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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia eletroanalitica
para a determinacdo de amodiaquina em leite materno, utilizando um
biossensor a base de hemina, uma porfirina presente na hemoglobina e
responavel pelo transporte de oxigénio. A amodiaquina, por sua vez, € um
derivado 4-aminoquinoquinolinico amplamente utilizada no tratamento da
maléria, com propriedades antiinflamatoéria e antipirética. Sua transferéncia
para o leite materno € moderada, porém mesmo em baixas dosagens pode ser
considerada prejudicial ao lactante. A caracterizagdo e a preparo do biossensor
foi a primeira etapa deste trabalho. O comportamento eletroquimico do
biossensor foi explorado pelo emprego da técnica voltametria de pulso
diferencial. As melhores respostas voltamétricas foram obtidas com a
composicao da pasta de carbono contendo 10% de hemina em solugdo-tampéao
Britton-Robson de pH 7,0. Para o estudo do comportamento eletrodico da
amodiaquina foi utilizada a técnica de voltametria ciclica, que apresentou em
meio neutro um processo de oxidacdo em 0,054 V vs. Ag/AgCI na velocidade
de 20 mV s' em pH 7,0. As técnicas voltamétricas utilizadas para o
desenvolvimento da metodologia foram a voltametria de pulso diferencial e a
voltametria de onda quadrada. Nesse estudo as condicbes otimizadas
encontradas foram: pH = 7; velocidade de varredura = 40 mV s™; amplitude =
200 mV e frequéncia = 150 Hz, onde os parametros indicaram a voltametria de
onda quadrada como a melhor técnica para a determinacdo voltamétrica da
amodiaquina por apresentar melhor desempenho. Os limites de deteccdo e
quantificacdo obtidos na determinacdo da amodiaquina por voltametria de onda
quadrada foram de 8,7 x 107 mol L™ e 2,9 x 10°® mol L, respectivamente. Apés
a otimizacdo de todos o0s parametros relevantes, o meétodo analitico
desenvolvido foi aplicado com sucesso em amostras de leite materno. A
concentracdo de amodiaquina analisada foi de 1,7 x 10 ® mol L™. O método
desenvolvido mostrou-se eficiente e reprodutivel na determinacdo de
amodiaquina presente no leite materno, ndo sendo necessario qualquer
tratamento prévio da amostra.

Palavras-chave: leite materno, amodiaquina, voltametria de onda quadrada,
hemina.
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ABSTRACT

This research had as main objective to develop an electroanalytical procedure
for the determination of amodiaquine in human milk, using a carbon paste
electrode modified with hemin, hemoglobin functional group responsible for
transporting oxygen. The amodiaquine (a derivative 4-aminoquinoquinolinico) is
a drug used to treat malaria with anti-inflammatory and antipyretic
properties. The characterization and preparation of carbon paste electrode
modified with hemin was investigated. The electrochemical behavior of modified
electrode was explored using differential pulse voltammetry. The best
voltammetric response was obtained for the composition of carbon paste 10%
hemin solution in Britton-Robson buffer pH 7.0. To study the electrochemical
behavior of amodiaquine was used the technique of cyclic voltammetry, which
presented in a neutral medium oxidation process at 0.054 V vs. Ag / AgCl at a
rate of 20 mV s™. The voltammetric techniques used to develop the
methodology where the differential pulse voltammetry and square wave
voltammetry. In this study the optimized conditions were: pH 7, scan rate = 40
mV s?, amplitude = 200 mV and frequency = 150 Hz, where the parameters
indicated the square wave voltammetry as the best technique for determining
the voltammetric amodiaquine has a minor detection limit. The limits of detection
and quantification were obtained in the determination of 8.7 x 10 mol L™ and
2.9 x 10°® mol L™, respectively. After optimization of all relevant parameters, the
analytical method developed was successfully applied in samples of breast
milk. The concentration of amodiaquine obtained was 1.7 x 10®° mol L™. The
method was efficient and reproducible in the determination of amodiaquine
present in breast milk, there is no need any pretreatment of the sample.

Key words: breastfeeding, amodiaquine, square wave voltammetry, hemin



I-INTRODUCAO
1.1- A malaria e os antimalaricos

A malaria é considerada uma das doencas tropicais mais devastadoras,
sendo a causa de morte de 1 milhdo de pessoas por ano. No século XX, a
malaria foi erradicada de varios paises de clima temperado. Entretanto,
atualmente ainda continua sendo um dos problemas de salde coletiva mais
importante, pois apesar do grande desenvolvimento cientifico e tecnologico
alcancado pela humanidade, muitos paises ainda ndo conseguiram controlar
essa doenca, principalmente os paises das regifes tropicais e subtropicais,
onde ainda se encontrar um namero consideravel de casos.

A doenca € causada por protozoarios do género Plasmodium
transmitidos ao homem por fémeas dos mosquitos do género Anopheles
infectadas. Somente 4 de aproximadamente 100 espécies desses protozoarios
sdo responsaveis por infectar seres humanos: P. falciparum; P. vivax; P. ovale e
P. malariae, sendo o P. falciparum o mais perigoso de todos os parasitas da
malaria por causar a forma mais grave dessa doenca, a malaria cerebral, que
aniquila os glébulos vermelhos do sangue, provocando estados anémicos, na
maioria dos casos levando a morte. E caracterizada por ataques de febre
(temperaturas acima de 40 °C) acompanhados por severas dores de cabeca,
arrepios, nauseas, algum delirio e dores gastricas (Kasture et al., 1993).

