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Este mundo que vemos, ouvimos e tocamos é a condensagio divina, aces-
sivel aos sentidos humanos, das duas forcas prodigiosas do Universo.

Uma delas, que desce, busca dissipar-se, imobilizar-se, morrer. A outra,
que sobe, almeja a liberdade e a imortalidade.

Os dois exeércitos, o obscuro e o luminoso, os exércitos da vida e da morte
entrechocam-se perpetuamente. Os sinais visiveis para nos deste entrechoque sio
as coisas, as plantas, os animais e 0s homens.

Perpetuamente as duas forcas antagonicas se embatem, unem-se, pelejam,
vencem e sio vencidas, reconciliam-se e tornam a guerrear-se por todo o Universo
— desde o invisivel torvelinho de uma gota d’dgua até a infinita torrente de astros
da Galdxia. O mais humilde dos insetos e a mais simples das idéias sdo fortalezas
de Deus. Dentro deles, Deus estd preparado para a batalha decisiva.

o 0o

Somos um. Do verme cego nas profundezas
do oceano até a infinda arena da Galdxia, um mesmo
ser luta e corre perigo — nds proprios. E em nosso
pequeno peito terreno, um mesmo ser luta e corre pe-
rigo — o Universo.

o o0 o0

Do transitorio choque de forcas antagonicas

que formam a tua existéncia, empenha-te em criar o
que de imortal um mortal pode criar neste universo
— um Grito.

Abandonado a terra o corpo que o gerou, es-

se Grito se lanca pela eternidade afora.

Nikos Kazantzikis, “Ascese - Os salvadores de Deus”, Editora Atica, 1997.
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RESUMO

Barros, R.C.M. Mecanismo de oxidagao eletroquimica e determinagao analitica de
primaquina — algumas aplicagées de eletrodos de diamante dopado com boro.
2007. 150 p. Tese — Programa de Pds-Graduagao em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

A primaquina (PQ), um derivado 8-aminoquinolinico [8-(4-amino-1-metilbutilamino)-6-
metoxiquinolina], € um farmaco normalmente usado contra a malaria, mas tem sido
também empregado no tratamento da doenca de Chagas, agindo, muito eficazmente,
como agente tripanomicida, por intermédio de seus metabdlitos. O metabdlito 5-
hidroxiprimaquina (5-HPQ), formado pela oxidagdo da primaquina dentro do organismo
humano, foi identificado em fluidos biolégicos e € considerado o principal produto com
acgao citotoxica sobre o Trypanosoma cruzi. Técnicas eletroquimicas foram empregadas
para estudar o mecanismo de oxidagdo da PQ in vitro na tentativa de correlacionar os
resultados obtidos, com os dados disponiveis de estudos in vivo. Utilizou-se eletrodo de
carbono vitreo (ECV) e diferentes tipos de técnicas, como voltametria ciclica, voltametria
de pulso diferencial e cronoamperometria, trabalhando-se em meio aquoso, tamp&o Brit-
ton-Robson, pH 7,40, para determinacdo do numero de elétrons envolvidos na etapa
determinante da reagdo. O mecanismo eletroquimico de oxidagdo da PQ, envolveu a
perda de 1 elétron em um processo irreversivel, registrado em Epa,1 a +0,788 V, resul-
tando na formacao de cation radical durante a primeira varredura no sentido positivo de
potencial. Apds a inversdo da varredura de potencial, registrou-se um pico catddico,
Epc,1 a -0,160 V, dependente do processo principal. Voltamogramas ciclicos realizados
em meio n&o aquoso, indicaram que a etapa eletroquimica inicial € seguida de uma eta-
pa quimica envolvendo a captura nucleofilica do cation radical. No segundo ciclo de var-
redura, registrou-se um segundo pico anodico, Epa,2, a —0,079 V, componente anddico
de Epc,1. Assim, um novo par redox passou a ser observado, dependente da oxidagao
primaria da PQ, mas registrado em potencial muito menos positivo do que a oxidagao da
PQ, composto de partida. Este novo processo redox, tipico do par quinona/hidroquinona,
esta envolvido em varios outros processos descritos na literatura, e pressupde que, a-
pods a captura nucleofilica do cation radical, ocorra outra etapa eletroquimica, no poten-
cial aplicado, envolvendo a perda de 3 elétrons e 3 prétons, com formagao de uma qui-
nona-imina. A subsequente hidrolise da imina produz o derivado quinoidal e diamina
primaria. Voltamogramas ciclicos registrados em solugao de 5-HPQ e m-anisidina, con-
firmaram o mecanismo proposto. Devido a auséncia de fendmenos de adsorgao, utili-
Zou-se com sucesso o eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB), no formato pla-
no, para a determinacao analitica de PQ em formulagao farmacéutica comercial, empre-
gando-se a voltametria de pulso diferencial. Enquanto o ECV foi mais efetivo para a pro-
posicao do mecanismo, principalmente devido as caracteristicas de adsorgao superficial,
o EDDB permitiu o desenvolvimento de um método analitico para a quantificagao de PQ,
devido a auséncia de adsorgao superficial.

Palavras-chave: primaquina, mecanismo de oxidagao, eletrodo de carbono vitreo, ele-
trodo de diamante dopado com boro, voltametria, cronoamperometria.



ABSTRACT

Barros, R.C.M. Electrochemical oxidation mechanism and analytical determination
of primaquine — some boron doped diamond electrode applications. 2007. 150 p.
PhD Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de
Sao Paulo, S&ao Paulo.

Primaquine (PQ), an 8-aminoquinolinic compound, is the clinical drug of choice for the
radical cure of relapsing malaria. This drug has also been being used against the Cha-
gas disease, acting very efficiently, through their metabolites, which present trypano-
somicide action. The metabolite 5-hydroxyprimaquine (5-HPQ) was identified in human
biological fluids, during in vivo studies, as the main oxidation product of PQ, with cyto-
toxic action against Trypanosoma cruzi. Electrochemical techniques were used to study,
in vitro, the PQ oxidation redox mechanism and the goal was to try correlating the elec-
trochemical data to the biological information, previously reported. Glassy carbon elec-
trode (GCE) associated to cyclic and differential pulse voltammetry and cronoamperom-
metry in aqueous media, pH 7.40, were used to determine de number of electrons in-
volved in the determinant step of PQ electrochemical oxidation. The primary oxidation of
PQ involved the loss of 1 electron in an irreversible process recorded at Epa,1 = +0,788
V, to produce a cation radical, during the first anodic scan. Reverting the potential
sweeping a cathodic peak, Epc,1, was recorded at —0,160 V, which was dependent of
Epa,1. Cyclic voltammograms recorded in DMF showed that the initial electrochemical
step is followed by a chemical reaction involving the nucleophilic capture of the cation
radical. During the second scan, a new anodic peak (Epa,2) was recorded at -0,079 V
and corresponds to the anodic component of Epc,1. Therefore a new redox couple, re-
corded at less positive potential than the PQ oxidation was always observed and shows
similar characteristics to those observed for quinone/hydroquinone redox couple, which
is involved is several another electrochemical processes described in the literature. The
process presupposes that the nucleophilic capture of the cation radical is followed by
another electrochemical step involving the loss of 3 electrons and 3 protons to produce a
quinone-imine structure. The further imine hydrolysis produces the quinoidal compound
and primary diamine. The purposed mechanism was confirmed by the cyclic voltammo-
grams recorded in 5-HPQ solutions as well as in the solutions of similar compound such
as m-anisidine. PQ was determined in commercial pharmaceutical formulations by using
differential pulse voltammetry at boron doped diamond electrode (BDDE) associated to
the standard addition method. While the GCE was more effective for the mechanism
proposition, mainly due its superficial adsorption characteristics, the BDDE, due low su-
perficial adsorptive effects, permitted the development of analytical method for the PQ
quantification.

Keywords: primaquine, oxidation mechanism, glassy carbon electrode, boron doped
diamond electrode, voltammetry, cronoamperommetry.
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1.1. Primaquina e doencgas tropicais — malaria e doenca de Chagas

Esta tese de doutorado insere-se dentro de um Projeto Tematico Fapesp de estudo da
doenca de Chagas, coordenado pela Profa. Dra. Elizabeth Igne Ferreira, da Faculdade de Ci-
éncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP). Portanto, os estudos realiza-
dos intencionaram agregar conhecimento ao campo de pesquisa de novos medicamentos que
combatam eficazmente, com mais baixo custo ¢ menor incidéncia de efeitos colaterais, a do-
enca de Chagas. Esta area da ciéncia desperta pouco interesse de grandes empresas farmacéu-
ticas, por ser de ocorréncia majoritaria em regides do Terceiro Mundo. Desta forma, pouco se
investe na pesquisa destes medicamentos, ja que espera-se apenas um pequeno retorno finan-
ceiro. Assim € que se torna imprescindivel que os proprios paises afetados por tais doengas,
gerem grupos de pesquisa voltados para tal enfoque.

Com este intuito, o farmaco selecionado para este estudo foi a primaquina (PQ), um
derivado 8-aminoquinolinico, de nome 8-(4-amino-1-metilbutilamino)-6-metoxiquinolina,
cuja estrutura pode ser vista na Figura 1. Levou-se em consideragdo para tal escolha, os resul-
tados prévios de avaliagdo in vitro feita com a PQ pura e em formulagdes de pro-farmacos, no

laboratorio da FCF/USP [1-3].

Figura 1: Estrutura da molécula de primaquina, com a respectiva numeracdo da cadeia quinolinica.
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A PQ foi sintetisada pela primeira vez nos Estados Unidos, durante a 2* Guerra Mun-
dial, como parte do esforco em se obter um farmaco contra a malaria, doenca de grande inci-
déncia na regido do Pacifico. A PQ ¢ uma molécula derivada da pamaquina, 8-(4-dietilamino-
I-metilbutilamino)-6-metdxiquinolina, o primeiro derivado 8-aminoquinolinico a ser produzi-
do em laboratério, durante os esforcos iniciais de desenvolvimento de farmacos contra mala-
ria, na década de 1920, na Alemanha [4]. Muitos compostos foram testados na época, mas a
PQ e também a isopentaquina mostraram eficiéncia superior aos demais, no ataque aos parasi-
tos. Tornou-se disponivel as tropas norte-americanas durante a Guerra da Coréia [5,6], sendo
introduzida definitivamente como fairmaco antimalarico em 1952.

A PQ ¢ usada principalmente contra maldria, ao redor do mundo, agindo sobre varios
estagios do parasito Plasmodium, causador da doenga, e constitui arma importante contra a
maldria reincidente, causada por Plasmodium vivax e P. ovale. A distribuicdo geografica da
malaria pode ser vista na Figura 2, mostrando os paises endémicos.

Este mapa mostra paises com maliria endémica.
Na maioria dos casos, a doenga esta limitada a apanas algumas regides dos paises.

[ Regides sem malaria

[__Ipaises com risco de
apresentar a doenga

Figura 2: Distribuigdo geografica da malaria ao redor do mundo, em 2003. Fonte: ref. 7.
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A Figura 3 apresenta um esquema do ciclo de vida do Plasmodium em seres humanos.
O estagio que ocorre no figado ¢ causado por P. vivax e P. ovale, e é responsavel pelo que se
chama de maldria reincidente [4-6]. O mosquito anofeles infectado inocula esporozoitos no
hospedeiro humano (1). Os esporozoitos infectam células do figado (2) e se transformam em
esquizontes (3), os quais se rompem ¢ liberam merozoitos (4). Em P. vivax e P. ovale, um
estagio inativo, os hipnozoitos, podem persistir no figado e causar reincidéncia ao invadir a
corrente sanguinea semanas, ou mesmo anos, mais tarde. Apos esta replicagdo inicial no figa-
do (esquizogonia exo-eritrociticos - A), os parasitos sofrem multiplicagdo assexuada nos eri-
trocitos (esquizogonia eritrocitica - B). Merozoitos infectam as células vermelhas (5). O esta-
gio de trofozoitos sofre maturagdo a esquizontes, os quais se rompem, liberando merozoitos
(6). Alguns parasitos se diferenciam em estagios eritrociticos sexuados (gametocitos) (7). Os
parasitos no estagio sanguineo sdo responsaveis pelas manifestagdes clinicas da doenga. Os
gametocitos, masculinos (microgametdcitos) e femininos (macrogametocitos), sdo ingeridos
por um outro mosquito anofeles, durante uma picada (8). A multiplicagdo do parasito no
mosquito ¢ conhecida como ciclo esporogonico (€). Enquanto estdo no estomago do parasito,
0s microgametas penetram nos macrogametas, gerando os zigotos (9). Estes zigotos se tor-
nam moveis ¢ alongadosn (oocinetes) (10), e invadem a parede do intestino do mosquito,
onde eles se desenvolvem a odcitos (11). Os odcitos crescem, se rompem ¢ liberam esporo-
zoitos (12), os quais se dirigem para as glandulas salivares do mosquito. A inoculagdo dos

esporozoitos em um novo hospedeiro humano perpetua assim o ciclo da malaria. (1) [7].
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium, parasito causador da malaria. S30 conhecidos aproximada-
mente 156 espécies de Plasmodium, os quais infectam varias espécies de vertebrados. 4 deles infectam

seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. Fonte: ref. 7.

A PQ também ¢ efetiva contra os gametocitos do P. falciparum [8]. Mais recentemen-
te, a PQ tem sido usada, em combina¢do com a clindamicina, contra a pneumonia causada por
Pneumocystis carinii (PCP), doenca associada a Aids [9].

Na década de 1950, observou-se, em camundongos, que a PQ possuia também ativida-
de contra o Tripanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas. Normalmente, os fairmacos
de escolha contra a doencga sdao benznidazol ou nifurtimox [7]. Porém, o grupo de pesquisa da
FCF/USP conseguiu resultados satisfatorios contra formas tripomastigotas, amastigotas e e-
pimastigotas-like do T. cruzi, empregando PQ em formulagdes de pro-farmacos. O emprego
de pro-farmacos objetiva a diminuicao de toxicidade observada para o composto puro, ou a
utilizacdo de dois farmacos com mecanismos de acdo diferentes em s6 molécula. Além de

conseguir-se liberacdo da substancia ativa na regido de sua agdo, ocorrendo maior especifici-
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dade de liberagao do pro-farmaco utilizado, na organela considerada. Assim, PQ e qualquer
outro medicamento empregado contra a doenga de Chagas, poderdo penetrar mais rapidamen-
te na célula do parasito, exercendo o efeito tripanomicida [1].

A doenga de Chagas, assim como a malaria, tem ocorréncia predominante em regides
de maior pobreza. Ocorre do sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina, com maior incidén-
cia em regides pobres e/ou rurais das Américas Central e do Sul. Atualmente, os movimentos
migratorios acarretaram um aumento de contaminagao nos EUA, por transfusdo de sangue. A
doenca de Chagas cronica € um grande problema de satide ptiblica em muitos paises da Amé-

rica Latina. A Figura 4 apresenta o ciclo de vida do Tripanossoma.

Estigias no mosquits Estigios no hemem
Mo=quito pica o homemn Tripomastigotas penetram
[transporta tripomastigotas ern warias celulas.
nas fezes) Dertro delas, transforman-se
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Figura 4: Ciclo de vida do Tripanossoma cruzi, parasito causador da doenga de Chagas. Fonte: ref. 7.

Um inseto infectado (“barbeiro”) pica um hospedeiro e libera formas tripomastigotas
nas fezes, perto do local da picada. As tripomastigotas entram no hospedeiro pelo ferimento

ou através de membranas mucosas, como a conjuntiva (1). Dentro do hospedeiro, as tripo-
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mastigotas invadem as células, onde elas se transformam em amastigotas intracelulares (2).
As amastigotas se multiplicam por fissdo binaria (3) e se transformam em tripomastigotas,
sendo liberadas entdo na corrente sanguinea (4). As tripomastigotas infectam as células de
uma variedade de tecidos e se transformam em amastigotas intracelulares em novos sitios de
infeccdo. As manifestagdes clinicas podem resultar deste ciclo infeccioso. As tripomastigotas
da corrente sanguinea nao se replicam, diferentemente da tripanossomiase africana. A replica-
¢do ocorre somente quando os parasitos entram numa nova célula ou sdo ingeridos por outro
vetor. O “barbeiro” torna-se infectado por sugar o sangue que contém parasitos (9). As tripo-
mastigotas ingeridas transformam-se em epimastigotas no intestino do vetor (6). Os parasitos
se multiplicam no intestino delgado (7) e se transformam nas tripomastigotas metaciclicas
infectivas no intestino grosso (8). O 7. cruzi também pode ser transmitido por transfusdes de

sangue, transplante de 6rgaos, através da placenta ou em acidentes de laboratorio [7].

1.2. Metabolismo e mecanismo de acdo da primaquina

Apesar de ser um composto com alta toxicidade, podendo causar anemia hemolitica,
principalmente em pacientes com deficiéncia da enzima glicose 6-fosfatodesidrogenase
(G6PD), ou metemoglobinemia, a PQ ¢ o firmaco de escolha para o tratamento radical de P.
vivax ¢ P. ovale. Pode também ser empregada em tratamento conjunto com cloroquina (CQ),
por causar efeito sinérgico sobre a atividade da CQ [10].

O mecanismo de acdo exato da PQ ainda nao foi estabelecido, podendo-se considerar a
acdo da PQ por si mesma, ou mais provavelmente a acao de espécies reativas intermediarias
sobre o parasito, tais como espécies reativas de oxigénio (ERO) ou radicais livres, espécies
estas que seriam formadas durante o processo metabolico da PQ [6,8,11-13]. FArmacos como

cloroquina ou quinino atacam os estagios sanguineos do parasito. No entanto, somente a PQ
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pode erradicar o parasito do figado. A PQ mata os parasitos nos estagios latente e de desen-
volvimento assexuado no figado, e esteriliza os estdgios sexuados no sangue. Portanto, a PQ
tem acdo esquizonticida, gametocida e hipnozoitocida [11]. Estudos recentes de protedmica
ndo conseguiram identificar uma tnica proteina de P. falciparum que fosse alvo para CQ ou
PQ, embora estes farmacos sejam inibidores das enzimas humanas aldeido desidrogenase e
quinona redutase [10,14].

O metabolismo da PQ é complexo ¢ ndo foi ainda compreendido de forma definitiva.
Sua biotransformagao, envolve um processo de 6xido-reducao da molécula original de PQ, para
formagdo dos respectivos metabolitos, os quais provavelmente possuirdo atividade oxidativa
sobre os parasitos. Esta etapa inicial de biotransformagdo da PQ em seu(s) metabdlito(s) € pri-
mordial, e as reacdes para produgao dos metabolitos sao pouco estudadas e nao ha uma proposi-
¢do que explique como os metabolitos sdo formados. Dentre os metabolitos conhecidos ou su-
geridos, ndo ha um exclusivamente que tenha sido relacionado diretamente a a¢ao da PQ contra
qualquer parasito [4,6]. Quanto a forma de agdo, sabe-se que alguns metabolitos, sendo espécies
hidroxiladas ou radicalares e altamente reativas, aparentemente rompem as membranas mito-
condriais do parasito, causando impossibilidade de respiragao celular [4].

Nos mamiferos, menos de 1% da PQ ¢ eliminada nesta forma, na urina. O principal
metabolito encontrado no plasma sanguineo € a carboxiprimaquina (CPQ). A CPQ resulta da
a-oxidagdo do grupo amino primario e € uma transformagao extremamente rapida apos admi-
nistragdo intravenosa de PQ. A CPQ foi primeiramente descoberta como um metabolito mi-
crobial da PQ, depois em ratos, macacos € no homem [15]. Alguns dos problemas enfrentados
na determinagdo exata do metabolismo da PQ sdo a dificuldade de se isolar os seus metaboli-
tos a partir de amostras biologicas, por extracado com solventes, e a instabilidade dos mesmos,
0s quais sdo suscetiveis a decomposicao oxidativa. A identificacdo de metabolitos isolados ¢
dificultada também porque muitos dos compostos tém caracteristicas cromatograficas, ou es-

pectrométricas, muito parecidas [16].
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Outros metabolitos encontrados em fluidos bioldgicos de animais foram a 5-
hidroxiprimaquina (5-HPQ), 5-hidroxidesmetilprimaquina (5-H-6-DPQ), 5,6-dihidroxi-8-
aminoquinolina (DHAQ) [12,13], e 6-metoxi-8-aminoquinolina (MAQ) [13]. As estruturas
destes metabolitos mais conhecidos sdo apresentadas na Figura 5. Apesar de todos estes me-
tabolitos terem sido identificados in vivo, suas propriedades oxidativas foram estudadas ape-
nas in vitro, ¢ considerando somente sua acao toxica sobre os eritrocitos humanos, mas nao
sua atuacdo efetiva sobre o parasito em seus diferentes estagios de desenvolvimento [4-6,10-
16]. Dentre os metabdlitos citados, ndo se considera a CPQ um composto ativo contra o para-
sito, de forma direta. Por outro lado, a 5-HPQ ¢ considerada como um agente fundamental na
atividade antiparasitaria da PQ, provavelmente através da formagao de espécies intermediarias

reativas, a partir de reacdes no ciclo oxidativo da PQ.
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Figura 5: Estruturas das moléculas dos metaboélitos mais conhecidos da primaquina.
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Desde o inicio dos estudos com derivados 8-aminoquinolinicos contra a malaria, como
a pamaquina ou a PQ, alguns trabalhos propuseram que os metabolitos destes compostos seri-
am os responsaveis por efeitos toxicos, € outros supunham que os metabolitos também seriam
os agentes ativos contra o parasito [17]. Atualmente, apesar de se saber indubitavelmente que
a PQ causa estresse oxidativo nas células, ndo ha confirmagao se os efeitos farmacologicos
observados ap6s sua administragdo sdo devidos a ela mesma, ou especificamente a algum de
seus metabolitos. Nem o mecanismo terapéutico da PQ, nem sua acdo tdxica, sdo conhecidos
em detalhes, h4 apenas hipoteses e suposi¢des [8]. Em geral os trabalhos nesta area, até o pre-
sente momento, estdo mais focados no entendimento do metabolismo da PQ exclusivamente,
sem a finalidade especifica de avaliar quais os efeitos dos metabdlitos, ou da PQ em si, sobre
0 parasito.

