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INTRODUCAO:

A cloroquina e seu similar, hidroxicloroquina, sdo compostos aromaticos da classe das
4-aminoquinolonas. Estes fadrmacos sdo amplamente utilizados no tratamento de afeccdes
reumaticas e dermatoldgicas, maldria, artrite ou lipus. Com a epidemia da COVID-19 causada pelo
virus SARS-CoV-2, popularmente conhecido como novo Coronavirus, surgido em dezembro de
2019, cujo surto mundial tem nos assolados até o presente momento, diversos farmacos tém sido
avaliados para o tratamento dos efeitos adversos da infec¢do pelo SARS-CoV-2, dentre eles estao a
cloroquina e a hidroxicloroquina. No entanto, ndo ha nenhuma comprovacao cientifica da eficacia
destes farmacos em estudos in vivol!, além de ja ser bem conhecido na literatura o fato de a
cloroquina possuir diversos efeitos colaterais a saude dos pacientes, sendo alguns irreversiveis!?.

Sensores eletroquimicos de baixo custo fabricados em substratos de papel e/ou poliméricos
ja provaram sua potencialidade para uma ampla gama de aplicagdes” ), dentre elas, a sua
importancia na industria farmacéutica, € nosso grupo possui a expertise de desenvolvimento de
métodos analiticos nestes tipos de plataformas™’*!.

O desenvolvimento de métodos que propiciem analises “in loco” facilita a obtencdo de
resultados de forma mais rapida e possibilita a tomada de decisdo diretamente no local de
necessidade. Sensores quimicos de baixo custo fabricados em plataformas portateis vém obtendo
destaque nos ultimos anos como uma ferramenta analitica versatil para este tipo de andlise, em
diversas espécies relevantes a saide humana, principalmente em regides carentes ou distantes de
grandes centros urbanos.

Em vista dos possiveis efeitos adversos a saude produzidos pela automedicagdo e uso de
altas dosagens, ¢ importante a obtencdo de métodos de andlises de amostras de formulagdes
farmacéuticas para controle de qualidade e de amostras de biofluidos para acompanhamentos
clinicos. Assim, este projeto visou desenvolver sensores portateis baseados em carbono em
substratos acessiveis, para a realizacdo de estudo das propriedades redox e para o desenvolvimento
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de um método de andlise portatil e de custo reduzido para a deteccdo de cloroquina e
hidroxicloroquina.

METODOLOGIA:

FABRICACAO DOS DISPOSITIVOS ELETROQUIMICOS: A fabricacdo dos
eletrodos portateis ¢ uma etapa importante para o projeto, pois tais dispositivos foram utilizados
para todas as andlises deste trabalho. As principais etapas de fabricagdo dos sensores estdo

esquematicamente apresentadas na Figura 1.

ETAPA 3

Figura 1. Principais etapas do processo de fabricacdo dos eletrodos impressos portateis utilizando
tintas condutivas de carbono e Ag/AgCl em substrato de fenolite.

As placas de fenolite (circuito impresso) foram previamente cortadas em tamanho 2,5 x 2,5
cm e removida a camada de cobre de suas faces por meio de imersdo em solucdo de percloreto de
ferro por cerca de 30 minutos e lavadas abundantemente com agua (etapa 1). Na sequéncia, foram
aplicados adesivos com o molde do eletrodo a ser feito (etapa 2). O desenho deste molde foi feito
no CorelDraw e os adesivos foram padronizados com auxilio de uma impressora de corte a laser e
posteriormente aplicados as placas. Apos a aplicagdo do molde, foi realizada a pintura dos eletrodos
de trabalho e contra eletrodo com tinta de carbono, enquanto no eletrodo de referéncia foi utilizada
a tinta de Ag/AgCl (etapa 3). Com o auxilio de uma espatula foi removido o excesso de tinta de
forma a manter a espessura da camada padronizada e igual ao do adesivo. Apoés 30 minutos, foram
retirados os moldes adesivos e as placas foram levadas a estufa a 100 °C por 30 minutos para a
etapa de cura das tintas (etapa 4). Passado esse tempo, aplicou-se a tinta de prata nas extremidades
do eletrodo para facilitar a conexdo aos terminais do potenciostato (etapa 5) e foram coladas uma
fita adesiva 3M como barreira para delimitar a area dos eletrodos e evitar que a solucao chegue aos
contatos elétricos (etapa 6).