A malaria é uma preocupacdo de dimensdes globais, mas com
caracteristicas locais. No Brasil, mais de 60 % do territorio é favoravel a
transmissdo da malaria. No pais, a doenca € causada por Plasmodium
falciparum, P. vivax e, mais raramente, P. malariae. O P. vivax é responséavel
pelo maior nimero de casos e o P. falciparum é responséavel pelo maior nimero
de mortes. No Brasil, os programas de controle da malaria instituidos na década
de cinquenta, foram eficientes e reduziram consideravelmente o namero de
casos. Vinte anos depois, devido ao desenvolvimento da Regido Amazonica

impulsionada principalmente pela construgdo de usinas hidroelétricas e pelo



desenvolvimento de projetos agropecuarios incentivados por 0rgaos
governamentais, houve um aumento do numero de casos de malaria em
trabalhadores rurais, garimpeiros e outros tipos de trabalhadores. (Marques,
1987). Nesta época, 97,5% dos casos de maléaria registrados no Brasil foram
oriundos da Regido Amazobnica (Marques et al., 1982). Segundo Ministério da
Saude, no periodo de 1999 a 2008, observou-se uma reducdo na incidéncia
parasitaria anual (IPA) nos estados da Regido da Amazodnia Brasileira. A
letalidade por malaria também foi reduzida, assim como a propor¢cdo de
internacdes que passou de 3,3% em 1999 para 1,3% em 2008. Fora da
Amazonia, o maior numero de casos foi observado em Goias, seguindo-se
Parana, Sao Paulo e Mato Grosso do Sul. (Marques et al., 1982). Na década
de 90 eram 700 mil novos casos por ano rendendo ao Brasil o titulo de pais das
Américas com o0 maior risco de contaminacdo por malaria (World Health
Organization, 2005). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 40 %

da populacdo mundial esta sujeita a contrair maléria, A figura abaixo mostra as

regides onde a maléria esta mais presente (Figura 1).

-8 eshimativa crescente
Fonte: WHO (2003).
Figura 1. Mapa mundial de ocorréncia de malaria.

Diante desta gravissima situacdo, no ano 2000 o Ministério da Saude

intensificou suas a¢des em parceria com 0s municipios e estados amazonicos.



Em 2002, observou-se o maior declinio de casos de malaria dos ultimos 40
anos. Porém, em 2004 constatou-se um aumento da doenca no Brasil, com
459.000 casos e esse numero continuou a aumentar em 2005. Em 2006,
embora tenha havido uma pequena reducdo em relacdo a 2005, ainda foram
registrados 546.000 casos de maléaria no Brasil. (World Health Organization,
2005).

A maléaria passou a chamar a atencdo de praticamente todos os paises,
apos relatos de que muitas cepas do protozoario causador da doenca tém se
tornado resistentes aos medicamentos utilizados atualmente, bem como devido
ao aumento do numero de casos da doenca entre os chamados paises de
primeiro mundo (Mendis et al., 2001)

Na década de 1950, grande parte das tentativas mundiais de erradicar
este flagelo falhou, principalmente, devido ao desenvolvimento da resisténcia
aos agentes antimalaricos (Mendis et al., 2001). Até a 2% Guerra Mundial, a
quinina era 0 Unico agente antiparasitario eficaz frente a malaria. Apos a
introducdo de derivados sintéticos, a quinina foi descartada. Entretanto, com o
aparecimento de cepas resistentes de Plasmodium, este farmaco foi
reintroduzido. Durante a 2% Guerra Mundial, as forcas aliadas inauguraram um
programa de pesquisa de antimalaricos, onde foram desenvolvidos varios
farmacos, com destaque para a cloroquina e a primaquina. A cloroquina, uma 4-
aminoquinolina, tornou-se, entdo, o farmaco mais usado empregado no
combate a malaria (Wolf,1995).

Desde 1960, a transmissdo da maléria aumentou em muitas regiées onde a
infeccdo € endémica. Cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina
e a multiplos agentes disseminaram-se e o grau de resisténcia medicamentosa
aumentou (Mendis et al., 2001). A incidéncia de resisténcia a malaria por parte
do Plasmodium falciparum, em relagdo as drogas antimalaricas, continua a
aumentar em grandes areas do mundo em desenvolvimento e este aumento da
resisténcia as drogas limita a escolha de uma quimioterapia eficaz contra a
maléria pelo Plasmodium falciparum. A resisténcia é um fator importante a ser

considerado, porém a seguranca e 0 custo também limitam o uso destes



compostos. A completa irradicacdo do mosquito, que € o transportador do
Plasmodium falciparum, ainda nao foi possivel. Por conseguinte, a procura de
novas drogas antimalaricas potentes vem sendo levada a cabo em todo mundo
(Khalil et al., 2000).

O tratamento da malaria é longo, complexo e muitas vezes ineficaz
devido a reinfeccdo do paciente, fenbmeno muito comum em regides
endémicas. Isto acontece porque muitas das estratégias consideradas eficazes
para o combate a esta doenca sdo pouco acessiveis nos paises endémicos,
como a educacado da populacéo de risco, a quimioterapia eficiente, o controle
do vetor por meio de inseticidas e 0 uso de mosquiteiros impregnados com
inseticidas para evitar a infeccdo (Soares et al.,1998). Somando-se a iSsO 0
rapido surgimento de cepas do Plasmodium falciparum resistentes aos
antimalaricos atualmente disponiveis, a ineficacia das vacinas e o desinteresse
das grandes industrias farmacéuticas em desenvolver farmacos baratos e
acessiveis contra a doenca, ndo é dificil entender porque a malaria ainda é uma

emergéncia global de saude publica (Santos Filho, 2000).

1.2- A interacdo entre os antimalaricos e a hemina

A complexidade do ciclo de vida do parasita explica as dificuldades
enfrentadas, ao longo dos tempos, para o estabelecimento de uma terapia
antimalarica eficaz e segura. O desenvolvimento de um farmaco antimalarico
ideal pressupde a existéncia de uma atividade antiparasitaria 6tima com um
minimo de efeitos adversos para o hospedeiro. No entanto, os varios farmacos
antimalaricos que vem sendo desenvolvidos e patenteados ao longo dos anos
deram origem a ciclos de esperanca seguidos de desilusédo, face aos problemas
gue foram surgindo, em especial a crescente resisténcia por parte do parasita.

7

A quimioterapia adequada e oportuna da malaria € hoje fundamental no

controle da doenca. Tao Iimportante quanto € o conhecimento das

caracteristicas quimicas e farmacoldgicas dos antimalaricos, € o entendimento



das propriedades farmacocinéticas, eficacia, grau de tolerancia e a capacidade
de induzir os efeitos toxicos do parasita. (Page et al., 1999 ; Wilson et al., 2008).