Strother ef al. [17] realizaram experimentos para identificar os possiveis metabolitos
da PQ, eliminados na urina de cdes, ou produzidos in vitro por figado de ratos. Ou autores
fizeram uma breve revisao e, de acordo com seus proprios resultados, consideraram que o
metabolito 5-HPQ ¢ o agente toxico mais provavel, derivado da PQ. Citando outros autores,
mostraram rotas metabolicas possiveis para a pamaquina, ou PQ, envolvendo a hidroxilagao
na posi¢do 5 da molécula, como sendo a rota mais provavel. Outra proposta seria a O-
desalquilagdo na posicdo 6 das moléculas. Os autores consideraram, para efeito do estudo, 8
metabolitos modelo, mostrados na Figura 6. No decorrer do trabalho, os metabolitos presentes
em todos seus experimentos, cromatograficos e espectrométricos (espectrometria de massa e
ressonancia magnética nuclear), foram os que apresentaram um grupo hidroxila na posicdo 5 e
a cadeia lateral aminica na posi¢ao 8. Os metabolitos foram usados para avaliar sua capacida-
de de produzir metemoglobina (MetHb), sendo os mais potentes aqueles que possuiam justa-
mente o grupo OH na posi¢do 5 da molécula, enquanto que a cadeia lateral pareceu nao ter

influéncia. No entanto, as conclusdes do estudo ndo esclarecem a agao da PQ sobre o parasito.
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Figura 6: Estrutura das moléculas dos metabdlitos considerados por Strother et al. [17], além dos 4
apresentados na Figura 5, exceto a CPQ.

Clark et al. [18] usaram um grande niimero de microrganismos, fungos e streptomice-
tes, como modelos para o metabolismo da PQ em mamiferos, numa tentativa de isolar e iden-
tificar seus metabolitos. Cerca de 1/3 dos microrganismos foram capazes de metabolizar a PQ
a um ou mais metabolitos. A estrutura dos metabdlitos foi determinada por estudos de resso-
nancia magnética nuclear e espectrometria de massa. Chegaram a determinagdo da 8-(4-
acetamido-1-metilbutilamino)-6-metoxiquinolina, resultante da acetilacdo da PQ, e da 8-(3-
carboxil-1-metilpropilamino)-6-metoxiquinolina, resultante da desamina¢do oxidativa da PQ,
como os provaveis metabolitos. Os autores ndo propuseram uma explicagdo para a desamina-
¢do da PQ, supondo que poderia acontecer via uma desaminacao hidrolitica seguida de uma
oxidacdo. Estes resultados sdo bastante diferentes do que encontraram Strother et al., ja que os
autores nao utilizaram amostras reais, mas sim um modelo em microrganismos. Como foram
realizados na mesma época, supde-se que estes autores nao tivessem conhecimento dos expe-

rimentos de Strother.
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McChesney e Sarangan [19] avaliaram a caracteristica da PQ, de apresentar uma rapi-
da troca de hidrogénio da posi¢dao 5 da molécula. Em experimentos para deuterar a molécula
de PQ, observaram que a posi¢ao 5 tem mais facilidade em sofrer troca de hidrogénio, seguida
pela posigdo 7 (ao passo que as posi¢des 2, 3 e 4, que também possuem hidrogénios, nao a-
presentam tal capacidade). Na tentativa de explicar tal comportamento, consideraram que a
dificuldade da posi¢do 7 em sofrer a troca de maneira tdo rapida deve-se a maiores efeitos
estéricos em relacdo a posi¢do 5, além de uma ativagdo para (5) ser mais facilitada em relacao
a ativagdo orto (7), em substituigdes aromaticas eletrofilicas. Os autores consideraram de
grande importancia a reatividade da posicdo 5 da molécula de PQ, com relacdo a atividade
biologica do fArmaco. A répida troca observada enfatiza a alta reatividade da PQ como eletro-
filo. E provavel que vérios eletréfilos bioldgicos (tais como protons, carbocations, grupos
carbonila, aminas catidnicas) possam sofrer substituicdo no C-5 in vivo. Assim, os autores
consideraram que esta hipdtese pode proporcionar um mecanismo para inativagdo de enzimas
especificas, ou acidos nucléicos, ou ainda a fixacdo em membranas e sua consequente modifi-
cacdo. Todas estas hipoteses, ou qualquer delas, poderiam explicar o mecanismo pelo qual a
PQ manifestaria sua atividade bioldgica.

Augusto et al. [20] observaram que a interacao da PQ com as células vermelhas do san-
gue causa formagao acelerada de MetHb, H,O, e superdxido, bem como a precipitagdo de cor-
pos de Heinz (molécula de hemoglobina danificada, em geral por oxidagao, presente nas células
vermelhas do sangue) e hemolise. Observaram em seus estudos que, sob condi¢des aerobicas,
ocorre um ciclo redox da PQ, envolvendo formacao de radicais de oxigénio, os quais t€ém papel
fundamental nos efeitos toxicos e terapéuticos da PQ. Em um trabalho subseqiiente, Augusto et
al. [21] relataram que na presenca de PQ e extratos de 7. cruzi, ocorre aumento na producao de
radicais OH. Seus resultados sdo comparaveis aqueles obtidos com o tripanomicida mais co-

nhecido, o nifurtimox. De forma geral, os autores incluem a PQ na classe de fArmacos antipro-
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tozoarios que agem através de um ciclo redox, com geragdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO).

Augusto et al. [22] discutiram a hipdtese de que a PQ poderia agir primeiro sofrendo
oxidacdo a um fenol, para em seguida originar uma quinona-imina, ressaltando que nao havia
evidéncia da geracdo de radicais livres durante o metabolismo oxidativo da PQ e que as qui-
nona-iminas nio necessariamente reagem com o oxigénio, para formar radicais oxigenados.
Relataram que a oxidacdo da PQ, catalisada por peroxidase ¢ H,O,, ou MetHb e H,O,, envol-
veu mais de um grupo reativo na molécula e resultou na geracdo de espécies radicalares li-
vres. Perceberam maior facilidade de oxidacdo em meio 4cido, e relataram que além da esta-
bilidade do radical ndo ser afetada pelo oxigénio, diminuia com o aumento do valor do pH.
Considerando a O-desalquilacao, detectaram pequena concentracao de metanol (producao nao
quantitativa), como produto da formacdo de quinona-imina, o que levou os autores a conclu-
sdo de que a auséncia de O-desalquilagdo seria a rota principal de oxidacao da PQ. Seus cal-
culos a partir de simulagdes de espectro sugeriram a formacao de um cation radical. Conclui-
ram finalmente que os produtos de oxidacdo da PQ poderiam sofrer reacdes de condensagdo e,
mais importante, poderiam reagir com varias biomoléculas.

Fletcher et al. [12] conseguiram detectar os metabolitos da PQ, 5-HPQ e 6-
desmetilprimaquina, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, em estu-
dos com ratos e macacos. Aprofundando seus estudos, analisaram a interagdo destes metabdli-
tos com eritrocitos normais e deficientes na enzima G6PD, e com preparagdes de hemoglobi-
na, numa tentativa de elucidar os mecanismos de ocorréncia da metemoglobinemia e anemia
hemolitica, associadas com o uso da PQ. Os autores propuseram um mecanismo para os efei-
tos dos metabdlitos da PQ no eritrécito, a partir da 5-HPQ, com participacdo enzimatica e de
espécies de oxigénio, com formagdao de um radical semiquinonaiminico. Consideraram rele-
vante a probabilidade da producdo de espécies ativas de oxigénio e radicais livres, a partir das

reagoes de metabolitos hidroxilados na posigdo 5, ja que diferentes pesquisas interligam espé-
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cies radicalares de oxigénio com a morte do parasito da maldria. A hipdtese dos autores ¢ de
que os efeitos oxidantes da PQ podem ser devidos a geracdo de radicais livres, superdxido e
perdxido de hidrogénio.

O objetivo de Baker et al. [15] foi descobrir variagdes estruturais que pudessem ser fei-
tas na PQ, a fim de minimizar a velocidade de inativacdo metabdlica da molécula original,
sem perda da atividade antimicrobiana. Uma das alterag¢des estruturais foi a introducao de 2
atomos de deutério no carbono adjacente ao grupo aminico primdrio. A outra alteragdo consis-
tiu em mover o grupo metil da posicao 4 da cadeia lateral, adjacente ao nitrogénio da anilina,
para a posi¢do 1 da mesma cadeia, adjacente a amina primaria alifatica (quinocida). Observa-
ram que a taxa de metabolismo da PQ deuterada foi muito menor que a da PQ pura. A trans-
formagdo metabdlica da PQ na posicdo 4°, produziu 59 vezes menos 6-metoxi-8-
aminoquinolina, do que o observado para a conversdo da PQ a CPQ. Portanto, fica evidente
que a oxidagdo adjacente ao nitrogénio alifatico ¢ bem mais eficiente que a adjacente ao ni-
trogénio da anilina. Os autores perceberam que a atividade esquizonticida da PQ, PQ deutera-
da ou quinocida foi essencialmente a mesma, mas consideraram que estudos in vivo poderiam
revelar que a PQ deuterada teria agdo mais eficaz, pela dificuldade de remog¢ao do grupo ami-
no primario, essencial para a ligagdo do farmaco ao parasito no figado. No entanto, tais resul-
tados podem sugerir, por outro lado, que a formagao da CPQ ndo ¢ passo fundamental no pro-
cesso de acdo da PQ contra o parasito, como observado nos experimentos de Strother.

Vésquez-Vivar e Augusto [13,23] estudaram a oxidagdo e o ciclo redox de metabdlitos
hidroxilados de PQ (5-HPQ, 5-H-6-DPQ, ¢ DHAQ), bem como sua atividade oxidativa, assim
como de outros metabodlitos, em eritrocitos de ratos, in vitro e in vivo. Portanto, as autoras nao
consideraram a etapa de formagdo dos metabolitos a partir da PQ. Demonstraram a formagao
de peréxido de hidrogénio, produtos quinonaiminicos, radicais intermediarios do fAirmaco e
radicais hidroxilados. Sugeriram que o H,O; seja o produto téxico em potencial, formado a

partir dos metabolitos hidroxilados. Deve-se notar que todos os metabolitos estudados tém um
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grupo hidroxila na posi¢cdo 5 da molécula de PQ. As autoras discutem que estes metabolitos
mostraram interagao in vitro com a hemoglobina humana pura, hemolisatos caninos e eritroci-
tos humanos, bem como o fato de serem mais efetivos que a PQ em oxidar a hemoglobina e
esgotar a glutationa reduzida dos eritrécitos, suportando a hipdtese que eles podem ser impor-
tantes na promogao dos efeitos toxicos da PQ [12]. Demonstraram ainda que os metabolitos
hidroxilados da PQ se oxidam facilmente em condic¢des fisiologicas, formando peroxido e os
respectivos derivados quinonaiminicos. Tanto a oxidagdo como o ciclo redox dos metabolitos
foram acompanhados pela formacao de radicais hidroxilados, mas somente aquele derivado
da 5-HPQ pode ser detectado no caso do ciclo redox. Propuseram um mecanismo esquemati-
co de oxidagdo para os metabdlitos da PQ, envolvendo reagdes com oxigénio, peroxido e a-
nion superoxido, baseado em estudos de oxidacao de varias hidroquinonas, o qual € mostrado

no Esquema 1.

n+

H,PQ + O, M—> HPQ+ + O, + H' (1)
H,PQ + O,» + H —— HPQ: + H,0, (2)
HPQ: + O, == QI + 0O, + H' (3)
HPQ+. + HPQ+ =—= QI + H,PQ 4)
HPQ. + O, + H ——= QI + H0, (5)
0, + O,+ + 2H' —n+> H,0, + O, (6)
HPQ. + H,0, —; Q + OH* + H,0 (7)
0,+ + H,0, + H —— 0, + OH®* + H)0O (8)

Esquema 1: Reagdes propostas para oxidagio da primaquina. H,PQ, HPQ+ e QI sdo o metabolito hi-

droxilado, a semiquinonaimina e a quinona-imina, respectivamente. Ref. 23.

As autoras propuseram que o anion superoxido, uma vez formado na etapa inicial, poderia

reagir rapidamente com os compostos tipo o-difenol reduzidos (reacdes 1 e 2), no entanto



38

ndo conseguiram demonstrar esta reagdo e portanto a geragdo deste radical. Consideraram que a
diferenca principal entre a 5-HPQ e os outros metabolitos hidroxilados estudados (5-H-6-DPQ e
DHAQ) reside na posi¢@o do equilibrio de comproporcionamento (reagao 4 — reacdo radicalar), o
qual é deslocado no sentido de formagdo de semiquinonaimina (HPQ - ), no caso da 5-HPQ. Por
outro lado, a acdo inibitoria da superoxido dismutase sobre a fase lenta dos ultimos processos do
Esquema 1 pode ser atribuida a uma remocao indireta da semiquinonaimina derivada de 5-HPQ,
através da reacdo 3. Concluiram, de todos os resultados, que o peroxido de hidrogénio € o produto
toxico em potencial, formado através do ciclo redox e oxidagdao dos metabdlitos hidroxilados da
PQ. O proximo passo foi tentar entender a hemotoxicidade da PQ, examinando in vitro e in vivo a
atividade oxidativa dos metabolitos conhecidos. As autoras compararam as atividades da PQ e de
seus metabolitos 5-HPQ, 5-H-6-DPQ e MAQ em eritrocitos de ratos. Seus resultados sugeriram
que os derivados quinonaiminicos de 5-HPQ e 5-H-6-DPQ sdo os metabolitos mais efetivos na
expressdo da hemotoxicidade da PQ, oxidando a hemoglobina e esgotando o sulfidril ndo proteico
(glutationa, cisteina) dos eritrocitos, enquanto o MAQ parece ndo ter relevancia. Consideraram
que seus resultados ndo suportavam a proposi¢do de que haveria um mesmo mecanismo hemoto-
xico para a PQ e a anilina. Reagdes metabolicas de N-hidroxilagdo da anilina, produzindo fenilhi-
droxilamina, sdo mais eficientes em produzir metemoglobinemia do que reagdes de hidroxilacao
do anel quinolinico, para formar aminofendis. Ao contrario, os metabdlitos da PQ hidroxilados no
anel, foram mais efetivos in vivo que MAQ, o precursor do derivado hidroxilaminico da PQ. As
autoras somente desconsideraram a hipotese de ocorrer a hidrolise aminica da cadeia lateral da
PQ, numa série de reagdes que levariam do mesmo modo a um derivado hidroxilaminico da PQ, o
qual teria tanta agdo sobre a hemoglobina quanto a anilina.

Idowu et al. [16] examinaram o metabolismo da PQ in vitro. Por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, encontraram como principais metabolitos da PQ, extrai-
dos de microssomos de figado de ratos através de derivatizacdo, a 5-HPQ, 5-H-6DPQ, 3’-

HPQ e 3’-hidroxi-6-DPQ. Observaram, por estudos de incubagdo com 0s microssomos, que



39

quinonaiminas ndo sdo metabolitos verdadeiros, e sim sdo formados durante o isolamento dos
metabolitos aminofendlicos. Propuseram que a PQ produz inicialmente 5-HPQ ou 3°-HPQ
como metabdlitos principais, os quais subseqlientemente formam outros compostos. Em seu
trabalho, ndo detectaram a CPQ, somente lactamas, das quais a CPQ pode ser um precursor.
Por outro lado, identificaram a 5-H-6DPQ como o principal metabdlito nos microssomos de
ratos e mostraram que, em sua producao, a hidroxilacdo da posicdo 5 da molécula ocorre antes
da desmetilagdo do grupo metdxi da posicdo 6. Portanto, o que se pode concluir do trabalho
destes autores, sendo um dado importante do estudo do metabolismo da PQ, ¢ que a hidroxi-
lacdo da posicdo 5 parece ser o primeiro passo do processo metabdlico.

Considera-se que os derivados fendlicos da PQ sejam as principais espécies hemotoxi-
cas. Uma outra hipdtese ¢ que a hemotoxicidade esteja associada, em parte ou totalmente, a
algum metabolito arilhidroxilaminico, pois a PQ sofre N-desalquilacdo para formar MAQ. Par-
tindo destes dados, Bolchoz et al. [24] investigaram a capacidade de microssomos em produzir
o metabdlito 6-metoxi-8-hidroxilaminoquinolina (MAQ-NOH), avaliando também se este me-
tabdlito estaria envolvido na hemotoxicidade da PQ, causando metemoglobinemia ou danos
hemoliticos em eritrécitos de ratos. Obtiveram resultados positivos em ambos os casos, conclu-
indo que esta rota de reagdo metabodlica pode ser expressiva na agdo hemotoxica da PQ. Conclu-
iram que a N-desalquilagdo da PQ, formando MAQ, seguida da N-oxida¢do da MAQ, pode ser
uma rota metabolica que contribua para a expressao da hemotoxicidade da PQ em humanos.

Bowman et al. [25] discutiram a dificuldade em se entender o papel dos metabdlitos
hidroxilados da PQ, na indu¢do de anemia hemolitica, pois estes ndo estdo disponiveis para
estudos, uma vez que os métodos sintéticos de preparagao sdo complexos, ¢ os produtos alta-
mente instaveis. Assim, os autores sintetisaram a 5-HPQ e examinaram sua estabilidade ¢ seu
comportamento redox, trabalhando com técnicas como cromatografia liquida, ressonincia
magnética e espectrometria de massa, voltametria ciclica e incubagao eritrocitica. Observaram

que a 5-HPQ ¢ um agente hemolitico extremamente potente em ratos e que a atividade hemo-
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litica esta associada com a formagdo de metemoglobina e uma acentuada queda da concentra-
cdo eritrocitica de glutationa. Consideraram que seus dados poderiam explicar a dramatica
diferenca na sensibilidade a PQ observada entre individuos normais e individuos deficientes
na enzima G6PD. Discutiram a diferencga observada na suscetibilidade a PQ e a outro farmaco
que também causa efeitos hemoliticos, a dapsona. A PQ causa um efeito hemolitico 10 vezes
maior que a dapsona. Concluiram que, enquanto a hemotoxicidade da dapsona ¢ mediada por
um unico metabolito hidroxilaminico, a PQ pode exibir um efeito sinérgico entre multiplos
metabolicos toxicos, incluindo N-hidroxi, quinonaimina € quinona.

Devido tanto as diversas possibilidades de oxida¢do e formac¢do de derivados ativos de
PQ, quanto a pouca informagdo especificamente a respeito da etapa inicial desta oxidagdo,
pode-se constatar a importancia de qualquer estudo que proponha ou avalie seu mecanismo de
oxidacdo, considerando ndo apenas sua acdo toxica sobre eritrdcitos ou quaisquer organelas
animais, mas principalmente sua agdo especifica contra qualquer estagio de desenvolvimento
do parasito.

Deste ponto de vista, esta tese vem somar esfor¢os ao campo de estudo de faArmacos de
interesse no combate de doencas tropicais, especificamente da PQ, numa tentativa de agregar
dados a respeito de seu mecanismo de oxido-reducdo, pois sua atividade oxidativa ¢ aceita
como fundamental no processo de eliminagdo do parasito, como pode ser notado através dos

trabalhos citados.
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1.3. Mecanismos de 6xido-reducao e técnicas voltamétricas

Como se pode verificar através literatura discutida, constatou-se que a PQ sofre pro-
cesso redox dentro do organismo, formando uma série de metabolitos que serdo entdo ativos
contra o parasito, mas também causando efeitos hemoliticos indesejados. Portanto, numa ten-
tativa de esclarecer o mecanismo de tal processo redox, in vitro, considerou-se o emprego de
métodos eletroquimicos no estudo do comportamento redox da molécula da PQ e eventual-
mente de seus metabolitos de interesse. As técnicas eletroanaliticas sdao, atualmente, algumas
das mais poderosas ferramentas no estudo do comportamento de compostos organicos, de
interesse em diversos setores, como biologico, industrial, farmacéutico [26]. Dentre elas, a
voltametria ¢ a técnica mais utilizada, tanto em métodos quantitativos como qualitativos, por
sua versatilidade, podendo estar acoplada a outras instrumentacdes.

