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RESUMO

Este trabalho descreve o0 desenvolvimento de um simples e novo sensor
eletroquimico para determinagdo voltamétrica de flutamida em formulagdes
farmacéuticas e amostras de urina artificial empregando um eletrodo de carbono
vitreo (ECV) modificado com nanotubos de carbono oxidado e 6xido de grafeno
(NCO-0G), o qual foi denominado ECV/NCO-OG. As técnicas microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e a Espectroscopia Raman foram utilizadas para a
caracterizagao dos materiais a base de carbono. A resposta eletroquimica do analito
frente ao ECV/NCO-OG foi investigada através das técnicas de voltametria ciclica
(VC) e voltametria de onda quadrada (VOQ). O sensor exibiu uma alta atividade
eletrocatalitica para a reducao da flutamida em 0,05 V vs Ag/AgCIl. Os parametros
experimentais que influenciam a resposta do eletrodo foram investigados e as
condi¢des otimas foram encontradas para o eletrodo modificado com NCO-OG, em
solugdo tampao Britton-Robinson-BR na concentragdo de 0,1 mol L' (pH 5). O
sensor proposto apresentou uma ampla faixa de resposta linear de concentracao
para a flutamida de 0,1 a 1000 pymol L' (ou 27,6 ug L' a 0,27 g L") para n=15
(R2=0,997), com limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), e
sensibilidade de 0,03 umol L', 0,1 umol L', e 0,30 pA umol' L, respectivamente. O
ECV/NCO-OG foi aplicado com sucesso para a determinacdo de flutamida em
formulagdes farmacéuticas utilizadas no tratamento de céncer de préstata e
amostras de urina artificial. Os resultados obtidos com o sensor proposto foram
comparados com o método descrito na literatura e observou-se um nivel de
confianca de 95%, demonstrando que nao ha diferencga estatistica entre o0 método de
referéncia e 0 método proposto. Os estudos de adicédo e recuperacao mostram que o
método proposto apresenta uma exatiddo satisfatoria com valor médio de

recuperacao de 101% (+ 1) %. para as amostras fortificadas.

Palavras-chave: Flutamida, sensor eletroquimico, nanotubos de carbono oxidado,
oxido de grafeno, amostras farmacéuticas, amostra de urina



ABSTRACT

This work describes the development of a simple and novel electrochemical sensor
for the voltammetric determination of flutamide in pharmaceutical samples and
artificial urine samples employing a glassy carbon electrode (GCE) modified with
carbon nanotube oxide and graphene oxide (CNTO-GO), denominated CNTO-
GO/GCE. The techniques Scanning Electron Microscopy (SEM) and Raman
Spectrum were used to characterize the carbon-based materials. Electrochemical
response of the analyte to the CNTO-GO/GCE was investigated by cyclic
voltammetry (CV), and square wave voltammetry (SWV) techniques. The sensor
exhibits high catalytic activity for flutamide reduction at0,05 V vs Ag/AgCl. The
experimental parameters that influence on the electrode response were investigated
and the optimum conditions were found to the modified electrode with CNTO-GO, in
0.1 mol L' Britton Robinson buffer solution (pH 5). The proposed sensor presented a
wide linear response range of concentration from 0.1 up to 1000 pmol L' (or 27.6 ug
L' up to 0.27 g L") for n = 15 (R? = 0.997); , with limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), and sensibility of 0.03 pmol L', 0.1 pmol L', and 0.30 pA umol
1L, respectively. The CNTO-GO/GCE was sucessifully applied for the determination
of flutamide in pharmaceutical formulations used in the prostate cancer treatment
and urine samples. The results obtained by the proposed sensor were in agreement
to those obtained by a comparative method described in the literature and .it was
observed at 95% confidence level, there was no statistical difference between the
reference and proposed method. The studies of addition and recovery showed that
the proposed method has the average recovery for fortified samples was 101% (+1)
%.

Key words: Flutamide; electrochemical sensor, oxidized carbon nanotube; graphene

oxide, pharmaceutical samples; urine samples.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos métodos analiticos € um dos campos de maior e
mais rapido crescimento dentro da quimica analitica, principalmente devido aos
novos desafios impostos por amostras de interesse clinico, ambiental, alimenticio,
farmacéutico, entre outros, que tém levado a uma crescente busca por métodos que
conduzam a resultados mais rapidos, exatos e reprodutiveis com o objetivo de
substituir ou melhorar os ja existentes.

Neste sentido, a analise de farmacos tem se destacado bastante nos ultimos
anos devido sua fundamental importancia no tratamento de inUmeras doencgas, tais
como no tratamento da tuberculose, Aids e cancer. Esta ultima tem preocupado
milhdes de pessoas no mundo inteiro devido a rapidez com que a mesma pode levar
a Obito, quando nao detectado nos estagios iniciais.

O cancer é uma doenca que ocorre como consequéncia de modificacées no
DNA de um individuo. Ao contrario do que se pode pensar, apenas 5% a 10% dos
casos de cancer sdo tumores hereditarios. Isso ocorre, pois as mutacbes que
ocasionam um céancer podem ocorrer em células somaticas ou germinativas, sendo
que apenas no segundo caso 0 cancer podera ser transmitido para as geracdes
seguintes (FERREIRA; ROCHA, 2004).

Dentre os varios tipos de cancer existentes no mundo inteiro o cancer de
préstata ou cancro da préstata, também chamado de carcinoma da préstata, € um
dos que mais mata. Ele decorre de uma massa anormal de tecido glandular, como
um resultado do crescimento desordenado das células (SBU, 2015).

A prostata € uma glandula do tamanho de uma noz que s6 os homens
possuem. Fica logo abaixo da bexiga e a frente do reto e uretra, o tubo pela qual a
urina é eliminada (INCA, 2016). Esta glandula é responsavel por produzir parte do
liguido seminal ou sémen, que protege e nutre os espermatozoides (TONON;
SCHOFFEN, 2009).

A maioria dos canceres de préstata (CAP) é de crescimento lento, no entanto,
alguns crescem relativamente rapido. As células cancerosas podem espalhar-se a
partir da préstata para outras partes do corpo, particularmente os ossos (SBU,
2015). Inicialmente pode ser assintomatico, mas em estdgios avancados pode
causar dificuldade para urinar, presenca de sangue na urina ou dor na pelve, costas
ou ao urinar. Os sinais clinicos sdo muito semelhantes aos da hiperplasia benigna
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da préstata. Outros sintomas tardios podem incluir sensacao de cansaco devido aos
baixos niveis de células vermelhas no sangue e disfuncéo erétil (INCA, 2016).

Neste sentido, os farmacos sé@o aliados preciosos no tratamento da doenga,
pois 0S mesmos correspondem ao principio ativo de um medicamento, os quais
podem promover a cura da doenca ou mesmo manté-la sob controle, como € o caso
da flutamida.

A flutamida é um farmaco antiandrégeno nao-esteroide, amplamente utilizado
para o tratamento do CAP. Ele age no organismo bloqueando o horménio masculino,
a testosterona, que estimula o crescimento de células cancerigenas da préstata, de
forma que as mesmas sejam incapazes de crescer. Este farmaco ndo promove a
cura do CAP, mas o seu uso continuo mantém o cancer sob controle por muitos
meses ou anos (AHMADI et al, 2015).

O CAP estd associado ao crescimento exagerado da prostata, com
consequente diminuicao do calibre e intensidade do jato urinario, sendo considerada
uma das principais causas de doenca e morte no mundo (TONON; SCHOFFEN,
2009). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que no
ano de 2016 ocorrerao 61.200 novos casos, 0 que representa uma incidéncia de 62
casos novos a cada 100 mil homens.

O planejamento terapéutico para pacientes diagnosticados com CAP é feito
de acordo com o estagio da doenca e o grau de diferenciacdo histopatolégica da
neoplasia. Nos tumores localizados, a cura pode ser obtida através de cirurgia
radical, denominada prostatectomia, ou radioterapia. Em tumores disseminados, a
paliacdo e o controle parcial da doenca sao conseguidos com 0 uso de orquiectomia
ou hormonoterapia (MARONA; STORTI; NETO, 2004).

A flutamida é um dos principais farmacos usados na hormonoterapia, sendo o
primeiro medicamento indicado para o tratamento do CAP avancado a ser
comercializado no Brasil. Embora seja um medicamento eficaz para o controle do
tumor da préstata e apresentar toxidade aceitavel, o seu uso continuo pode provocar
alguns efeitos adversos, dentre eles, a hepatotoxicidade, uma vez que a flutamida
pode causar uma alteracdo na quantidade de produtos quimicos especificos
produzidos pelo figado (VERGARA et al, 2000). Apesar desse efeito adverso ser o
menos comum, ele € o mais sério, podendo em alguns casos levar a morte
(TZANAVARAS; THEMELIS, 2007).
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Neste contexto percebe-se que é extremamente importante o controle da
dosagem da flutamida em formulacdes farmacéuticas e em fluidos biol6gicos. O
primeiro caso decorre da importancia da concentragéo do farmaco no medicamento
uma vez que doses muito inferiores ou muito superiores de flutamida no organismo
do paciente podem comprometer o controle da doencga, e, consequentemente,
acelerar a proliferacdo de células cancerigenas. O segundo caso baseia-se em
verificar através de um fluido biolégico, como por exemplo a urina, se o farmaco esta
realmente sendo absorvido pelo organismo.

Com base nessas informacodes, se faz necessario o desenvolvimento de um
método facil, sensivel e seletivo para a determinacao de flutamida em formulacées
farmacéuticas e amostras bioldgicas, visando o controle da dosagem do farmaco
nestes tipos de amostras.

A flutamida mostra-se eletroquimicamente redutivel em meios aquosos e
mistos devido a presenca de grupo nitro aromatico em sua molécula. Assim, sua
deteccdo e quantificacdo pode ser avaliada mediante técnicas eletroanaliticas
(BRAHMAN; DAR; PITRE, 2012).

Os métodos eletroquimicos tém recebido grande atencao devido as diversas
vantagens que apresentam, tais como baixo custo, elevada sensibilidade e
seletividade, facilidade de operagdo e rapidez de analise, pois, na maioria das
vezes, permite a analise direta da amostra, sem a necessidade de etapa de
separacdo ou pré-tratamento, potencialidade de miniaturizagdo e automacao
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Todavia, o uso de eletrodos convencionais podem apresentar certos
problemas, tais como a passivagdo gradual da superficie do eletrodo e uma lenta
cinética de transferéncia eletrbnica de forma a nao favorecer o processo de
transferéncia de elétrons entre o composto alvo e o material do eletrodo,
prejudicando assim a sensibilidade da técnica (WANG, 1991).

Um outro inconveniente no uso de eletrodos convencionais, € o processo de
oxidacao ou reducdo do analito que pode ocorrer em altos potenciais, causando a
perda de seletividade porque muitas outras espécies eletroativas também sofrem
oxidacao/reducao em potenciais elevados.

Neste sentido, com a proposta de minimizar estes problemas, surgem entao
os eletrodos quimicamente modificados cujo objetivo é pré-estabelecer e controlar a
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natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucao, buscando o melhoramento de
sua reatividade, sensibilidade e seletividade (SOUZA et al, 1997).

Atualmente, a busca de novos materiais para a modificagdo de eletrodos tem
sido alvo de estudo de diversos pesquisadores em todo mundo. Dentre eles,
destacam-se o0s nanotubos de carbono (NC), por apresentarem caracteristicas
préprias, como propriedade eletrénica (devido a sua rapida transferéncia de carga),
grande resisténcia mecanica, além de suas propriedades quimicas e fisicas como o
tamanho (diametro e comprimento), a pureza, a orientagcdo e funcionalizagao
quimica.

Devido a essas caracteristicas, e principalmente por suas propriedades
elétricas, os NC se tornaram um dos materiais mais usados para a preparagao de
eletrodos inertes para as mais diversas aplicagdes. Neste contexto, um outro tipo de
NC que tem chamado muita atengao nos ultimos anos sao os nanotubos de carbono
verticalmente alinhados (NCVA) que sao preparados com intuito de atingir o
alinhamento vertical perfeito, em que o numero de bordas expostas pelo plano é
maximizado através da exfoliacdo da sua extremidade com agentes oxidantes fortes,
0 que tem permitido a formacdo de NCVA com pontas contendo éxido de grafeno
(SILVA et al, 2015).

Poucos trabalhos foram reportados na literatura descrevendo o emprego dos
NCVA com éxido de grafeno em sua extremidade. Dentre eles tem-se os trabalhos
em que 0s pesquisadores aplicaram este material para a determinagdo de um
farmaco, a atorvastatina de caélcio, (SILVA et al, 2014) e de um metal pesado, o
chumbo (Pb?*) (SAITO et al, 2014). Os resultados obtidos em ambos os casos
mostraram uma melhoria na determinacédo eletroanalitica destas espécies, com
detectabilidade em niveis de concentracdo nanomolar.

Com base nessas informacoes, e, considerando a recente aplicacao desses
materiais em estudos eletroanaliticos, o presente trabalho se baseia na aplicacao e
validacdo de um sensor a base de nanotubos de carbono oxidado contendo 6xido de
grafeno em uma de suas extremidades (representado pela sigla NCO-OG), a fim de
se verificar a potencialidade do uso deste recente material na determinagéo de um
farmaco, no caso a flutamida, utilizado no tratamento do CAP e, posteriormente

aplica-lo em amostras de urina e formulag¢des farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi desenvolver e aplicar uma nova

plataforma para estudar o comportamento eletroquimico da flutamida empregando

um compdsito a base de NCO-OG visando a determinacdo do analito em amostras

de urina e formulagdes farmacéuticas usadas no tratamento do cancer de prostata.

Neste sentido, com intuito de alcangcar esse objetivo 0s seguintes objetivos

especificos foram propostos:

VI.

VII.

Preparar o sensor a base de NCO-0OG;

Caracterizar o compdsito por técnicas microscopicas ou
espectroscdpicas;

Estudar o comportamento eletroquimico do ECV modificado e néo
modificado na presenca de flutamida;

Otimizar os parametros experimentais e operacionais para a
determinacdo de flutamida, tais como, pH do meio e tipo de solugéao
tampéao;

Escolher a melhor técnica voltamétrica de pulso a ser utilizada para a
determinagdo da flutamida e realizar a caracterizagdo analitica do
sensor proposto;

Avaliar a repetibilidade de medidas e no preparo do sensor, verificar a
estabilidade do mesmo, bem como realizar estudo de possiveis
interferentes;

Aplicar o sensor em amostras de urina artificial e formulagdes
farmacéuticas contendo flutamida, bem como realizar estudos de
adicao e recuperacdo do analito nas amostras para avaliar a exatidao

do método desenvolvido.