Os antimalaricos podem ser classificados de acordo com as
caracteristicas quimicas, farmacolégicas, locais de acdo no ciclo biolégico do
parasita. (Wilson et al., 2008).

Os farmacos antimalaricos séo eficientes devido ao mecanismo de acao,
pois se ligam fortemente a proteinas presentes no sangue, formando complexos
que sdo téxicos ao parasita. (Peters, 1998 ; Wilson et al., 2008). Quando a
forma merozoita se reproduz assexuadamente dentro das hemécias, o0s
parasitas necessitam de uma enorme quantidade de nutrientes e, por terem
capacidade limitada de sintetizar aminoacidos, eles suprem suas necessidades
pela degradacdo da hemoglobina humana. Os parasitas degradam cerca de
75% da hemoglobina dos eritrécitos e a utilizam como fonte alimentar. A
hemoglobina é importada para dentro de um compartimento acidico do parasita,
conhecido como vacuolo alimentar, e € quebrada por enzimas proteoliticas,
chamadas plasmecinas, em peptideos que, posteriormente, sdo degradados a
aminoacidos (Egan e Marques, 1999). Mais de 80% das hemoglobinas de uma
célula infectada podem ser degradadas dessa forma. Durante este processo,
que ocorre dentro do vacuolo digestivo do parasita, hd também a liberacdo da
hemina, que é toxica ao parasita, devido a sua capacidade de gerar espécies
reativas de oxigénio. Para evitar sua toxicidade, a hemina é polimerizada pelo
parasita, formando um pigmento cristalino, insolivel e ndo téxico chamado
hemozoina. (Wilson et al., 2008). Sem duvida, a acdo deste tipo de drogas esta
intimamente relacionada a presenca de hemina livre que é gerada no interior do
vacuolo alimentar do parasita. Além disso, os antimalaricos aminoquinolinicos
acumulam-se no interior do vacuolo e sdo capazes de formar complexos com a
hemina e, assim, inibir a formag¢éo de hemozoina. (Dorn et al.,1995).

Os antimalaricos quinolinicos, aril-alcodis e derivados da artemisinina
ficam concentrados no vacuolo alimentar (Tabela 1). Existem algumas
evidéncias que a interacdo entre esses antimalaricos e a hemina esteja

envolvida na toxicidade desses farmacos ao parasita. Varios experimentos in



vitro estabeleceram que farmacos antimalaricos quinolinicos agem por
interferéncia na cristalizacdo da hemozoina. (Sullivan et al.,1998). Persiste,
entretanto, uma divergéncia sobre como isso ocorre (Egan e Marques, 1999).
Segundo Slater e Cerami,1992 sugeriram que a reacao de formacéo da
hemozoina no parasita € catalisada por uma enzima, que seria inibida pelos
antimalaricos quinolinicos. Outra hipotese é que os antimalaricos quinolinicos
podem inibir a formacdo de hemozoina, pela interacdo direta com a hemina.
Warhurst, 1981 demonstrou espectroscopicamente que antimaléricos
quinolinicos formam, em solucdo benzénica, complexos com a hemina e que o
epimero inativo da quinina, a 9- epiquinina, ndo forma o complexo. Egan e
colaboradores, 1994 demonstraram que a cloroquina, quinina e amodiaquina
sdo capazes de inibir a polimerizacdo espontanea da hemina em solugéo
acidica acética, enquanto a 9-epiquinina e outras substancias inativas na fase

eritrocitica da maléria ndo sao capazes de inibir.

Tabela 1. Principais antimalaricos que atuam na inibicdo da hemozoina.

Quinina; Mefloquina; Amodiaquina ;
Quinolinicos Primaquina ; Cloroquina ; Etaquina ;

Hidroxicloroquina; Plasmoquina

Aril-alcodis Halofantrina ;Pironaridina ; Lumefantrina

Derivados da Artemisina Artemeter; Arteeter ;Artemisinina; Artesunato

Fonte: Rev. Bras. Farm., 89(1), 2008 .

Como a hemina € um dos principais alvos da agéo antimalarica. O estudo
da amodiaquina e da sua interagdo com a hemina reveste-se de interesse

especial, pois além do objetivo quimico da pesquisa, este estudo pode vir a



contribuir para um maior entendimento do mecanismo de acdo antimalarica da

amodiaquina.

1.3- Amodiaquina, um antimaléarico aminoquinolinico

A amodiaquina € um antimalarico de baixo custo, de elevada tolerancia e
grande eficacia no tratamento da malaria vivax, e quando usada em associacao
com a tetraciclina mostra-se ainda com maior atividade que a cloroquina no
tratamento da malaria falciparum (Rieckmann et al., 1972.).

A amodiaquina surgiu em 1945, quimicamente é um composto 4-
aminoquinolinico que apresenta massa molecular de 267 g mol™* (Figura 2) e

caracteristica de base fraca.
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Figura 2 . Estrutura molecular da amodiaquina.

I

A investigacdo de antimalaricos 4-aminoquinolinicos reveste-se de
grande importancia, j& que a sintese de 4-aminoquinolinas como a cloroquina
ou a amodiaquina é facil e de baixo custo, e estes compostos séo, de forma
geral, bem tolerados e com niveis de toxicidade aceitaveis para o tratamento da
malaria aguda.

Adicionalmente, a amodiaquina é eficaz contra determinadas estirpes do
parasita resistentes a cloroquina. Este Ultimo aspecto justifica o recente
interesse no desenvolvimento de novos derivados da amodiaquina, com o

intuito conceber novos antimalaricos mais eficientes.



Estudos recentes sobre o tratamento de maléria por P falciparum sem
complicagées, realizados durante os ultimos dez anos na Africa, mostrou que a
amodiaquina teve uma eficacia terapéutica mais alta que a cloroquina, com uma
tendéncia para restabelecimento clinico mais rapido. Esta diferenca também foi
observada em zonas com resisténcia a cloroquina fraca ou moderada (Brasseur
et al., 1999). Contudo, alguns paises tém continuado a utiliza-la no tratamento
de malaria sem complicacdes e ndo tem havido notificacdes de casos graves.