EQUIPAMENTOS: Para as andlises eletroquimicas utilizou-se o potenciostato portatil
Sensit Smart, e também o PGSTAT 2004 (Metrohm), além de balanca analitica, impressora de corte
com Laser de CO, (MultiVisi) e pHmetro.
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ANALISES ELETROQUIMICAS: As anilises realizadas nesse projeto teve duas
principais subdivisdes: caracterizacdo do comportamento redox dos farmacos por voltametria
ciclica (VC) e desenvolvimento de método analitico utilizando a voltametria de onda quadrada
(VOQ). Os estudos eletroquimicos realizados envolveram a avaliagdo do efeito do pH na resposta
voltamétrica, estudo da natureza do transporte de massa dos farmacos no dispositivo desenvolvido
por meio da alteragdo da velocidade de varredura, constru¢do da curva analitica, estudo de
repetibilidade e reprodutibilidade. Foi realizada a analise da cloroquina em amostra de urina
sintética preparada de acordo com Mendes e colaboradores” e andlise da hidroxicloroquina em
produto farmacéutico.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Inicialmente, avaliamos a potencialidade do sensor desenvolvido para a deteccdo da
cloroquina em diferentes valores de pH, Figura 2.
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Figura 2. Estudo do efeito do pH na resposta voltamétrica da cloroquina. A) Voltamogramas
Ciclicos registrados em meio de (a) tampao acetato pH = 4,5, (b) tampao fosfato pH = 7,0, (¢)
tampao borato pH = 9,0 e (d) tampao fosfato pH = 12,0. Todos os eletrdlitos estavam na
concentragdo de 0,1 mol/L (linhas vermelhas) e a cloroquina 1 mmol/L (linhas pretas) registrados a
uma velocidade de varredura de 50 mV/s. A escala de 10 pA aplica-se a todos os graficos. B) Curva
de potencial de pico em func¢do do pH.

Na Figura 2, temos o estudo do pH, onde ¢ possivel notar que o pico de oxidacdo da
cloroquina se desloca para potenciais menores conforme o meio fica mais alcalino. Na Figura 2B,
observa-se uma boa correlagdo entre os valores de potencial de pico em fun¢do do pH, apresentando
um coeficiente angular de -0,076 V/pH, o que denota uma dependéncia do pH no processo de
transferéncia eletronica com uma relagdo proxima de 1:1 entre elétrons e protons !,

Para fins analiticos ¢ interessante que a diferenga de potencial aplicada ndo seja muito
elevada, pois quanto maior o potencial, maior a chance de oxidar ou reduzir outras espécies,
reduzindo a seletividade do método. Assim, ao garantirmos que o potencial de pico para a deteccao
da nossa espécie analisada fique por volta de 0,4 V ¢ possivel ter uma maior seletividade para as
amostras reais. Com isso, o meio basico (pH = 12,0) foi escolhido para as proximas etapas.
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Por meio do estudo de velocidade de varredura, encontramos que o processo de oxidacao
irreversivel da cloroquina ¢ controlado por adsor¢do, uma vez que o coeficiente angular da curva de
logaritmo de corrente de pico em funcao do logaritmo da velocidade de varredura foi préoximo de 1
(0,893). Apos o estudo do pH e otimizacao dos pardmetros instrumentais da técnica de VOQ, foi
realizado estudo de repetibilidade para avaliar a possibilidade de realizagdo de medidas
consecutivas em um mesmo eletrodo. Para essas analises consecutivas, visando realizar a renovagao
da superficie eletrodica, foi feita uma etapa de limpeza eletroquimica da superficie utilizando a
técnica de cronoamperometria aplicando -1,5V durante 180s em uma solugao de acido sulfurico 0,1
mol/L. Este tratamento apresentou uma eficacia satisfatoria, uma vez que o desvio padrdo relativo
para 10 medidas foi de 9,94%, permitindo que fosse possivel a renovagdo da superficie eletrodica
para a reutilizagao dos eletrodos fabricados.