REVISAO DE LITERATURA
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Flutamida e sua aplicacao no combate ao cancer de prostata

A flutamida, 2-metil-N-[4-nitro-3-(trifluorometil)  fenil]-propanamida, cuja
estrutura é apresentada na Figura 1, € um composto antiandrégeno néo-esteroide,
destituido de atividade hormonal (CHROUSOS et al, 2001), sendo sintetizada pela
primeira vez por Baker e colaboradores em 1967. Este farmaco foi o primeiro
antiandrégeno nao-esteroide disponivel para uso clinico, aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) em 1989 (HELSEN et al, 2014). Tem sido utilizado no
tratamento de CAP em pacientes ndo tratados previamente ou naqueles que néo
responderam ou se tornaram resistentes a tratamentos com hormdnios. Também
pode ser utilizado como monoterapia ou em combinagdo com um agonista LHRH
(horménio liberador do horménio luteinizante) (ORNSTEIN et al, 1996). O uso deste
farmaco pode proporcionar a redugdo do tamanho do tumor ou bloquear o
crescimento do mesmo e com isso aumentar o tempo de sobrevida livre da

progressao da doencga, assim como a duracdo meédia da sobrevida.

Figura 1: Estrutura quimica de flutamida

H CHj

CHs
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CFj

FONTE: PROPRIO AUTOR

A prostata é uma glandula um pouco maior que uma noz, localizada logo
abaixo da bexiga masculina. Sua fungdo é produzir um liquido alcalino que, junto
com os espermatozoides, constitui 0 sémen e é expelido durante a ejaculacao,
sendo este liquido o responsavel pela movimentagdo dos espermas. E composta
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basicamente por tecido glandular, o qual pode desenvolver o CAP (BERTOLDO;
PASQUINI, 2010).

De acordo com o INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA), o CAP é a
quarta causa de morte por neoplasias no Brasil, correspondendo a 6% do total de
obitos por este grupo nosologico, sendo atualmente, a segunda causa mais comum
de morte entre os homens por cancer (ficando atrds apenas do cancer de pele)
(INCA, 2016).

A taxa de mortalidade vem apresentando um ritmo de crescimento acentuado,
passando de 3,73/100.000 homens em 1979 para 8,93/100.000 homens em 1999, o
qgue representa uma variagdo percentual relativa de 139%. Para 2016, estima-se a
ocorréncia de 61.200 casos novos cujo aumento significativo pode ser explicado
pela a introducdo de novos métodos diagndsticos e o aumento da expectativa de
vida da populagdo masculina.

A ocorréncia do CAP n&o tem causas totalmente esclarecidas, porque ainda
ndao ha um entendimento de como ocorrem 0Ss mecanismos que modificam a
maquinaria das células normais da préstata, tornando-as malignas (GOMES et al,
2008). Porém, estudos demonstram que existem fatores que aumentam o risco de
desenvolvimento do CAP, dentre eles, a idade, ja que tanto a incidéncia como a
mortalidade aumentam exponencialmente apds a idade de 50 anos. Outro fator é o
histérico familiar, pois se um homem possui um pai ou um irmao que apresentou
CAP antes dos 60 anos de idade, o risco do mesmo desenvolver a doenca €
aumentado de 3 a 10 vezes em relacao a populacdo em geral (BRASIL, 2002).

O CAP costuma ser assintomatico na fase inicial e somente com o avanco da
doenca os sintomas aparecem. Na fase avancada, pode provocar dor éssea,
sintomas urinarios ou, quando mais grave, infeccao generalizada ou insuficiéncia
renal. Por tanto, é necessario a realizacdo de exames clinicos conhecidos como
toque retal ou toque digital da préstata e o exame de sangue para dosagem do
antigeno prostatico especifico, PSA, para o diagnéstico precoce (BRASIL, 2002).

Existem diferentes tratamentos para o CAP e por falta de ensaios clinicos
randomizados, nenhuma opcéao terapéutica pode ser considerada superior a outra.
No entanto, alguns fatores devem ser considerados na escolha do tratamento, tais
como, o tamanho e a classificacdo do tumor e a idade do paciente. Além disso, cada
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opcao de tratamento que inclui, a radioterapia, prostatectomia radical (remogéo
cirurgica da préstata), vigilancia ativa ou observacgéao, tratamento local experimental
e hormonoterapia apresentam efeitos colaterais (MINANA et al, 2016).

Quando o CAP se encontra em estadgio avangado, o tratamento pode ser
realizado pelo decréscimo da produgao de androgénio, através da administracdo de
um estrégeno (estrogenoterapia) ou de um analogo do LHRH, como, por exemplo, a
leuprolida ou a goserelina, que inibem a atividade testicular por via hipofiséria.
Emprega-se, também, a administracdo de um antiandrégeno, como a flutamida, que
inibe a penetragdo ou a acao intracelular de testosterona nas células prostaticas,
causando o bloqueio do crescimento do tumor (MARONA; STORTI; NETO, 2004).

O papel da flutamida e seus metabdlitos, principalmente a 2-hidroxi-flutamida,
no tratamento do CAP, é competir com o horménio testosterona e seu poderoso
metabdlito, a di-hidrotestosterona, inibindo a ligacdo deles aos receptores nucleares
e citoplasmaticos nas células-alvo, diminuindo assim a proliferacdo das células em
tecidos dependentes de andrégenos. Contudo, estudos demonstram pequena
correlacdo entre a afinidade relativa de ligacdo do farmaco aos receptores
androgénicos e proliferacdo, o que sugere que seu efeito benéfico ndo se deve a
interacao direta com as células tumorais (BROGDEN; CHRISP, 1991)

O tratamento com flutamida pode causar uma variedade de efeitos
secundarios que dependem da reacdao de cada organismo para a medicacdo. A
maioria dos efeitos colaterais comuns incluem diarreia, cansago e impoténcia
(DRUGLINE, 20186).

Um efeito secundario menos comum, porém mais sério, € 0 mau
funcionamento do figado, uma vez que a flutamida pode, por vezes, causar uma
alteracao na quantidade de substancias quimicas especificas produzidos pelo figado
(VERGARA et al, 2000). Por isso o desenvolvimento de novos métodos analiticos
para sua quantificacdo em formulagcées farmacéuticas, visando o controle de
qualidade, bem como o monitoramento desta em fluidos biolégicos € extremamente
importante. Neste ultimo, considera-se o fato de que a flutamida, quando
administrada no organismo € parcialmente absorvida pelo mesmo, sendo excretada
principalmente na urina, (RADWANSKI et al,1989). Sendo assim, um individuo que
excreta na urina uma grande quantidade de flutamida ndo esta absorvendo o
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necessario para tratamento eficiente da doencga. Neste sentido, refor¢ca-se que nao
apenas as andlises em formulagbes farmacéuticas sao importantes, mas também as
analises em fluidos biol6gicos, como por exemplo a urina. Apos a ingestao de cerca
de 250 mg de flutamida no organismo, um individuo saudavel excreta, apés 24
horas, através da urina cerca de 3 a 500 ng L' de flutamida (0,01 a 1,8 umol L)
(ANJUM et al, 1999). Esse resultado nos sugere que grande parte do medicamento
€ absorvido pelo organismo, justificando assim a importancia de se monitorar o
analito em fluidos biol6gicos de forma menos invasiva.

Neste contexto, diferentes meétodos analiticos para a determinacdo de
flutamida sob a forma de matéria-prima, em formulagbes farmacéuticas e fluidos
biolégicos sdo reportados na literatura, incluindo a espectrofotometria (NAGARAJA;
SUNITHA; SILWADI, 2000), cromatografia gasosa (SANE et al, 1993), cromatografia
de alta eficiéncia (JALALIZADEH et al, 2006) e fotoquimica (SORTINO et al, 2001).
Embora estes métodos apresentem a vantagem de serem sensiveis e precisos, a
maior parte deles necessitam de etapas extracdo ou de pré-concentracao,
consomem muito tempo e as vezes sao caros e requerem operadores treinados.

Assim, existe uma necessidade de se desenvolver métodos que sejam
sensiveis, seletivos, precisos, de baixo custo, que apresentem rapidez de analise e
sejam de facil operacdo. Para este propédsito surgem os métodos eletroquimicos
que apresentam tais vantagens em relagdo aos outros métodos analiticos
instrumentais. Podendo ser utilizados com eletrodos convencionais, como por
exemplo, a polarografia (LUEJE et al, 1998) ou através do desenvolvimento de
sensores eletroquimicos (BRAHMAN et al, 2012), 0 que possibilitam a eletrocatalise,
a nao passivacdao do eletrodo e/ou a prevencdao de reacbes indesejaveis que

competem cineticamente com o processo desejado do eletrodo (MURRAY, 1984).

3.2. Determinacao eletroquimica de flutamida

O primeiro trabalho que descreveu o uso de um método eletroquimico para
determinacdo de flutamida foi realizado por SNYCERSRI (1989). Este pesquisador
utilizou técnicas polarograficas com um eletrodo gotejante de mercurio (EGM) como
eletrodo de trabalho, com o qual foi feita a determinagdo da flutamida em um
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composto puro e em comprimidos. A redugéo polarografica da flutamida em tampéo
fosfato (pH 7,05) contendo 5% de etanol exibiu curvas polarograficas bem definidas
em potenciais de -0,48 V para a técnica de polarografia de corrente direta (PCD), -
0,63 V para a polarografia de corrente alternada (PCA), -0,56 V para a polarografia
de pulso normal (PPN) e -0,48 V para a polarografia de pulso diferencial (PPD). O
processo de reducdo do EGM foi irreversivel e controlado por difusdo. O estudo de
pH (realizado entre 6,1 e 7,9) mostrou que as correntes de redugédo polarograficas
nao dependem do pH. Com o aumento do pH os potenciais de meia onda em PCD e
PPN e os potenciais de pico em PCA e PPD deslocaram-se para valores menos
negativos. A intensidade de corrente no intervalo de temperatura (19 - 54°C)
também foi investigado. O aumento da temperatura deslocou o potencial de reducéo
da flutamida para valores mais positivos. As menores quantidades do composto que
foram detectadas pelas diferentes técnicas foram: 500 ng cm= (PCD); 20 ng cm™
(PPD); 10 ng cm (PPN) e 5000 ng cm (PCA). O erro padrdo para as diferentes
técnicas foi de: 0,03 para PCD; 0,14 por PCA; 3,6 para PPD e 4,7 para PPN. A
determinacao eletroquimica de flutamida em comprimidos foi comparada com o
método espectrofotométrico, indicando precisdo semelhante para ambos. Os
resultados médios para ambas as técnicas foram 244,8 + 2,0 e 241,3 £ 3,7 mg e as
recuperacoes obtidos foram de 97,9 + 0,8 e 945 = 1,5%, para o método
eletroquimico e espectrofotométrico, respectivamente. Embora este trabalho tenha
sido muito importante para o entendimento do comportamento eletroquimico da
flutamida em diferentes técnicas polarogréaficas, muitos outros aspectos néo ficaram
esclarecidos, tais como o efeito do pH em uma faixa mais abrangente, o mecanismo
de reducao da flutamida, entre outros. Além disso ressalta-se que o eletrodo de
trabalho empregado € um metal de elevada toxicidade, o que, do ponto de vista
ambiental n&o é algo desejavel.

O segundo trabalho empregando métodos eletroquimicos para determinacao
de flutamida em formulagbes farmacéuticas foi realizado quase dez anos depois por
Lueje e colaboradores (1998). O autor usou um método polarografico com o objetivo
de investigar o comportamento eletroquimico da flutamida em uma ampla faixa de
pH (2-12) em meios préticos e mistos. Os eletrodos escolhidos para as medigoes
eletroquimicas foram os EGM como eletrodo de trabalho, o fio de platina como



Dissertagdo de Mestrado Julianna Santos Farias
26

contra eletrodo e o Ag/AgCl como eletrodo de referéncia. Além disso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria — UV foram
utilizadas como métodos comparativos de andlise. Em relacdo ao estudo de pH em
meio proético (0,04 mol L' de solugdo tampdao Britton-Robinson — BR/etanol 70/30), o
mesmo revelou um pico catédico bem definido (Epc = -350 mV) para o pH 2, um Epc
irreversivel em -750 mV para o pH 7 e um Epc similar para o pH 12 com pico anddico
(Epa) em potencial de -350 mV. Em meio misto foi observado um pico irreversivel
bem definido em pH 2 similar ao do meio prético. Ja em pH 12, ocorreu um par
reversivel em -720 mV (Epa) € -790 mV (Epc). No estudo de repetibilidade, o
coeficientes de variagdo de 1,65% (PPD), 0,08% (UV) e 1,04% (CLAE) foram
obtidos, mostrando que as técnicas apresentam repetibilidade adequada. No estudo
da reprodutibilidade, foram obtidos coeficientes de variacdo de 1,93%, 0,28% e
1,75% para as técnicas de PPD, UV e CLAE, respectivamente. Para verificar se o
método proposto apresentou uma boa seletividade, ensaios de hidrélise (acida,
basica e neutra), fotdlise, termdlise e oxidacao quimica foram realizados. Com base
nos resultados concluiu-se que a flutamida foi termo e fotoresistente, mas, mostrou
degradacdao em hidrélise acida, basica e oxidacdo. As técnicas de CLAE e PPD
foram capazes de discriminar entre os produtos de degradacdo e a flutamida,
mostrando uma adequada seletividade, porém, esse resultado nao foi observado por
espectrometria UV. As trés técnicas estudadas apresentaram uma precisdo e
exatiddo adequadas e foram utilizadas para determinacdo de flutamida em
comprimidos. Todavia, apesar dos autores proporem o desenvolvimento de um
método sensivel, seletivo, preciso e exato, nenhuma curva analitica foi mostrada, e a
sensibilidade e o LOD néo foram determinados.