Recentemente, a amodiaquina foi reclassificada como pro-farmaco, pois
apos a administragdo oral, a amodiaquina € rapida e extensamente
metabolizada dando origem aos derivados farmacologicamente ativos, como a
“desetilamodiaquina” (DAQ), por perda de um grupo N-etila, e ao metabdlito
secundério 2-hidroxi-amodiaquina, sendo ambos eliminados por excregdo renal
(Gido, 2001), que provavelmente € a responsavel pela maior parte do efeito
terapéutico (Winstanley et al.,1990). Em contraste com outros antimalaricos, a
amodiaquina acumulada nos neutrofilos humanos da origem a um metabdlito
eletrofilico que contribui para a diminuicdo dos niveis de glutationa
(antioxidante hidrossoluvel), resultando, portanto, numa maior toxicidade
(Naisbitt,1997).

A reducdo da toxicidade da amodiaquina tem sido estudada nos ultimos
anos, objetivando o desenvolvimento de novos derivados da amodiaquina. Uma
outra abordagem, bastante recente, baseia-se na combinacdo da amodiaquina,
ou do seu metabdlito ativo desetilamodiaquina, com outros agentes
antimalaricos, como a artemisinina ou antifolatos (Mariga,,2005; Gupta et
al.,2002).

Pesquisas realizadas revelam a presenca de amodiaquina em
medicamentos e em amostras bioldgicas. A amodiaquina e seus metabdlicos
foram detectados em plasma humano, utilizando a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Lindegandh et. al. 2002). A presenc¢a de amodiaquina
em amostras de sangue capilar, utilizando as técnicas de cromatografia liquida
e extracdo em fase sélida em amostras bioldgicas foi investigada por Minzi et al.
(2003) e em urina por Pussard et al., (1986). Minzi et al., 2003, utilizando a



técnica de cromatografia liquida determinou amodiaquina, cloraquina e seus
metabdlicos em amostras de sangue, plasma e urina. O limite de quantificacao
foi de 10nm para todos 0s compostos.

O método desenvolvido por Pussard et al., 1986, determinou a
guantidade de amodiaquina e desetilamodiaquina simultaneamente em fluidos
bioldgicos com um limite de deteccdo de 1,0 x 10® mol L™. Foi determinada
também a presenca da amodiaquina e seus metabdlicos em amostras de
sangue utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccéo eletroquimica, apresentando um limite de determinacéo de 3,0 x 107
mol L™ (Mount, 1986). Em medicamentos o derivado da amodiaquina obtido
pela reacdo com periodato foi determinado por espectrofotometria de absorcao
molecular por Verma et al.,1990. Varios métodos tém sido descritos para a
quantificacdo simultdnea da amodiaquina e seu principal metabdlico em
amostras biolégicas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo espectrofotométrica. O limite de quantificacdo dos métodos foram de
5,0 ng mL™ para amodiaquina e 200,0 ng mL™ para desetilamodiaquina(Dua
et al., 2004). No estudo de Mount, 1986, a técnica de cromatografia liquida com
deteccdo eletroquimica oxidativa foi usada para a quantificacdo da amodiaquina
em drogas antimaléricas e trés dos seus metabdlicos no sangue humano. O
método foi constituido por uma etapa de extracdo e apresentou limites de
deteccdo de 1,0 ng ml™* para amodiaquina e 3,0 ng ml™* para seus metabélicos.

Ansari e colaboradores, 2008, desenvolveram um método
espectrofotométrico para a determinacado da amodiaquina e sulfadoxina, em sua
forma pura, e em formulagcBes farmacéuticas. Estas espécies apresentaram um
maximo de absor¢do a 505 nm para a amodiaquina e em 470 nm para a
sulfadoxina com absortividade molar de 6,83 x 10° e 3,74 x 10*
L mol * cm 7%, respectivamente.

A importancia da determinacdo analitica de pequenas quantidades de
compostos antimalaricos em meio biolégico tem proporcionado o
desenvolvimento de técnicas analiticas cada vez mais sensiveis e seletivas.

Dentre estas, as técnicas eletroanaliticas tém mostrado excelentes resultados.



10

Pacheco, 2004, desenvolveu um método eletroanalitico baseado na
voltametria adsortiva de redissolugdo catddica com varredura de potencial de
onda quadrada e de pulso diferencial para a determinacéo do ciclofenil em urina
e em formulacdes farmacéuticas, e na voltametria anddica com varredura de
potencial de onda quadrada e de pulso diferencial para a determinacdo da
primaguina em formula¢des farmacéuticas, utilizando eletrodo de carbono vitreo
e a técnica de pulso diferencial. A primaquina foi determinada em formula¢ctes
farmacéuticas com recuperacdo média de 101,7 %, e limite de deteccdo de
1,0 x 10° mol L™.

Anca et al., (2005) em seu artigo descreveram a determinacéo voltamétrica
de pulso diferencial da 8- aminoquinolina usando eletrodo de carbono, onde foi
possivel determinar a 8- aminoquinolinica na concentracdo de 2 x 10° mol L™
quando em 0,1 mol L™ de HsPO, e 0,1 mol L* de NaOH, foi alcancado o
limite de determinac&o de 2 x 10® mol/L usando voltametria adsortiva.

Zima et al, 2006, realizaram a determinacdo voltamétrica de
aminoquinolinicos usando eletrodo de pasta de carbono. As condi¢cBes 6timas
foram encontradas por voltametria de pulso diferencial e voltametria adsortiva
de pulso diferencial. Os menores limites de determinacdo foram encontrados
para voltametria adsortiva de pulso diferencial em 0,1 mol L* H3PO,, 5 x 10
mol LY 1 x 107 mol L* e 1 x 107 mol L* para 5-aminoquinolina,
6- arninoquinolina e 3-aminoquinolina, respectivamente.