Em trabalhos de avaliacdo do comportamento eletroquimico de diferentes classes de
compostos, os métodos voltamétricos ou amperométricos t€m sido usados freqiientemente
como ferramenta para explorar mecanismos de oxida¢cdo ou redu¢do eletroquimicas. Propici-
am a oportunidade de propor rotas, estudar metabolitos e realizar a detec¢ao dos mais varia-
dos compostos, em formulagdes farmacéuticas ou fluidos bioldgicos. A voltametria ciclica
(VC) ¢ a técnica mais simples e poderosa no exame de propriedades eletroquimicas de uma
substancia qualquer. Tanto informagdes termodinamicas quanto cinéticas sdo disponibilizadas
em um experimento deste tipo. Pode-se obter dados sobre a reversibilidade de um sistema,
sobre processos de adsor¢do superficial no eletrodo, sobre a velocidade de transferéncia de
elétrons entre substancias e eletrodos, e também sobre as velocidades e natureza dos proces-
sos quimicos associados a transferéncia de elétrons. Portanto, processos eletroquimicos ou
quimicos sofridos pela PQ, principalmente aqueles que levem ao esclarecimento sobre a for-
macao de metabolitos, podem ser avaliados através do uso do poder de diagnostico da VC,

que pode nos fornecer uma impressao digital da molécula em seu ciclo redox [27-29].
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Assim, visando estudos aplicados de proposi¢do de mecanismos e determinagao anali-
tica, ha trabalhos empregando varias técnicas, dentre elas os métodos voltamétricos. Chevion
et al. [30] produziram um trabalho muito interessante sob esta oOtica, avaliando a capacidade
antioxidante humana através de VC. Discutiram profundamente as implica¢des das condigdes
causadoras de estresse oxidativo e seu controle, partindo do pressuposto que as células huma-
nas, dos animais e das plantas, estdo continuamente expostas a uma variedade daquelas condi-
¢oes, que acabam por causar estresse oxidativo. Estas condi¢des podem se originar de fontes
endogenas, através de processos fisiologicos normais, como a respiracao mitocondrial. Por
outro lado, podem resultar de fontes exdgenas, como a exposi¢ao a poluentes e radiagdo ioni-
zante. O estresse oxidativo ocorre num sistema bioldgico depois de um aumento de exposi¢ao
a agentes oxidantes, uma diminui¢cdo na capacidade antioxidante do sistema, ou ambas as si-
tuacdes. Esta associado frequentemente com a geracdo de espécies reativas de oxigénio (E-
RO), incluindo os radicais livres, os quais estdo fortemente implicados na patofisiologia da
doenca. As células estdo equipadas com varios sistemas de defesa, os quais agem através de
varios mecanismos. Eles podem ser classificados como protegdo via atividades enzimaticas ou
prote¢do via antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM). Os ABPM compreendem mui-
tos compostos, cada um deles agindo como um seqiiestrador quimico, neutralizando as ERO.
ABPM sdo moléculas pequenas que frequentemente se infiltram nas células, se acumulam
(em altas concentragdes) em compartimentos especificos associados com danos oxidativos, €
entdo sdo regeneradas pela célula. Em tecidos humanos, ABPM celulares sao obtidos de va-
rias fontes, como: glutationa, dinucleotideo nicotinamida-adenina (forma reduzida) e carnosi-
na, sdo sintetisados pelas células; acido urico (AU) e bilirrubina sdo subprodutos do metabo-
lismo celular; e acido ascorbico (AA), tocoferdis e polifenodis sdo antioxidantes obtidos da
dieta alimentar. O plasma ¢ frequentemente usado para avalia¢do de danos causados por radi-
cais livres. Ele contém alvos criticos para os danos oxidativos, como lipoproteinas, e também

antioxidantes importantes, como AU e AA e reflete, assim, o estado antioxidante geral, inclu-
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indo a “historia” recente de estresse oxidativo, a qual resulta dos tecidos e nutri¢do. Portanto,
para avaliar as correlagdes entre doenca, dieta, radicais livres e suplementagdo vitaminica, os
métodos que caracterizem os pardmetros plasmaticos sdo considerados autenticamente repre-
sentativos do estado antioxidante de todo organismo. Voltamogramas ciclicos registrados em
plasma podem fornecer informagoes a respeito da exposicao in vivo do sujeito a estresse oxi-
dativo e acerca da sua condi¢do antioxidante, detectando a presenca de AU ou AA. A VC
pode ser usada também para monitoramento do sucesso, ou nao, do tratamento que o paciente
esteja recebendo. Igualmente, a VC permite a determinagdo da capacidade antioxidante total
de plantas comestiveis antes da ingestdo, podendo ser usada para monitoramento da qualidade
alimentar durante o periodo de validade do produto. Chevion ef al. [30] mostraram varias evi-
déncias de que o poder redutor total do plasma de pacientes, medido por VC, se correlaciona
muito bem com a severidade da doenga. Os pardmetros de VC também se correlacionaram
com a severidade de um tratamento agudo que o paciente recebeu. Isto se baseia no fato de
que o plasma ex vivo representa a capacidade antioxidante in vivo, antes da cole¢cdo do sangue.
Os autores inicialmente apontam os parametros eletroquimicos analisados no estudo: corren-
tes de pico anodica e catddica (Ia e Ic) e potenciais de pico anddico e catoédico (Ea e Ec). Na
Figura 7, ¢ mostrado o voltamograma ciclico que os autores obtiveram a partir de um plasma
saudavel. Observam-se 2 picos, 1 e 2, em 500 e 1000 mV. O 1° pico anddico foi atribuido a
oxidacdo de AU e AA, fato confirmado através de varias evidéncias: reconstitui¢ao do pico
usando os componentes separadamente, diminui¢ao do pico pela oxidagao de AA, diminui¢ao
do pico apds tratamento com uricase, e seu completo desaparecimento apos a remogao dos 2
componentes. Desta maneira, o estudo do plasma humano por VC pode ser feito, consideran-
do os antioxidantes AU e AA, para monitoracao do estado dos pacientes em tratamento. Os
autores ressaltam que ha necessidade de polimento intensivo do eletrodo de carbono vitreo,

antes de cada medida, para remoc¢ao de residuos e manutencao da sensibilidade. Este tipo de
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tratamento ¢ de fato muito utilizado para eletrodos deste material, por apresentar fortes carac-

teristicas adsortivas.
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Figura 7: Voltamograma ciclico obtido em plasma humano saudavel. Janela de potencial — 0,3 a 1,3 V.
Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl; eletrodo auxiliar: Pt. Velocida-
de de varredura, 100 mV/s. Sob permissdo da Elsevier [29].

Portanto, usando esta capacidade de identificacdo de AA e AU em plasma humano, os
autores estudaram 2 grupos de pacientes. O primeiro grupo consistia de pacientes sofrendo de
diabete. O segundo foi submetido a irradia¢ao (da sigla em inglés TBI — “total body irradiati-
on”) antes de transplante de medula 6ssea. A irradiacdo ¢ um procedimento comum, no trata-
mento da leucemia, antes de transplantes, e gera ERO, as quais reagem com componentes
celulares, inativando células da medula.

O plasma dos pacientes que sofriam de leucemia, que foram submetidos a TBI, foi
analisado para avaliar a condi¢do antioxidante destas pessoas. Paralelamente, os niveis de AA
e AU foram determinados também por cromatografia liquida de alta resolu¢do. A Figura 8

apresenta os voltamogramas obtidos.
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Figura 8: Voltamogramas ciclicos obtidos de pacientes com leucemia, antes e depois de receber trata-
mento de irradiagdo, previamente a transplante de medula. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; ele-
trodo de referéncia: Ag/AgCl; eletrodo auxiliar: Pt. Janela de potencial: -0,3 a 1,3 V. Velocidade de

varredura, 100 mV/s. O plasma foi coletado em heparina. Sob permissdo da Elsevier [30].

Os autores perceberam que a capacidade antioxidante diminuiu cerca de 36% em compa-
racao a dados normais, como reflexo dos valores de Ia obtidos, ja que os valores de Ea pratica-
mente ndo mudaram. 4 meses apds o tratamento, Ia foi recuperada a um nivel 22% maior que
antes do tratamento. Ambos AA e AU diminuiram de concentragdo apds a irradiagdo, a uma
taxa de 84 e 24% respectivamente, e retornaram a niveis de 21 e 320% apds 4 meses. Os autores
consideraram que o uso da VC levou a um entendimento mais apurado do balango entre o es-
tresse oxidativo e a presenca de antioxidantes, bem como a uma reconsidera¢do quanto a pres-
cricao de um suporte de antioxidantes antes e/ou depois do tratamento com TBI.

Faria e Santos [31] estudaram o comportamento da PQ em solugdes diluidas utilizando
técnicas como espectroscopia Raman, ressonancia eletronica paramagnética, voltametria ci-
clica, espectroeletroquimica e espectroscopia Optica. Observaram que a PQ sofre oxidagdo
facilmente, em pH 7,0, em presenca de oxidantes como PbO,, Ce(IV) ou Cr(VI), o que foi
corroborado por experimentos de voltametria ciclica, com obten¢do de corrente anddica em
aproximadamente 1,0 V. Os autores comprovaram que a oxidacao da PQ era um processo
irreversivel e controlado por difusdo, mesmo a altas velocidades de varredura, fato atribuido a

uma rea¢ao quimica acoplada a reag@o eletroquimica. Demonstraram a formagao de um cation
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radical, que absorve fortemente na regido do visivel, e decai com o tempo como fungdo da
reacdo entre as espécies radicalares e a PQ nao oxidada, independentemente da concentracao
de oxigénio no meio. Este ¢ um dado importante para os estudos de acdo da PQ, pois in vivo
ha de fato presenca de oxigénio, o que nao justificaria estudos em meios sem oxigénio, de
nitrogénio ou argonio.

Considerando as hipdteses levantadas por McChesney e Sarangan [19], Chyan et al.
[32] correlacionaram a rapida troca sobre o C-5 da molécula e um sinal acentuado, da reacao
de reducdo de H', observado em voltametria ciclica. Os autores salientaram que a natureza
dissociativa do proton aromatico em C-5 pode contribuir em parte para sua instabilidade ele-
troquimica. Concluiram que as diferengas de corrente de pico observadas em voltamogramas
sucessivos em solugdao de PQ, sdo devidas ao bloqueio da superficie do eletrodo de trabalho,
por produtos eletroquimicos da oxidagdao da PQ, supostamente dimeros. Tornando-se o meio
mais rico em H', os autores ainda observaram o mesmo comportamento, apenas de forma
mais lenta. Segundo os autores, seria possivel que a dissociagdo do proton em C-5 da PQ, e a
formacdo do radical anidnico, afetasse a absor¢ao do farmaco e acabasse por proporcionar um
mecanismo especifico de atividade farmacoldgica da PQ.

Como subsidio para seu trabalho sobre a hemotoxicidade da PQ, Bowman et al. [25]
também realizaram estudos eletroquimicos com 5-HPQ, para avaliar sua capacidade de sofrer
processo redox. Examinaram sua atividade eletroquimica usando voltametria ciclica, para
determinar se a oxidacdo da 5-HPQ a sua forma quinonaiminica seria reversivel. Obtiveram o
voltamograma ciclico mostrado na Figura 9, onde se pode notar a presenca de 2 picos de oxi-
da¢do na varredura direta (A e B) e 1 pico de reducdo (C), na varredura inversa. Consideraram
a formacao de um radical semiquinolinico intermediario em A a partir da hidroquinona cor-
respondente, sua oxidacdo a uma quinonaimina em B, e posterior redu¢do dos produtos de

oxidacdo novamente a hidroquinona, em C. Concluiram que tais resultados suportariam o
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conceito de que a 5-HPQ pode sofrer processo redox como um par completamente reversivel,

no pH fisioldgico. Mas os autores nao discutiram a irreversibilidade observada para o pico B.

q o (pa)

08 Reducado

0.s -0.4
E(+OLTS

Cridacio

]

Figura 9: Voltamograma ciclico obtido em solu¢dao de 5-HPQ (254 uM) em meio desaerado, pH 7,4,
temperatura ambiente. Eletrodo de trabalho: pasta de carbono; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl; ele-
trodo auxiliar: Pt. Velocidade de varredura, 150 mV/s. Sob permissdo da American Society for Phar-
macology and Experimental Therapeutics (Aspet) [25].

La-Scalea et al. [33,34] estudaram a eletro-oxidagdo da PQ, e realizaram estudos de
modelagem molecular a partir da oxidagado eletroquimica de PQ e dois de seus pré-farmacos,
succinilprimaquina (SPQ) e maleilprimaquina (MPQ), com inten¢cdo de obter mais dados
sobre o mecanismo redox, visando aplicacdo da PQ como farmaco antichagésico. Observaram
que SPQ e MPQ apresentaram o mesmo comportamento voltamétrico que a PQ, ressaltando
que a modificagao molecular facilitou a eletrooxidagdo do farmaco. A oxidagdo mostrou-se
fortemente dependente do pH em meio acido, indicando que a desprotonagdao do nitrogénio
quinolinico seria um passo determinante, o que levaria a crer que as formas neutras seriam
mais eletroativas. Relacionando os resultados que obtiveram com PQ e seus derivados, com
os mecanismos de agdo propostos até entdo, e levando-se em conta o comportamento volta-

métrico, os autores concluiram que no pH fisiologico, as espécies SPQ e MPQ poderiam ser
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mais ativas que a PQ monoprotonada correspondente. O processo de oxidagao da PQ envolve-
ria 2 elétrons na etapa determinante da reagao eletrédica, com formag¢ao de uma quinonaimi-
na. Tendo como base o trabalho de Faria e Santos, os autores sugerem a participagdo de um
cation radical como intermediario, no entanto ndo estabeleceram as rotas eletroquimicas mais
provaveis para a oxidacao da PQ.

Nota-se, portanto, que ha uma quantidade razoavel de informagdes acerca dos proces-
sos metabdlicos da PQ, e dos possiveis mecanismos de agdo através de um ciclo redox. Este
conjunto de dados da literatura levou-nos a considerar que o anel quinolinico desempenharia
um papel fundamental no processo de oxidagcdo da PQ. Entretanto, hd uma lacuna quanto as

rotas provaveis do ciclo redox, ou daquelas plausiveis de acontecerem.

1.4. Eletrodos de trabalho: carbono vitreo e diamante dopado com boro

Uma vasta gama de eletrodos de trabalho podem ser utilizados em voltametria: eletro-
dos de mercurio (EGM - gotejante e de gota pendente), filme de merctrio, ouro, platina, car-
bono [35-37]. O eletrodo de mercurio possui caracteristicas interessantes do ponto de vista da
eletroanalitica: a agdo do gotejamento ¢ muito reprodutivel e a superficie do eletrodo € conti-
nuamente renovada. Estes fatores originam medidas de alta precisao e a renovacao da superfi-
cie tem a vantagem adicional de que o eletrodo nao ¢ modificado permanentemente por rea-
¢des que ocorram na interface eletrodo/solucdo. O eletrodo de filme de mercurio (EFM), por
possuir volume bem menor que o EGM, apresenta maior sensibilidade, porém considerando-
se se ha formacdo de amélgama ou processo de adsor¢do [38]. Todos os metais nobres apre-
sentam potencial de sobretensdo de hidrogénio menor que o mercurio, € maior dificuldade de

serem oxidados. Os eletrodos metalicos solidos apresentam outras desvantagens em relacao
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ao EGM, tais como maior corrente residual, menor reprodutibilidade ¢ homogeneidade de
superficie. No entanto podem ser utilizados para determinagdes de espécies com potencial
redox positivos. Ouro e platina sdo usados em medidas voltamétricas, porém ndo sdo inertes
como o carbono. O carbono possui boa faixa de potencial de trabalho, é razoavelmente inerte
quimicamente e relativamente barato. Um caso tipico € o eletrodo de carbono vitreo, também
usado como substrato para filmes de mercurio [36]. Os eletrodos de carbono tém ampla apli-
cacdo, por possuirem propriedades mecanicas e eletroquimicas que os torna atraentes, ao
mesmo tempo em que proporcionam maior entendimento dos fendmenos que tomam lugar da
interface eletrodo-solugdo [39]. Eletrodos de pasta de carbono também sdo bastante utilizados,
devido a facilidade de modificacao.

No entanto, principalmente o eletrodo de carbono vitreo, o mais utilizado dentre os ele-
trodos de carbono, possui corrente de fundo muito alta, o que dificulta a diminui¢do do limite
de deteccdo no desenvolvimento de metodologia eletroanalitica, além de ser passivel a efeitos
de adsorg¢do superficial, em especial de espécies organicas, causando problemas de bloqueio
de resposta e dificuldade de renovacdo superficial. Assim, vislumbrou-se o diamante como
um material alternativo de carbono, com a ressalva de que o diamante puro ¢é isolante, entdo
haveria necessidade de mudar suas caracteristicas condutoras. Por este motivo, o estabeleci-
mento do método de dopagem de filmes de diamante crescidos em laboratorio descortinou
uma ampla faixa de possibilidades de aplicagdo dos mesmos, ja entdo como semicondutores,
em diferentes areas da ciéncia [40-46]. Uma das aplicagdes que mais despertou interesse a
partir dos anos 1990, foi a fabricacdo de eletrodos dopados com boro, para uso em aplicagdes
eletroquimicas e eletroanaliticas. Os eletrodos de diamante dopado possuem varias caracteris-
ticas importantes, algumas em contraposicao as apresentadas pelo carbono vitreo, tais como
maior janela de potencial de trabalho, baixa corrente de fundo, estabilidade por longos perio-
dos de trabalho, alta resisténcia quimica, biocompatibilidade [42,44]. O diamante dopado tem

uma resistividade semelhante ao carbono vitreo, mas um pouco maior que outros materiais de
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carbono usados na fabricagdo de eletrodos, como pode ser visto na Tabela 1 [47,48], o que no

entanto ndo compromete seu desempenho em experimentos eletroquimicos.

Tabela 1. Propriedades de diferentes materiais de carbono usados na fabricacio de eletrodos

Material Resistividade (Q2cm) Densidade (gcm'3)
Carbono vitreo (Tokai GC-20) 4,2 .10 1,5
Fibra de carbono (5-20).10* 1,8
Grafite pirolitico altamente orientado (eixo a) 4,0.10° 2,26
Grafite aleatoriamente orientada 1,0.107 1,8
Diamante natural 107 - 10" 3,52
Diamante CVD terminado em hidrogénio 10° 3,52
Diamante CVD dopado ~ 107 3,52

Tabela adaptada das referéncias 47 e 48. CVD: chemical vapor deposition — sigla em inglés de deposi¢do quimi-
ca a partir da fase vapor.

Diferentes parametros devem ser considerados no crescimento de filmes de diamante,
para posterior desenvolvimento de eletrodos, os quais envolvem a escolha da mistura gasosa,
substrato, método de crescimento, estabelecimento do contato elétrico e montagem final do
eletrodo. Para o crescimento de filmes de diamante dopado ou ndo com boro, varios substra-
tos podem ser utilizados, mas deve-se levar em conta a semelhanca entre o parametro de rede
e / ou o coeficiente de dilatagdo térmica dos dois materiais, para facilitar o crescimento de um
filme aderente e de qualidade. O substrato também deve ser resistente a temperatura de opera-
¢do do reator. E importante também considerar o tipo de aplicagdo futura dos filmes ou a dis-
ponibilidade de materiais. Diferentes formatos e tamanhos de substrato sdo empregados e den-
tre os mais comuns ¢ de menor tamanho estdo os materiais planos [43,49-52], fios [53,54],
tecidos [55,56], ou mesmo substratos esféricos [57,58]. Podem também ser usados substratos

com area grande, em geral no formato plano [59].
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Quanto ao dopante, diferentes compostos podem ser usados e injetados no reator si-
multaneamente com hidrogénio e metano (exceto no caso do emprego de disco sélido, o qual
¢ posicionado dentro do reator, em geral abaixo do substrato, antes de se iniciar o processo).
Os dopantes mais empregados sdo o boro e seus derivados, cada qual com caracteristicas pro-
prias, tais como: B,Hg, que ndo contém carbono ou oxigénio na molécula, o que evita a inclu-
sdo de elementos extras no reator, ¢ facilmente encontrado e possibilita controle de concentra-
¢do de boro, mas ¢ altamente toxico, explosivo e reativo [41,60]; B,O3, o mais comum deles,
que tem grande disponibilidade, mas também deve ser solubilizado em acetona ou metanol
[57,61,62], ou pode ser usado como disco s6lido [63]. Outros elementos usados como dopan-
te, sdo: enxofre [64], nitrogénio [65], fosforo [66], litio [56,67], podendo-se alterar entdo o
tipo de semicondutor obtido.

Em seguida ao crescimento dos filmes, deve-se proceder a sua caracterizagdo, morfo-
logica e estrutural. Somente com estes dados, pode-se fazer uma avaliagdo consistente das
informacodes obtidas através de experimentos eletroquimicos. Muitas técnicas podem ser usa-
das para a caracterizacdo dos filmes de diamante dopado, individualmente ou em conjunto
com outras. Cada técnica contempla um tipo especifico de analise [68] e as mais comuns so:
Microscopia Eletronica de Varredura (do inglés “scanning electron microscopy”, sigla SEM),
utilizada para investigar topografia e morfologia superficiais; Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (do inglés “transmission electron microscopy”, sigla TEM), possui maior resolu-
¢do que a técnica SEM e ¢ usada para analises de morfologia e estrutura dos filmes, detectan-
do defeitos da rede; Microscopia de For¢a Atomica (do inglés “atomic force microscopy”,
sigla. AFM), usada para avaliar morfologia superficial; Microscopia de Varredura por Tune-
lamento (do inglés “scanning tunneling microscopy”, sigla STM), produz imagens de alta
resolu¢do da morfologia superficial dos filmes, em escala atdmica, sendo também usada para
estudar propriedades eletronicas locais; Espectroscopia Raman, investiga a microestrutura dos

filmes, identificando a presenca de ligacdes sp” em seu interior, fornecendo dados para estudo
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de estresse intrinseco, causado pela incorporacdo do agente dopante na rede cristalina do dia-
mante; Difra¢do de Raios-X (do inglés “X-ray diffraction”, sigla XRD), usada para investigar
a orientagdo cristalina, composicdo e estrutura dos filmes; Espectroscopia de Fotoelétrons
Excitados por Raios-X (do inglé€s “X-ray photoelectron spectroscopy”, sigla XPS), permite a
determinagdo da composi¢ado e estrutura dos filmes na regido proxima a superficie; Andlise de
Deteccdo da Retragdo Elastica (do inglés “elastic recoil detection analysis”, sigla ERDA),
permite a medida da incorporacdo de atomos de agente dopante (baixo numero atdmico, como
boro) nos filmes, e tem maior eficiéncia que o método dos graficos Mott-Schottky, porque
detecta boro total e ndo apenas os transportadores de carga.

Tendo feito toda a caracterizagdo dos filmes de diamante dopado, procede-se entdo a
montagem dos eletrodos, de acordo com as necessidades de utilizagdo. Portanto, determina-se
o tamanho da 4rea a ser exposta, o formato do eletrodo, tamanho do eletrodo, etc. Um dos
parametros mais importantes na montagem de eletrodos ¢ o estabelecimento do contato elétri-
co, normalmente 6hmico (contato entre um metal e um semicondutor), o qual deve apresentar
resisténcia minima [69]. Igualmente importante ¢ o isolamento de todas as partes do eletrodo
que nao devem entrar em contato com a solugdo de medida. O filme deve ter sua borda total-
mente vedada, em geral com borracha de silicone, ou deve ser embutido em um material iner-
te adequado, para que somente a superficie do diamante dopado fique exposta a solucdo, de
modo que ndo haja infiltragdo por eventuais orificios, alcangando-se assim o material usado
como suporte [57,62]. Uma das dificuldades enfrentadas nesta etapa € conseguir um isola-
mento perfeito do filme pelo maior periodo possivel, pois muitas vezes a solugdo utilizada
pode promover o descolamento do material usado para a vedagao.