Alternativamente, um eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com um
filme polimérico, o &cido glutamico, na presenca de brometo de cetiltrimetilamdnio
(CTAB) foi utilizado por Brahman e colaboradores (2012) para determinacgao
voltamétrica de flutamida em formulagdes farmacéuticas. Primeiramente, os autores
compararam o EPC ndo modificado com o EPC modicado por meio de VC
empregando-se 1x107 mol L' de flutamida em 0,3 mol L' de solugdo tampéo
fosfato, pH 7,0, e observaram que o eletrodo modificado apresentou atividade

eletrocatalitica frente ao analito e que houve um aumento da corrente de pico
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significativo comparado com eletrodo limpo. O pico de redugdo em voltametria de
pulso diferencial (VPD) foi obtido em -0,75 V (vs Ag/AgCl) em tampéao de fosfato 0,3
mol L' (pH 7,0). O efeito da concentragdo do CTAB também foi estudado,
revelando que a corrente do pico de reducdo aumentou de forma constante com o
aumento da concentracdo de CTAB, atingindo o pico maximo em 1% e depois
diminuiu continuamente. O estudo da velocidade de varredura no intervalo de 20-
200 mV s mostrou que a corrente de pico anddica é proporcional a velocidade de
varredura, o que sugere que a reducao da flutamida sobre o EPC modificado é
controlada por adsor¢cao com processo irreversivel. Verificou-se também que com o
aumento do pH, os potencias de pico foram deslocados para potenciais mais
negativos, exercendo influéncia significativa na eletrorreducdo da flutamida. O
método proposto mostrou uma linearidade no intervalo de concentracédo de 72,4x10°6
— 579x10® mol L', uma sensibilidade de 9,08 x 10 A mol L', com um LOD de
0,181 umol L. Para indicar a precisdo do método, os resultados obtidos foram
comparados com o método espectrofotométrico UV-Vis, obtendo-se uma
porcentagem média de recuperacao de 100,2 = 0,1 e 99,1 + 0,2 e o desvio padrao
relativo (DPR) de 0,40 e 1,51 por VPD e espectrofotometria UV-Vis,
respectivamente. Este método foi aplicado para determinacdo de flutamida em
formulacdes farmacéuticas e os resultados mostraram uma boa recuperacao para a
espécie analisada (entre 99,65-101,54%). Os testes de repetibilidade, precisao,
seletividade e robustez foram realizados obtendo-se resultados satisfatorios.
Contudo, o grande problema no uso de um EPC, é que 0 mesmo nédo apresenta uma
boa reprodutibilidade nas medidas, pois 0 preparo da pasta de carbono € algo que
deve ser realizado de forma reprodutiva, o0 que nem sempre é possivel.

Ahmadi e colaboradores (2015) modificaram um ECV com p-terc-butilcalix [4]
areno e p-tert-butilcalix [6] areno pela deposicdo de Ag* em um circuito de potencial
aberto seguido pela reducao eletroquimica da Ag* para deteccdo de flutamida em
formulagdes farmacéuticas. A presenca do calixereno na superficie do eletrodo
controla o tamanho das particulas e evita a aglomeragdo da Ag*. A VC foi usada
para investigar o comportamento da reducéo da flutamida na superficie do ECV néo
modificado e modificado contendo nanoparticulas de Ag (nano-Ag). Os resultados
mostraram que a reducao da flutamida no ECV nao modificado ocorre de forma mais
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demorada devido a lenta transferéncia de elétrons, enquanto que no ECV
modificado contendo nano-Ag ocorre uma alta atividade catalitica em relagdo a
flutamida. Os Epa do analito no ECV nao modificado foi de -0,7 V (vs. SCE) com uma
corrente de pico de -0,55 pA. Ja no ECV modificado com nano-Ag e com p-terc-
butilcalix [4] areno e p-tert-butilcalix [6] areno a flutamida foi reduzida em -0,64 e -
0,66 V (vs. SCE), respectivamente, com correntes de pico de -2,64 e -1,40 pA,
respectivamente. Os parametros que influenciam a resposta do eletrodo, como, o
efeito da concentracdo de calixereno, o potencial aplicado para a redugédo de Ag*,
velocidade de varredura (v), o numero de camadas de calixereno e o valor do pH e
espécies interferentes foram investigados, chegando-se a conclusdo de que as
condicbes Otimas de trabalhos foram obtidas em tampao fosfato pH 6,0 com trés
camadas de calixereno numa concentragdo de 0,01 mol L' e potencial aplicado
(Eapi.) para a reducao de Ag* no ECV modificado com calixereno foi de - 0,3 V (vs.
SCE). O estudo da velocidade na faixa de 10—-200 mV s™' mostrou que o processo
eletroquimico foi controlado por adsorcdo. Além disso, o potencial de pico da
flutamida foi deslocado para valores mais negativos com o aumento velocidade. A
técnica de VPD foi usada para quantificacdo de flutamida obtendo-se uma faixa
linear de 10-1000 pumol L' com um LOD de 9,33 pmol L. O elétrodo modificado
também foi utilizado para deteccao de flutamida em amostras de urina humana com
resultados satisfatorios. Contudo, este método apresentou um alto LOD comparado
com outros trabalhos (BRAHMAN et al, 2012; ENSAFI et al, 2016 e TEMERK;
IBRAHIM; SCHUHMANN, 2016).

Temerk e colaboradores (2016) desenvolveram um método eletroquimico
empregando a voltametria adsortiva de redissolugdo catédica com onda quadrada
(VARCOQ) usando um eletrodo de lapis de grafite (ELG) renovavel para a
determinacao individual e simultdnea da flutamida e irinotecano (irino) em fluidos
biolégicos. Nestes estudos, avaliou-se o efeito do pH para ambas as espécies de
forma individual na faixa de 3—11 em tampao BR seguido de pré-concentracao por
60 s. Os resultados mostraram que ha uma dependéncia do valor do pH para os
analitos analisados individualmente, sendo os pHs 9 e 3 escolhidos para a
determinacdo da flutamida e irino, respectivamente. Ja no estudo feito
simultaneamente com ambos os analitos o pH 5 mostrou uma melhor separacédo dos
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picos com potencial de reducdo de -590 mV para a flutamida e — 950 mV para o
irino. Um tempo de pré-concentragdo de 2 minutos com potenciais de preé-
concentragdo de -0,6 V (flutamida) e -0,75 V (irino) foram usados para a
determinacao da flutamida e irino. A VARCOQ foi usada para a deteccado destes
farmacos, obtendo-se as seguintes faixas lineares: 3,98x107 — 6,36x10° mol L' e
7,94x108 - 4,03x107 mol L' em relagdo a flutamida e irino, respectivamente. Os
LOD obtidos foram 1,55x10® mol L (flutamida) e 1,68 x10° mol L' (Irino), j& o LOQ
foram de 5,16x10® mol L' para flutamida e 5,63x10° mol L' para o irino. Para a
determinacgao simultanea da mistura flutamida e irino a faixa linear de resposta foi de
1,99 x 10°%- 5,3x10° mol L' com a sensibilidade de 2,9x10° A mol L' (R?= 0,999),
LOD de 2,10x107 mol L' e LOQ de 6,89x107 mol L' para a flutamida e a faixa linear
de 1,99x107 mol L' — 4,96x10® mol L' com sensibilidade de 6,90x10¢ A mol L
(R2=0,998), LOD de 2,17x10® mol L' e LOQ de 7,25x10® mol L' para o irino. Os
farmacos também foram determinados em urina e soro humano de forma
simultanea, com recuperacao de 98,46% para a flutamida e 97,11% para o irino em
amostras de urina humana e uma recuperacao de 96,46% (flutamida) e 98,53%
(irino) em soro humano.

Outro estudo recente proposto por Ensafi e colaboradores (2016) foi a
utilizacdo um ELG modificado com um filme fino de silica funcionalizada com grupos
tibis para determinacao eletroquimica de flutamida. Neste estudo, um método de
pré-concentracdo acoplado a técnica eletroquimica (VPD) foi usado como “clean up”.
A flutamida foi extraida da solugdo e, em seguida, foi acumulada na superficie do
eletrodo modificado revestido com dodecil sulfato de sédio (SDS), formando um par
ibnico (SDS-flutamida). Ap6s extracdo, a espécie acumulada foi oxidada na
superficie do elétrodo (a 0,20 V vs. Ag/AgCl em VPD). O potencial aplicado na
formacao do filme, o tempo de deposi¢cao na superficie do eletrodo, concentracao de
SDS e o efeito do pH também foram avaliados. Os resultados demonstraram que o
Epc de -1,10 V (vs. Ag/AgCl) e tempo 40 s foram suficientes para a formagéo do filme
fino da silica. A influéncia de concentracdo de SDS na eficiéncia da extracdo foi
estudada na faixa de 4,0-10,0 mmol L' com uma melhor resposta em 8,0 mmol L'
de SDS. O pH que apresentou a melhor resposta dentre a faixa analisada (2 a 5),
tampao BR foi o pH 2,5, pois foi 0 mais eficiente para formacéao do par ibnico. Outros
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parametros essenciais para a determinagcado de flutamida, tais como, o tempo de
extracao (20 minutos), a velocidade de agitacao (100 rpm), o pré-tratamento e
potencial eletroquimico (0,25 V vs. Ag/AgCl) foram otimizados. Utilizando a técnica
de VPD, obteve-se duas faixas lineares, uma com concentracao de flutamida
variando de 0,10-100 nmoL-' com sensibilidade de 0,0124 yA pmol L' (n = 6, R? =
0,9965) e outra com concentracdo de 0,10-100,0 ymol L' com sensibilidade de
0,0043 pyA pmol' L (n = 4, R? = 0,9975) e um LOD de 34 pmol L. A técnica foi
aplicada com sucesso para a determinacédo de flutamida em amostras de urina e
plasma humano. Apesar do método proposto apresentar um baixo LOD (34 pmol L-
1), requer um tratamento prévio da amostra, tornando a determinacéo da flutamida
demorada.

Através dos trabalhos descritos acima, observa-se que muitos deles nao
apresentam um sistema que permite a determinacdo da flutamida em baixas
concentragdes com uma ampla faixa linear, alta sensibilidade, estabilidade e baixos
LOQ. Para desenvolver métodos que apresentem tais caracteristicas, materiais
como o0s nanotubos de carbono que possuem excelentes propriedades fisico-
quimicas que favorecem sua utilizacdo como modificadores em sensores

eletroquimicos, torna-se uma alternativa interessante.

3.3.Nanotubos de Carbono

Os NC foram descobertos por lijima em 1991, descrito como um novo tipo de
estrutura finita de carbono em formato cilindrico com dimensées nanométricas
(IIJIMA, 1991). Desde de entao, tém sido amplamente estudados por apresentarem
caracteristicas singulares, o que os tornam um material excepcional que pode ser
utilizado em diferentes aplicacbes nas mais diversas dreas da ciéncia e da
tecnologia (CHOU et al, 2004; AJAYAN; ZHOU, 2001).

Morfologicamente, um NC é uma molécula oca e alongada formada por
paredes de folhas de grafeno enroladas com espessura de um atomo de carbono,
que se assemelha a “favos de mel de uma colmeia” por apresentar configuragéo
hexagonal (Figura 2). Os atomos de carbono estao interligados na rede por ligagdes
covalentes do tipo sp? (SALES, 2013).



Dissertacdo de Mestrado Julianna Santos Farias
31

Figura 2- Representagao esquematica da formacgéao dos nanotubos de carbono. (a) folha de grafeno,
(b) e (c) folha de grafeno sendo enrolado e (d) nanotubo de carbono formado.
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FONTE: COUTO, 2006.

Existem duas formas estruturais dos NC, nanotubos de carbono de parede
unica ou simples (NCPS) e nanotubos de carbono de paredes multiplas (NCPM). Os
NCPS (Figura 3(a)) podem ser considerados como uma espessa camada de folha
de grafeno enrolada sobre si mesma para formar um tubo cilindrico com diametro
em torno de 1-2 nm e comprimento de até alguns micrometros. Ja os NCPM (Figura
3(b)) compreendem um conjunto de trés ou mais nanotubos concéntricos enrolados
entre si com espagamento entre dois nanotubos adjacentes de aproximadamente 3-
40 A, apresentam diametros de 10 a 50 nm com comprimentos maiores que 10
micrometros, sendo que suas propriedades estao diretamente ligadas ao niumero de
camadas e ao seu diametro interno. (YADAV; SINGH, 2016; ZARBIN, 2007). As
estruturas e caracterizagées dos NCPS e os NCPM estédo resumidos na Tabela 1, de
acordo SINGH et al, 2012.

Figura 3: (a) Representagao de um nanotubo de carbono com parede simples e de um nanotubo de
carbono com paredes multiplas(b).

FONTE: ZARBIN, 2007.
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Tabela 1: Comparacéo entre os nanotubos de carbono de parede Unica (NCPS) (A) e nanotubos de
carbono de paredes multiplas (NCPM) (B)

NCPS NCPM
Unica folha de grafeno Multiplas folhas de grafeno
O catalisador é necessaria para sintese Pode ser produzido sem catalisador

Sintese em massa ¢é dificil, pois requer A sintese em massa é facil
controle adequado sobre o crescimento e

condigdes atmosférica

Ha uma maior chance de defeitos durante a Menos defeitos durante a
funcionalizacao funcionalizacao, mas quando

acontece é dificil de melhorar.

Menos pureza Alta pureza
Menos acumulacado em sua estrutura Mais acumulacdo em sua estrutura
Facil caracterizacdo e avaliagao Dificil caracterizacdao e avaliagéo,

pois possui uma estrutura muito
complexa

Facilmente torcido e mais susceptiveis a isso  Dificil de promover a torcao

FONTE: Adaptado SINGH et al, 2012.

3.3.1. Propriedades dos Nanotubos de Carbono

Os NC sao materiais unidimensionais que possuem caracteristicas
diferenciadas por apresentar estrutura incomum. As suas propriedades estdo
diretamente relacionadas com sua quiralidade, diametro e a quantidade de camadas
que o0s nanotubos possuem. Dentre as diversas propriedades do NC, as
propriedades eletrbnicas se destacam, j& que os mesmos podem ser de carater
metélico ou semicondutor dependendo da forma em que a folha de grafeno é
enrolada para formacao do tubo.

Devido a estrutura unidimensional dos nanotubos, o transporte eletrénico
tanto dos NCPS quanto os NCPM metalicos ocorre de forma balistica, ou seja, os
elétrons sao transportados sem qualquer resisténcia ao longo do tubo, permitindo
assim transportar correntes elevadas sem nenhum tipo de aquecimento
(BAUGHMAN; ZAKHIDOV; HEER, 2002).