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade do método eletroanalitico a ser
desenvolvido neste trabalho, optou-se pelo emprego do leite materno como

matriz biologica.
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1.4 - O uso de antimalaricos durante a lactacédo

Os farmacos utilizados durante a lactacdo podem ser classificados como
seguros, moderadamente seguros e inseguros. Deste modo, publicagcées sobre
drogas e aleitamento materno séo regularmente disponibilizadas pelo Ministério
da Saude (2000), pela Academia Americana de Pediatria (AAP) (2001) e pela
OMS (2007), entre outros, com o intuito de orientar os profissionais de saude,
tendo em vista que muitos farmacos podem ser transferidos do plasma para o
leite, podendo chegar ao lactante em concentragfes téxicas. (Chaves et al.,
2004). Porém, face a dinamica do conhecimento e do surgimento de novas
drogas, as informagdes necessitam ser atualizadas constantemente para
proporcionar maior seguranca para o medico clinico, obstetra e pediatra, que,
em geral, prestam assisténcia a mulher lactante. Com o avanco do
conhecimento cientifico e da terapéutica, novos medicamentos surgem a cada
dia no mercado. Novos farmacos sdo, portanto, prescritos também para
mulheres em amamentacdo, aumentando o risco de desmame por
desconhecimento do clinico a respeito da seguran¢ca do seu emprego. (Ito,
2000).

E imprescindivel o conhecimento dos fatores que determinam a
segurangca para O Seu UsSO nesse periodo. Tais fatores podem estar
relacionados com os aspectos metabdlicos e fisioldgicos do leite humano, com
a mulher, com o lactente ou com o farmaco. A composicao do leite materno
varia conforme a fase da lactacao (colostro versus leite maduro) ou até mesmo
durante uma mamada (leite anterior versus leite posterior). Tais alteracdes
influenciam na extenséo da transferéncia de farmacos do plasma para o leite,
causando variagdes nas concentracfes dos mesmos no leite materno (Begg et
al., 2002 ; Hale, 2004).

A via pela qual o farmaco é administrado a mée tem importancia devido
aos niveis alcancados no plasma materno e, posteriormente, no leite humano.
Desta forma, muitos farmacos administrados topicamente ou inalados nao

atingem niveis plasméaticos significativos, possuindo niveis lacteos nao
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mensuraveis. Muitos antibioticos, corticosterdides e retindides, aplicados em
areas restritas, sdo pouco absorvidos por via transcutanea e praticamente
indetectaveis no plasma (Hale, 2004).

A idade do lactente tem sido apontada como uma das mais importantes
variaveis a ser considerada no momento de determinar a seguranca do farmaco
para uso durante a lactacdo. Estudos de revisdo sobre efeitos adversos em
lactentes de medicamentos utilizados pelas maes mostraram o risco mais
elevado de reacBes nos lactantes de dois meses (78%). Apenas 4% das
reacdes ocorreram em lactentes maiores de seis meses, periodo de maior
maturidade metabodlica hepatica e de menor ingestdo lactea devido a
alimentacdo complementar (Anderson et al., 2003). Porém, Hale (2004)
classifica o risco de efeitos adversos para o lactente segundo a idade como:
baixo risco (seis a 18 meses), risco moderado (dois a seis meses) e alto risco
(prematuros, recém-nascidos, lactentes clinicamente instaveis ou com funcao
renal debilitada).

Em relacdo aos antimalaricos, ainda que ndo existam muitos relatos
sobre 0 seu uso na lactacdo, a quantidade desta substancia excretada no leite
materno é pequena, pelo que os autores entendem que, em geral, antimalaricos
devem ser mantidos durante a amamentacdo. (Chalumeau et al., 2005 ; Ito et
al., 2000).

Contudo, o uso de algumas drogas antimalaricas como, a amodiaquina
na amamentacado deve ser criterioso, por ser excretada no leite materno. A
quimioprofilaxia da amodiaquina foi associada a uma grave toxicidade como
agranulocitose e insuficiéncia hepatica, mas a disponibilidade de informacao
sobre a seguranca e tolerabilidade de amodiaquina durante a lactacdo € muito
limitado. Atualmente, a amodiaquina esta classificada como farmaco
moderadamente seguro para lactentes.

Segundo Begg et al. 2002, os medicamentos que tém massa molecular
baixa sdo mais facilmente transferidos para o leite materno do que aqueles com

elevada massa molecular.
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I-FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1-Voltametria

O desenvolvimento de metodologias analiticas sempre teve um papel de
destaque nas diferentes areas do conhecimento, sempre com énfase nas
determinacbes de espécies quimicas em meios “reais”, mais especificamente
em amostras ambientais, alimenticias e biolégicas.

A eletroquimica moderna tem sido empregada como uma ferramenta
poderosa na analise de fluidos biolégicos como soro sanguineo, urina, lagrima,
onde podemos destacar exemplos classicos como a andlise voltamétrica de
glucose, glutamato e uma infinidade de farmacos. Uma das caracteristicas
importantes das técnicas eletroquimicas é a possibilidade de sua aplicacdo ao
estudo de farmacos que possuam como caracteristica de sua acgéo biolégica o
envolvimento de processos de transferéncia de carga. Nesse sentido, as
informacdes obtidas por meio dessas técnicas podem exercer papel relevante
para a compreensdo do mecanismo de acdo desses farmacos (Abreu et al.,
2002).

Além disso, os métodos eletroquimicos tém se destacado nos ultimos
tempos devido a possibilidade de se conferir um alto grau de seletividade as
medidas por meio da utilizacdo de sensores especialmente desenvolvidos
(Kenneth, et al., 2006 e Randhir, et al., 2004). Este tipo de dispositivo pode ser
utilizado diretamente no produto a ser analisado, eliminando-se etapas de
elevado custo e demoradas de tratamento de amostra.Além disso, os métodos
eletroquimicos podem ser classificados como tendo baixo custo, curto tempo de
analise, e alta sensibilidade, quando comparado a outros métodos analiticos.

Dos métodos eletroquimicos disponiveis, a voltametria, nas suas
diversas formas, é talvez a técnica mais versatil e efetiva para estudar sistemas
de oxidacao/reducéo, além de ser bastante util em eletroanalise.

A voltametria compreende um grupo de métodos eletroquimicos nos

quais as informacdes sobre o analito sdo obtidas por meio de medidas de
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correntes em funcdo do potencial aplicado e em condicBes que estimulam a
polarizacdo de um eletrodo indicador ou de trabalho. (Skoog ,2002).