Deve-se ressaltar que os dados sobre os parametros de crescimento e de caracterizagao
dos filmes (morfologica e estrutural) sdo extremamente importantes para quem utiliza eletro-
dos de diamante, pois os resultados experimentais dependem diretamente das caracteristicas

dos filmes usados na construgdo dos eletrodos, apesar da maioria dos trabalhos nesta area
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simplesmente ignorar esta informacdo. Uma vez que estes dados e em geral também os dados
de caracterizacao, sao mantidos como segredos industriais pelas empresas que atualmente
comercializam eletrodos de diamante, a utilizagcdo de eletrodos comerciais acaba por impedir
o estabelecimento de correlagdo entre os resultados experimentais obtidos ¢ os pardmetros de
cada filme empregado. Desta forma, a existéncia de uma parceria com o grupo de crescimento
de diamante do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais/INPE, em Sdo José dos Campos,
tem proporcionado avangos importantes no entendimento dos resultados obtidos no laborato-
rio de eletroquimica e eletroanalitica, bem como facilita o estabelecimento dos parametros de

crescimento mais ajustados para determinado objetivo de utilizacao.
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O objetivo do trabalho apresentado nesta tese, tendo como base os resultados obtidos em
laboratdrio, levando-se em conta o que ja se conhece acerca dos metabolitos da primaquina (PQ),
e também os dados da literatura, foi propor as provaveis rotas envolvidas no mecanismo de 0xi-
do-redugdo da PQ. Assim, pode-se tragcar um paralelo de estudo para outros farmacos de mesma
classe quimica, que sofram processos de 0xido-redug¢do durante sua biotransformagao, facilitan-
do a obtencao de informacgdes e a proposicdo de mecanismos de agdo e de métodos de deteccao.

Para atingir os objetivos propostos, diferentes tipos de técnicas eletroquimicas (volta-
metria ciclica, voltametria de pulso diferencial, cronoamperometria), materiais eletrédicos
(eletrodo de carbono vitreo, eletrodo de diamante dopado com boro) e diferentes meios (proti-
co e aprotico), foram utilizados para simular, in vitro, as reagdes redox que poderiam ocorrer
com a PQ in vivo. Concomitantemente, tentou-se determinar o niumero de elétrons envolvidos
no processo. Os resultados forneceram informagdes importantes e foi possivel a proposi¢do de
um mecanismo que explicasse o processo de oxidacao eletroquimica da PQ.

Iniciou-se o estudo eletroquimico, tendo-se em mente que pode haver formagao da 5-HPQ
como produto de oxidacdo da PQ, assim como ocorre in vivo. Portanto, deveria ocorrer a inser¢ao
de um grupo OH na molécula de PQ, na posi¢ao 5 da estrutura, formando a 5-HPQ. Os dados
voltamétricos obtidos usando eletrodo de carbono vitreo (ECV), em solucdo aquosa, de fato con-
firmaram a hidroxilacdo da molécula de PQ, apds a observagdo de um fendmeno conhecido, a
oxidacdo anddica do composto aromatico, que ¢ a perda de 1 elétron pela molécula para formagao
de um cation radical. Este tipo de processo oxidativo acontece facilmente em moléculas que con-
tém oxigénio como heterodtomo em sua estrutura, que € o caso da PQ. Detectou-se também a
formagao de um par redox, o qual apresentou caracteristicas adsortivas e posi¢cdes de potencial de
pico tipicas do par quinona/hidroquinona. Uma forte adsor¢ao do par redox foi observada em ele-
trodo de carbono vitreo, o que nao aconteceu com eletrodo de diamante dopado com boro.

Este processo inicial de oxidagdo e hidroxilacdo, ¢ imediatamente seguido por outros,

que seriam a oxidagao eletroquimica imediata do grupo OH ao respectivo =0, sob o potencial
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aplicado. A posi¢do 8 também sofre oxida¢dao, com formacao de uma imina, =NR, ja que a-
minas aromaticas sdo facilmente oxidadas, em potenciais anodicos semelhantes aos observa-
dos. A variagdo nos potenciais de pico com o pH sugeriu o envolvimento de prétons na reacao
de transferéncia de carga. Como os experimentos foram realizados em meio aquoso, a imina
imediatamente sofre hidrélise, formando o derivado quinoidal no anel quinolinico, produzin-
do uma diamina primadria, o que significa outra reagdo quimica posterior ao processo eletro-
quimico. A diamina formada ndo interferiu nos resultados voltamétricos, porque aminas alifa-
ticas primarias sao mais dificeis de se oxidar do que as secundarias ou terciarias. Foram reali-
zados experimentos em solucdo de 5-HPQ, os quais corroboraram as conclusdes anteriores.

Elucidando a questdo do meio aquoso fundamental para a hidrélise citada, trabalhou-se
em meio aprotico, na presenga de dimetilformamida (DMF). Neste caso, os voltamogramas
ciclicos apresentaram 2 picos anddicos convoluidos, na regido do pico principal da PQ. Ob-
servou-se um pico catoddico, ausente em meio aquoso, provavelmente relacionado a redugao
do céation radical inicialmente formado, ou a redug¢do de produto quinonaiminico formado
num segundo processo de oxidagdo. Consequentemente, como ndo ha a formag¢ao do derivado
quinoidal, pela hidrélise da imina, o par redox quinoidal/hidroquinoidal derivado da PQ nao
possui as mesmas intensidades de corrente observadas anteriormente.

Quanto a possibilidade de ocorréncia de dimerizacdo da molécula de PQ ou de seus
produtos de oxidagdo, reacdo comum para este tipo de molécula organica, observou-se uma
certa multiplicidade de picos em sucessivos voltamogramas, caracteristica deste tipo de
comportamento. Mas estas curvas multiplas, em alguns experimentos, podem estar
simplesmente relacionadas com os diferentes processos eletroquimicos citados anteriormente, e
nao unicamente com uma possivel dimerizagdo. Por outro lado, considerou-se improvavel a
dimerizagao, pois a molécula de PQ ¢ muito grande, o que dificultaria a reagdo, ja que existe a
cadeia alifatica lateral ao nitrogénio ligado ao anel aromatico. Além disto, o trabalho foi

realizado em meio altamente nucleofilico (aquoso), € neste caso a dimerizagao nao ¢ favorecida.
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Objetivando-se a determinag¢do do numero de elétrons, foram feitos experimentos crono-
amperométricos. As informagdes obtidas, juntamente com os dados dos demais experimentos,
indicaram o envolvimento de 1 elétron na etapa eletroquimica determinante do processo. Os
dados voltamétricos forneceram entdo subsidios para a proposi¢ao do envolvimento posterior de
mais 3 elétrons e 3 protons em outra etapa, posterior a uma etapa quimica intermedidria. Final-
mente, ocorreria uma etapa quimica final. Portanto, ter-se-ia um processo do tipo ECEC.

Os efeitos de adsorcdo, principalmente dos produtos de oxidacdo da PQ na superficie do
ECV, incentivou-nos a utilizar eletrodos de diamante dopado com boro, devido a sua proprieda-
de de sofrer pouco ou nenhum efeito adsortivo, no desenvolvimento de um método eletroanali-
tico para determina¢do da PQ. De fato ndo se observou adsor¢ao sobre o EDDB, e sim apenas a
presenga de um filme na regido da superficie do eletrodo, problema resolvido de maneira sim-
ples e rapida, com agitacdo da solugdo, o que ndo ¢ possivel com o ECV. Assim tornou-se pos-
sivel efetuar a determinacdo de PQ por voltametria de pulso diferencial.

Vislumbrou-se entdo a oportunidade de se trabalhar com os eletrodos de diamante es-
féricos, na tentativa de se melhorar ainda mais o limite de detec¢do e/ou a resposta do eletro-
do. No entanto, o que se observou com este eletrodo ndo foi significativamente diferente da-
quilo que se obteve com os eletrodos planos, trabalhando-se em solugdes com o par redox
ferri/ferrocianeto de potassio. Porém, uma nova perspectiva se abriu quanto a possibilidade de
modificacdo destes eletrodos esféricos, pois se comparou os eletrodos plano e esférico
(EEDDB), e constatou-se que o EEDDB, por possuir buracos em sua estrutura (originarios do
processo de pré-tratamento do substrato de molibdénio), apresenta caracteristicas de retencao
do material estudado, ao longo das medidas. Isto sugere que estes eletrodos podem sofrer mo-
dificacao quimica, por substancias que sejam de interesse, para utilizagdo nos mais variados
tipos de determinagdo. Por outro lado, a miniaturizacao deste eletrodo facilita seu emprego em

diferentes meios de analise.
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3.1. Material

3.1.1. Reagentes

Os reagentes de grau analitico utilizados ao longo do trabalho experimental, sem tra-
tamento prévio, foram: 4cido acético, acido orto-fosforico, acido borico, nitrato de potassio,
ferrocianeto de potéssio, hidréxido de sodio, etanol absoluto, tetra-n-butilamoénio tetrafluoro-
borato (TBATFB), PIPES, foram adquiridos da Merck e m-anisidina da Aldrich. Primaquina,
marca Itacd Laboratorios, foi obtida por doacao do Prof. Dr. Mauro Aquiles La-Scalea, Uni-
fesp. 5-HPQ, origem Organiza¢do Mundial de Saude, foi obtida por doacdo da Profa. Dra.
Ohara Augusto, USP. N-N-dimetilformamida, marca Merck, foi obtida por doagdo do Prof.
Dr. Joao Valdir Comasseto. Os comprimidos de primaquina, produzidos no laboratorio Far-
manguinhos / Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, foram doados pela Dra. Shirley Traja-
no. O gas nitrogénio foi adquirido da Air Products, Sao Paulo. Todas as solugdes foram prepa-

radas utilizando 4gua deionizada obtida de deionizador Barnsted Nanopure®.

3.1.2. Solugoes estoque de tampao Britton-Robinson (BR)

As solugdes de tampao foram preparadas a partir da neutralizagdo de uma solugdo con-
tendo acido orto-fosforico, acido acético e acido borico, todos 0,40 molL'l, com volume sufi-
ciente de solucao de NaOH, 2,0 molL'l, de acordo com Britton & Robinson [70]. O pH final
de cada solugdo tampéo foi medido com pHmetro Metrohm®, modelo 713 ¢ eletrodo de vidro

Metrohm®.
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3.1.3. Solugao estoque de tampao PIPES

A solugdo de tampao PIPES [71] foi preparada a partir da dissolugdo de 29,8810 g do
composto em agua deionizada, e posterior ajuste do pH com solugdo de NaOH, 0,50 molL",
contendo TBATFB, 0,20 molL™". O ajuste de forca i6nica foi feito com nitrato de sédio, 0,30
molL™". O pH final da solugio (7,43) foi medido com pHmetro Metrohm®, modelo 713 e ele-

trodo de vidro Metrohm®.

3.1.4. Solugao estoque de primaquina

As solugdes estoque 1,0 x 107 molL™ e 1,0 x 10~ molL™" de primaquina foram prepa-

radas por dissolugdo direta de quantidade apropriada do composto em agua deionizada. As

solucdes foram estocadas em frasco ambar, sob refrigeragdo, por no maximo duas semanas.

3.1.5. Solucgdao estoque de 5-HPQ

A solugdo de 5-HPQ, 1,0 x 10 molL", foi preparada pela dissolu¢io de quantidade

suficiente do composto em 5 mL ou 10 mL de agua deionizada, para posterior adicao a célula

eletroquimica, contendo o tampao em pH de interesse.
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3.1.6. Solugao estoque de m-anisidina

A solugdo de m-anisidina foi preparada pela dilui¢do de 2,32 pL. do composto liquido
diretamente na célula eletroquimica contendo o tampao de interesse. Normalmente as concen-

tragdes empregadas foram de 1,0 x 10~ molL™". Os calculos foram feitos considerando-se a

baixa miscibilidade do reagente em 4gua.

3.1.7. Solugdo estoque de ferrocianeto de potdssio

As solugdes estoque 1,0 x 102 molL™" de ferrocianeto de potassio, quando necessarias,
foram preparadas instantes antes da utilizacdo, pela dissolugdo de 0,1056 g do composto em

25 mL de 4gua deionizada, contendo KNOs, 1,0 molL™", escolhido como o eletrolito suporte.

3.2. Equipamentos e sistema de eletrodos

3.2.1. Medidas voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se o potenciostato/galvanostato
Eco Chemie® Autolab PGStat20, com software GPES 4.9 para aquisi¢do e tratamento de da-
dos, ao qual estava acoplada uma célula de trabalho de 30 mL de capacidade, para uso com

sistema de trés eletrodos, trabalho, referéncia e auxiliar.
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3.2.2. Sistema de eletrodos

Os eletrodos de trabalho utilizados foram:

1 — Eletrodo de carbono vitreo, marca Analion, 6 = 2,0 mm, tratado por polimento com parti-
culas de diamante em suspensao (3,0 um e 1,0 um, respectivamente), seguido por polimento
com alumina (1,0 um e 0,3 um, respectivamente) sobre feltro metalografico. Posteriormente
lavado com etanol, 4gua e solucdo tampao, separadamente, em ultrassom por 5 minutos, antes

de cada medida, somando um total de 20 minutos para cada limpeza;

2 — Microeletrodo de carbono vitreo (WECV), marca BAS, 6 = 11 um, tratado por polimento
com spray de diamante (3,0 um e 1,0 um, respectivamente) sobre feltro metalografico, segui-
do de lavagem com etanol, 4gua e solucdo tampao, separadamente, em ultrassom por 1 minu-

to, antes de cada medida;

3 — Eletrodos de diamante dopado com boro, plano (EDDB) ou esférico (EEDDB), montados
no proprio laboratorio com filmes crescidos no INPE. Os eletrodos foram lavados apenas com

agua e solucdo tampao, antes de cada medida.

Como eletrodos de referéncia e auxiliar, foram usados Ag/AgCl, KClg,. e fio de plati-
na, respectivamente. Estes eletrodos foram lavados com etanol e agua, antes de cada medida.
Um aparelho de ultrassom da marca Ney, modelo Ultrasonik 28H, freqiiéncia do aparelho
50/60 Hz, poténcia 150 W (maxima poténcia para uso com o PECV, segundo alerta do fabri-

cante), foi empregado durante a lavagem dos eletrodos.

3.2.3. Célula eletroquimica

A célula eletroquimica foi lavada com etanol absoluto e agua, antes de cada medida

voltamétrica, para evitar contaminagdo por qualquer um dos analitos utilizados, bem como

para se obter uma linha base estavel e reprodutivel de branco (solugao tampao BR).
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3.2.4. Montagem dos eletrodos de diamante

Os filmes planos de diamante dopado com boro foram crescidos sobre silicio,
pelo método de deposi¢ao quimica a partir da fase vapor (do inglés “Chemical Vapour Depo-
sition” — sigla CVD). Utilizou-se reator assistido por filamento quente de tungsténio, em con-
dicdes previamente descritas [55,61] e o nivel de dopagem dos filmes utilizados foi de
10°! 4tomos cm™. Na Figura 10 vé-se fotomicrografias de um filme de diamante dopado, de
superficie (A) e lateralmente (B), onde se percebe a granulometria tipica deste tipo de materi-
al. A espessura dos filmes depende dos parametros de crescimento e foi atingida, em no mi-
nimo 6 um, para permitir a montagem posterior dos eletrodos, sem delaminag¢do nem quebra
do diamante. A caracterizacdo por microscopia eletronica de varredura foi feita em equipa-

mento Zeiss DSM 950, no INPE.

Figura 10A: Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura, mostrando a superficie de um
filme de diamante dopado com boro crescido sobre silicio.
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Figura 10B: Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura, mostrando a lateral do filme de
diamante dopado com boro crescido sobre silicio.

A montagem dos eletrodos planos foi feita no proprio laboratoério, colando-se as amos-
tras de filme de diamante com cola de prata coloidal sobre uma base de latio embutida em
teflon, fazendo-se a vedagao do conjunto com borracha de silicone, como pode ser visualizado
na Figura 11. O sistema mostrou-se eficiente, ndo havendo infiltragdes nem descolamento.
Mas, ao longo do tempo, apos algum tempo de uso, € necessario trocar a borracha de silicone
ou fazer novamente o contato. A area final do eletrodo varia de acordo com a montagem e seu

calculo sera descrito posteriormente.
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a) Vista lateral b) Vista frontal
Barra de latao / Teflon
Borracha
Teflon de silicone

Area exposta do
filme de diamante

Borracha de silicone
T isolando o filme

Substrato com
filme de diamante

Figura 11: Esquema de montagem do eletrodo de diamante.

O eletrodo esférico de diamante foi crescido sobre um substrato de molibdénio (broca
de dentista), adaptado para tal finalidade, com pardmetros de crescimento pré-estabelecidos
[57,72]. Na Figura 12 pode-se ver o formato do filme, bem como o substrato usado para cres-
cé-lo. O filme esférico foi montado dentro de uma ponteira de pipeta, de modo que somente o
hemisfério ficasse em contato com a solucdo e sua parte posterior permanecesse totalmente
isolada. O contato foi feito com fios de cobre, fixados a parte metalica da haste por cola de

prata coloidal. O isolamento da ponteira foi feito com borracha de silicone.
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Figura 12: Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura, mostrando acima um filme
de diamante dopado com boro crescido sobre substrato esférico de molibdénio, e abaixo o substrato
usado no crescimento, onde nota-se uma parte da haste, com comprimento total de aproximadamente

2 cm.
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3.3. Procedimentos experimentais

As técnicas escolhidas para realizagdo dos experimentos visaram a obtencdo dos me-
lhores resultados, considerando-se os materiais utilizados e os reagentes disponiveis para tal.
Como trabalhou-se o tempo todo com compostos organicos, optou-se por técnicas relativa-
mente rapidas, que ndo implicassem em processos de adsor¢do muito eficientes dos subprodu-
tos, os quais normalmente bloqueiam a resposta dos eletrodos. Excegdo foi feita quando da
utilizacao de ECV, onde os processos de adsor¢do foram fundamentais para a proposi¢cdo das

possiveis etapas de oxidagdo da PQ.

3.3.1. Voltametria ciclica em solugdo de PQ

Para o registro dos voltamogramas ciclicos referentes ao branco, solu¢do tampao BR
nos respectivos pH escolhidos, transferiu-se a célula quantidade suficiente do tampao, para
posterior adi¢ao dos analitos. Foram feitas pelo menos 10 ciclagens, a cada medida, para esta-
bilizacdo da linha base, sem borbulhamento de qualquer gas, com excecdo do experimento em
que se testou o efeito da eliminacdo de oxigénio, quando o borbulhamento de nitrogénio foi
feito por 10 minutos antes de cada leitura, sob agitacdo, para evitar-se a presenca de oxigénio.
A agitacdo era entdo desligada ao registrar-se o voltamograma.

Em seguida, adicionava-se o analito, em quantidade suficiente para obten¢do da con-
centracao desejada, que variou em fun¢do do volume preparado de solugdo. Em geral, traba-
lhou-se com 9 mL de solucdo tampdo e 1 mL de solugdo estoque de PQ, para obtencdo de
uma solugio final de concentracdo 1,0 x 10° molL" em PQ. A concentracdo de PQ variou de
acordo com o experimento, de 1,0 x 10° molL" a 1,0 x 10° molL™". A velocidade de varredu-
ra variou de 0,020 a 1,0 Vs'l; a janela de potencial, de E; = 0,0 V; E; =+ 1,3 V; Eg=0,0V

(pH 2,15) ou E;=— 0,5 V; B, =+ 1,3 V; Ec=—0,5 V (pH 7,40).
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3.3.2. Voltametria de pulso diferencial (VPD) em solugdo de PQ

Os voltamogramas de pulso diferencial foram inicialmente registrados na solugdo do
eletrélito suporte, para estabilizacdo da linha base, nas mesmas condigdes em que seriam fei-
tas as medidas posteriormente, nas solugdes contendo o analito de interesse. Os parametros
experimentais utilizados foram: velocidade de varredura: 10 mVs' (na determinagio
analitica) ou 5 mVs™ (para determinagdo do numero de elétrons envolvidos no processo);
amplitude de pulso: 0,06 V; intervalo de pulso: 1 s; tempo de equilibrio: 25 s; Ei =+ 0,4 V;
Ef =+ 1,0 V. A concentracdo de PQ, nestes experimentos, variou de 2,0 x 10* molL! a
1,0 x 10 molL™, dependendo do eletrodo utilizado. Quando o eletrodo de trabalho foi o
ECV, foi necessario efetuar a limpeza superficial como descrita no item 3.2.2., ap6s cada vol-
tamograma registrado, devido ao forte efeito de adsor¢do. Em se tratando do eletrodo de dia-

mante, a simples agitacdo da solucdo promovia, de forma eficaz, a renovacao da superficie.

3.3.3. Cronoamperometria em solugdo de PQ

A técnica cronoamperométrica foi usada para determinacdo experimental do numero
de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo da PQ. Neste caso, trabalhou-se unicamente
com pECV, em uma concentracio de PQ de 1,0 x 102 molL™, para que corrente faradaica
pudesse ser discriminada da corrente capacitiva. Os experimentos foram realizados dentro de
uma gaiola de Faraday. Trabalhou-se com tampao pH 7,40, empregando-se os seguintes pa-
rametros experimentais: numero de pulsos de potencial: 2; nivel 1: potencial 0 V, duracao 2 s,
tempo de amostragem 0,01 s; nivel 2: potencial 0,62 V, duragdo 5 s, tempo de amostragem
0,01 s. Os pontos de corrente utilizados nos calculos foram tomados a partir do pico de poten-

cial (Id), até o inicio da linha de corrente limite (Id,ss).
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3.3.4. Cdlculo do coeficiente de difusao da PQ

Para o calculo do coeficiente de difusdo (D) da PQ, utilizou-se o método de Wilke-
Chang [73]. O valor de D foi posteriormente empregado no céalculo do niumero de elétrons do
processo de oxidacao da PQ.