As propriedades mecanicas diferenciadas dos nanotubos estdo relacionadas
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as suas ligacdes carbono-carbono sp? as quais apresentam duzentas vezes mais
forca e cinco vezes mais elasticidade que o ago, sendo um dos materiais mais
resistentes e flexiveis que existe, podendo ser tensionado e dobrado sem sofrer
nenhum dano a sua estrutura (ZARBIN, 2013; IMTIAZ et al, 2016).

Em virtude das propriedades acima destacadas e por apresentar uma alta
estabilidade quimica, os NC podem ser aplicados para os mais diversos fins,
incluindo aplicagdes medicinais como transportadores farmacolédgicos dispositivos
para armazenamento e conversao de energia, aditivos para materiais poliméricos,
adsorventes de metais pesados em efluentes e sensores eletroquimicos (HERBST,
2004; LIMA et al, 2016). O desenvolvimento de sensores eletroquimicos
empregando NC tem permitido amplificagcdo do sinal analitico através do aumento da
area superficial e também, em alguns casos, tem promovido uma maior seletividade
(SALMANIPOUR et al, 2013; HU; HU, 2009).

3.3.2. Sensores eletroquimicos a base de nanotubos de carbono

Um sensor eletroquimico pode ser definido como um dispositivo que tem por
finalidade fornecer informagdes analiticas as quais sdo obtidas a partir de um sinal
elétrico, que resulta da interacdo quimica de um analito alvo e a camada de
reconhecimento biolégico ou quimico (receptor) com o componente de deteccao
(transdutor). Essa informacao ocorre em tempo real e em in situ (WANG; ROGERS,
1995; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

As propriedades fisicas e cataliticas dos NC o tornam um material ideal para
utilizagdo em sensores eletroquimicos devido sua elevada condutividade elétrica,
6tima estabilidade quimica e eletroquimica e grande resisténcia mecanica. Por isso,
um grande numero de trabalhos séo reportados na literatura sobre aplicagdes de NC
como materiais de eletrodo ou modificadores de eletrodos convencionais para
diversas finalidades. Com por exemplos, pode-se mencionar a determinagdo de
metais pesados (SUN et al, 2007), sensores de gas (VALENTINI et al, 2004),
deteccdo de biomoléculas, especialmente glicose (LI et al, 2009) e
neurotransmissores (SWAMY; VENTON, 2007). Ha também muitos artigos que
relatam com sucesso a detecgédo de proteinas (GONG et al, 2004), DNA (YAPASAN
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et al, 2010), marcadores biolégicos (KIM et al, 2009), células (SOLANKI et al, 2008)
e microrganismo (VILLAMIZAR et al, 2008). Contudo, neste trabalho, daremos
énfase ao uso de sensores a base de NC para a determinacdo de substancias
farmacéuticas.

A primeira aplicagédo dos NC em eletroquimica foi de Britto e colaboradores
(1996), onde um EPC foi construido com NCPM dispersos em bromoférmio para
estudar a oxidacao da dopamina (DA). O eletrodo a base de NCPM apresentou uma
boa resposta eletroquimica para deteccdo do neurotransmissor cuja oxidacao
ocorreu em baixo potencial, Epa = 0,22 V (vs SCE), com transferéncia de elétron
muito mais rapida do que os observados para os eletrodos de grafite. O estudo da
velocidade na faixa de 20-200 mV s mostrou que o processo eletroquimico foi
controlado por difusdo. A técnica para a quantificacao de DA foi a VPD obtendo-se
uma faixa linear de 200 - 1000 ymol L' - Este primeiro estudo demonstrou que os
NC possuem propriedades eletrocataliticas iguais ou superiores a muitos outros
materiais usados como modificadores.

Um ECV modificado com NCPM também foi empregado para a deteccao de
nimesulida (Zhang et al, 2010), o que resultou em um aumento da sensibilidade de
cerca de 7 vezes em comparagdo ao ECV nao modificado. O potencial de pico de
reducao da nimesulida foi deslocado de - 0,665 V em um ECV nao modificado para -
0,553 V em um ECV modificado com NCPM. A faixa linear obtida foi de 3,2 x 107 —
6,5 x 10°mol L' (R = 0,9992) com um LOD de 1,6 x 107 mol L. O comportamento
eletroquimico da nimesulida foi estudado e o coeficiente de transferéncia de elétrons
(a= 0,45), numero de prétons nX = 1) e 0 numero de transferéncia-eletrénica (n = 2)
foram determinados. Este método foi usado para determinar o teor de nimesulida em
comprimidos. A recuperagao obtida variou entre 93,2 a 106,2% por meio de método
de adigao padrao.

Um eletrodo de grafite pirolitico confeccionado com o plano “edge” (EGPE)
modificado com NCPS foi usado para determinacdo de paracetamol (GOYAL;
GUPTA; CHATTERJEE, 2010). Através da VC e VOQ verificou-se que a oxidagao
do paracetamol na superficie do elétrodo ocorreu de forma quase reversivel e
fundamentalmente controlada por adsorcdo. Estes resultados revelam claramente
que o NCPS atua como um promotor muito eficaz para melhorar a cinética da
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oxidacao eletroquimica do paracetamol. Além disso, a sensibilidade do EGPE
modificado com NCPS foi duas vezes maior do que o EGPE modificado com NCPM.
O EGPE modificado com NCPS apresentou um pico de oxidacdo para o
paracetamol em um potencial de 187 mV, sendo este bem menor comparado ao
potencial observado no EGPE modicado com NCPM (259 mV) e EGPE néo
modificado (372 mV), mostrando assim que os NC exibem eletrocatalise eficiente
para a oxidacao do paracetamol. Além da atividade eletrocatalitica dos NC frente ao
analito estudado, a melhor resposta do EGPE modificado com NCPS em relagéo ao
EGPE modicado com NCPM também pode ser atribuida a diferenca na area de
superficie de ambos os eletrodos modificados em comparagdo ao elétrodo néo
modificado.

Além da determinacgao individual de espécies, os nanotubos também podem
ser utilizados para analises simultdneas, como por exemplo a determinacao
voltamétrica simultdnea de DA e acetaminofeno (AF) usando um ECV modificado
com NCPM funcionalizado (NCPM-COOH) (ALOTHMAN et al, 2010). Os autores
usaram a técnica VC para a caracterizacdo do material modificador e a técnica VDP
para a determinagédo simultanea de DA e o AF em 125 e 307 mV, respectivamente,
com grande sensibilidade. Os autores atribuiram os resultados obtidos a grande
area superficial dos NCPM funcionalizados e a sua forte capacidade de adsorcao de
moléculas. Sob as condicdes experimentais otimizadas a DA e o AF apresentaram
faixas lineares de trabalho de 3-200 ymol L' (R? = 0,992) e 3-300 pmol L' (R? =
0,989), respectivamente com limites de detecgdo de 0,8 umol L' para a DA e 0,6
umol L para o AF. Possiveis interferentes, tais como, acido ascorbico, acido Urico e
a nicotinamida-adenina-dinucleotideo na forma reduzida ndo mostraram nenhuma
interferéncia na determinacdo simultdnea de DA e AF. O método proposto
apresentou boa estabilidade, reprodutibilidade, repetibilidade e elevada recuperacao
dos analitos em formulacdes farmacéuticas e soro humano.

Felix e colaboradores (2016) utilizou NCPM para modificar a superficie de um
elétrodo de ouro feito a partir de um disco compacto gravavel (CD-R) o qual foi
utilizado para a quantificacdo amperométrica de terbutalina em produtos
farmacéuticos e em regime de fluxo. Os autores obtiveram uma faixa linear para
terbutalina de 3,0 x 10 a 5,0 x 10* mol L' (a 0,63 V vs Ag / AgCl). Os LOD e LOQ
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encontrados foram de 5,8 x 107 mol L' e 1,9 x 10® mol L ', respectivamente. O
método proposto foi aplicado com sucesso na andlise de amostras de xarope
comercial, e todos os resultados foram concordantes com os obtidos por CLAE e
espectrometria de massa acoplada a eletroforese capilar

Outro exemplo de desenvolvimento de um sensor para determinagdo de um
farmaco é o uso do ECV modificado com NCPM para quantificagdo de metildopa
(KUTLUAY; ASLANOGLU, 2016). Neste estudo, o comportamento voltamétrico
ciclico de metildopa foi melhorado com o aumento da quantidade de NCPM na
superficie do eletrodo. Os resultados obtidos por VOQ mostraram que a corrente de
pico foi proporcional a concentragdo de metildopa em uma faixa de concentragao de
0,005-0,388 mmol L' e um LOD de 1,0 nmol L"'. O método foi aplicado com sucesso

para a determinacao da metildopa em produtos farmacéuticos.

3.4.Validacao de Métodos Analiticos

Segundo Brito e colaboradores (2003), o desenvolvimento de um método
analitico, a adaptacado ou implementagcdo de método conhecido, envolve processo
de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina do laborat6rio. Esse processo
costuma ser denominado de validacao. Um método sé € considerado valido se suas
caracteristicas estiverem de acordo com o0s pré-requisitos estabelecidos. Por isso,
existe diferenca entre a execucdo de experimentos que determinam os diversos
parametros (coleta dos dados experimentais) e a validagdo. Essa deve avaliar a
relacdo entre os resultados experimentais e as questées que o método se propde a
responder. O objetivo da validacdo € confirmar que os métodos sao apropriados
para o uso pretendido.

Ribani e colaboradores (2004) ressaltam que a necessidade de se mostrar a
qualidade de medi¢des quimicas, por meio de sua comparabilidade, rastreabilidade
e confiabilidade estd sendo cada vez mais reconhecido e exigido, uma vez que
dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisées desastrosas e prejuizos
financeiros irreparaveis.

A fundamentacdo da validacdo de um método ocorre por meio de estudos

sistematicos realizados em laboratério, que devem ser guiados pelas normas
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estabelecidas por agéncias reguladoras e 6érgaos de fiscalizagdo nacionais e
internacionais. No Brasil, h4 duas agéncias credenciadoras, a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes érgaos verificam a competéncia dos
laboratérios de andlise, os quais também disponibilizam guias para o procedimento
de validacao de métodos analiticos, respectivamente, a Resolugdo ANVISA RE n°®
889, de 25/05/2003 e o documento INMETRO DOQ- CGCRE-008, de julho/2011.

A validacdo de um procedimento analitico pode ser atestada através da
determinacao de parametros conhecidos como figuras de mérito. Conforme Monteiro
e colaboradores (2006) as principais figuras de mérito geralmente utilizados para a
validacdo de métodos analiticos séo: seletividade, linearidade, exatidao, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, tendéncia/recuperacao, precisao (repetitividade,
precisao intermedidria e reprodutibilidade) e robustez.

A exatiddo de um método pode ser definida como sendo a capacidade de um
método analitico em dar resultados o0 mais proximo possivel do valor verdadeiro. O
INMETRO, define como o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro.

As principais metodologias para avaliar a exatiddo de um método estdo
disponiveis, como: materiais de referéncia certificado, comparagcdo de métodos,
ensaios de recuperacao, adicdo de padrdao (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009).
Ela &€ sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianga, ou
seja, aparece sempre associada a valores de precisdo. Estes limites podem ser
estreitos em niveis de concentracao elevados e mais amplos em niveis de tracos.
Também pode ser calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as
medidas e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga (BRASIL,
2003), sendo expressa pela relagcdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

[Concentracido média experimental x 100]
%Rec. = — (D
[Concentragio tedrica]
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A exatiddo devera ser estabelecida ao longo de toda a faixa de calibragdo
especificada para o procedimento analitico somente apds a precisao e a linearidade
terem sido estimadas (ICH, 2005). A ANVISA estabelece que a exatidao devera ser
verificada em trés niveis de concentragdo, alta, intermediaria e baixa, e no minimo
com determinagdes em triplicata.

A precisdo é o grau de concordancia entre resultados de testes obtidos em
condigdes independentes. Ele é normalmente especificado em termos de desvio
padrao absoluto (s), ou DPR, também conhecido como coeficiente de variancia (CV)
(THOMPSON, 2002).

Xlx —x%)

n—1

(2)

DPR (%) ou CV (%) = = 100 (3)

S
X
Onde, x é a média aritmética de um pequeno nimero de medicdes (média
das determinagdes), sendo uma estimativa de x , a média verdadeira (média da
populagéo); x; é o valor individual de uma medi¢do e n é o numero de medicoes.

A ANVISA admite como valor maximo de 5 % para os calculos de desvio
padrao absoluto e DPR. A precisdo em validagdo de métodos é considerada em trés
niveis diferentes: repetitividade ou repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos
da caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada por meio da
andlise de padrdes, material de referéncia ou adicdo do analito a branco da amostra,
em varias concentracdes na faixa de trabalho. As condi¢cdes de repetitividade séo
caracterizadas utilizando o mesmo procedimento de medicdo, mesmo observador,
mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cées, mesmo local e repeticbes no
menor espacgo de tempo possivel (INMETRO, 2011).

A repetitividade do método é verificada por, no minimo, nove determinacoes,

contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes, baixa,
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média e alta, com trés replicadas cada ou minimo de seis determinagdes a 100 % da
concentracao do teste (Brasil, 2003).

Ribani e colaboradores (2004), destaca que a repetitividade nao deve ser
confundida com a precisdo experimental, que € a medida sequencial da mesma
amostra (geralmente 10 repeticées), seguida pela area ou altura do pico e
determinacao da estimativa do DPR.

A preciséo intermediaria esté relacionado a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo
laboratoério, mas definindo uma ou mais condicdes a variar. Dentre estas condicdes
estdo diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos (INMETRO,
2011). A ANVISA recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas
distintos para a determinacgao da precisao intermediaria.

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre resultados obtidos em
diferentes laboratérios como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica, ou seja, € a precisdo inter-laboratorial
(BRASIL, 2003). A reprodutibilidade pode ser conceituada também, para uma
amostra, quando esta € analisada por instrumentos diferentes, obtendo-se desvio
aceitavel e compativel.

A seletividade pode ser definida como a capacidade de um método quantificar
com exatiddo o analito na presenca de interferentes existentes na amostra. Esses
interferentes podem ser substéancias quimicamente relacionadas com o analito, entre
elas isbmeros, metabdlitos, substancias enddgenas, produtos de degradacao,
impurezas e outros (PASCHOAL et al, 2008). Se a seletividade nao for assegurada,
a linearidade, a exatidao e a precisao estardao seriamente comprometidas.