Outro teste de caracterizacdo realizado foi o teste de reprodutibilidade do método de
fabricagdo, onde foram utilizados 10 eletrodos diferentes e realizado apenas uma analise em cada
eletrodo. Foi obtido um desvio padrdo relativo de 8,73% para este ensaio, o que demonstra uma
reprodutibilidade adequada considerando o processo de fabricagdo manual. Assim, sob as melhores
condi¢des analiticas, foram construidas curvas de calibragdo para eletrodos diferentes (n=3),
realizando-se 9 medidas consecutivas em cada eletrodo, alterando a concentracdo de cloroquina na
faixa de 5 umol/L a 50 umol/L e fazendo a limpeza com acido sulflrico entre cada medida, vide

Figura 3.
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Figura 3. Voltamogramas de Onda Quadrada variando a concentrac¢do de cloroquina em um
mesmo eletrodo em: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 50 pmol/L. Curva analitica construida com os
valores de corrente de pico em fun¢do da concentragdo de cloroquina para 3 eletrodos diferentes.
Equacgdo da reta: y = (-2,599 + 0,3558) + (0,625 £+ 0,030)x.

Avaliamos a seletividade do método em relagdo a outros compostos bioldgicos comumente
presente em biofluidos humanos, como o 4cido ascorbico, acido urico, glicose e creatinina. Foi
realizado ensaios na propor¢do de 1:1 (20 umol/L) do interferente para a cloroquina e ndo foi
evidenciada variacdo de corrente de pico maior que 10%. Na sequéncia, para avaliar a
potencialidade do método, foi realizada a analise de cloroquina em amostra de urina sintética pelo
método de adigdo de padrdo. As andlises de urina sintética com a cloroquina visavam simular,
inicialmente, amostras de individuos que fizeram a ingestao do medicamento e cuja excre¢ao ocorre
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majoritariamente pela urina. Para tanto, realizamos a adi¢do de uma solucdo padrao com 20 pmol/L
de cloroquina em 4 amostras e realizamos os ensaios de recuperacdo. O valor médio de recuperagdo
foi de 97,25 %, o que ressalta a adequada acuracia do método.

CONCLUSOES:

O presente projeto de pesquisa visou a fabricagdo de sensores eletroquimicos portateis e de
baixo custo para caracterizagdes redox e quantificagdo dos farmacos cloroquina e hidroxicloroquina
em amostras farmacéuticas e de urina sintética. A caracterizagdo eletroquimica da cloroquina
demonstrou que o pH influencia no processo de oxidagdo, sendo que quanto mais alcalino o meio,
menor € o potencial que ocorre a oxidagdo, gerando uma curva de potencial de pico em fun¢do de
pH com coeficiente angular de -0,076V/pH, confirmando uma relagdo de 1:1 entre o nimero de
protons e elétrons envolvidos no processo de transferéncia eletronica. Ja no estudo de velocidade de
varredura, verificou-se que o processo de oxidacdo da cloroquina ¢ irreversivel em toda a faixa de
velocidades avaliadas e que o transporte de massa € controlado majoritariamente pela adsor¢ao.

O método proposto apresentou uma reprodutibilidade e repetibilidade adequada, uma vez
que os desvios padrdes relativos obtidos foram 8,73% e 9,94%, respectivamente. A sensibilidade do
método foi bastante satisfatoria, sendo possivel construir uma curva analitica para a cloroquina na
faixa de concentragdes de 5 umol/L a 50 umol/L. Testes de adi¢do e recuperacdo em amostra de
urina sintética demonstraram a adequada acuracia do método desenvolvido.
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