Inicialmente, calculou-se o volume molar do composto, assumindo-se a contribui¢do
individual de valores tabelados atribuidos a atomos e grupos, presentes na molécula de PQ.

Tendo em maos o valor do volume molar, calculou-se o coeficiente de difusao D, pela

equagdo 1 [73]:

-8
p = /0. T Vam Equagao (1)

n VO,6

onde D ¢ o coeficiente de difusdo (cm”s™), T ¢ a temperatura absoluta (K), x é o coeficiente de
associagao do solvente (2,6 e 1,0, para agua e DMF respectivamente), M ¢ a massa molecular
do composto (g mol™), 1 ¢ a viscosidade do solvente (cP) e V o volume molar (cm’ mol™).

O volume molar encontrado para a PQ foi de 315,2 cm’® mol™. Este dado ndo difere sig-
nificativamente do valor encontrado em estudos de modelagem molecular realizados pelo grupo
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, participante do Projeto Tematico Fapesp [34],
que foi 337,89 cm’® mol™, portanto, implicando em um erro de aproximadamente 6,7 % entre os
valores.

O calculo de D foi realizado para meio aquoso e meio aprotico, de DMF e sal quater-
nario de amdnio, obtendo-se os valores de 5,37 x 10° cm® s e 1,60 x 10° ecm? s, respecti-

vamente.
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3.3.5. Calculo do numero de elétrons envolvidos no processo

Utilizou-se, neste caso, diferentes equagdes, dependendo do método usado para com-

paragio. Por voltametria ciclica, empregou-se a equacio de Randles-Sev¢ik [38]:

Ip = 2,69x10° n** A C, D" v'? Equacdo (2)

onde n é o niimero de elétrons, A ¢ a area do eletrodo (cm?), Cy é a concentragdo inicial do rea-
gente (mol cm™), D é o coeficiente de difusdo (cm®s™) e v é a velocidade de varredura (V s™).
O coeficiente angular obtido do grafico de Ip em fun¢do de v, pode ser substituido na

equagao acima, e fornece o valor do nimero de elétrons envolvidos no processo.

Quando empregou-se a cronoamperometria, utilizou-se a equacao [38]:

Idss = 4nFDCr Equacgado (3)

onde Id,ss ¢ a corrente limite (A), n € o nimero de elétrons, F ¢ constante de Faraday (cm?), D &

. . ~ 2 -1 , PO - ,
o coeficiente de difusdo da PQ (cm’s™), C ¢ a concentragio inicial do reagente (mol cm™), e r é
o raio do microeletrodo (cm). Encontra-se no cronoamperograma o valor de Id,ss, e calcula-se

assim o valor de n.

Por VPD, a equacdo usada no calculo do numero de elétrons foi [47]:

Wiz = 0,090 n Equacdo (4)

onde Wy, € a largura a meia altura do pico observado no voltamograma, ¢ n € o nimero de elé-

trons.
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3.3.6. Calculo da area real dos eletrodos de diamante

A 4rea real de eletrodos policristalinos, que ¢ o caso dos eletrodos de diamante dopado
usados neste trabalho, chega a ser de 2 a 3 vezes maior que sua area geométrica [74]. Portan-
to, € necessario que se calcule a area efetiva dos eletrodos de diamante, a qual estara disponi-
vel para a ocorréncia dos processos eletrodicos.

Assim, utilizando voltametria ciclica e diversas velocidades de varredura, mantendo-se
constante a concentragcdo da espécie eletroativa, € possivel construir um grafico de Ip em fun-
¢do de v e, através do coeficiente angular, calcular a 4rea do eletrodo através da equagdo de
Randles-Sev¢ik.

Optou-se pela utilizacdo de solu¢do 1,0 x 10 molL" de ferrocianeto de potassio, em
presenga de KNO; 1,0 molL™, como solugio padrio, pois se conhece o numero de elétrons
envolvidos nesta reacdo redox. Inicialmente foram registrados voltamogramas somente no
eletrolito suporte, para estabilizagdo da linha base e, em seguida, registraram-se voltamogra-
mas na solugdo de ferrocianeto de potéssio, utilizando-se os seguintes parametros: velocidade
de varredura no intervalo de 0,020 a 1,0 Vs e janela de potencial de Ei=0,0 V; E, =+ 1,3 V;
Er=0,0 V.

Para o eletrodo esférico, a equacao utilizada foi [38]:

Ip = 2,69x10° n*? A Co D" v + (0,725x10° n A Co D)/r

Equacdo (5)

diferente da equagao 2, por ser aplicada a eletrodos esféricos. Aqui, r € o raio do eletrodo.
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3.3.7. Calculo da capacitincia dos eletrodos

Com o objetivo de se avaliar a diferenca real entre as ordens de grandeza das correntes
de fundo dos diferentes eletrodos, calculou-se a capacitincia de cada um. Para isto foram usa-
dos os voltamogramas registrados no sentido anddico, em solugdo de nitrato de potéssio
1,0 molL™". Os pontos dos voltamogramas referentes ao sentido anddico de varredura foram
isolados dos pontos do sentido catédico (cerca de 150 pontos em cada sentido de varredura de
potencial). Em seguida, estes valores foram divididos pela area de cada eletrodo e pela velo-
cidade de varredura utilizada nos experimentos, ¢ os resultados foram tomados em seu valor
absoluto, obtendo-se assim a capacitancia para cada eletrodo:

Cd = |Jic|/Av Equacdo (6)

3.3.8. Determinagdo analitica de PQ por voltametria de pulso diferencial

As amostras comerciais de primaquina foram fornecidas com as seguintes caracteristi-
cas: forma de apresentagdo: comprimidos; concentracao: 15 mg por comprimido. Como os
métodos oficiais de determinagdo de primaquina sugerem trabalho em meio acido, optou-se
pela VPD em pH 2,15. As solugdes tampao e estoque foram preparadas portanto neste pH.

Preparou-se uma solucao padrdo estoque, que foi utilizada nos experimentos para
obtengdo da curva analitica, cujas concentragdes variaram no intervalo 8,0 x 107 < [PQ] <
1,5 x 10° molL™". Adicionou-se quantidade suficiente para obtengdo da respectiva solugio.

As determinacgdes de PQ nos comprimidos comerciais foram realizadas em triplicata,
pelo método de adi¢do de padrao, a partir de 3 amostras diferentes, tomadas de 3 cartelas. Os
comprimidos de PQ foram macerados, dissolvidos em solu¢do tampao BR pH 2,15, e esta

solucao foi filtrada. Adicionou-se quantidade suficiente desta solugdo a célula eletroquimica
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de 15 mL, para se obter uma concentracio final aproximada de 2.2 x 10° molL™" em PQ. A
partir desta concentracdo de amostra, fizeram-se as adi¢des de padrao. A concentragdo inicial
de padrdo, na célula eletroquimica, foi de 2,3 x 10°¢ molL'l, e variou até 3,4 x 10 molL™.
Partiu-se de uma solugéo estoque de PQ de concentragio 2,0 x 10 molL™, da qual retiraram-
se aliquotas de 200 uL as quais eram adicionadas a célula. As condi¢des experimentais da
voltametria de pulso diferencial foram: tempo de equilibrio, 25s; tempo de modulacao, 0,7s;
intervalo de tempo, 1s; Ei=0,4 V; E;=1,0 V; v=10 mVs; amplitude, 0,06 V.

O teste de recuperagdo foi realizado adicionando-se as solugdes das amostras, cujas
concentragdes eram conhecidas em funcdo do método utilizado, concentracdes conhecidas de
analito, dentro da mesma ordem de grandeza de concentragdo das matrizes. Descontou-se
entdo, dos resultados finais de cada amostra, o valor presente originalmente na amostra, de
modo a obter o valor de recuperacdo frente ao padrao adicionado. O limite de detecgdo foi
obtido da equagdo da reta:

LD = 3SDbranco / YB
onde SDg ¢ o desvio padrdo do branco, e yg € o coeficiente angular da curva analitica [75].
A sensibilidade do método foi calculada dividindo-se o coeficiente angular da curva de

adicao padrao pela area do eletrodo.
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4.1. Comportamento eletroquimico da primaquina registrado
com eletrodos de carbono vitreo (ECV) e
diamante dopado com boro (EDDB)

Até o momento da escrita desta tese, os dados disponiveis a respeito da oxidacao ele-
troquimica da PQ eram:

e  cstimativa de 2 elétrons envolvidos no processo de oxidagdo [33];

e [ pico de oxidagdo principal da PQ e um par redox que se desloca em funcao do pH [33];
e informacgdes sobre o ciclo de biotransformagao de PQ a metabolitos [23,33];
e valores de pKa e equilibrio de dissociagdo acido-base [33].

Nao hd mecanismo de oxidagdo proposto, para oxidacao eletroquimica da PQ, etapa
importante para se estudar seu mecanismo de agdo como farmaco. Portanto, o trabalho se ini-
ciou pelo estudo do comportamento eletroquimico da PQ por voltametria ciclica, com eletro-
dos de carbono vitreo e diamante dopado, avaliando dados como variacao de corrente de pico
em funcdo da velocidade de varredura, variagdo de potenciais de pico, presenca de pares re-
dox, presenca de processos reversiveis e/ou irreversiveis, ocorréncia de processos adsortivos,
por exemplo.

Na avaliagdo dos dados voltamétricos obtidos por voltametria ciclica, foram utilizados

2 ~ . rq:
2 _ relacdo linear, para processo eletrodico controlado

os seguintes critérios [76]: ¢ Ip vs V'
por difusdo; e Ip vs v — relacdo linear, para processo eletrodico controlado por adsorgao; e
log (Ip) vs log (v) — relagdo linear, com inclinagdo de reta ~0,5, processo difusivo; e log
(Ip) wvs log (v) — relagdo linear, com inclinagdo de reta ~1,0, processo adsortivo; e (Ip /

C.v'"") wvs v — decrescente, para processo com reagdo acoplada anterior ao processo ele-

troquimico.
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4.1.1. Eletrodo de carbono vitreo (ECV)

Na Figura 13 sao apresentados os voltamogramas ciclicos registrados com o ECV, em

solugdes de pH 2,15, a velocidade de varredura de 100 mVs'.

or Epa,1 =+ 0,817 V
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos registrados com eletrodo de carbono vitreo, em solucdo de
PQ 1,0 mmolL", em solugdo tampao Britton-Robinson; pH 2,15, v =100 mVs' ————— : 1? varredu-
ra;, —— : 3% varredura; — e« — ¢ — ¢ — ¢ — : branco. Ndo houve limpeza do eletrodo entre as leituras,

e a solucdo ndo foi agitada entre as varreduras.

O pico em Epa,1 ¢ o pico de oxidagao principal da PQ, no sentido direto do voltamo-
grama. No sentido inverso, catédico, Epc,1 € o pico de redugdo, de um produto formado pela
oxidagdo da primaquina, o qual estabelece um par redox com Epa,2, em potencial menos posi-
tivo que o potencial de oxidagdo da PQ. E importante ressaltar que estes voltamogramas se

referem a primeira e a terceira varreduras de potencial. Na primeira varredura, aparecem so-
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mente os picos (Epa,l) e (Epc,1), para todos os valores de pH estudados. O pico (Epa,2) s6 foi
registrado a partir da segunda varredura, sendo portanto dependente de (Epc,1), ou, indireta-
mente, de (Epa,1). A queda de corrente que ocorre da 1? para a 3 varreduras pode ser expli-
cada por limitagdes de transporte de massa, ¢ ndo unicamente um efeito de adsor¢do na super-
ficie do eletrodo de trabalho. Com o passar do tempo, as condigdes iniciais de transporte das
espécies oxidada ou reduzida, do seio da solucdo a regido da superficie do eletrodo, ndo sdo
mantidas para cada varredura sucessiva, acarretando em perda de sinal de corrente [38].

Nestes voltamogramas, o segundo potencial de inversao de varredura (E;) foi 0,0 V,
uma vez que para potenciais mais negativos observou-se um brusco aumento da corrente de
reducdo, devido a descarga de hidrogénio

A Tabela 2 lista os valores dos potenciais de pico e corrente de pico para pH 2,15, nas
oito diferentes velocidades de varredura utilizadas, considerando-se o pico de oxidacao da PQ
e os picos (Epc,1) e (Epa,2). O aumento da velocidade de varredura desloca o pico da PQ para
potenciais mais positivos, o pico de reducdo se desloca para potenciais mais negativos € o

pico de oxidacdo (Epa,2), para potenciais ligeiramente mais positivos.

Tabela 2. Variacio nos potenciais e correntes de pico correspondentes ao processo de oxidacio

da PQ, em ECV, pH 2,15, como funcio da velocidade de varredura.

v Epa,1 Ipa,1 Epec,1 Ipc,1 Epa,2 Ipa,2

(mVs™) ™) (nA) ) (nA) W) (nA)
20 0,758 0,645 0,575 0,119 0,603 0,0310
40 0,790 0,724 0,561 0,194 0,616 0,0504
70 0,807 0,870 0,553 0,231 0,612 0,0681
100 0,817 1,11 0,542 0,299 0,622 0,0703

200 0,825 1,50 0,534 0,446 0,628 0,112
400 0,851 1,76 0,506 0,446 0,624 0,0393
700 0,857 2,27 0,491 0,631 0,645 0,0537

1000 0,885 1,79 0,478 0,494 0,646 0,0285
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Foram feitos diferentes tratamentos de dados, para se avaliar se o processo envolvido
em cada pico seria adsortivo ou difusivo. A Figura 14 mostra a variacao de corrente de pico
de oxidagdo da PQ em fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura. Observaram-se
duas regides lineares, uma para baixas velocidades e outra para altas velocidades de varredu-

ra. O comportamento global ¢ o de um processo controlado por difusdo.

70
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Figura 14: Variagdo de corrente de pico de oxidagdo da PQ (Ipa,1) em fungdo da raiz quadrada da velo-
cidade de varredura. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solucdo de PQ

1,0 mmolL, em solucdo tampao Britton-Robinson, pH 2,15. Sem limpeza do eletrodo entre as leituras.

A variacao da fun¢do de corrente para Ipa,1 (Ipa,1 / C. v

) com v, para pH 2,15, mos-
trou tendéncia de queda com o aumento da velocidade de varredura, o que estaria associado a
um processo com reagdo quimica acoplada, anterior a reagdo eletroquimica, e que poderia se
relacionar ao processo de desprotonacao da PQ, ja que neste valor de pH a PQ deve estar to-
talmente na forma diprotonada, PQH,>" [33]. Esta queda da fungio de corrente pode estar

relacionada também a um processo que envolve a formagao de cation radical, e seu posterior

decaimento, com formagado de outra espécie eletroativa na mesma regido de potencial [77].
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PQH,”" =*= PQH + H pKa =555

PQH' == PQ + H' pK.; =10,2

Neste valor de pH, a variagdo de log (Ipa,1) com log (v) para o pico (Epa,l), apresen-
tou aspecto semelhante a relagdo com v'2, linear, com inclinagdo que se aproxima do valor
caracteristico de processo difusivo (proximo de 0,5). A variag¢do de (Ipc,1) como funcao de v
(pico catddico) sugere um processo adsortivo. Para o pico de oxidagao, (Epa,2), a mesma cur-
va apresentou comportamento irregular a medida que a velocidade de varredura aumentou.
Houve muita dificuldade de limpeza do eletrodo, em experimentos repetitivos, o que impediu
que o ECV fosse limpo totalmente entre cada leitura, fato que sugere forte adsor¢ao dos pro-
dutos de oxidagdo da PQ na superficie do eletrodo.

Como os dados de maior interesse para proposi¢do de um mecanismo de oxidagdo se
situam no pH 7,40, as informagdes obtidas neste valor de pH foram importantes em compara-
¢Oes com outros resultados publicados, que serviram de subsidio para a composicao final do
mecanismo [33].

Com o aumento do valor de pH, o processo de oxidagao da PQ foi facilitado: Epa,l1 se
deslocou para potenciais menos positivos. Porém dificultou-se o processo catodico (Epc,1) e
de seu respectivo par anddico (Epa,2) [33].

Em pH 7,40, a oxidagdo da PQ foi de fato facilitada, em relacdo a oxidagdo em
pH 2,15, o que pode ser verificado pela diminuicdo do potencial de oxidagdo de
(Epa,1) =+ 0,788 V (pH 7,40) para (Epa,1) =+ 0,817 V (pH 2,15), enquanto o processo de
reducdo observado em (Epc,1) ¢ dificultado, pois (Epc,1) = — 0,160 V (pH 7,40) se desloca
para (Epc,1) =+ 0,542 V (pH 2,15), como pode ser visto na Figura 15. No entanto, em pH
7,40 observou-se que, ao se reverter o potencial em (E;»), obteve-se, além do componente
anddico (Epa,2), um pequeno ombro registrado em + 0,108 V (considerado um pos-pico),

bem como um outro ombro (considerado um pré-pico), registrado em potencial mais positivo
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que (Epc,1). Estes dois picos podem estar associados a um processo adsortivo das espécies
formadas em Epc,1 e Epa,2 na superficie do eletrodo. Esta observagdo ¢ corroborada pelos

dados obtidos em pH 2,15, de dificuldade de limpeza mecanica do eletrodo.

80 |- Epa,1 =+ 0,788 V

60
40
[Epa,2=-0,079 V )
< '
a

wl Epc,1=-0,160 V

| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |

06 04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14

E/V

Figura 15: Voltamogramas ciclicos registrados com ECV, em solugio de PQ 1,0 mmolL™', em solugio
tampao Britton-Robinson, pH 7,40, v = 100 mVs',— — — — — . 1* varredura, ——— : 3* varredura,
— e — o — e — e —: branco. Nao houve limpeza do eletrodo entre as leituras, e a solugdo ndo foi agitada

entre as varreduras.

A Figura 16 apresenta a varia¢do da corrente do pico de oxidacdo da PQ (Ipa,1) com

2 em que se confirma que também em pH = 7,40 o processo ¢ controlado por difusdo. A

1
\Y%
variacdo de (Ipa,l1) com v tem aspecto exponencial, como pode ser visto na Figura 17, con-

firmando o comportamento difusivo do processo registrado em Epa,1.
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Figura 16: Variagdo da corrente de pico, Ipa,1, em fun¢o da raiz quadrada da velocidade de varredu-

ra. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugdo de PQ 1,0 mmolL",

em solucdo tampao Britton-Robinson, pH 7,40.
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Figura 17: Variagdo da corrente de pico, Ipa,1, em fungdo da velocidade de varredura. Dados obtidos a
partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugdo de PQ 1,0 mmolL", em solu¢io tampao

Britton-Robinson, pH 7,40.
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172

A variacdo da fun¢ao de corrente de Ipa,1 (Ipa,1 / C . v'”) com v, neste pH, mostrou

comportamento de queda constante, como pode ser visto na Figura 18.

30 |
gﬁ 29 -
@ o
; I
‘r> 28 |
< I
g 27 |
\ L
§ 26 |
N
o I
a 25 |
* -
(&)
J 24 | .
2 : .
23 |
| ! | ! | ! | ! | ! |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1
v/ Vs

Figura 18: Variagdo da fung@o de corrente de pico, Ipa,1, em funcdo da velocidade de varredura. Da-
dos obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solu¢do de PQ 1,0 mmolL™", em

solucdo tampao Britton-Robinson, pH 7,40. Dados referentes a Figura 16.

Para que a variagdo de funcdo de corrente permanega constante e independente de v
(comportamento tipico da maioria dos processos, inclusive dos irreversiveis), a corrente de
pico deve crescer proporcionalmente ao aumento de v. Se isto ndo ocorre, uma reagao quimi-
ca acoplada explicaria o aspecto decrescente da funcdo, considerando-se que a etapa quimica
seja lenta. Assim € que o critério de funcao de corrente decrescente em relacdao a velocidade
de varredura ¢ indicativo de processo com reacdo quimica acoplada, que pode ser a formagao
de cation radical por oxidacdo anddica, com posterior decaimento em outra espécie eletroativa

na mesma regido de potencial, a qual sofrerd uma reagdo quimica [77].
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A Tabela 3 lista a variagdo nos potenciais e correntes de pico para pH 7,40, nas oito di-

ferentes velocidades de varredura estudadas, considerando-se o pico principal de oxidagao da

PQ (Epa,l), o par redox (Epc,1 e Epa,2) e os ombros considerados pos-pico e pré-pico.

Tabela 3. Variacio nos potenciais e correntes de pico correspondentes ao processo de oxidacio

da PQ, em ECV, pH 7,40, como func¢io da velocidade de varredura

v Epa,l Ipa,1 Epc,1 Ipc,1  Epc,pré Ipa,2 Epa,2 Epa,pos
mVs) (V)  (pA) V) (1A) V) (@4 V) V)
20 0,686 0,417 -0,141 0,0121 - 0,0350  -0,095 -
40 0,769 0,537 -0,139 0,101 - 0,0621 - 0,081 -
70 0,803 0,767 - 0,149 0,235 0,054 0,130 - 0,076 0,109
100 0,788 0,895 - 0,160 0,451 0,049 0,211 -0,079 0,118
200 0,795 1,18 - 0,180 0,716 0,041 0,352 - 0,056 0,124
400 0,802 1,58 - 0,204 1,06 0,019 0,620 - 0,049 0,137
700 0,807 1,96 - 0,230 1,94 - 0,022 0,991 - 0,033 0,155
1000 0,827 2,36 - 0,252 2,21 - 0,059 1,26 - 0,020 0,189

Avaliando-se a variacao do potencial de pico de oxidagdo principal da PQ, Epa,1, com

a variacao do pH, observou-se que para uma variacao de 5,3 unidades de pH, o potencial de

pico variou apenas de 29 mV, sugerindo que ndo haveria envolvimento de protons neste pro-

cesso, Figura 19. Nesta figura, o deslocamento de Epa,1 para valores mais positivos de poten-

cial, com o aumento da velocidade de varredura, indica aumento da irreversibilidade do pro-

cesso e refor¢a ainda mais a proposta de reacdo quimica acoplada ao processo eletroquimico,

indicada pelos dados apresentados na Figura 18.
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Figura 19: Variagdo do potencial de pico, Epa,1, em funcdo da velocidade de varredura. Dados obtidos
a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugdo de PQ 1,0 mmolL™, em solugio tampio
Britton-Robinson, pHs 2,15 (dados referentes a Tabela 2, pag. 77) e 7,40 (dados referentes a Tabela 3,
pag. 83). Em destaque, voltamogramas ciclicos registrados em pH 2,15 ¢ 7,40 a velocidade de varre-
dura de 100mVs.