O termo seletividade e especificidade sado muitas vezes usados como
sinbnimos, pois ambos mostram a capacidade de um método detectar o analito de
interesse na presenca de outros componentes da matriz. Para alguns autores o
termo especificidade se refere a um método especifico para um Unico analito,
enquanto que a seletividade diz respeito a um método que permite a andlise de
varias substancias quimicas que podem ou nao ser distinguiveis. Porém, sdo poucos
os métodos que respondem a um Unico analito, por isso, o termo seletividade € mais
apropriado (CHASIN et al, 1998).
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As recomendacdes do INMETRO para avaliar a seletividade de um método
analitico sdo: analisar um branco de reagentes, analisar o padrdo, analisar a
amostra com e sem o analito de interesse (placebo). Caso o placebo nao seja
disponivel, fazer acréscimo controlado de padrédo sobre a amostra e avaliar a
amostra na presenca de interferentes, ou seja, introduzir elementos que provoquem
“stress”.

Apés as analises, deve-se verificar se a presenca de interferentes pode levar
a uma identificacao falsa; a identificagdo do analito alvo é prejudicada pela presencga
de um ou mais interferentes ou, a quantificagcdo é notadamente influenciada pela
presenca de um ou mais interferentes.

O limite de deteccao (LOD) é a menor quantidade ou concentracao do analito
na amostra que pode ser diferenciada, de forma confiavel, do zero, ou do ruido de
fundo. O LOD ¢é definido como sendo a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob
as condigdes experimentais estabelecida (PASCHOAL et al, 2008). O LOD pode ser

expresso pela equacéao abaixo:
S
LOD =33 (4)

onde s é a estimativa do desvio padrdo das respostas do branco e b € a inclinacédo
ou coeficiente de regressao angular da curva analitica.

O limite de quantificacao (LOQ) de um procedimento analitico é classificado
como a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser
determinado quantitativamente com precisdo e exatiddo adequada (MAPA, 2011).
Assim como para o LOD, o LOQ também pode ser obtido utilizando o valor da

inclinagéao da curva de calibragcdo, conforme a expressao:

$
LOQ = 103 (5)

A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal analitico,

denominado variadvel dependente yi, € linearmente proporcional a sua concentracéo,
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denominada variavel independente xi, e a equagdao matematica que descreve esta
dependéncia é conhecida como curva analitica ou curva de calibracao (RIBEIRO et
al, 2008).

A ANVISA recomenda que a linearidade seja pela analise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes. Caso haja relagao linear aparente ap6s o exame visual do
gréfico, os resultados deveréao ser tratados por métodos estatisticos adequados para
a determinacdo do coeficiente de correlagao, interseccao com eixo Y, coeficiente
angular e a soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e o desvio
padrao relativo. Se ndo houver relacdo linear, realizar transformagédo matematica.
Destacando que o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo, R, dever
ser 0,99.

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado
nivel de confianga, duas concentracoes préximas (BRITO et al, 2003). Sob o ponto
de vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente angular do grafico analitico,

expressado como:

_9

S =_-2
0x

(6)

Nos métodos sensiveis, uma pequena diferenga na concentragdo do analito
causa grande variacdo no valor do sinal analitico medido (CURRIE, 1995). A
sensibilidade € tanto maior quanto maior for a inclinagdo da curva analitica
construida. Esse critério expressa a capacidade do procedimento analitico gerar
variacdo no valor da propriedade monitorada ou medida, causada por pequeno
incremento na concentracao ou quantidade do analito.

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta
em face de pequenas variagbes. Um método € considerado robusto quando néo é
afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em seus parametros analiticos.
Sua avaliagao deve ser considerada durante o desenvolvimento da metodologia e,
constatando-se a susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢cbes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento
(RIBANI et al, 2004).
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Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer CV,
analise de variancia ANOVA e teste t Student. Convém salientar que quanto maior
for a robustez de um método, maior serd a confianca desse relativamente a sua
precisao.

Por fim, a validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que 0
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a

confiabilidade dos resultados.



PARTE EXPERIMENTAL
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e solucoes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. A lactose
mono-hidratada, estearato de magnésio, laurilsulfato de sodio, celulose, amido,
glicose, acido ascorbico, dextrose, talco, vitamina B6, dicloridrato N-(1-Naftil) de
etilenodiamina (NEDA), nitrito de sédio, RSL, acido sulfamico, HCI, zinco metalico,
acido sulfarico, flutamida e dimetilformamida (DMF) foram comprados da Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA. O A&cido borico, &cido citrico, fosfato dissédico e
monossodico (NazHPO4 e NaH2POa4), foram adquiridos da Synth, Sao Paulo, Brasil.
A ureia, cloreto de so6dio, difosfato de potassio, creatinina, cloreto de calcio
dihidratado e hidréxido de sédio foram comprados da Insofar, Rio de Janeiro, Brasil.
O compésito NCO-OG foi sintetizado por Zanin e colaboradores.

Todas as solucbes foram preparadas com agua purificada em um sistema
OS100LXE adquirido da Companhia GEHAKA (Gehaka Ltda., Sado Paulo, SP, Brasil)
com resistividade maior ou igual a 18.2 MQ. Para medir o pH das solugdes-tampéao,
utilizou-se um pHmetro QUIMIS modelo Q400AS.

As solucdes padrao de trabalho foram preparadas diariamente com a diluigao
adequada das solucdes estoque. A solucdo tampéao fosfato foi prepara a partir de
Na2HPOs ou NaH2P0O4 0,1 mol L, e o pH ajustado com solugdes 0,1 mol L' de HCI
ou 0,2 mol L' de NaOH. A solugao tampao BR (0,1 mol L") foi preparada por uma
mistura do acido acético, acido bérico e uma solucéo de acido ortofosférico de forma
gue a concentracdo final da solugdo fosse 0,1 mol L' com uma quantidade
apropriada de uma solucdo de NaOH para ajustar o pH. A solugdo tampao Mcllvaine
(0,1 mol L) foi preparado a partir de Na2HPO4 0,1 mol L', e o pH foi ajustado com

uma solucdo 1,0 mol L' de 4cido citrico.
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4.2. Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab® modelo PGSTAT 128 N da Echo Chemie
(Utrecht, The Netherlands) (Figura 4), acoplado a um microcomputador com o
software GPES 4.9 para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados.

Figura 4: Potenciostato/galvanostato da Autolab PGSTAT 128 N utilizado para as medidas
eletroquimicas. Disponivel em: <http://www.metrohmautolab.com/Products/Echem/>. Acesso em 03
agos. 2016.

As respostas eletroquimicas de potenciais e correntes de pico foram obtidas
pelas técnicas de VC e VOQ. O sistema utilizado para obtencdo de medidas foi
constituido de uma célula eletroquimica com capacidade de 10,0 mL com entrada
para trés eletrodos: o eletrodo de Ag/AgCl(sat.), contendo 3 mol L' de KCI como
eletrodo de referéncia, um eletrodo de ouro como auxiliar e um ECV (modificado e

nao modificado) como eletrodo de trabalho (Figura 5).

Figura 5: Eletrodos utilizados nas andlises eletroquimicas ER= Eletrodo de referéncia, ET= Eletrodo
de trabalho e EA= Eletrodo Auxiliar.
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As imagens de MEV foram obtidas utilizando um microscoépio eletrénico de
varredura da JEOL modelo JSM-6510LV (Figura 6).

Figura 6: Microscopio eletrbnico de varredura JEOL JSM-6330F. Disponivel em:
<http://www.labx.com>. Acesso em 09 agos. 2016.

A caracterizacao dos materiais a base de carbono foi realizada empregando-

se um espectrometro Raman modelo microssonda Renishaw (Figura 7).

Figura 7: Espectrdbmetro Raman modelo da microssonda Renishaw. Disponivel em:
<http://www.renishaw.com.br>. Acesso em 09 agos. 2016.
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4.3. Sintese e Esfoliacao do compésito nanotubos de carbono oxidado e
oxido de grafeno (NCO-OG)

O compdsito NCO-OG foi preparado de acordo com a Literatura (ZANIN et al,
2014; ZANIN et al, 2015). Em resumo, os NC em pé foram preparados usando-se
uma mistura de canfora (85%) e ferroceno em um forno por deposi¢ao térmica de
vapor quimico (chemical vapour deposition, CVD). A mistura foi vaporizada a 220°C
em uma antecamara e seus vapores foram carreados por um fluxo de gas nitrogénio
para a camara do forno de CVD numa temperatura de 850°C a pressao atmosférica.
Os vapores foram rapidamente inseridos na camara, onde foram convertidos em po
de NC (Zanin et al, 2014). O tempo decorrido durante o processo usado para
produzir o NC foi de apenas alguns minutos.

Os NC previamente obtidos foram tratados por plasma de oxigénio por 10
minutos. As amostras funcionalizadas com oxigénio foram denominadas nanotubos
de carbono oxidados (NCO). Um tratamento acido foi utilizado para remover as
particulas cataliticas dos NCO em p6. As amostras foram submetidas a um processo
de sonicagdo por 5 h em HCI 10 mol L' e em seguida foram lavadas em agua e
secos. Para incorporar os grupos contendo oxigénio foi empregado um reator de
plasma de corrente continua pulsada a uma pressao de 300 mTorr, -900 V e com
frequéncia de pulso de 20 kHz. O pé de NCO foi oxidado usando uma agitacao in
situ permitindo que o plasma de oxigénio alcancasse tridimensionalmente as
amostras. O material foi entdo denominado NCO-OG (nanotubos de carbono
oxidado e éxido de grafeno), o qual foi desaglomerado durante o processo. Este
sistema de agitacdo funciona como um catodo oco formando um denso plasma de

oxigénio em todo o seu volume interno.

4.4. Preparo do eletrodo modificado com o compodsito NCO-OG

A modificacdo da superficie do ECV foi realizada de acordo com o Esquema
mostrado na Figura 8. Primeiramente, ECV foi polido com alumina para remocao de
qualquer material aderido (BARD, 2001). Em seguida, o ECV foi modificado com 10
ML da suspensao preparada através da mistura de 1,0 mg de NCO-OG e 500 pL
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DMF. Esta suspensao foi colocada diretamente sobre a superficie do ECV que foi
deixado para secar na estufa a 50 °C durante 20 minutos. O eletrodo modificado foi
chamado de ECV/NCO-OG. Por fim, o eletrodo modificado foi lavado
cuidadosamente com agua destilada para eliminagdo de quaisquer espécies nao

adsorvidas e colocado na célula para a realizagdo das medidas eletroquimicas.

Figura 8: Esquema ilustrativo da modificacao da superficie do ECV com o compésito NCO-OG.

g

/, \ 10 plL NCO-0G

1 mg NCO-0G

0,5 mL DMF — — e

Secagem em estufa (SO0°C /20 min.]

4.5. Caracterizacao do compdsito NCO-OG

Com o objetivo de caracterizar o compdsito, imagens de MEV de 20-30 kV
dos NCO-OG foram obtidas, assim como espectros Raman empregando um laser de
argénio para a excitagdo (L=514,5 nm) com uma poténcia de laser de cerca de 6
mW.

4.6. Estudo do comportamento eletroquimico do ECV/NCO-OG

O comportamento eletroquimico do ECV ndo modificado e modificado com o
composito NCO-OG foi avaliado por VC na presenca de flutamida. Todos os
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voltamogramas foram obtidos em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0), a uma
velocidade de varredura, v, de 0,05 V s™.

4.7. Estudos relacionados ao processo de Oxidacao/Reducao de Flutamida
sobre o ECV/NCO-OG

Informacdes adicionais sobre o processo de oxidacao/reducédo de flutamida
na superficie do ECV/NCO-OG foram obtidos através da avaliagdo de VCs em
diferentes velocidades (0,01 — 0,1 V s™'.) utilizando-se 5,0 mL de solugcdo tampéo
fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) como eletrdlito de suporte, flutamida na concentragéo de
0,4 mmol L' e o ECV modificado com compésito NCO-OG nas concentragio de 2

mg mL".

4.8. Otimizacao dos parametros experimentais e operacionais do sistema

eletroquimico

Buscando proporcionar um melhor desempenho ao sensor proposto, 0s
parametros experimentais e operacionais do sistema que influenciam a sensibilidade
da técnica, a estabilidade e o perfil da resposta analitica foram investigados e

otimizados.

4.8.1. Parametros experimentais

Apos verificar o comportamento voltamétrico da flutamida frente ao ECV
modificado e ndo modificado, realizou-se o estudo da influéncia do pH do meio sobre
0 processo de oxidagao/reducdo do analito utilizando a solucao tampao fosfato 0,1
mol L' numa faixa de 4,0 a 7,0 a fim de obter o sistema que apresentasse o melhor
perfil voltamétrico. Em seguida, estudou-se o comportamento de flutamida nos
tampdes Mcllvaine, Fosfato, e BR, ambos no mesmo valor otimizado de pH.
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4.8.2. Parametros operacionais

Para a escolha da melhor técnica de voltametria de pulso a ser utilizada na
determinacao de flutamida, foram construidas curvas analiticas utilizando a VPD e
VOQ a fim de se avaliar qual destas técnicas seria a mais adequada para a
construgdo da curva analitica final para a determinacao de flutamida em amostras
farmacéuticas e amostras de urina artificial. Apds a escolha da melhor técnica, os

parametros operacionais foram estudados e otimizados.

4.9. Caracterizacao analitica do sensor para a determinacao de flutamida

A curva analitica final para a determinacdo de flutamida em amostra
farmacéutica e amostras de urina artificial foi construida empregando a técnica de
voltametria de pulso mais adequada para esse fim. O grafico da corrente de pico
catédica em funcao da concentragdo da flutamida foi obtido em uma ampla faixa
linear de trabalho. Os LOD, LOQ e a sensibilidade da curva analitica também foram

determinados.

