletrodo modificado em amostras sanguineas.

Por fim, é possivel afirmar que os extratos vegetais empregados nas sinteses verdes
relatadas foram capazes de atuar simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes,
promovendo-se de forma simples e eficiente a sintese de nanoparticulas de prata e de ouro. Os
referidos extratos foram capazes de promover a obtencdo das nanoparticulas uma vez que
possuem grupos passiveis para sofrer oxidacdo, promovendo-se assim a reducdo dos
precursores metalicos na forma de nanoparticulas. Ressalta-se que as sinteses empregando-se a
GA e a GAR sdo inéditas. A aplicacdo dos nanomateriais sintetizados aliados com os extratos
vegetais como modificadores quimicos de eletrodos de pasta de carbono foi benéfica,
melhorando as propriedades eletroquimicas dos dispostivos, sendo 0s dois sensores
desenvolvidos de facil confeccdo. Pode-se dizer ainda que ambos os eletrodos foram capazes
de determinar concentra¢des dos analitos estudados em formulagdes farmacéutica comerciais,
apresentando niveis de recuperagdo proximos a 100%. Conclui-se que as rotas verdes inéditas
de sintese foram eficientes e suas aplica¢Ges no desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos
proporcionaram resultados promissores, o que pode promover futuras aplicacGes destes

materiais no desenvolvimento de biossensores.
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PERSPECTIVAS

Realizar o estudo de hemocompatibilidade com as AgNPs-GAR,;

Aplicacdo do EPC/AgNPs-GAR na determinacdo eletroanalitica de outros agentes

antitumorais, como cisplatina, carboplatina, clorambucil, capecitabina e doxorrubicina;

Utilizar as AuNPs-GA e as AgNPs-GAR como plataforma para imobilizacdo de
anticorpos e antigenos, a fim de se desenvolver imunossensores eletroquimicos para a
deteccdo para a deteccdo de biomarcadores de céancer e de doencas infecciosas e
neuroldgicas. Ressalta-se neste topico a vantagem da utilizacdo das nanoparticulas
obtidas pelas rotas verdes apresentadas no presente trabalho. Uma vez que apresentam
uma maior biocompatibilidade, os presentes nanomateriais s&o interessantes

plataformas de imobilizacdo para biomoléculas como anticorpos e antigenos.
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