Trabalhando-se em pH 9,02, os resultados foram muito semelhantes aos encontrados
para pH 7,40, com os potenciais de pico da PQ novamente se deslocando ligeiramente para
valores menos positivos, com os potenciais do par redox se deslocando para valores mais ne-
gativos de potencial. Ou seja, o primeiro processo ¢ ligeiramente facilitado, com o aumento
do pH, ao passo que o segundo ¢ dificultado. A varia¢dao da corrente de pico (Ipa,1) como
funcdo de v'%, em pH 9,02, apresentou a mesma relagdo linear apresentada em outros valores
de pH estudados, indicando um processo controlado por difusao.

Partiu-se entdo para a avaliagdo dos picos referentes ao par redox. Como os resultados

em pH 7,40 sugeriram um processo adsortivo, foram feitos experimentos que pudessem com-
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provar este fato. Voltamogramas ciclicos foram registrados em soluciao de PQ, por 20 ciclos
seguidos, e em seguida, apds lavagem do eletrodo com agua, transferiu-se o ECV para uma
solugdo contendo apenas o branco, tampao BR, onde novos voltamogramas foram registrados.
Observou-se que, de fato, o par redox permaneceu na superficie eletrodo, ja que os voltamo-

gramas ciclicos registrados no branco apresentaram os picos referentes ao par, Figura 20.

0.6 -
Epa,2=-0,079 V

0.4

1/ LA

08|~ EpC,l =- 0,160 \%
-1.0
1 1 1 1 1 1 1 1 1
-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1
E/Vvs Ag/AgCl

Figura 20: Voltamogramas ciclicos registrados com ECV, em solugdo tampdo Britton-Robinson,
pH 7,40, v =100 mVs', — — — — — : antes, ¢ —— : depois de 20 ciclos em solug¢do de PQ
1,0 mmolL™.

Avaliando-se a variagdo dos potenciais de pico do par redox em funcdo da velocidade
de varredura e da variacdo do pH, observou-se que Epc,1 e Epa,2 sdo praticamente indepen-
dentes de v, com os valores de AEp/pH apresentando valores aproximados de 134 mV para
ambos os picos (catddico e anddico), caracteristicas estas indicativas de um processo quasi-

reversivel (Epa,2-Epc,1 = 81 mV), com envolvimento de protons.



06

03

Epc,1/V

03

05

01
00

01

0 200 400

vms' !

600

86

40 ' f L L L L ' L L
06 -04 02 00 02 04 06 08 10 12 14

E/V

Figura 21: Variagdo do potencial de pico de redugdo, Epc,1, em funcdo da velocidade de varredura.

Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugéo de PQ 1,0 mmolL™", em-

solucdo tampdo Britton-Robinson, em pH 2,15 e 7,40. Em destaque, voltamogramas ciclicos registra-
dos em pH 2,15 e 7,40 a velocidade de varredura de 100mVs™.
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Figura 22: Varia¢ao do potencial de pico de oxidagdo, Epa,2, em fungdo da velocidade de varredura.

Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugdo de PQ 1,0 mmolL™", em

solucdo tampdo Britton-Robinson, em pH 2,15 e 7,40. Em destaque, voltamogramas ciclicos registra-
dos em pH 2,15 e 7,40 a velocidade de varredura de 100mVs™.
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As variagoes, tanto de log (Ipc,1), ou log (Ipa,2), em funcdo de log (v), apresentaram
inclinacdo tipica de processo adsortivo, ou seja, 1, como pode ser visto na Figura 23. Este ¢

mais um dado na caracterizacdo do comportamento adsortivo deste par redox.

log (Ipc,1)

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
log (v)

log (Ipa,2)

e ey
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

log (v)

Figura 23: Variagdes do logaritmo das correntes de pico, Ipc,le Ipa,2, em fungdo do logaritmo da ve-
locidade de varredura. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com eletrodo de carbono
vitreo, em solu¢do de PQ 1,0 mmolL", em solucdo tampao Britton-Robinson, pH 7,40.
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Foram feitos experimentos que possibilitassem a confirmagao de ocorréncia de adsor-
¢do sobre a superficie do ECV. Trabalhou-se com 3 tipos de tratamento superficial com o
ECV: ECV limpo, o qual foi mecanicamente polido e lavado em ultrassom entre cada leitura,
para que praticamente todo o material adsorvido pudesse ser retirado; ECV nao lavado, o qual
ndo passou por qualquer processo de limpeza antes do registro de cada voltamograma; ECV
modificado, o qual foi previamente submetido a 60 ciclos em solugdo de PQ, lavado simples-
mente com agua, e posteriormente usado para se fazer as medidas.

Confirmando os dados de adsor¢ao do par redox sobre a superficie do ECV, o grafico
mostrado na Figura 24 corrobora as informacdes ja discutidas, além de sugerir uma explica-
¢do.para o fato de se observar comportamento adsortivo quando o eletrodo ndo é limpo antes
de cada leitura, como no caso dos experimentos em pH 7,40 (Figura 20).

Se o eletrodo ¢ submetido ao processo de modifica¢do superficial prévia, e s6 entdo ¢
usado para leituras sucessivas em solucdo de PQ, o comportamento ¢ muito semelhante aque-
le apresentado pelo eletrodo que ndo ¢ lavado antes de cada registro dos voltamogramas.

Portanto, ocorre de fato uma forte adsorcdo do par redox sobre a superficie do ECV, e
o eletrodo nao lavado, o qual ndo sofre qualquer tratamento superficial antes das leituras, age
como se estive modificado.

Esta observacdo de processo adsortivo sobre o ECV estd em acordo com a sugestao de
que os ombros mostrados na Figura 15, pudessem ser devidos a um efeito de adsor¢ao sobre a
superficie do eletrodo. Processos adsortivos podem gerar tal comportamento, ou seja, a gera-

¢do de um pré-pico e de um pds-pico, adjacentes aos picos correspondentes ao par redox.
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Figura 24: Variacdo da corrente de pico de oxidagdo da PQ, Ipa,1, em funcdo da raiz quadrada da ve-
locidade de varredura. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com ECV, em solugdo de
PQ 1,0 mmolL", solugcdo tampao Britton-Robinson, pH 7,40. ECV limpo: eletrodo polido e lavado
antes de cada leitura; ECV ndo lavado: leituras sucessivas, sem limpeza; ECV modificado: eletrodo
submetido a 60 ciclos em solugio de PQ 1,0 mmolL™", antes das leituras sucessivas, sem limpeza.
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4.1.2. Eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB)

Os resultados obtidos com eletrodo de diamante dopado com boro foram diferentes
daqueles apresentados pelo ECV, embora ndo tenham contribuido com informagdes novas
para a proposi¢ao do mecanismo, principalmente pela auséncia de picos de adsor¢do. No caso
do estudo do mecanismo, a existéncia de pares redox, ou de picos que sugerem dependéncia
de um processo anterior, podem ajudar no estabelecimento de etapas intermedidrias, ou na
sugestdo de produtos formados. Como o pico Epc,1, no diamante, parece ter carater irreversi-
vel, de imediato nao se poderia considerar a hipotese de formagao de um par redox conhecido,
por exemplo, quinona/hidroquinona. Na Figura 25, vé-se os voltamogramas ciclicos registra-
dos com EDDB, em pH 2,15, branco e terceira varredura. A Figura 26 mostra os voltamogra-

mas ciclicos registrados em pH 7,40.

25| Epa,1 = + 0,851 V

—»

;\@ Epc,1 = +0,458 V

_5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

E/V

Figura 25: Voltamogramas ciclicos registrados com EDDB, em solugdo de PQ 1,0 mmolL"', em solugo
tamp#o Britton-Robinson, pH 2,15, v = 100 mVs™'. A linha na regido de corrente zero refere-se ao bran-
co. Nao houve limpeza do eletrodo entre as varreduras de potencial, e a solugdo ndo foi agitada entre as

varreduras.
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Figura 26: Voltamogramas ciclicos registrados com EDDB, em solugdo de PQ 1,0 m molL"', em so-
lugio tampéo Britton-Robinson, pH 7,40, v =100 mVs™. A linha na regido de corrente zero refere-se ao

branco. Nao houve limpeza do eletrodo entre as leituras, e a solu¢@o néo foi agitada entre as varreduras.

Como pode ser visto a partir da Figura 26, com a mudanca de pH praticamente ndo se
percebe o pico catddico observado em pH 2,15. Pode-se dizer que o par redox ndo foi detec-
tado, provavelmente devido ao baixo carater de adsor¢do superficial do EDDB, porém o pro-
cesso continua sendo controlado por difusao.

Uma das diferengas entre os resultados obtidos com ECV ¢ EDDB reside no fato de
que neste ultimo, o voltamograma registrado na 1* varredura de potencial ¢ exatamente igual
aquele registrado na 3% varredura, o que mostra que nesta superficie os fendmenos de adsor¢ao

sd0 minimizados.
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O pico (Epc,1) aparece apenas no pH 2,15, sem o correspondente pico anodico (Epa,2) e
pode se referir a um processo diferenciado daquele observado no ECV, que ainda nao foi com-
pletamente esclarecido. A linearidade da curva de intensidade de corrente em fun¢do da raiz

quadrada da velocidade de varredura sugere um processo controlado por difusdo, Figura 27.
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Figura 27: Variacdo de corrente de pico de oxidagdo da PQ (Ipa,1) em fun¢do da raiz quadrada da
velocidade de varredura. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com EDDB, em solu-
¢do de PQ 1,0 mmolL™", em solugio tampdo Britton-Robinson, pH 2,15.

1/2) em

Um dado importante observado foi que a relagao de fungdo de corrente (Ip/C. v
funcdo de v apresentou queda continua, sugerindo processo com reacdo quimica acoplada,
para o pico de oxidagao principal da PQ, tanto em pH 2,15 quanto em 7,40, Figura 28, assim
como foi observado com o ECV. Esta queda observada para ambos os valores de pH (e ambos
os eletrodos), sugere que o equilibrio dcido/base tem pouca ou nenhuma influéncia na queda

da fungdo de corrente, o que corrobora a hipdtese da participagdo de um cation radical no pro-

cesso de oxidagdo principal da PQ [77].
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Figura 28: Varia¢ao da fungdo de corrente do pico de oxidacdo, Ipa,1, em fungdo da velocidade de
varredura. Dados obtidos a partir dos voltamogramas registrados com EDDB, em solugdo de PQ 1,0
mmolL™, em solugdo tampéo Britton-Robinson, pH 2,15 (A) e pH 7,40 (B).

Em vista dos resultados obtidos, fica nitido que os voltamogramas ciclicos registrados
em EDDB sao mais definidos, a corrente de fundo ¢ bem menor e os efeitos de adsor¢ao sao
minimizados, de modo que potencialidade deste eletrodo pode ser explorada na elaboragao de

métodos de quantificagdo de PQ.
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4.2. Mecanismo de oxidacao eletroquimica da primaquina

O ECV mostrou-se mais adequado para o estudo do provavel mecanismo de oxidagao
da PQ, por imobilizar, em sua superficie, intermediarios reativos da oxidagao.

Tendo em maos os dados experimentais discutidos anteriormente, além de dados apre-
sentados na literatura, algumas consideragdes puderam ser feitas, as quais levaram a proposi-
¢do de um mecanismo de oxidacao eletroquimica da PQ:

e Obteve-se um pico principal de oxidagao da PQ (Epa,l), o qual ndo tem componente
catodico;

e Os voltamogramas ciclicos registrados em solu¢do do farmaco representam exemplo
classico de uma oxidacao inicial seguida por uma reagdo quimica rapida [78];

e Ha formacdo de um par redox dependente do pico Epa,l e tipico de sistemas quinona /

hidroquinona, como pode ser visto na Figura 29 [79,80]:

|-200 mv-[

e f——
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J

Figura 29: Voltamogramas ciclicos em solug@o de 1,5-dihidroxinaftaleno, sobre eletrodo de pasta de
carbono, com hidroxilagdo anddica. A: 1,5-dihidroxinaftaleno em HCIO, 2 M. B: 14,5-

trihidroxinaftaleno. Sob permissdo da American Chemical Society [79].
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O par J/J’ (+ 0,157 /+ 0,207 V) ¢ atribuido a juglona/hidrojuglona.
e O par redox tipico de sistemas quinona / hidroquinona, ¢ observado em diversos siste-

mas, com perfis parecidos, como observado nas Figuras 30 [81] e 31 [82]:

8 pA //;}

=_ v . b v L l L v L L L] l L L] L L T
-0.40 i}~ +40.20 +0.80 +1.40
E vs Ag/AgCI/V
Figura 30: Voltamogramas ciclicos registrados em solugdo de oxina (@) e 1,4-naftoquinona (b). ECV,

tampdo acetato pH 6, v = 200 mVs™. Par redox P3/P3’, ~— 0,17 / — 0,05 V. Sob permissio de Wiley
VCH Verlag [81].
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos registrados em benzeno. ECV, H,SO,4 0,5 M, diferentes v. Par
redox em ~ + 0,65 / + 0,75 V. Sob permissdo de Springer (Kluwer) [82].
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e Uma vez que a oxidag¢ao da PQ gera um par redox adicional, caracteristico do par quino-
na/hidroquinona (Figura 15), pode-se admitir que a molécula de PQ deve obrigatoria-
mente sofrer uma hidroxilacdo, que justifique entdo o aparecimento do sistema quinona /
hidroquinona. Isto pode acontecer através de uma etapa inicial eletroquimica com a for-
macao de um cétion radical, com posterior hidroxilacdo da molécula, numa etapa quimi-

ca. Este processo pode ser representado como na Figura 32 [83]:

& H [
+H,0
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@) _+HO

e (Jon

Figura 32: Esquema de oxidagdo de benzeno, com formagao de cation radical, com perda de 1 elétron,
e posterior captura nucleofilica do cation, por agua, para gerar um composto hidroxilado. Sob permis-
sdo de Wiley VCH Verlag [83].

Portanto, com o conjunto destes resultados e considerando-se todos os dados disponi-
veis na literatura, chegou-se a proposicao do mecanismo a seguir, baseado em todos os dados
coletados com o ECV. Some-se a estes resultados com o ECV, a observagdo experimental
também efetuada com o EDDB, de que a varia¢ao da fun¢do de corrente em funcdo da veloci-
dade de varredura tem carater decrescente, indicando uma reagao quimica acoplada a reagao

eletroquimica, que ndo necessariamente um equilibrio acido-base.
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Num primeiro estagio, considerando que deve ocorrer a hidroxilagdo da molécula de
PQ, ja que o par redox observado apos a oxidagao principal do farmaco (Figura 15) tem perfil
de composto quinoidal/hidroquinoidal e na molécula de PQ ndo existe um grupo com esta
caracteristica, hd necessariamente a disponibilizagdo da posi¢do 5 da molécula de acordo com
0s processos organicos conhecidos, a formagao de um cation radical [83-86], numa etapa ele-
troquimica, representada pelo pico principal de oxidacdo da PQ, Epa,l1, envolvendo a perda de
1 elétron. Este tipo de oxidacdo anddica acontece facilmente em moléculas organicas que pos-
suam elétrons 7, ou que tenham heteroatomos em sua estrutura, como o oxigénio, que € o caso

da PQ (grupo meto6xi na posicao 6) [87,88].

HNJ\/\/ 2 HN 2
N _~e NS
— [
\O N N P

o
H

@ (II)
Esquema 2: Oxidagdo eletroquimica da PQ, originando um cation radical.

A deslocalizagao do elétron desemparelhado em sistemas conjugados estabiliza os ra-
dicais, e a possibilidade de sua deslocalizagdo, como no caso da PQ, facilita a ocorréncia da
oxidagao anodica [77].

Em seguida, ocorre a reacdo do cation radical, um eletréfilo poderoso, com um nucled-
filo (OH ) com hidroxila¢do da posicao 5 da molécula de PQ e formagao dos respectivos hi-

bridos de ressonancia:
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Esquema 3: Captura nucleofilica do cation radical, com consequente hidroxilagdo da molécula de PQ e

formacao dos hibridos de ressonancia.

A hidroxilagdo ndo acontece diretamente via ataque nucleofilico a molécula de PQ, sem
a etapa de oxidagdo [79,80], pois seria preciso que houvesse algum grupo aceptor de elétrons na
molécula, que originasse uma carga parcial positiva no anel, facilitando a entrada do nucleéfilo.
Pelo contrario, no anel quinolinico da PQ ha 2 grupos doadores de elétrons, H;CO— e —N-
HR. Assim, a hidroxilagdo da posicao 5 da molécula passa pela etapa inicial de oxidagdo direta
do anel, ja que os grupos doadores de elétrons conferem a ele carater redutor.

Considerando que os resultados sugerem a ocorréncia de uma reagdo quimica apos a
etapa eletroquimica, o potencial de oxida¢ao da PQ (Epa,l =+ 0,788 V, pH 7,40) deveria se
deslocar para valores menos positivos, com o aumento de v. Mas observou-se o contrario,
Epa,l variou para valores mais positivos com o aumento de v. Isto pode indicar que a reagao
quimica acoplada seria lenta e portanto, um aumento de v desfavoreceria a ocorréncia do pro-
cesso, justificando a variacdo de Epa,l para valores mais positivos de potencial, com o au-

mento de v.
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A oxidagao ocorre na posi¢ao 5 do anel, confirmando a formacao de 5-HPQ numa eta-
pa inicial, j& que os grupos doadores de elétrons sdo o-/p- direcionadores. A tendéncia seria
que a hidroxilag@o ocorresse na posi¢ao 7, mais proxima ao grupo —NHR, direcionador mais
forte que o H;CO—, pois teria mais probabilidade de atrair a carga positiva gerada pela oxi-
dacdo inicial. Isto provavelmente ndo ocorre por 2 motivos: impedimento estérico, ja que a
posicdo 7 estd localizada entre os 2 grupos substituintes, e o grupo —NHR ¢ razoavelmente
grande; ¢ a posi¢do 5 também ¢ favoravel, j& que é orfo em relagdo ao grupo H;CO—
e para em relagdo ao —NHR, mantendo-se assim os direcionamentos preferenciais dos gru-
pos citados.

Como pode ser visto no mecanismo, o anel quinolinico fica com um elétron deslocali-
zado, dando origem aos hibridos de ressonancia [89]. Esta etapa quimica ¢ imediatamente
seguida por outra eletroquimica, que seria a oxidagao imediata do grupo hidroxila a respectiva

quinona, sob o potencial aplicado, como pode ser visto no Esquema 4.

NH J\/\/
HNJ\/\/ 2
i NS - 3H
\O Z - 3e'
HO H

(11D V)

Esquema 4: 2% etapa eletroquimica de oxidagao da PQ, com formagdo de um composto quinonaiminico.
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A posicao 8 também sofre oxidagdo, com formacao de uma imina, =NR, j& que aminas
aromaticas sao facilmente oxidadas em potenciais anddicos semelhantes aos observados, vari-
ando de +0,4 a +1,0 V (SCE) [90]. A variagao nos potenciais de pico com o pH sugere de fato
o envolvimento de prétons na reagdo de transferéncia de carga.

Experimentos realizados em solugdao de 5-HPQ corroboram esta proposi¢do, pois vol-
tamogramas ciclicos registrados em janela reduzida, com Ej anterior a posi¢do de potencial
referente ao pico principal da PQ, Epa,1, apresentam par redox semelhante aquele observado
em voltamogramas registrados em solu¢ao de PQ. A Figura 33 mostra os voltamogramas
comparativos entre os dois compostos, bem como voltamograma registrado em solucdo de

naftoquinona, composto que também gera par redox quinoidal/hidroquinoidal [82].

Ip / LA

gL vy
06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14

E/V

Figura 33: Voltamogramas ciclicos registrados com ECV, solucdo de PQ 1,0 mmolL", 60* varredura;
(@) e 5-HPQ 1,0 mmolL", 3* varredura; (b), em solugdo tampdo BR (€), pH 7,40.

Como pode ser observado na figura, o VC obtido em solu¢do de 5-HPQ apresenta 2
pares redox. Em ambos os casos, AEP estdo proximos de 59 mV, indicando que ocorre a oxi-

da¢do da 5-HPQ a respectiva quinona, apds formac¢ado do radical fenoxil, como intermediario
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ativo. Deve-se ressaltar também que no intervalo de potencial usado, -0,6 a + 1,2 V, ndo hou-
ve oxidacao da 5-HPQ ao respectivo cation radical, como no caso da PQ, pois ndo se obser-
vou qualquer pico de oxidagdo nesta janela de potencial.

Como os experimentos foram realizados em meio aquoso, a imina (IV) imediatamente
sofre hidrolise, formando o derivado quinoidal no anel quinolinico, produzindo uma diamina
primdria, o que significa outra reacdo quimica posterior ao processo eletroquimico. A 1,4-
pentanodiamina formada ndo interfere nos resultados voltamétricos, porque aminas alifaticas
primarias sao mais dificeis de se oxidar do que as secunddrias ou terciarias, € somente se 0xi-
dam em potenciais que variam entre +1,6 ¢ +1,7 V (SCE) [89,90]. Todo este mecanismo res-

tante envolvido na oxidacdo da PQ ¢é representado no Esquema 5:

av) V)

Esquema 5: Hidrolise da imina, com formagdo do respectivo derivado quinoidal e de 1,4-

pentanodiamina.