4.10. Preparo das amostras farmacéuticas e urina artificial para as medidas

eletroquimicas

Para o preparo das amostras farmacéuticas foram macerados 5 comprimidos
até obtencdo de um pé fino. Os comprimidos em pd equivalente a 250 mg de
flutamida foram pesados com precisao e transferidos para uma proveta de 100 mL e
dissolvidos em acetato de etila. A solugdo foi filtrada e transferida quantitativamente
para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com o mesmo
solvente. Uma aliquota de 10 pyL de cada amostra foi adicionada a célula
eletroquimica contendo 5 mL de uma solu¢dao tampao BR numa concentracéo 0,1
mol L', pH 5,0 para andlise. O mesmo procedimento foi realizado em triplicata, com
as amostras diluidas 500 vezes (10 yL de amostra / 5 mL de eletrdlito).
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A utilizagdo do método proposto em amostras de urina artificial também foi
investigada por analise direta da flutamida em duas diferentes formas de preparo
das amostras de urina conforme descrito nos procedimentos a seguir:

Procedimento para a amostra A: A urina artificial foi preparada em agua

destilada com os seguintes componentes e concentragdes finais: ureia 0,33 mol L7,
cloreto de sédio 0,12 mol L, difosfato de potassio 0,016 mol L, creatinina 0,007
mol L' e monofosfato de sédio 0,004 mol L' (ADLER; HURLEY; STRATHMANN,
2014).

Procedimento para a amostra B: Neste procedimento a amostra de urina

artificial foi preparada utilizando-se os seguintes componentes e concentragdes
finais: ureia 0,411 mol L, cloreto de potassio0,0268 mol L', cloreto de sédio, sulfato
dissoédico 0,0513 mol L, fosfato de potassio 0,014 mol L, cloreto de aménio 0,0186
mol L', de cloreto de calcio dihidratado 0,0068 mol L. (LAUBE et al, 2001). Em

ambos os procedimento o pH da amostra foi de 6,6 (£ 0,1).

4.11. Determinacao eletroquimica de flutamida em amostras farmacéuticas e
amostras de urina artificial empregando o ECV/NCO-OG e testes de
adicao e recuperacao

A quantidade de flutamida nas amostras farmacéuticas e amostras de urina
artificial foi determinada pelo método de adicdo padrdo, utilizando-se 5,0 mL de
solugao tampéo BR 0,1 mol L' (pH 5,0) contida na célula eletroquimica, onde foram
adicionadas as amostras, com posteriores adicées sucessivas do analito (10,0, 20,0,
ML) a partir de uma solugdo padréo estoque de flutamida de concentragédo 5 mmol L-
' . Quantidades conhecidas do analito foram adicionadas em diferentes niveis em
uma amostra que continha uma quantidade (desconhecida) da substancia.
Construiu-se uma curva analitica relacionando as quantidades de flutamida
adicionadas a amostra com os respectivos sinais analiticos obtidos. O ponto onde a
reta corta o eixo das ordenadas corresponde ao sinal analitico da substancia que
esta sendo determinada, sem qualquer adicdo do padrdo. A extrapolacdo da reta
define, no eixo das abscissas, a concentracao da substancia na amostra analisada
(BERG; MURTA; KUGLES, 1988).
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A porcentagem de recuperagdo foi dada pela razdo entre a concentragéo de
flutamida total de flutamida encontrada (amostra + padrao adicionado) e a
concentracdo total esperada multiplicada por 100. Os testes de adicdo e
recuperagao foram realizados em triplicata para maior confiabilidade dos resultados.

E importante ressaltar que todas as medidas eletroquimicas foram realizadas

em temperatura ambiente.
4.12. Estudos de Interferentes

A interferéncia de espécies quimicas como lactose mono-hidratado, estearato
de magnésio, lauril sulfato de sédio, celulose, amido, glicose, acido ascédrbico,
dextrose, talco e vitamina B6, que podem ser encontradas em formulagdes
farmacéuticas tais como as analisadas, ou mesmo em fluidos bioldgicos, foi
verificada através da medida da intensidade de sinal analitico para uma solugéo de
flutamida de concentracdo conhecida, com posterior comparagao desse sinal com
outro obtido em solucao analito: interferente na proporcao 1:1. O estudo foi realizado
nas condigdes experimentais e operacionais otimizadas e as medidas foram

realizadas em triplicata para maior confiabilidade dos resultados.
4.13. Validacao do Sensor Proposto
Os parametros requeridos para validacdo do sensor proposto foram feitos

com base nas seguintes figuras de mérito: exatidao, precisédo, seletividade, LOD,
LOQ e linearidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao do compadsito NCO-OG por MEV e espectroscopia Raman

Os detalhes da caracterizagdo do compédsito NCO-OG foram muito bem
discutidos em outros trabalhos (ZANIN et al, 2014; MOREIRA et al, 2016).
Resumidamente neste trabalho, a Figura 9 (a) mostra a caracterizacao morfolégica
de NCO-OG realizada por MEV. Pode-se observar que o plasma de oxigénio
modificou as paredes dos nanotubos pela introducao de grupos funcionais contendo
oxigénio.

A Figura 9 (b) mostra os espectros Raman de primeira e segunda ordem da
amostra NCO-OG. A simulacdo da curva foi realizada usando-se a funcao
Lorentzianas para as bandas D (1350 cm™) e G (1580 cm™) e 1618 cm™' (ombro D '),
e fungdo gaussianas para a banda larga em torno de 1480 cm-', que é atribuida aos
grupos polares ligados a paredes dos NC. A banda D provém de um processo duplo
de ressonancia envolvendo fénons e defeitos. A banda G é atribuida a um dos dois
modos E2g correspondente aos estiramentos vibracionais no plano basal (dominio
sp2) do cristal simples de grafeno ou grafite nonocristalina. A banda G' (2700 cm™) é
derivada de sua harménica (2D) de segunda ordem. Quanto maior a intensidade da
banda G' maior sera a cristalinidade do carbono sp2. Nos espectros Raman (dados
nao apresentados) (ZANIN et al, 2014; MOREIRA et al, 2016), ap6s tratamento com
plasma de oxigénio, as curvas C 1s foram deconvoluidas em seis picos, em torno de
2841, 2854, 287,1, 288,7, 290,1 e 291,6 eV. Os picos correspondem a carbonos
alifaticos (hibridacdo sp2), defeitos, atomos de carbono com C-O, -C = O,

*

carbonatos e transicbes m-m *, respectivamente. A partir das curvas C 1s
observamos o aumento da quantidade e defeitos dos grupos contendo oxigénio, de
acordo com os espectros de Raman. Isto infere a formacao de fortes ligacées C-O a
partir dos grupos contendo oxigénio que estao situados ao longo dos NC.Os dados
obtidos com XPS (dados ndo mostrados) mostram que trés picos deconvoluidas em

cerca de 535, 534 e 531 eV correspondem aos grupos C-O, COOH e C-OH.



Dissertacdo de Mestrado Julianna Santos Farias

55

Figura 9: (a) MEV e (b) Espectro Raman do NCO-OG.
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5.2. Comportamento eletroquimico da flutamida sobre o ECV/NCO-OG

Inicialmente, buscando-se conhecer o comportamento voltamétrico da
flutamida sobre o ECV ndo modificado (Figura 10a) e sobre o ECV/NCO-OG (Figura
10b) utilizou-se uma solugao tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7, contendo 0,4 mmol L
de flutamida, com a qual fez-se varreduras de potencial num intervalo de -1 a 0,5 V
vs Ag/AgCl numa velocidade de varredura (v) de 0,05V s™.

Sendo assim, numa primeira etapa, para compreender melhor o perfil
voltamétrico da flutamida sobre o ECV ndo modificado (Figura 10a) realizou-se VCs
na diregdo anodica (curvas 1 e 2: primeiro e segundo ciclos, respectivamente) e na
direcado catddica (curvas 3 e 4: primeiro e segundo ciclos, respectivamente). Notou-
se em ambos 0s casos um par de pico redox bem definido, onde o pico de oxidagao
(O1) surge em +120 mV vs Ag/AgCl e o pico de reducao (R2) em -140 mV vs
Ag/AgCl o que proporciona uma diferenca de potencial entre eles de +260 mV vs
Ag/AgCl, enquanto que o pico R1 aparece em -600 mV vs Ag/AgCIl. O pico R1
ocorre devido a reducgao do grupo nitro (-NOz2) da flutamida na superficie do eletrodo
a hidroxilamina (-NHOH) via 4 elétrons (REDDY et al, 2011). O par redox R2/01
ocorre devido a reversivel oxidacao/reducao de dois elétrons do grupo hidroxilamina
(-NHOH) ao grupo nitroso (-NO) (REDDY et al, 2011):

R1 = ArNO2+4H* + 4 - ArNHOH + H20 (1)

O1/R2 = ArNHOH «ArNO + 2H* + 2¢ 2)

Por outro lado, os VCs do ECV/NCO-OG da Figura 10b (curvasi-4) mostram
o pico O1 em -34 mV vs Ag/AgCl e o pico R2 em -89 mV vs Ag/AgCl com uma
diferenca de potencial de pico entre eles de apenas 55 mV vs Ag/AgCl, enquanto
que o pico R1 aparece em -60 mV vs Ag/AgCl. A partir do segundo ciclo e sob as
mesmas condicdes, se as varreduras anddica e catddica ocorrerem antes de -60 mV
(localizacao do pico R1), por exemplo entre -400 mV e 400 mV vs Ag/AgCl, o par
redox (O1/R2 ou R2/0O1) desaparecera. Estes resultados sugerem que este par
redox resulta da reducdo eletroquimica do pico R1, sendo, portanto, necessario
ativar o grupo NO2, realizando-se uma varredura de potencial de —1000 mV vs
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Ag/AgCl para +400 mV vs Ag/AgCl (direcdo anddica) ou de +400 mV vs Ag/AgCl
para —1000 mV vs Ag/AgCl (direcao catodica).

Na Figura 10b, as curvas 1 e 2, referentes a primeira e segunda varreduras
de potencial realizadas no sentido anddico apresentam os mesmos valores de
corrente, demostrando que ja a partir do primeiro ciclo o sensor apresenta grande
estabilidade. Porém, este comportamento ndo € observado nas curvas 3 e 4, para as
quais fez-se varredura de potencial no sentido catddico. Neste caso, observa-se que
as correntes faradaicas foram bem diferentes sugerindo que a varredura anddica é
mais apropriada para as analises da flutamida. Portanto, utilizou-se a varredura
anddica de potencial para os demais estudos.

A Figura 11 mostra a comparacao entre os VCs da flutamida obtidos com o
ECV nao modificado (curva 1) e ECV modificado com NCO-OG (curva 2), ambos
realizados nas mesmas condi¢cdes experimentais das Figuras 10a e 10b. Os
voltamogramas mostram que a reducédo da flutamida é mais eficiente quando o
eletrodo é modificado com o compdsito NCO-OG. As correntes de pico observadas
para o par redox O1/R2 na Figura 11, curva 2, sdo quase trés vezes maiores que as
correntes observadas no ECV ndo modificado (Figura 11, curva 1). Estes resultados
sugerem que 0s nanotubos de carbono oxidados funcionalizados com o éxido de
grafeno promovem uma menor resisténcia a transferéncia de carga para a flutamida

promovendo uma melhor eficiéncia no seu processo redox.
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Figura 10: Voltamogramas ciclicos referentes a oxidagdo/redugdo de 0,4 mmol L' de flutamida
sobre: (a) ECV nao modificado e (b) ECV/NCO-OG. Experimentos conduzidos em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L', pH 7. v=0,05V s,
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Figura 11: Voltamogramas ciclicos referentes a oxidagao/redugdo de 0,4 mmol L' de flutamida
sobre: ECV nao modificado (voltamograma em preto) e ECV/NCO-OG (voltamograma vermelho).
Experimentos conduzidos em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7. v=0,05V s,
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Para fins de analise, VCs foram realizados em duas faixas de potencial
conforme apresentado nas Figuras 12a e 12b, com diferentes concentracbes de
flutamida (0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mmol L) utilizando-se o ECV modificado com o
composito NCO-OG. Inseridos nessas figuras estdo os gréaficos de corrente anddica
e catédica (lpae Ipc). De acordo com os resultados, em ambas as faixas de potencial,
as correntes de pico (lp) aumentaram com o aumento da concentracéo de flutamida
e os graficos de [, (correntes de pico anddica e catédica) em funcdo da
concentragdo foram lineares. Isso prova que é possivel realizar a determinacao do
analito nas duas situagbes. Porém, neste trabalho, resolveu-se delimitar a faixa de
potencial para a flutamida (-200 a +200 mV) em uma faixa em que observa-se
apenas o par redox O1/R2 por se pensar em determinac¢des do analito em potenciais
mais baixos ou mais proximos ao potencial zero, visando a utilizagdo de uma menor
quantidade de energia necessaria para que o0 analito possa se oxidar ou reduzir.
Também optou-se em explorar apenas o0 processo catddico do analito devido o
mesmo apresentar maior sensibilidade e, consequentemente maior I, conforme

pode ser observado na Figura 12b.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos referentes a oxidagao/redugao de 0,4 mmol L' de flutamida sobre
0 ECV/CNO-OG nas faixas de potencial: (a) de -1000 a +400 mV e (b) -200 a +200 mV. Experimentos
conduzidos em solugdo tampdao fosfato 0,1 mol L', pH 7. v=0,05 V s'. Insercdo: gréfico de Ip vs
[Flutamida].
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5.3. Estudo da Influéncia da velocidade de varredura do sensor a base de
NCO-OG sobre a corrente de pico da flutamida

A influéncia da velocidade de varredura de potencial (0,01 — 0,1 V s') sobre a
corrente de pico catodica (lc) da flutamida foi verificada com o sensor a base de
NCO-OG em 0,1 mol L solugdo tampédo BR, pH 7,0, contendo 0,4 mmol L' de
flutamida. Neste contexto, a Figura 13 mostra o grafico de lpc vs a raiz quadrada da
velocidade de varredura v'”2 o qual resultou em uma reta de equacdo Y = — 0,34 +
5,38 X, com R? = 0,987. A lpc foi dependente de v'’2, tal como esperado para um
processo reversivel e controlado por difusdo. O que nos sugere que 0 processo de
reducao de flutamida sobre o ECV/NCO-OG é controlado pelo transporte de massa.
Figura 13: Grafico de Ipc versus v'’2 para o processo catédico da flutamida sobre o ECV/NCO-OG na

presenca de diferentes velocidades de varredura (0,01 — 0,1 V s'.) em 0,1 mol L' de solugao tampéao
BR (pH 5,0). [flutamida]= 0,4 mmol L.
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5.4. Otimizacao dos parametros experimentais

5.4.1.Estudo da influéncia do pH e do tipo de solucao tampao sobre o
processo redox da flutamida

O estudo da influéncia do pH da solucao eletrolitica sobre o processo redox
da flutamida foi investigado nos pHs 4,0; 5,0; 6,0, e 7,0, em solugdo tampéao fosfato
0,1 mol L, contendo 0,4 mmol L' de flutamida. A Figuras 14a mostra os VCs
referentes ao comportamento redox da flutamida nesses diferentes pHs. Inseridos
nesta figura estao os graficos dos potenciais de pico anddico (Epa) e catédico (Epc)
em fungédo do pH do meio. Esses voltamogramas indicaram que o pH da solucao
eletrolitica possui influéncia significativa sobre os valores de Epa € Epc, bem como
sobre as Ipc.