As espécies quimicas analisadas sado colocadas em uma cela
eletroquimica, a qual €& constituida por no minimo dois eletrodos: O
microeletrodo (eletrodo de trabalho: comumente feito de material inerte, como
ouro, platina, carbono, mercurio (Wang,2000) e o eletrodo de referéncia: que
apresenta uma grande area superficial. Ao aplicar um potencial de varredura
aos dois eletrodos, o eletrodo de trabalho assume o potencial aplicado a ele (se
polariza) enquanto que o de referéncia mantém seu potencial constante (hdo
polariza). Isso ocorre em decorréncia dos eletrodos apresentarem areas
superficiais de tamanhos diferentes.

A voltametria é amplamente utilizada pelos quimicos inorganicos, fisico-
quimicos, bioquimicos entre outros, para realizar estudos fundamentais de
processos de oxidacdo e reducdo em varios meios, processos de adsorcdo em
superficies, mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies de
eletrodos quimicamente modificados. (Skoog, 2002). Diante de tantas
oportunidades de estudos que podem ser realizados observa-se que as
medidas eletroquimicas podem ser usadas com largos propoésitos de
aplicagbes, incluindo monitoramento ambiental, controle de qualidade industrial
e andlises bioquimicas (Wang 2000).

As técnicas voltamétricas apresentam algumas caracteristicas que
permitem a sua automacdo a baixos custos, 0 que permite a realizacdo de
medidas in situ, que podem minimizar algumas mudancas nas amostras quando
estdo sendo transportadas para o laboratorio. (Buffle e Waeber 2005). Nos
altimos anos, o desenvolvimento e aperfeicoamento das varias técnicas
voltamétricas tem possibilitado a sua utilizagdo principalmente em analises
ambientais e em fluidos biolégicos. Algumas destas caracteristicas podem-se
citar:

* O desenvolvimento de equipamentos mais resistentes, sensores capazes

e microeletrodos que monitoram por um longo periodo de tempo;
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* O desenvolvimento de conceitos especificos que permitem a
interpretacdo corretamente dos sinais voltamétricos desses sensores em
termos da especiacao dos metais;

* O desenvolvimento da eletronica, com a producdo de aparelhos mais

compactos, de baixo custo e de facil automacéo. (Buffle e Waeber 2005).

2.1.1- Voltametria ciclica (VC)

A voltametria ciclica é uma das técnicas eletroquimcias mais
empregadas na caracterizacdo de um processo eletrodico, nela registra-se a
resposta da corrente de um eletrodo estacionario e pequeno em uma solucéo
sem agitacdo quando este € excitado por uma onda triangular de potencial. O
potencial varia linearmente em uma direcdo até um dado valor, entdo, a direcao
da varredura é invertida e o potencial volta ao valor inicial aplicado, como
mostra a Figura 3 (a). Os potenciais nos quais ocorre a reversao sao chamados
potenciais de inverséo. O intervalo de potenciais de inverséo escolhido para um
dado experimento € aquele no qual ocorre a oxidagdo ou a reducdo controlada
por difusdo de um ou mais analitos. A direcdo da varredura inicial pode ser
tanto negativa como positiva, dependendo da composi¢cédo da amostra (Skoog et
al., 2002).

Dependendo da informacao requerida, pode ser utilizado um ciclo Unico
ou multiplos ciclos. Durante a varredura de potencial, o potenciostato mede a
corrente resultante do potencial aplicado. O voltamograma é a corrente versus o
potencial como mostra a Figura 3 (b) (Wang, 2001). Na pratica utilizam-se
velocidades de varredura (v) que variam desde 10 mV s™ até 10 kV s*, sendo

mais comum trabalhar entre 20 e 200 mV s™ (Ticianelli e Gonzalez, 1998).
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Figura 3. (a) Sinal de excitacdo para a voltametria ciclica e, (b) Voltamograma

ciclico para um processo redox reversivel (Skoog et al., 2002, Wang, 2001).

A Figura 3 (b) ilustra a resposta esperada para um par redox reversivel
durante um Uunico ciclo de potencial. Inicialmente considera-se que somente a
espécie oxidada (O) esta presente. Uma varredura de potencial na direcao
negativa € escolhida para o primeiro meio ciclo, come¢ando em um valor onde
nao ocorre redugcdo. Conforme o potencial aplicado se aproxima do potencial
padrdo (E°) caracteristico para o processo redox, a corrente catédica comeca a
aumentar, até que um pico é alcancado. Apés atravessar a regido de potencial
em que ocorre o processo de reducdo, a dire¢cdo da varredura do potencial é
invertida. Durante a varredura reversa, as moléculas de espécies reduzidas (R)
(geradas no meio ciclo inicial e acumuladas proximo a superficie) sdo
reoxidadas novamente resultando em um pico anddico (Wang, 2001).

Os parametros importantes em um voltamograma ciclico sédo: o potencial
de pico catddico, o potencial de pico anddico, a corrente de pico catddico e a
corrente de pico anddico. Para uma reacgao reversivel de eletrodo, as correntes
de pico catédico e anddico sao aproximadamente iguais em valor absoluto, mas
de sinais opostos e a diferenca entre os potenciais de pico € 0,059/n para 25°C,

onde n € o numero de elétrons envolvidos na semi-reacédo (Skoog et al., 2002).
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2.1.2 -Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacdo entre a
corrente faradaica e a corrente capacitiva viria a ser conquistada com o
desenvolvimento de técnicas de pulso, principalmente a de pulso diferencial.
Neste caso a instrumentacdo foi desenvolvida de tal modo que as medidas de
corrente e aplicacdes de potencial e pulsos de potencial sejam realizadas em
intervalos de tempo muito pequenos.

Esta modalidade de medi¢do voltamétrica foi introduzida por Barker e
Jenkin em 1953. Tem como objetivo diminuir o limite de deteccdo das medidas
voltamétricas pelo substancial aumento da discriminacdo entre a corrente
faradaica e nado faradaica, permitindo uma quantificacdo em niveis abaixo de
10® mol L. (Wang; 2000).

Com o desenvolvimento instrumental, a voltametria de pulso diferencial
possibilitou medidas de correntes e aplicacfes de potencial e pulso de potencial
em intervalos de tempo pequenos.