Para que ocorra o ataque nucleofilico ao cation radical, e a hidrélise da imina formada,
¢ fundamental a presenca de dgua no meio. Elucidando esta questdo, trabalhou-se em meio
aprotico, na presenga de DMF. Neste caso, os voltamogramas ciclicos apresentaram 2 picos
anddicos convoluidos, na regido do pico principal da PQ, com um pico catodico (Epc,2) cor-
respondente ao pico principal de oxidag¢do da PQ (Epa,1) cuja intensidade de corrente aumen-
ta com a velocidade de varredura, como pode ser visto na Figura 34. Com a diminui¢ao do

teor de dgua no meio, 0 processo passou a ser quasi-reversivel, em relagdo ao pico principal
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da PQ, comportamento tipico de um processo eletroquimico seguido de uma reagdo quimica
acoplada, em que a 4gua atua como reagente. O pico catddico, Epc,2, ausente em meio aquo-
so, pode relacionar-se ou a redugdo do cétion radical (II) inicialmente formado, ou a redugdo
do composto quinonaiminico (IV). Consequentemente, somente ocorre a formagao do deriva-
do quinoidal (pela hidroélise da imina) em muito menor quantidade, pois a auséncia de dgua na
DMF nao ¢ de 100%, de modo que o par redox quinoidal/hidroquinoidal derivado da PQ a-

presenta intensidades de correntes inferiores aquelas registradas em meio aquoso.

16

14 —
12| Epa,1=+0,870 V

1/ uA

£ N © N £ [<2] ]
T
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06 03 00 03 06 09 12 15 18
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos registrados com ECV, solugdo de PQ 1,0 mmolL" em DMF,
com TBATFB/ 0,2 molL" como eletrdlito suporte. Velocidades de varredura: (a) 40 mVs™,
(b) 80 mVs™”, e (¢) 100 mVs™. (d): branco. Eletrodo limpo entre as varreduras.

Em seguida, o derivado quinoidal, formado de acordo com Esquema 5, se reduz no
sentido inverso da varredura, em Epc,2, formando o derivado hidroquinoidal da PQ, o qual se
oxida em Epa,2, na 2* varredura, estabelecendo-se assim o par redox do derivado quinoi-

dal/hidroquinoidal da PQ, Esquema 6.
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o) OH
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N +2H*, +2e" N
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Esquema 6: Formag@o do par redox do derivado quinoidal/hidroquinoidal da PQ.

Adicionalmente, apenas a titulo de comparacao, voltamogramas ciclicos registrados
em solu¢do de m-anisidina (Figura 35), composto com os mesmos substituintes que a PQ,
forneceram resultados qualitativamente parecidos aqueles obtidos em solugdo de PQ, em ter-
mos da ocorréncia de picos de oxidagao e redugdo em varreduras sucessivas, para solugdes de
mesmos valores de pH. Como a molécula de m-anisidina também possui um grupo metoxi e
um grupo amina, a hipdtese ¢ que o0 mesmo mecanismo se aplique a este caso. A caracteristica
dos voltamogramas da m-anisidina ¢ semelhante a dados obtidos anteriormente com a o-
anisidina [86,91], embora os autores nao tenham realizado véarias varreduras, o que confirma-
ria também a presenca do par redox observado por nds. O potencial de pico observado
(~0,590 V) esta em acordo com o valor tedrico apresentado por Weinberg e Weinberg [92]. A
Figura 36 mostra os voltamogramas registrados em solugdo de m-anisidina, em comparagao

com os de PQ, nos dois valores de pH estudados, 2,15 e 7,40.
NH,

~o

Figura 35: Estrutura da molécula de m-anisidina.
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Figura 36: Voltamogramas ciclicos registrados com ECV, solugio de m-anisidina 1,0 mmolL™", e PQ
1,0 mmolL™", em solugdo tampdo BR. pH 2,15 (A), pH 7,40 (B). 1* varredura (@), 3* varredura (b), e
PQ (e), 3% varredura.



105

Uma outra hipotese a ser considerada seria a dimerizacdo da molécula de PQ, na posi-
¢do 8. Obteria-se entdo o correspondente azocomposto, com uma dupla ligacdo entre os ato-
mos de nitrogénio da posicdo 8. Neste caso, o dimero formado na solugdo teria um tipo de
atividade no eletrodo que poderia produzir multiplas curvas numa varredura de voltametria
ciclica [76]. Observou-se esta multiplicidade de curvas em alguns experimentos com a PQ,
mas isto pode estar simplesmente relacionado com os diferentes processos eletroquimicos
citados anteriormente, € ndo unicamente com uma possivel dimerizagdo. Por outro lado, con-
sidera-se improvavel a dimerizagdo, pois a molécula de PQ ¢ muito grande, o que dificultaria
a reacdo, ja que existe a cadeia alifatica lateral ao nitrogénio ligado ao anel aroméatico. Além
destas hipoteses, a oxidacdo de compostos aromaticos leva a formagdo de dimeros somente
em meio de baixa nucleofilicidade, que ndo € o nosso caso [93].

Portanto, o mecanismo geral proposto ¢:

- 3H*, - 3e- +2H*,+2e"

e (V) 225 (V) —— (V)

(1) — () 22, )

Ou seja, um mecanismo ECEC, sigla em inglés para “electrochemical-chemical-
electrochemical-chemical”, um processo inicial eletroquimico, € na seqliéncia quimico, ele-
troquimico e quimico. O perfil obtido para a variagdo da fung¢do de corrente em funcao de v,
para ambos os valores de pH estudados (2,15 e 7,40), e ambos os eletrodos (ECV e EDDB),
corrobora a existéncia de um processo eletroquimico com reacdo quimica acoplada (meca-
nismo ECE [76]).

Com o objetivo de obter resultados que dessem suporte experimental a0 mecanismo
proposto, procurou-se determinar o niumero de elétrons envolvidos no processo principal de
oxidacdo da PQ, registrado em Epa,l. Inicialmente, determinou-se o coeficiente de difusdo
(D) da PQ, como descrito no item “Parte experimental”. Os valores calculados, através

do método de Wilke-Chang [73], foram Dpq: 5,37 x 10° cm’s™ (em meio aquoso) e
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Dpq: 1,60 x 10° cm’s™ (em DMF). Estes valores foram utilizados nas equacdes 2 a 4, de a-
cordo com o método empregado. A area do eletrodo de diamante dopado também foi previa-
mente determinada experimentalmente, conforme item 3.3.6., sendo da ordem de 0,053 cm?.

Foram realizados experimentos cronoamperométricos, especificamente para o calculo
do numero de elétrons, e o valor encontrado foi comparado com os dados obtidos experimen-
talmente usando voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

A Figura 37 mostra a variagdo da razdo de correntes Id,t/Id,ss em funcdo de tV 2 dados
obtidos cronoamperometricamente, a partir de medidas feitas em solugdo de PQ 10,0 mmolL™
em tampao BR, pH 7,40, com microeletrodo de carbono vitreo (WLECV). Concentragdes da
ordem de 10mmolL" foram empregadas para evitar a grande influéncia da corrente capacitiva
[94]. Os experimentos realizados em concentragdes < 5mmolL" ndo forneceram dados que

pudessem ser utilizados.

1.21

1.20

Id,t/Id,ss

1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1
16 1.8 20 22 24 26

1 / t1/2 / s-1/2

Figura 37: Variagdo da razdo Id,t/Id,ss em fungdo de t 2. Dados obtidos com pECV (area 9,50x10”
cm?), em solugdo de PQ 10,0 mmolL™", em solucdo tampdo BR, pH 7,40. Numero de pulsos de poten-
cial: 2; nivel 1: potencial 0 V, duracdo 2 s, tempo de amostragem 0,01 s ; nivel 2: potencial 0,62 V,
duragdo 5 s, tempo de amostragem 0,01 s. Id,t/Id,ss = (1,03 £ 3,2x10™%) + (0,067 + 1,6x107)t"* (s™?).
R =10,9999; P <0,0001.
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De acordo com a equagdo 3, o numero de elétrons obtido foi 1 elétron, para o pico
principal de oxidagao da PQ.

Os voltamogramas de VPD obtidos com ECV nao permitem o céalculo correto de n,
pois se apresentam convoluidos e ha claramente um efeito adsortivo observado em potenciais

mais negativos, como se pode perceber pela Figura 38.

1.8

1.2

1.0

1/ LA
(=}
oo

0.6 -
0.4 -

0.2 -

_0_2- | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 1.0 12 14

E/Vvs Ag/AgCl

Figura 38: Voltamogramas de pulso diferencial, registrados com ECV, solugdo de pH 7,40, PQ 0,01
mmolL™, v =5 mVs™; 1? varredura (@), 2°* varredura (b), e 6* varredura (€). Condigdes experimentais:
amplitude de pulso: 0,06 V; intervalo de pulso: 1 s; tempo de equilibrio: 25 s; Ei = + 0,4 V;
Ef=+1,0V.

Na Figura 39 vé-se os voltamogramas de VPD registrados com eletrodo de diamante,

1* e 3* varreduras, sendo que as demais varreduras de potencial sao praticamente iguais.
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Figura 39: Voltamogramas de pulso diferencial, registrados com EDDB, solugdo de pH 7,40, PQ 0,01
mmolL'l, v =5mVs'; 1* e 3* varreduras. Condicdes experimentais: amplitude de pulso: 0,06 V; in-
tervalo de pulso: 1 s; tempo de equilibrio: 25s; Ei=+0,4 V; Ef=+1,0V.

O valor obtido para W, foi de 0,091 e, quando substituido na Equacao 4, pag, 70, for-
neceu n igual a 1, para o pico de oxidacdo principal da PQ.

Utilizou-se os dados obtidos dos voltamogramas ciclicos, registrados em solugdo de
pH 2,15, meio aquoso com ECV, e também os dados em DMF com pECV, para a determina-
¢ao do numero de elétrons envolvido do processo de oxidacao da PQ.

Embora a equagdo de Randles-Sevick nio seja recomendada para o calculo do nimero
de elétrons em processos onde existam etapas quimicas acopladas, a sua utilizagdo podera
fornecer pelo menos um valor aproximado de n. Neste caso, n também foi igual a 1 elétron.
Os coeficientes angulares das equagdes de reta apresentadas nas Figuras 40 e 41 foram substi-
tuidos na Equacao 2, pag. 70.

Este dado, n = 1, obtido por 3 técnicas diferentes, esta de acordo com o fato de que, no
caso de haver uma oxidagao anddica com posterior hidroxilacdo, a transferéncia de carga ¢ a

etapa limitante da reagdo [77,87].
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0.0 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1/2 /2 _-1/2
v /V's

Figura 40: Variag@o da corrente de pico principal da PQ, Ipa,1, em funcdo da raiz quadrada da veloci-
dade de varredura. Dados obtidos dos voltamogramas registrados com ECV (area 3,14x107 cm?), em
soluc¢do de PQ 1,0 mmolL'l, em solugdo de tampdo BR pH 2,15. Valor de Dpq: 5,37 x 10 cm?s™.
Equagdo de reta: Ipa,1 = (5,47 x 10° + 1,23 x 10°) + (5,67 x 10° £ 2,18 x 10°) v'2. R = 0,9957; P <
0,0001. Eletrodo limpo entre as varreduras.

Ipa,1/ LA

0 . .
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

12 ,\ A/2_-1/2
v /V7s

Figura 41: Variagdo da corrente de pico principal da PQ, Ipa,1, em funcdo da raiz quadrada da veloci-
dade de varredura. Dados obtidos dos voltamogramas registrados com WECV, em solugdo de PQ 0,05
mmolL", em meio aprotico de DMF / TBATFB. Valor de Dpq: 1,60 x 107 cm’s™. Equacao de reta:

Ipa,1 = (8,35 x 10® + 1,63 x 107) + (3,11 x 10” + 7,40 x 107) v'"2. R = 0,998; P < 0,0001. Eletrodo
limpo entre as varreduras.
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4.3. Determinac¢io analitica de primaquina com eletrodo
de diamante dopado com boro

As mesmas espécies ativas formadas via metabolitos da PQ (radicais livres ou espécies
ativas de oxigénio), que atuam diretamente sobre o parasito, podem desencadear também es-
tresse oxidativo nas células humanas, causando anemia hemolitica ou metemoglobinemia,
efeitos colaterais associados a utilizagdo de PQ. Portanto, torna-se fundamental o controle de
dosagem deste farmaco em fluidos bioldgicos. Varios métodos tém sido usados com este in-
tuito, como eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta performance, colorimetria, vol-
tametria, uso de eletrodo seletivo [95-101]. O método oficial aceito é a cromatografia liquida

com detecgdo espectrofotométrica, em meio de acido cloridrico [8].

Com o objetivo de propor uma alternativa barata, rapida e eficiente para determinagao
deste farmaco, desenvolveu-se um método eletroanalitico, utilizando-se como eletrodo de
trabalho filmes de diamante dopado com boro (EDDB), em fun¢do de suas caracteristicas ja
discutidas anteriormente [42,44]. Para efeito de comparacao utilizou-se também o eletrodo de
carbono vitreo (ECV). Trabalhou-se com a voltametria de pulso diferencial (VPD) pois foi a
técnica voltamétrica que melhor se adaptou ao processo de oxidacao eletroquimica da PQ, que
envolve reacdes lentas que dificilmente sdo percebidas por voltametria de onda quadrada, por
exemplo. Otimizou-se as condigdes experimentais, visando a obtencdo de baixos limites de

deteccdo, boa precisao e exatidao, além de rapidez analitica.

Como salientado anteriormente, o0 EDDB ndo se mostrou adequado para as medidas
experimentais quando o objetivo era estudar o possivel mecanismo de eletrooxidagdo da PQ,
uma vez que os efeitos de adsorcao de intermedidrios reativos nao foram observados. Assim,

esta superficie foi agora empregada para fins analiticos.
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A Figura 42 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial registrados com EDDB
em solucao de PQ, e a Figura 43, os voltamogramas registrados com o ECV. A agitacao da
solugdo entre o registro de um voltamograma e outro foi suficiente para a renovagdo da super-
ficie do filme de diamante e assegurou a obtencdo de medidas reprodutiveis, sem efeitos de

adsor¢ao.
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Figura 42: Voltamogramas de pulso diferencial registrados com EDDB, em solu¢do de PQ
0,01 mmolL™', em tampao Britton-Robinson, pH 2,15. (@) 1® varredura; (b) 2 varredura, sem limpeza
do eletrodo; (€) 3* varredura, apos agitagdo da solugdo; (d) branco. Condigdes experimentais: tempo
de equilibrio, 25s; tempo de modulagdo, 0,7s; intervalo de tempo, 1Is; E; = 0,4 V; Ef = 1,0 V;
v=10mVs™'; amplitude, 0,06 V.
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Comparando-se os voltamogramas de pulso diferencial registrados em solugdo de PQ
com o EDDB (Fig. 42) com aqueles registrados com o ECV, nota-se, como ja era esperado,
uma variacdo de linha base, queda na intensidade de corrente, e aparecimento de pico a partir
da 2% varredura, a potenciais de aproximadamente + 0,54 V, correspondente a oxidagdo do

produto de oxidagao da PQ (estrutura VI) Figura 43.
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Figura 43: Voltamogramas de pulso diferencial registrados com ECV, em solugdo de PQ
0,01 mmolL", em tampdo Britton-Robinson, pH 2,15. (@) 1? varredura; (b) 2% varredura, sem limpeza
do eletrodo; (€) 3* varredura, apos agitagdo da solugdo; (d) branco. Condigdes experimentais: tempo
de equilibrio, 25s; tempo de modulagido, 0,7s; intervalo de tempo, 1s; E;=0,4 V; Er=1,0 V; v=10
mVs'; amplitude, 0,06 V.
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Deste modo, o EDDB foi entdo empregado para realizar as medidas subsequentes. A
curva analitica, realizada no intervalo de (8,0 x 10”7 < [PQ] < 1,5 x 10™) molL", ¢ apresentada

na Figura 44.

O limite de deteccao calculado, considerando-se LD = 3SDbranco / coeficiente angular

[75], foi de (1,3)(10'7 + 7,8x10'9) molL'l, com uma sensibilidade de 0,080 A/em’molL ™.
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Figura 44: Curva analitica obtida a partir dos voltamogramas de pulso diferencial, registrados com
EDDB em solugdes padrao de PQ, em tampao BR, pH 2,15. Condi¢des experimentais: tempo de equi-
librio, 25s; tempo de modulagdo, 0,7s; intervalo de tempo, 1s; Ei = 0,4 V; Ef = 1,0 V; v =10 mVs™;
amplitude, 0,06 V. (8,0 x 107 < [PQ] < 1,5 x 10”) molL". Equagio de reta: Ip = (-1,4x10™"° +
0,16x10™"%) A + (9,6x10™ + 0,062x107) molL™" PQ.
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As determinac¢des de PQ nos comprimidos comerciais foram realizadas em triplicata,
pelo método da adicao de padrao, em 3 amostras diferentes, tomadas de 3 cartelas. Os dados
obtidos foram (15,2 + 0,6) mg, com taxa de recuperacdo de (101 + 4)%; (14,9 = 0,17) mg,
com taxa de recuperagdo de (99,3 = 1,2)%; e (14,9 = 1,2) mg, com taxa de recuperagdo de
(99,3 £ 7,77)%. A Figura 45 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial registrados com
EDDB, para determinacido de PQ em formulagdo farmacéutica, empregando o método de adi-

¢do de padrdo. As respectivas curvas analiticas sdo apresentadas na Figura 46.

0.22
0.20 |- X
0.18 |
0.16 [
0.14 |
012 |
0.10

1/ LA

0.08 -
0.06 -
0.04

0.02 -

eletrdlito suporte

0.00 -

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
E/V

Figura 45: Voltamogramas de pulso diferencial registrados com EDDB, em solucdo amostra de PQ,
em solucdo tampdo Britton-Robinson, pH 2,15, antes e apds adi¢des sucessivas de PQ:
1 =23 umolL'l; 2 =25 umolL'l; 3 =26 umolL'l; 4 = 27 pmolL'l; 5 =28 umolL'l;
6 =29 urnolL'l; 7 =30 urnolL'l; 8 = 3,1 urnolL'l; 9 =32 urnolL'l; 10 = 33 umolL'l;
11 = 3,4 umolL™". Condi¢des experimentais: tempo de equilibrio, 25s; tempo de modulagdo, 0,7s;
intervalo de tempo, 1s; Ei=0,4 V; Ef=1,0 V; v=10 mVs'; amplitude, 0,06 V.
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Figura 46: Curvas analiticas obtidas a partir do método de adigdo de padrdo, com extrapolacdo, para 3

amostras diferentes. Dados obtidos de voltamogramas de pulso diferencial registrados em solugdes

com adigOes sucessivas de PQ, em tampao Britton-Robinson, pH 2,15. Condigdes experimentais: tem-

po de equilibrio, 25s; tempo de modulagdo, 0,7s; intervalo de tempo, 1s; Ei=0,4 V; Ef=1,0 V; v=10
mVs™"; amplitude, 0,06 V. A: Ip=(1,3x 10® £ 2,5 x 10"%) pA + (6,2 x 10 £ 2,9 x 10”) umolL™"; B:
(1,3x10%+£35x 10" pA + (5,8 x 107+ 4,2 x 107) umolL™"; €: (1,3 x 10®* £ 2,6 x 10"%) pA + (5,9
x 107+ 3,1 x 107) pmolL ™.

De acordo com os dados apresentados, constata-se facilmente que o EDDB ¢ uma su-

perficie adequada para utilizagdo no método analitico proposto. Os dados obtidos estiveram

em acordo com aquele fornecido pelo fabricante, de 15 mg de PQ por comprimido.
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4.4. Emprego de eletrodo esférico de diamante dopado com boro (EEDDB)

Em vista da oportunidade de se trabalhar com eletrodos esféricos de diamante dopado
(EEDDB), avaliou-se o comportamento destes eletrodos em comparagdo aqueles planos (co-
mo o EDDB), os mais empregados e difundidos.

Utilizou-se voltametria ciclica e solu¢des de ferrocianeto de potéssio 1,0 mmolL'l, em
KNO; 1,0 molL™. Observou-se desvio de linearidade para mais altas velocidades de varredu-
ra, porém este comportamento sé foi observado quando o eletrodo nao foi retirado da solugao

e lavado, ao se variar o valor de v, Figura 47.
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Figura 47: Variagdo da corrente de pico, Ip, em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura.
Dados obtidos com EEDDB, em solugio de ferrocianeto de potassio 1,0 mmolL™, KNO; 1,0 molL™
como eletrolito suporte: lavando-se o EEDDB entre cada variagdo de v (0); na auséncia de lavagem (m).
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Constatou-se entdo, através dos dados apresentados na Figura 47, que na auséncia de
lavagem do eletrodo, o processo de transferéncia de carga deixa de ser controlado por difusao,
com os valores de corrente de pico tendendo a um valor limite. Este comportamento foi entao
atribuido ao tipo de crescimento do filme de diamante no substrato de molibdénio, uma vez
que este efeito nao foi observado em eletrodo plano (EDDB), em que o substrato ¢ silicio e

nao sofre qualquer tipo de tratamento antes do crescimento, Figura 48.
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Figura 48: Variacdo da corrente de pico, Ip, em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura.
Dados obtidos com EDDB (eletrodo plano), em solugdo de ferrocianeto de potassio 1,0 mmolL™”,
KNO; 1,0 molL™" como eletrélito suporte: lavando-se o EDDB entre cada variagdo de v (0); na ausén-

cia de lavagem (m).
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Para se compreender o desvio de linearidade apresentado na Figura 47, deve-se consi-
derar que o EEDDB possui buracos em sua estrutura (origindrios do processo de pré-
tratamento do substrato de molibdénio [72]), como pode ser visto na Figura 49. Portanto, o
desvio da linearidade observado pode ser explicado assumindo que a difusdo da espécie, a
partir da superficie do EEDDB para dentro dos buracos ¢ lenta, comparada com a difusdo do
seio da solucdo a superficie do EEDDB. Assim, a drea disponivel para o processo eletroqui-
mico diminui, principalmente a maiores v e na auséncia de limpeza superficial e a altas velo-
cidades de varredura, as correntes de pico tendem a um valor limite e este comportamento
pode ser atribuido a reten¢do prévia do material estudado dentro dos buracos, durante os vol-
tamogramas ciclicos registrados a baixas velocidades de varredura.