Os gréfico de potencial de pico em funcao do pH da Figura 14a apresentaram
coeficientes de correlagcao angular préximos a 0,059 V por unidade de pH, o que nos
sugere que os processos de oxidacdo e reducao da flutamida sobre o eletrodo
modificado com o compdsito NCO-OG envolvem um numero de prétons igual ao
namero de elétrons. Adicionalmente, como o0 ne determinado para a reducédo de
flutamida neste trabalho foi 4, entdo ha apenas uma possibilidade para o pH entre
4,0 e 7,0, ou seja, o np envolvidos no processo de reducdo de flutamida sobre o
sensor deve ser 4 ou 0,059 (np/ne) V/pH onde np=ne=4.

A Figura 14b mostra o grafico das Ipa € lIpc em funcdo do pH. Nesta Figura
observa-se que as correntes de pico aumentaram do pH 4 ao pH 5, apresentando
um valor maximo em pH 5,0. Quando o valor do pH foi superior a 5,0, as correntes
diminuiram e mantiveram-se constantes entre o pH 6,0 e pH 7,0. Este resultado
pode estar associado a maior estabilidade do compdsito NCO-OG na superficie do
ECV e consequentemente, uma maior estabilidade do sensor esta diretamente
relacionada a uma maior eficiéncia no processo redox do analito sobre o eletrodo
modificado. Neste sentido, o pH 5,0 foi selecionado como valor 6timo para a
deteccao de flutamida nos estudos posteriores.
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Figura 14: VCs referentes ao processo redox da flutamida sobre o ECV/NCO-OG em diferentes
valores de pHs. Inseridos nessa figura estdo os grafico de potenciais de Epa e Epc. Medidas
conduzidas em 0,1 mol L' de solugdo tampao fosfato contendo 0,4 mmol L' flutamida. v= 0,05 V s-'.
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Avaliou-se também a influéncia do tipo de eletrélito de suporte sobre a
resposta do sensor para a flutamida, a qual foi verificada em trés diferentes solugbes
tampé&o 0,1 mol L', pH 5 (Fosfato - STF, Britton-Robinson - BR e Macllvein - MCV).
A Figura 15 mostra as Iy referentes a cada tipo de tampéao estudado. Conforme
pode-se observar nesta figura, a maior lp foi obtida em tamp&o BR a qual pode ser
associado com a alta mobilidade i6nica das espécies que compdéem o tampao
(acetato, fosfato e borato), possibilitando uma melhor transferéncia eletrénica entre o
eletrodo modificado e a flutamida em solugédo. Neste sentido, o BR foi escolhido para

as etapas do trabalho.

Figura 15: Influéncia do tipo de solugédo tampao na lp da flutamida empregando a técnica VC.
[Flutamida]=0.4 mmol L'; v=0.05 V s°"-

Solucao Tampao
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5.5. Escolha da técnica voltamétrica para a determinacao de flutamida
empregando o sensor a base de NCO-OG

A escolha da técnica a ser utilizada para a determinagédo de um analito é de
fundamental importancia, uma vez que parametros analiticos tais como LOD, LOQ, e
sensibilidade, sdo dependentes da técnica empregada para a determinagao do
analito. Neste sentido, foram construidas curvas analiticas para a determinacao de
flutamida com o uso do ECV/NCO-OG utilizando duas técnicas eletroanaliticas: a
VPD e VOQ a fim de se avaliar qual destas referidas técnicas seria a mais adequada
na determinagédo deste analito em amostras farmacéuticas e em amostras de urina
artificial.

A primeira técnica testada para a determinacgao da flutamida foi a VPD, a qual
consiste em aplicar um pulso de potencial superposto em uma rampa de potencial
linear e a medida de corrente € feita logo antes da aplicacdo do pulso e
imediatamente apo6s o final do pulso. Nesta técnica, as correntes sdo subtraidas
visto que a primeira corrente lida é referente a contribuicdo da corrente capacitiva e
a segunda é a contribuicdo da corrente faradaica. Essa diferenca de corrente é
registrada em fungdo do aumento linear da voltagem e com isso, obtém-se uma
curva diferencial cuja a altura do pico é diretamente proporcional a concentracao do
analito em solucao.

Os voltamogramas de pulso diferencial (Figura 16a) foram obtidos apos
adi¢cdes sucessivas de flutamida em diferentes concentracées (4, 8, 12 e 20 pymol L
) na célula eletroquimica contendo solugdo 0,1 mol L' de tamp&do BR (pH 5,0) .
Conforme observado na Figura.16b, as correntes de pico catédicas foram
diretamente proporcionais as concentracbes de flutamida fornecendo uma curva

analitica de sensibilidade igual a 0,067 pA umol' L.
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Figura 16: (a) Voltamogramas de pulso diferencial para a determinacdo de flutamida nas
concentragdes: (1) 4, (2) 8, (3) 12 e (4) 20 ymol L-'; (b) Curva analitica construida a partir dos
voltamogramas de pulso diferencial. Medidas conduzidas utilizando o ECV/NCO-OG em condi¢des
experimentais otimizadas, em solugdo 0,1 mol L' de tamp&o BR (pH 5,0). v= 0,050 V s' e Ap.= 0,025
V.
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A segunda técnica utilizada foi a de VOQ, a qual consiste na sobreposicao de
pulsos de potencial de altura a (amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais
de largura AE (incremento de varredura de potenciais) e duragao 2t (periodo). Nesta
técnica, as medidas de corrente sao feitas no final dos pulsos diretos e reversos e 0
sinal obtido, apos derivacao, € dado como uma intensidade da corrente resultante.

Neste contexto, voltamogramas de onda quadrada (Figura. 17a) foram obtidos
em 0,1 mol L' da solucdo de tampéao BR, pH 5,0, por meio de diferentes adigdes de
flutamida a célula eletroquimica fornecendo as seguintes concentracoes: 4, 8, 12 e
16 umol L' . Conforme observado na Figura 17b, a curva analitica obtida a partir da
figura 16a apresentou uma sensibilidade igual a 0,17 pA umol™' L.

Apl6s a construgdo de curvas analiticas utilizando as duas técnicas acima
citadas (VPD e VOQ) foi possivel comparar as sensibilidades obtidas com cada
curva analitica (Tabela 4) e decidir qual seria a mais adequada para ser utilizada na

determinacao de flutamida em amostras farmacéuticas e amostras de urina artificial.
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Figura 17: (a) Voltamogramas de onda quadrada para a determinagdo de flutamida nas
concentragdes: (1) 4, (2) 8, (3) 12 e (4) 16 ymol L-'; (b) Curva analitica construida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada. Medidas conduzidas utilizando-se o ECV/NCO-OG em condi¢des
experimentais otimizadas, em solugdo 0,1mol L-' de tampé&o fosfato (pH 5,0). Frequéncia igual a 10
Hz (v=0,05V s') e Ap.= 0,025 V s
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Tabela 2: Comparacéo entre as sensibilidades obtidas por VPD e VOQ para a determinagédo de
flutamida empregando o ECV/NCO-0OG.

Técnica Sensibilidade
(MA L pmol)
VPD 0,067
voQ 0,170

Com base nos resultados apresentados, a técnica VOQ foi escolhida para ser
utilizada na determinacdo de flutamida em amostras farmacéuticas e amostras de

urina artificial, uma vez que a mesma apresentou uma maior sensibilidade.

5.5.1. Otimizacao dos parametros operacionais da técnica VOQ.

Na VOQ é de fundamental importancia que os parametros operacionais como
frequéncia, f, e amplitude de pulso (Ap) 0s quais estdo diretamente relacionados com
a sensibilidade da técnica, pois a mesma € responsavel pela magnitude do sinal
analitico.

Diante disto, os efeitos desses parametros foram estudados e otimizados com
intuito de se obter um sistema mais adequado para a determinacao de flutamida em
amostras farmacéuticas e amostras de urina artificial.

No primeiro momento, verificou-se o efeito de f sobre o sinal analitico da
flutamida na faixa de 20 a 90 Hz, mantendo-se a Ap constante (0,05 V). Os
voltamogramas foram obtidos em solucdo tamp&o BR 0,1 mol L' (pH 5,0), contendo
10 mmol L' de flutamida com o uso do ECV/NCO-OG em condigdes experimentais
otimizadas.

Conforme observado nas Figuras 18a e 18b, verificou-se um aumento
praticamente proporcional da ke até 50 Hz. Acima deste valor observa-se que a /pc
manteve-se praticamente constante. Com base nesses resultados optou-se em
escolher uma frequéncia de 50 Hz como ideal para a construcdo da curva analitica
referente a técnica VOQ.
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Figura 18: (a) VOQ obtidos em diferentes frequéncias: (1) 20, (2) 30, (3) 40, (4) 50, (5) 60 e (6) 70
Hz; (b) Grafico de Ipc vs frequéncia. Medidas conduzidas em solugdo 0,1mol L' de tampéao fosfato
(pH 5,0) utilizando-se o ECV/NCO-0OG. Ap=0,05 V.
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Por fim, a amplitude de potencial foi otimizada, mantendo-se f em 50 Hz e
variando-se a amplitude de potencial no intervalo de 0,02 a 0,09 V. Os
voltamogramas foram obtidos em solucdo tampao BR 0,1 mol L' (pH 5,0), contendo
10 mmol L' de flutamida com o uso do ECV/NCO-OG sob as condigbes
experimentais otimizadas (Figura 19a).

Nesse estudo houve um aumento de intensidade de fc de forma proporcional
até 50 mV, porém acima desse valor observa-se uma tendéncia de ke se manter
constante (Figura 19b). Portanto, o referido valor de amplitude (50 mV) foi
considerado como valor étimo de Ap a ser utilizado na construcdo da curva analitica

referente a técnica VOQ.
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Figura 19: (a) VOQ obtidos em diferentes amplitudes de pulso (1) 20, (2) 30, (3) 40, (4) 50, (5) 70, (6)
80 e (7) 90 mV. (b) Gréfico de lpc vs Ap. Medidas conduzidas utilizando-se o ECV/NCO-OG em
solugao 0,1 mol L' de tampao fosfato (pH 5,0). =50 Hz.
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5.6. Caracterizacao analitica do sensor para a determinacao de flutamida

Apés a otimizacao dos parametros experimentais e operacionais da VOQ, tais
como a f (50 Hz) e a Ap (0,05 V), construiu-se a curva analitica através de adi¢cdes
sucessivas de pequenas aliquotas de solucdo padrao de flutamida. Os
voltamogramas de onda quadrada sao mostrados na Figura 20a. A partir destes
voltamogramas construiu-se um grafico de lpc em fungdo da concentracdo de
flutamida com a qual foi possivel obter uma ampla faixa linear de trabalho (0,1 a
1000 pymol L', com R? = 0,997 (n = 15), utilizando-se como eletrélito uma solugao
tampdo BR 0,1 mol L' (pH 5,0). A expressdo matematica que define a curva

analitica pode ser escrita como:
Al/uA= 1,026 (+ 0,650) + 0,300 (+0,002) [Flutamida] (umol L) (10)

Os LOD e LOQ foram determinados seguindo as relagbes matematicas
recomendadas pela IUPAC. Os LOD e LOQ foram calculados utilizando-se 3 s/b e
10 s/b, respectivamente, onde s corresponde ao desvio padrdo para dez
voltamogramas do branco e b, ao coeficiente angular da curva analitica. O valor
obtido para o desvio padrao s foi de 0,0032 pA, possibilitando LOD e LOQ iguais a
0,03 umol L' e 0,10 pmol L', respectivamente. A curva analitica para a
determinacao de flutamida por VOQ apresentou sensibilidade igual a 0,300 pA L

pumol-.
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Figura 20: (a) VOQ para reducéo da flutamida obtidos em tampé&o BR, pH 5,0. As concentragdes de
flutamida na célula eletroquimica corresponderam a: 0,1; 2,4; 4,8; 10,2; 22,0; 31,0; 40,9; 51,0; 58,0;
70,0; 126,0; 265,0; 503,0; 718,0 e 1000 pmol L. (b) Curva analitica obtida a partir dos
voltamogramas da figura 19a. f= 50 Hz e Ax=0,05 V.

-60 -

-120 -

/A

-180 -
-240 -

-300

-0,4 -0,2 ' 0:0 ' 0:2 ' 0,4 ' 0,6
E/V vs Ag/AgCl

350

(b)

300 -
250 4

200

pc

-l JuA

150 -
100 -

50 +

0 200 400 600 800 1000
[Flutamida]/umol L™



Dissertagdo de Mestrado Julianna Santos Farias
75

Com base nos diferentes trabalhos reportados na literatura para determinacao
eletroquimica de flutamida (Tabela 3) fez-se a comparacdo do desempenho do
sensor desenvolvido. Nesse sentido, observa-se que a sensibilidade, o LOD e a
linearidade obtidos neste trabalho foram melhores do que muitos valores relatados
na literatura.

A sensibilidade satisfatéria apresentada pelo ECV/NCO-OG pode ser
justificada pela facilidade de transferéncia eletronica entre o compdésito NCO-OG e a
flutamida, favorecendo o processo catalitico na superficie do eletrodo. Nessa tabela,
nota-se também que ainda ha poucos trabalhos empregando os métodos

eletroanaliticos para determinacéao de flutamida.

Tabela 3: Comparacdo do desempenho analitico utilizando diferentes eletrodos para determinacao
de flutamida.