Na voltametria de pulso diferencial a programacdo de potencial é feita
aplicando-se um pulso de potencial superposto em uma rampa de potencial
linearmente crescente em instrumentos analégicos (uma rampa DC) e cada
etapa de aplicacdo de pulso é definida pela varredura de potencial utilizado. O
pulso aplicado é de pequena amplitude (10 a 100 mV) e é imposto durante 50 a
60 ms perto do final da vida da gota. A corrente é amostrada em dois intervalos
de tempo de cerca de 15 ms cada um; o primeiro intervalo imediatamente antes
da aplicacdo do pulso (Si1) e o segundo proximo ao final do tempo de vida de
gota (S,). O valor final da corrente € a diferenca entre esses dois valores

medidos. (Aleixo acesso 2009).
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Figura 4. Representacdo esquematica da aplicacado do potencial em funcao do
tempo em voltametria de pulso diferencial. (a) Em instrumentos analogicos;

(b) Em instrumentos digitais. A corrente € amostrada em S1 e S2 e a diferenca

entre eles é que é registrada: | = Is; — Is;. (Aleixo acesso 2009).

Uma vantagem do voltamograma de pulso diferencial € que os maximos
individuais podem ser observados para substancias com potenciais de meia-
onda que diferem entre si por valores pequenos como 0,04 a 0,05 V. Ao
contrario da voltametria linear e da voltametria de pulso normal que requerem
uma diferenca de potencial de cerca de 0,2 V para resolucdo das ondas. Mais
importante, entretanto, € que a voltametria de pulso diferencial aumenta a
sensibilidade do método voltamétrico. Geralmente os limites de deteccdo com
voltametria de pulso diferencial s&o de duas ou trés ordens de magnitude mais
baixa do que a voltametria linear e caem no intervalo de 107 a 10® mol L™
(Skoog et. al., 2002). Com isso observa-se que esta técnica € extremamente
usada para medidas de tracos de espécies organicas e inorganicas. (Wang,
2000).

2.1.3- Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

A voltametria de pulso diferencial é a técnica mais usada presentemente
para fins analiticos, devido as vantagens apresentadas em relacdo a

detectabilidade e a resolucédo frente as técnicas de corrente continua. Mas, ao
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lado dela, uma técnica muito conveniente do ponto de vista analitico tem sido
incorporada em diversos instrumentos comerciais € a voltametria de onda
guadrada de varredura rapida. (Aleixo acesso 2009).

A voltametria de onda quadrada consiste de uma onda quadrada
simétrica, superposta por uma base potencial em forma de escada, quando
aplicadas no eletrodo de trabalho. (Wang, 2000). Os resultados das formas de
pico dos voltamogramas séo simétricos aos potenciais de meia-onda, e 0s picos
de corrente sdo proporcionais as concentragcdes. A sua principal vantagem € a
elevada velocidade de varredura de potencial que pode ser empregada

satisfatoriamente (Skoog et. al.,2002 e Wang, 2000).

t

Figura 5. Sequéncia potencial vs. Tempo (E vs t) usada em voltametria de onda

quadrada. (Aleixo acesso 2009).
2.2- Eletrodos de pasta de carbono modificados

Uma das areas de maior crescimento na Quimica Analitica € o de
desenvolvimento de sensores eletroquimicos que apresentem melhores
caracteristicas, tais como alta sensibilidade, seletividade e estabilidade,
principalmente devido aos novos desafios impostos por amostras de diversos

interesses, pois tais dispositivos tém sido empregados na analise de um grande
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namero de substancias de interesse clinico, bioldgico, ambiental e industrial
(Suzuki, 2000, Svancara et al, 2001). Uma area que oferece grande potencial
de aplicacéo e eficiéncia dos sensores eletroquimicos é a que compreende 0s
chamados eletrodos quimicamente modificados (EQM). (Pereira et al; 2002).

A modificacdo quimica de eletrodos € um campo de interesse crescente
na quimica analitica. Tendo sido demonstrado ao longo dos tempos, que
eletrodos modificados possuem vantagens distintas em relagcdo aos eletrodos
convencionais em muitas areas de aplicacdo.(Luz et al., 2004)

O desenvolvimento de eletrodos modificados € um ramo que envolve
todas as areas da quimica, desde o estudo fisico-quimico do material a ser
utilizado no eletrodo até o estudo sistematico da resposta frente a um analito
escolhido.

O material a ser escolhido para o eletrodo base, cuja superficie sofrera
modificacdo, € um aspecto muito importante na preparacdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também
ser adequado para o método de imobilizacdo selecionado. (Luz et al., 2004)

Eletrodos modificados séo utilizados numa busca constante por maior
sensibilidade, estabilidade e seletividade. O termo eletrodo quimicamente
modificado (EQM) foi concebido ha muito tempo atras (Moses et al., 1975) e
designa eletrodos com espécies quimicamente ativas adequadamente
imobilizadas na superficie de tais dispositivos. Tem esse procedimento o
objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo-solucdo. Sendo assim, a reatividade e/ou seletividade do substrato
sdo alteradas, possibilitando o desenvolvimento de sensores para varios fins e
aplicagbes, incluindo eletroanalise, estudos de eletrocatélise, de cinética de
transferéncia de elétrons, de permeacdo de membranas, sintese eletroorganica
e fotoeletroquimica (Luz et al. 2005). A modificacdo de eletrodos pode ser
conduzida seguindo diversos caminhos (Pereira et al. 2002). Um dos métodos
ainda muito utilizados se baseia ha modificacédo de eletrodos a base de carbono
(pasta de carbono, grafite-epoxi, pastilhas, etc) mediante mistura do agente

modificador com o substrato do eletrodo (grafite, negro de carbono, etc).
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Quando possivel, a mistura do carbono em p6 com a solu¢cdo do modificador é
feita para obter uma distribuicdo mais homogénea do ultimo, apos evaporagao
do solvente. Também pode ocorrer perda gradual do modificador para o meio,
prejudicando a reprodutibilidade. J& os biossensores sdo usualmente definidos
como dispositivos sensiveis que consistem em um elemento biolégico que em
contato intimo com uma espécie emitem um sinal, proveniente de um processo
bioldgico ou biocatalitico, sendo este sinal em seguida quantificado (Freire et
al., 2003).