Foi descartada a possibilidade de ocorréncia de uma alta resisténcia 6hmica interna,
devido a um baixo nivel interno de dopagem de boro se comparado com a dopagem externa
[102]. Por outro lado, considerando que a fonte de boro usada foi gasosa e ndo solida [102], a
possibilidade de ocorréncia de dopagem nao-homogénea foi minimizada. Portanto, a maioria
da area eletroquimica ativa do EEDDB ¢ formada por buracos, sendo que as regides planares
superficiais sdo poucas.

Os resultados obtidos sugerem que estes eletrodos podem ser empregados como subs-
tratos para o desenvolvimento de EEDDB quimicamente modificados, para utilizagdo nos
mais variados tipos de aplicagdo. Por outro lado, tanto a miniaturizagdo quanto a maior facili-
dade de montagem deste eletrodo, em relagdo ao EDDB (plano), facilita seu emprego em dife-

rentes meios de andlise e o uso de pequenos volumes de solugdo.
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Figura 49: Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura, mostrando os buracos presentes no
filme de diamante dopado com boro, crescido sobre broca de molibdénio, para formar o EEDDB.

Dando seqiiéncia aos experimentos, foram registrados voltamogramas ciclicos em so-
lucao de ferrocianeto de potassio, empregando os trés eletrodos ja usados, ECV, EDDB (pla-
no) e EEDDB, nas mesmas condig¢des, para efeito comparativo. Na Figura 50 véem-se os vol-
tamogramas obtidos. Os resultados tanto em termos de corrente de pico quanto de AEp usan-

do-se o EEDDB sao melhores, quando comparados aos outros eletrodos.
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Figura 50: Voltamogramas ciclicos apresentados em densidade de corrente de pico, registrados em
solucdo de ferrocianeto de potassio 1,0 mmolL" desaerada, contendo nitrato de potassio 1,0 molL"!
como eletrolito suporte, v = 100mVs™. (@) eletrodo de carbono vitreo; (b) EEDDB; (€) EDDB. Os

valores para o ECV foram divididos por um fator de 2 para se ajustar na mesma escala.

Diferentes parametros voltamétricos foram considerados, para avaliar o desempenho
dos 3 eletrodos. O principal objetivo foi verificar a concordancia de resposta entre eles, usan-
do alguns critérios de quasi-reversibilidade. Assim, a corrente de pico aumenta com v AEp
foi maior que 59/n mV e aumentou com v; a razdo das correntes de pico ficou em torno de 1,
variando de 0,94 a 1,1, para os 3 eletrodos. As caracteristicas de quasi-reversibilidade em re-
lagdao a AEp sdao confirmadas pelos dados obtidos para os 3 eletrodos, como pode ser visto na

Figura 51. O AEp aumentou com v para os 3 eletrodos, sendo mantido no menor patamar com
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o eletrodo esférico, em todo intervalo de velocidades de varredura empregadas, o que eviden-

cia um melhor comportamento de reversibilidade, tipico para este sistema redox estudado.
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Figura 51: Variagdo de AEp (Epa-Epc) em funcdo da velocidade de varredura, em solugdo de ferrocia-
neto de potassio 1,0 mmolL™", contendo nitrato de potassio 1,0 molL"' como eletrdlito suporte.
A:ECV; e: EDDB; m: EEDDB. Eletrodos lavados entre as medidas.

Finalmente, o desempenho deste eletrodo em termos de capacitancia foi comparado ao
do EDDB e ao do ECV, no que diz respeito a corrente de fundo. A Figura 52 apresenta os

voltamogramas ciclicos registrados em solucdo contendo apenas o eletrdlito suporte KNOs.
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Figura 52: Voltamogramas ciclicos apresentados em densidade de corrente de pico, registrados em
solugdo desaerada de eletrolito suporte KNOs 1,0 molL™, v = 100mVs™. (@) ECV; (b) EDDB;
(c) EEDDB.

Os resultados de capacitancia mostraram valores de mesma ordem de magnitude para
os eletrodos de diamante, os quais foram cerca de 200 vezes menores que o valor apresentado
pelo eletrodo de carbono vitreo.

Os dados de capacitancia, para os 3 eletrodos, sdo mostrados na Figura 53.
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Figura 53: Valores de capacitancia obtidos dos voltamogramas ciclicos em fun¢ao do potencial aplica-
do. (a) EDDB; (b) EEDDB; (¢) ECV.

Pelos resultados obtidos, nota-se que existe grande possibilidade de implementar o de-
sempenho analitico dos eletrodos de diamante dopado com boro alterando-se apenas a geome-
tria do eletrodo e trabalhando-se em sistema em fluxo continuo, por exemplo. Este fato, jun-
tamente com as caracteristicas proprias do diamante, explica a boa performance apresentada

pelos eletrodos de diamante, de maneira geral, nas areas de eletrossintese e eletroanalise.
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5. CONCLUSOES
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5.1. Avaliacao dos resultados obtidos

Conforme discutido na sec¢ao 1.2., o mecanismo de agdo da PQ tem sido estudado, mas
nao foi ainda completamente estabelecido. O mais provavel ¢ que espécies intermediarias,
formadas durante o metabolismo da PQ, estejam envolvidas no ataque a diferentes estagios do
parasito [6,8,11-13]. Sabe-se também que a PQ sofre processo redox durante sua biotransfor-
macao, com producdo de metabolitos como carboxiprimaquina ou 5-hidroxiprimaquina, den-
tre outros ja identificados em amostras biologicas [12,13]. No entanto, ndo h4 um mecanismo
que explique as etapas iniciais envolvidas na formacao de tais metabolitos, a partir da molécu-
la de PQ.

Um consenso que se observa entre os pesquisadores ¢ que a 5-HPQ talvez seja o prin-
cipal metabdlito envolvido na atividade antiparasitaria da PQ [12,13,16,17,22,23,25]. Fletcher
et al. [12] consideraram relevante a probabilidade da producdo de espécies ativas de oxigénio
e radicais livres, a partir das reagdes de metabolitos hidroxilados na posi¢dao 5 da PQ. Idowu
et al. [16] propuseram que a PQ produz inicialmente 5-HPQ ou 3’-HPQ como metabodlitos
principais, os quais subseqiientemente formam outros compostos. Por outro lado, identifica-
ram a 5-H-6DPQ como o principal metabdlito nos microssomos de ratos € mostraram que, em
sua produgdo, a hidroxila¢ao da posicao 5 da molécula de PQ ocorre antes da desmetilagao do
grupo metoxi da posi¢ao 6. Augusto et al. [22] discutiram a hipdtese de que a PQ poderia agir
primeiro sofrendo oxida¢do a um fenol, para em seguida originar uma quinonaimina. Vas-
quez-Vivar e Augusto [13,23] consideraram que a diferenga principal entre a 5-HPQ e os ou-

tros metabolitos hidroxilados estudados, ¢ a maior probabilidade de formagdo do radical semi-
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quinonaimina a partir da 5-HPQ, o qual poderia explicar tanto a hemotoxicidade da PQ quanto
sua agdo antiparasitaria.

Portanto, o que se pode concluir do trabalho destes autores, sendo um dado importante
do estudo do metabolismo da PQ, ¢ que a hidroxilacdo da posi¢do 5 parece ser o primeiro
passo do processo metabolico, pois originalmente nao ha grupo substituinte nesta posi¢ao de
sua molécula (fig. 1). Desta forma, nossos resultados confirmaram a formagdo da 5-HPQ a
partir da molécula de PQ, como sugerido por Idowu et al. [16] e para que a 5-HPQ esteja pre-
sente como metabolito, haveria necessidade de hidroxilagdo da posicdo 5 da PQ, conforme
considerado por Augusto et al. [22].

As informacdes obtidas através dos métodos eletroanaliticos empregados possibilita-
ram a proposi¢do de um mecanismo de oxidacdo da PQ, que coincide com tal inferéncia.
Houve indicios de ocorréncia de uma oxidagao inicial, seguida de reagcdo quimica acoplada, ja
que se observou-se queda da funcdo de corrente em funcao de v. Obteve-se um pico Unico de
oxidacdo de carater irreversivel, com sobreposi¢do de picos perceptivel apenas em meio nao-
aquoso. A determinagdo experimental do numero de elétrons envolvidos na etapa inicial suge-
riu o envolvimento de 1 elétron, o que nos conduziu a proposi¢do da formacdo de um cation
radical. Posteriormente, em meio aquoso, ocorreria entao a hidroxilacdo do anel aromatico na

posicdo 5 da molécula, conforme etapas a seguir:

HNJ\/\/NHz HNJ\/\/NHZ

—e- N

N N
7 —_—)
o X O
H

Oxidagao da PQ e formagao de cation radical
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Hidroxilagao na posi¢cao 5 da molécula

Sabe-se que a reagdo preferencial de um cétion radical em meio contendo um nucleoéfilo,
no caso a agua, ¢ a hidroxilacao [77]. Portanto, esta reacdo ¢ a mais provavel neste ponto do
processo.

Cabe lembrar que em meio de DMF, o pico principal de oxidacdo da PQ apresentou ca-
rater quasi-reversivel ao mesmo tempo em que a formagao de 5-HPQ foi dificultada, conclusdo
esta corroborada pela diminui¢do das correntes de pico do par redox detectado a potenciais me-
nos positivos.

Corrobora-se, desta maneira, a probabilidade de producao inicial do metabélito hidro-
xilado na posicdo 5 [16,22], j& que no organismo a PQ também sofre processo redox, e todo o
sistema esta em meio aquoso, no mesmo pH em que os estudos eletroquimicos foram realiza-
dos. Por outro lado, partindo-se entdo da 5-HPQ e pensando-se em termos tanto de hemotoxi-
cidade quanto de acdo antiparasitaria [23,25], pode-se ter entdo a presenga de espécies muito

reativas no meio intracelular: o cation radical produzido inicialmente pela oxidagao da PQ, ou
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o radical semiquinonaimina formado principalmente a partir de 5-HPQ [13,23]. A a¢do destes
radicais poderia ser diretamente sobre o parasito, ou indiretamente, através da participacao no
ciclo de produgdo de outras espécies reativas, as quais causariam estresse no parasito. O me-
canismo aqui proposto também mostra claramente que os estudos envolvendo o mecanismo
de acdo da PQ nao podem ser considerados, sob o ponto de vista bioldgico, a partir de seu
principal metabolito (5-HPQ), ja que para se chegar a este metabolito tem-se a formagao de
radicais livres a partir da PQ.

A etapa seguinte seria outro processo eletroquimico, envolvendo a perda de 3 elétrons e
3 protons, para formacao do respectivo composto quinonaiminico, como visto a seguir. A varia-
¢do nos potenciais de pico obtidos por voltametria ciclica, com o pH, sugere de fato o envol-
vimento de prétons na reacdo de transferéncia de carga. A obtencdo do niumero de elétrons
igual a 1, como dito anteriormente, ¢ coerente, apesar do processo total proposto envolver a
participagdo de 4 elétrons, devido a etapa limitante provavelmente ser a formagdo do cation
radical. Deve-se ressaltar que, por qualquer dos métodos usados para a determinacdao do ni-

mero de elétrons, sempre se obteve valor proximo de 1 elétron.

— 3H* |
Ny 3 Ne
I - 3e- |
HO H
(o)

Oxidagao e formagao de composto quinonaiminico
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Uma possibilidade, nesta altura, seria a formacdo do radical semiquinonaimina [13,23].
Como ndo temos evidéncia da ocorréncia da producdo deste radical, principalmente por se ter
trabalhado em meio aquoso e pelo produto formado ser uma imina, a hipotese da ocorréncia de
hidrélise desta ultima foi considerada, como visto a seguir, ja que este tipo de composto hidroli-

sa facilmente em meio aquoso:

Hidrdlise do composto quinonaiminico

Desta forma pode-se considerar, do ponto de vista bioldgico, a acdo antiparasitaria da
PQ e/ou seus efeitos colaterais, ndo somente a partir de algum dos seus metabdlitos, mas prin-
cipalmente partindo do cation radical, ou mesmo da quinona. Cations radicais sdo intermedia-
rios importantes em muitas reagdes de oxidagdo e reducdo, observadas em fendmenos biolo-
gicos [77,87].

A hipotese tanto do ataque nucleofilico ao cétion radical, quanto da hidrolise da imina,
pode ser corroborada pela realizagdo dos experimentos em meio nao aquoso, de DMF. Obser-
vou-se por voltametria ciclica um novo pico catodico, o qual ndo foi observado quando se traba-
lhou com PQ em meio aquoso. Considerou-se como sendo um componente quase-reversivel em
rela¢do ao pico principal da PQ. Ele pode estar entdo relacionado ou a redug@o do cation radical
inicialmente formado, ou a redu¢do do composto quinonaiminico, presente apenas quando nao

acontece a hidrolise.
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Finalmente, o composto quinoidal formado ap6s a hidrélise, é reduzido no sentido in-
verso da varredura de potencial formando o derivado hidroquinoidal, o qual se oxida no senti-
do direto, ja entdo na 2* varredura, estabelecendo-se assim o par redox do derivado quinoi-

dal/hidroquinoidal da PQ.

OH
N
+2H*, +2e" N
4 N 0 S
OH
(1)) (1))

Par redox do derivado quinoidal/hidroquinoidal da PQ

Estudos individualizados e comparativos dos compostos, isoladamente, ndo foram con-
siderados a priori, porque muitos deles tém caracteristicas cromatograficas, ou espectrométri-
cas, muito parecidas [16]. Um dado mais conclusivo poderia ser acrescentado a este mecanis-
mo, se fosse possivel a realizagdo de experimentos com os derivados quinoidais da PQ,
6-metoxi-5,8-quinolinadiona (I) e 6-metoxi-5,8-quinolinadiol (II). Isto ndo se concretizou, pois
tais compostos ndo estdo a venda. Apesar disto, medidas experimentais realizadas em solugdo
de 5-HPQ confirmaram os picos voltamétricos a ela atribuidos durante a oxidagdo da PQ.

A dimerizagao da PQ nao foi considerada no mecanismo proposto, pois ndo se obser-
vou picos multiplos na VC, ha impedimento estérico da molécula de PQ, e, o mais provavel,
este tipo de processo so acontece, para moléculas aromaticas, em meio de baixa nucleofilici-

dade, que nao foi o caso [93].
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Portanto, chegou-se finalmente a proposi¢do de um mecanismo completo de oxidagdo
eletroquimica da PQ, coerente com os dados disponiveis até agora tanto especificamente a
respeito da PQ [12,13,16,17,22,23,25], quanto relacionados a classes mais amplas de compos-
tos organicos, dentro das quais a PQ se inclui [78-86]. Este mecanismo pode servir de base
para estudos mais aprofundados sobre tal farmaco, tendo em vista suas aplicagcdes como far-
maco com atividade antimalarica ou antichagasica.

Com relacdo a utilizagdo de diferentes eletrodos na proposi¢do do mecanismo de oxi-
dagdo da PQ, o emprego do EDDB nao foi decisivo para o esclarecimento do mecanismo de
oxidacdo aqui proposto, devido principalmente, e justamente, a auséncia de processo adsorti-
vo sobre sua superficie, ao contrario do que se observou com ECV. No entanto, a auséncia
destes efeitos nos mostrou claramente que em ECV, os intermedidrios de reacdo estavam sen-
do imobilizados. A auséncia de efeitos de adsor¢do se deve fundamentalmente a diferenca de
espécies superficiais disponiveis para facilitar a adsor¢ao. Sabe-se que o diamante altamente
dopado, usado nos experimentos, tem grande nimero de defeitos de rede e mais ligagdes sp e
sp® que o diamante menos dopado. No entanto, nio se sabe como ¢ formada a superficie do
ECV, pois o eletrodo ndo vem de fabrica com qualquer informagao detalhada sobre o trata-
mento térmico sofrido durante sua produgdo, nem com estudo de caracterizacao que indique
as espécies presentes na sua superficie. Consequentemente, ndo é possivel a realizagdo de
qualquer comparacdo entre os 2 eletrodos sob este ponto de vista. Apesar disto, o uso do
EDDB foi fundamental para corroborar o envolvimento de 1 elétron no pico principal de oxi-
dacao da PQ.

As informagdes sobre capacitncia reafirmaram a importincia da baixa corrente de
fundo observada com os eletrodos de diamante em comparacdo com o ECV. Num eletrodo

semicondutor, isto provavelmente se deve a que praticamente toda a variacao de potencial na
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area interfacial ocorre na regido de carga espacial e, neste caso, a capacitancia varia de 0,001
a 1 pF cm™, enquanto que a capacitdncia da dupla camada, para os demais materiais, varia de
10 a 100 pF cm™. A baixa corrente de fundo do diamante pode ser explicada por 3 fatores:
auséncia de funcionalidades carbono-oxigénio eletroativas na superficie; baixa densidade su-
perficial de transportadores de carga com consequente pouca acumulacao de ions ou dipolos;
estruturacao do filme como um arranjo de microeletrodos [103].

Consequentemente, o EDDB apresentou-se como o eletrodo mais adequado para a de-
terminagdo analitica da PQ. Seu pouco ou nenhum caréter adsortivo possibilitou o uso do
EDDB na determina¢do de PQ em comprimidos comerciais, ja que se fez apenas a renovagao
da solucdo na regido da superficie do eletrodo, pois ndo se observou processo algum que a
bloqueasse. Por outro lado, a baixa corrente de fundo e a estabilidade da linha base facilitam
sobremaneira a realizacdo de experimentos em concentragdes muito pequenas de analito, o
que se reflete na obtencao de baixos limites de deteccdo em determinagdes analiticas.

Os resultados da determinacao analitica mostraram concordancia com o valor forneci-
do pelo fabricante. Foi possivel a realizacdo de, no minimo, 200 leituras sem perda da quali-
dade de resposta do eletrodo de diamante.

O EEDD deve ser alvo de estudos minuciosos, que o viabilize como material suporte
para construc¢do de eletrodos quimicamente modificados.

A disponibilizagao, pelo laboratdrio de crescimento de diamante do INPE, dos dados
de crescimento e de caracterizagdo superficial dos filmes de diamante dopado, foi fundamen-
tal para o acompanhamento dos resultados eletroquimicos. Assim, pode-se optar por filmes
mais dopados, sabendo-se quais suas caracteristicas, para fixacdo de parametros para traba-

lhos futuros.
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5.2. Perspectivas futuras

Um aspecto importante, decorrente do mecanismo proposto para a oxidagdo da PQ, ¢ a
formagdo de um cation radical ja na primeira etapa de reagdo. Considerando-se que nosso
grupo tem, ao longo dos anos, adquirido experiéncia na modificacdo de superficies com as
bases do DNA e a propria molécula do DNA, a perspectiva futura ¢ a de modificagdo de ele-
trodos de diamante em solu¢des de guanina e a utilizacdo destas superficies assim modifica-
das para efetuar a eletro-oxidacao de PQ. O cation radical formado poderia, deste modo, inte-
ragir com a base imobilizada na superficie do eletrodo, produzindo PQ e 8-oxo-guanina, pro-
duto de oxidagdo da guanina, passivel de ser detectado por oxidagdo a baixos potenciais apli-
cados.

O eletrodo seria modificado, seguindo procedimentos ja estabelecidos [104], ou a par-
tir de alteragdes deste método, que se fagam necessarias. Um estudo comparativo para verifi-
cacdo desta possibilidade poderia ser realizado com 5-HPQ. Neste caso, espera-se que nao
haja qualquer alteragdo na guanina imobilizada, pois ndo hé formacao do cation radical. Se, ao
contrario, houver oxidagdo da guanina, pode-se pensar sobre a formacao de outros intermedia-
rios reativos, inclusive do radical semiquinonaimina. Como as interagdes com guanina devem
ser a priori diferentes em cada caso, partindo-se de PQ ou 5-HPQ, espera-se que se possa
distinguir os 2 processos, principalmente pela posicao dos potenciais de pico, ou mesmo ava-
liando a eventual interagdo radical-guanina em janelas reduzidas de potencial, que restrinjam
0s processos envolvidos.

Outras propostas de trabalho podem surgir com emprego de eletrodos de diamante
produzidos a partir de filmes com diversos niveis de dopagem. Assim seriam avaliadas as

alteracdes na resposta dos eletrodos, em fungdo do nivel de dopagem, que possibilitassem
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estabelecer diferentes aplicagdes para cada um deles. Neste caso, estudos de caracterizagao
superficial seriam essenciais, para o acompanhamento de eventuais modificagdes dos eletro-
dos, em func¢do da dopagem. Como j4 existem muitas informagdes a respeito da PQ, utilizan-
do-se diferentes técnicas eletroquimicas, esta substincia poderia ser utilizada como base para
os experimentos. A partir disto, outras classes de compostos de interesse seriam usadas, ja
tendo efetuado a escolha do nivel de dopagem de eletrodo para um objetivo especifico.

Considerando-se apenas os eletrodos de diamante, inimeros campos de pesquisa se a-
brem, desde que se disponha de dados fundamentais sobre o crescimento dos filmes. S assim
pode-se ter um entendimento completo dos processos que estdo se desenvolvendo durante os
experimentos, na superficie dos eletrodos. Como o nosso laboratdrio possui uma colaboragao
proficua com o Grupo de Crescimento de Diamante do INPE, este tipo de trabalho pode ser
feito em detalhes.

Outra possibilidade que se mostra neste sentido, ¢ a utilizagdo de diferentes espécies de
materiais carbonosos para posterior producdo de eletrodos de diamante [52,55,56,58], mas
sobre os quais todas as informacgdes relativas a caracteriza¢do superficial seriam disponibili-
zadas pelo grupo do INPE, de modo a viabilizar o entendimento dos processos eletrodicos
observados. Desta forma, facilitar-se-ia a selecdo de um determinado material para um uso
especifico: que tenha maior area superficial mas reduzido tamanho final, que tenha maior fle-

xibilidade de montagem do eletrodo final, que seja um microeletrodo, etc.
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Baixar livros de Literatura
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Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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