Ered Faixa Sensibilidade LOD
Eletrodo V) Linear (MA pmol' L) (umol L) Referéncia
(umol L)
ECV/Nano-Ag - 0,30 10-100 45x10° [AHMADI et al,
(vs SCE) 100 — 1000 1,0x 10 9,33 2015]
[BRAHMAN;
EPC/Ds-DNA -0,75 72,4 - 579 0,011 3,62 DAR; PITRE,
(vs SCE) 2012).
-0,75 72,4 - 579 9,08 x 103 0,181 [BRAHMAN et al
EPC/CTAB (vs 2012]
Ag/AgCl)
[ENSAFI;
ELG -0,25 0,0001-0,1 1,24x10° KHODDAMI;
Modificado (vs 0,1-100 0,0043 34,4 x10% REZAEI, 2016].
Ag/AgCl)
0,05 0,1 -1000 0,30 0,03 Este trabalho
NCO-0G (vs

Ag/AgCl)
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5.7. Determinacao de flutamida em formulacoes farmacéuticas e amostras de

urina artificial e comparacao com o método de espectroscopia UV-VIS

O sensor proposto também foi aplicado para determinagéo de flutamida em
duas amostras de medicamentos (A e B), obtidas em dois laboratérios diferentes e
duas amostras de urina artificial (A e B), preparadas conforme descrito na parte
experimental.

A determinagéao de flutamida nas amostras foi realizada em 5,0 mL de tampé&o
BR 0,1 mol L', pH 5, contendo 10 yL de amostra. Assim, foram realizadas adigbes
sucessivas de solucdo padréao de flutamida em tampao BR para determinacao do
farmaco. As concentracdes de flutamida nas amostras farmacéuticas e urina artificial
sao apresentadas na Tabela 4. Esta tabela também mostra uma comparacgéo entre o

método proposto e um método comparativo descrito na literatura.



Dissertagdo de Mestrado Julianna Santos Farias
77

Tabela 4: Estudo da adicdo e recuperagdao do analito nas amostras farmacéuticas contendo
flutamida.

Método Eletroquimico Método Espectrométrico*
: Flutamida Recuperacao Flutamida Recuperacao
: Flutamid
Amostra Flutamida : amlda encontrada encontrada
adicionada  ©Sperada (%) (%)
(n=3) (mg) (mg) (mg) (mg)
0,00 250,00 249,90 99,9 251,50 100,6
Comprimido (£1.00) (+1.20)
A 10.00 260,00 253,54 97,5 252,27 99,4
(£0,50) (x0,70)
0,00 250,00 2497 99,8 248,48 99,5
Comprimido (:0,30) (+0.50)
B 20,00 270,00 285,26 105,6 284,93 99,9
(x0,20) (x0,40)
0,00 - - - -
Urina 10,00 10,00 9,99 99,00 9,75 (0,02) 97,5
Artificial A (£0,02)
20,00 20,00 19,87 98,70 19.98 (£0,10) 100,6
(x0,10)
0,00 - = = = =
Urina 10,00 10,00 9,97 97,00 9,99 (+0,12) 100,2
Artificial B (x0,05)
20,00 20,00 19,95 99,50 19,86 (£0,30) 99,5
(x0,03)

*(DEEPAKUMARI, REVANASIDDAPPA, 2002). **valores obtidos considerando o fator de diluicdo

para as amostras.

A porcentagem de recuperacao do analito foi obtida pela seguinte equacgéao:

)><100 (11)

[Flutamidalencontrada

% Rec.= (

[Flutamidalesperada
Os resultados dos testes de adi¢do e recuperacao, conforme observados na
Tabela 4, deixam evidente que o método proposto apresentou uma boa exatidao,
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pois foram obtidas porcentagens de recuperacao préximas a 100 %, atestando que o
sensor permitiu uma boa recuperagao para o analito nas amostras avaliadas.

Aplicando-se um teste t-Student para comparar esses métodos, observou-se
um nivel de confianga de 95%, mostrando que ndo ha diferenga estatistica
significativa entre o método de referéncia e os resultados obtidos com o sensor
proposto.

5.8. Estudo da repetibilidade do sensor

O estudo da repetibilidade intra-dias do ECV/NCO-OG foi realizado por meio
de medidas sucessivas do mesmo por VOQ realizadas no mesmo dia (n=10) numa
solugdo tampao BR 0,1 mol L', pH 5,0, contendo 50 ymol L' de flutamida. A
repetibilidade dessas medidas foi verificada através das medicbes de [
determinando-se o DPR entre essas medidas o qual foi utilizado como parametro
para avaliar a precisdo do sensor (Tabela 5). Os resultados obtidos nesta tabela
mostram o DPR médio de 0,06% evidenciando que o sensor apresenta uma boa
repetibilidade para as medidas.

Tabela 5: Avaliacdo da repetibilidade intra-dias das medidas obtidas com o sensor ECV/NCO-OG
imerso em 0,1 mol L' solugédo de tampéao BR (pH 5,0) contendo 50 umol L' de flutamida.

Medida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ioc (WA)
25,52 2549 2553 2552 2550 2551 2552 2549 2550 25,48
Média das Medidas DPR
25,50 0,064%

Adicionalmente, a repetibilidade inter-dia foi avaliada medindo-se Ipc referente
a reducao da flutamida em dias diferentes (5 dias, n=5), com sensores preparados
da mesma maneira, e testados em tampao BR, pH 5,0 (Tabela 6). Os resultados
apresentados nesta tabela mostram que o sensor proposto forneceu um DPR inferior
a 5%, sugerindo que o0 mesmo apresenta uma boa estabilidade do material na
superficie do eletrodo, devido, provavelmente a boa adsorcdo do compédsito na
superficie do sensor.
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Tabela 6: Avaliacao da repetibilidade inter-dia obtida com cinco sensores a base de NCO-OG imerso
em 0,1 mol L' solugdo de tampéo fosfato (pH 5,0) contendo 50 pmol L' de flutamida.

Medida 1 2 3 4 5
lpc (LA) 25,49 25,50 25,51 25,48 25,52
Média das DPR
medidas 0,062%
25,50

5.9. Avaliacao do tempo de vida util do sensor

O tempo de vida util do sensor foi avaliado por um periodo de sessenta dias, a
partir das medidas de correntes de pico e obtidas a partir de voltamogramas de
onda quadrada realizados com uma solugdo 50 umol L' de flutamida presente em
solugdo 0,1 mol L' de tampao BR (pH 5,0) (Figura 21).

O valor da resposta analitica encontrada inicialmente foi considerado como
100% e os demais valores correspondentes aos dias subsequentes, calculados
como porcentagem desse valor inicial. Nenhuma mudanca significativa na resposta
analitica foi observada durante o periodo de avaliacdo do tempo de vida util de

sensor, armazenado em temperatura ambiente.

Figura 21: Tempo de vida atil do ECV/NCO-OG. Respostas analiticas obtidas em solugdo tampao BR
0,1 mol L' (pH 5,0) contendo 50 pmol L-'. Medidas obtidas em condigdes experimentais e
operacionais otimizadas.
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5.10. Estudo de interferentes

A seletividade do sensor foi avaliada através da determinacédo de flutamida
(10 umol L") presente em solugdo tampao BR, 0,1 mol L', pH 5,0 contendo diversas
substancias comumente encontradas em amostras farmacéuticas ou em amostras
que podem ser encontradas no organismo humano através de sua ingestao via oral.

Os resultados indicaram que concentragdes 100 vezes maiores das espécies
avaliadas nao interferem na determinacao do analito estudado (Tabela 7). O menor
valor de recuperacao obtido para a flutamida neste estudo foi de 97%, sendo,
portanto, evidente que através da exploracdo da redugdo de flutamida, o sensor
eletroquimico foi capaz de fornecer boa seletividade para detecgdo deste sem
qualquer interferéncia de substancias comumente coexistentes. Estes resultados
indicaram que a determinagao deste composto néo foi significativamente afetada por

esses possiveis interferentes.

Tabela 7: Avaliacdo da seletividade do sensor proposto em relacdo a possiveis interferentes.
[Flutamida]= 10 umol L' (n = 3).

Quantidade % de Recuperacao da

Interferente
(mmol L) Flutamida + DPR

Lactose mono-hidratado 10 98,8% (+0,5)
Estearato de Magnésio 10 99,1% (+0,3)
Laurato de Sédio 10 98,3% (+0,5)
Celulose 10 97,7% (+0,8)

Ureia 10 97,0 (x1,0)
Amido 10 98,5% (£0,5)
Glicose 10 98,9% (*0,5)
Acido Ascérbico 10 99,6% (+0,5)
Dextrose 10 100,5% (%0,5)
Talco 10 99,1% (£0,5)

Vitamina B6 10 98,6% (+0,5)
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5.11. Avaliacao das figuras de mérito obtidas com o sensor proposto e
consideracoes finais sobre o ECV/NCO-0OG

A Tabela 8 mostra o resumo dos resultados das figuras de mérito avaliadas
no decorrer do trabalho, sendo elas: precisao, seletividade, limite de deteccao, limite
de quantificacao e linearidade.

O sensor ECV/NCO-OG demonstrou uma boa exatidao, pois os resultados
dos estudos de adicdo e recuperagdo da flutamida obtidas nas amostras de
medicamentos e nas amostras de urina artificial analisados foram satisfatorios. Além
disso, os resultados obtidos ao comparar o método proposto com o método
espectrométrico ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (teste t
Student, com 95% de confianga).

A precisao foi considerada satisfatéria ap6s a verificacao da repetibilidade de
medidas e da repetibilidade no preparo do sensor. Os desvios padrao relativos entre
as correntes de pico encontrados em ambos os testes foram 0,064 % para
repetibilidade intra-dias e 0,062 % para repetibilidade em diferentes dias, sendo
estes valores bem abaixo do valor maximo recomendado pela ANVISA

A seletividade do sensor proposto foi avaliada pelo estudo de interferentes e
observou-se que nenhuma das espécies quimicas testadas interferem na
determinacdo do analito nas amostras analisadas, demonstrando assim que o
sensor é altamente seletivo.

Os resultados dos parametros analiticos avaliados foram satisfatérios e
merecem destaque, ja que foram melhores que muitos trabalhos encontrados na
literatura para a determinacao de flutamida utilizando outros eletrodos (AHMADI et
al, 2015; BRAHMAN; DAR; PITRE, 2012; BRAHMAN et al, 2012). Aspectos que,
aliados a simplicidade de modificacado, tornam o sensor uma interessante alternativa
para a determinacao deste analito.

Os resultados mostrados na tabela 8 comprovam que o sensor proposto foi
validado e, portanto, € adequado para a determinacéo de flutamida em formulacdes
farmacéuticas e amostras de urina.

Outra caracteristica desejavel apresentada pelo ECV/NCO-OG e que merece
destaque é a sua estabilidade verificada por sessenta dias sem que, nesse periodo,

houvesse perda de sua resposta, mantendo-o em temperatura ambiente.
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Tabela 8: Figuras de mérito obtidas com o método analitico proposto.

Figura de mérito Teste realizado Resultado

Exatidao Adicao e Recuperacgao Satisfatério

Repetibilidade intra-dia de medidas DPR = 0,06 %

Precisao
Repetibilidade inter-dia do sensor DPR = 0,06 %
Seletividade Estudo de interferentes Satisfatorio
LOD - 0,03 pmol L
LOQ — 0,1 umol L™

Linearidade — 0,1 a 1000 ymol L
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o ECV/NCO-OG é uma alternativa viavel
para a determinacdo analitica de flutamida. A modificacdo da superficie do eletrodo
foi efetuada de forma simples e efetiva, proporcionando grande estabilidade ao
sensor desenvolvido.

As imagens de MEV obtidas demonstraram que os defeitos apresentados nas
paredes dos nanotubos estao relacionados a esfoliacdo e a introducdo de grupos
funcionais contendo oxigénio. Ja as imagens de espectroscopia Ramam
confirmaram a estrutura cristalina dos NC apos a esfoliacdo, comprovando que nao
houve perda das suas caracteristicas.O sensor a base de NCO-OG foi capaz de
promover uma excelente resposta eletrocatalitica para a determinacao de flutamida,
evidenciada pelo aumento significativo nas correntes anddica e catddica do analito e
diminuicdo do sobrepotencial de reducéo, em relacédo ao eletrodo nao modificado. A
eletrocatalise observada pode ser atribuida a baixa resisténcia de transferéncia de
carga do composito NCO-OG.

O processo de reducdo da flutamida caracterizou-se por ser controlado por
difusdo, no qual o transporte de massa é o fator limitante do processo, bem como
mostrou ser dependente do pH e comportar-se como um sistema nernstiano, onde o
Np = Ne.

O compdsito NCO-OG apresentou uma maior estabilidade em pH 5 e
consequentemente uma maior eficiéncia no processo redox do analito sobre eletrodo
modificado. O tampédo BR foi escolhido por apresentar uma melhor resposta do
sensor para a flutamida o que foi associado ao fato de que o mesmo apresenta uma
alta mobilidade i6nica das espécie que o compde (acetato, fosfato e borato),
possibilitando uma melhor transferéncia eletronica.

O estudo das diferentes técnicas voltamétricas de pulso demonstraram que a
técnica de VOQ apresentou uma maior sensibilidade, sendo a mesma escolhida
para ser utilizada na determinacdo de flutamida em amostras farmacéuticas e
amostras de urina artificial.

A otimizacdo das condigdes experimentais e operacionais proporcionou a
obtengdo de baixos LOD e LOQ para determinagdo de flutamida, bem como alta
sensibilidade, ampla faixa linear de trabalho, cujo os valores para esses parametros
foram melhores do que muitos trabalhos descritos na literatura.
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O método proposto apresentou boa exatidao ja que o estudo de adicao e
recuperagao do analito ndo mostrou uma diferenga estaticamente significativa ao
compara-lo com o método de referéncia.

O sensor proposto apresentou boa precisdo, o qual foi observado através de
baixos valores de DPR encontrados na avaliagao da repetibilidade das medidas e no
preparo do sensor.

Os resultados obtidos com estudo de interferéncia comprovam que o método
apresenta uma alta seletividade, pois nao foi possivel observar interferéncias
significativas na resposta do analito frente as espécies quimicas comumente
encontradas em formulagdes farmacéuticas que contém flutamida como principio
ativo ou mesmo em fluidos biolégicos como a urina.

Portanto, considerando as figuras de mérito avaliadas, o sensor desenvolvido
apresenta-se como uma nova metodologia de baixo custo, de facil operacao, rapida,
exata, precisa, seletiva, sensivel e linear para a determinagdo de flutamida em
formulacdes farmacéuticas e amostras de urina.

Como perspectiva futura, propde-se o emprego do sensor desenvolvido para

a determinacao de flutamida em amostras de saliva.
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