Eletrodos de pasta de carbono (EPC) s&o apropriados para o
desenvolvimento de biossensores, possuindo baixa corrente de fundo mesmo
em grandes variacOes de potencial quando comparado com outros eletrodos
sélidos. A espécie quimica imobilizada na pasta de carbono oferece muitas
vantagens sobre 0s outros eletrodos, pois sua preparacao € simples, de baixo
custo, e, além disso, o uso do eletrodo € extremamente facil (Kalcher et al.,
1995).

No processo eletroquimico o analito de interesse interage com a
superficie eletrddica, resultando na transferéncia de elétrons. Entretanto, se a
transferéncia € muito lenta, ou ndo ocorre, ou ocorre em um valor de potencial
fora do intervalo de potencial do eletrodo, é possivel realizar uma modificagdo
na superficie eletrédica a fim de melhorar a resposta final, onde o analito ir4
interagir diretamente com o agente modificante (Galli et al., 2006).

O emprego de detectores eletroquimicos em voltametria é crescente.
Houve um grande desenvolvimento de sensores baseados em materiais
eletrodicos para sistemas de fluxo. Tais sistemas oferecem respostas
voltamétricas rapidas e possibilidade de monitoramento continuo resultantes
das caracteristicas hidrodinamicas ( Stulik,1987; Fleet et al.,1989).

A principal vantagem dos EPCM preparados por adicdo direta com
relacdo a eletrodos soélidos, em estudos voltamétricos, é o procedimento
simples de preparacdo de uma nova superficie, que ndo é afetada pela “histéria
prévia” do eletrodo. (Pereira et al., 2002).
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2.3- Uso da hemina como agente modificador

A hemina, a ser empregada como agente modificador, € um grupo
funcional encontrado na proteina do sangue, hemoglobina; a qual confere a cor
vermelha ao sangue, tem o importante papel da captacdo de oxigénio pela
molécula de hemoglobina. A hemina apresenta uma parte organica e um atomo
de ferro. A parte organica, denominada protoporfirina 1X, é formada por um anel
tetrapirrélico e o ferro esté ligado no centro deste anel (Ponka,1999).

A hemina (Figura 6) desempenha varias fungdes biologicas determinadas
em parte pelo polipeptideo associado a ele. A hemina livre induz estresse
oxidativo e tem diversas propriedades proé-inflamatorias (Wagener et al., 2003).
O mecanismo molecular envolvido nos efeitos inflamatérios da hemina é
atribuido a sua natureza anfipatica e ao seu efeito pré-oxidante, através da
geracao de espécies reativas de oxigénio. (Balla et al., 2000 ; Wagener et al.,
2003).

CHEHEOOH CHEHTOOH

Figura 6. Estrutura quimica da hemina

Chen e colaboradores, 1997, fizeram um estudo da reducao
eletrocatalitica da artemisinina com a hemina, utilizando um eletrodo de
carbono vitreo. Na presenca de concentracdes baixas de hemina como 8 x 10
mol/L, a reducdo ocorre em -0,54 V, com uma diminui¢cdo do potencial catodico
igual a 640 mV.

Chen e colaboradores, 1998 investigaram a interagdo do artesunato com
hemina por métodos eletroquimicos e espectroeletroquimicos ultravioleta. O

Artesunato sofreu uma reducédo totalmente irreversivel a -1,27 V (vs Ag/AgCl),
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utiizando um  eletrodo de carbono vitreo. A hemina pode catalisar a
decomposicao do artesunato. Na presenca de baixas concentragdes de hemina
como 2 x 10® mol/L, o sobrepotencial catédico do artesunato foi reduzido em
680 mV (Epc = -0,59 V versus Ag/AgCI). Experimentos de espectrofotometria de
ultravioleta confirmaram o processo catalitico. Estes resultados indicaram que o
artesunato pode seguir por um caminho metabdlico similar ao de outros
antimaléricos, mostrando que a hemina desempenha um papel catalisador no
processo de acdo em diversos tipos de drogas antimalaricas.

Pesquisas realizadas revelam que o eletrodo modificado com hemina foi
elaborado e aplicado para a determinacdo eletroquimica de superoxido. A taxa
constante de transferéncia de elétrons heterogénea de hemina adsorvida foi
determinada por voltametria ciclica (CV) a 15 s™. O eletrodo foi aplicado para
detectar radicais superéxido produzido pela xantina oxidase (XOD) catalisada
pela oxidacéo da hipoxantina. (Chen et al., 2000).

Nan e seus colaboradores, 2002 investigaram 0 comportamento
eletroquimico do triptofano e seus derivados, utilizando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com hemina. Os resultados desenvolvidos por voltametria de
pulso diferencial mostraram que o eletrodo de hemina catalisa a oxidagao
eletroquimica do triptofano e seus derivados. Entretanto, a reagéo eletroquimica
destes compostos na superficie de um eletrodo modificado com hemina tem
sido investigada e os resultados indicaram que o mecanismo eletrodico envolve
a transferéncia de um elétron e dois prétons.

Zheng e colaboradores, 2002 investigaram a reducédo eletrocatalitica do
oxigénio utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina. O
eletrodo foi construido por um método simples, rapido e eficaz. O
comportamento eletroquimico do eletrodo modificado foi caracterizado por
voltametria ciclica. O eletrodo modificado obtido foi muito estavel e apresentou

resposta eletrocatalitica para a reducéo do oxigénio.
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llI- OBJETIVO
3.1- Geral
. O objetivo desta pesquisa foi desenvolver uma metodologia

eletroanalitica para a determinacdo de amodiaquina utilizando um biossensor a
base de hemina, empregando as técnicas de voltametria de onda quadrada
(VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD).

3.2- Especificos

. Preparar eletrodos de pasta de carbono modificados com hemina;

. Caracterizar eletroquimicamente o eletrodo de pasta de carbono
modificado com hemina;

. Desenvolver metodologias voltamétricas para analise de
amodiaquina empregando estes eletrodos.

. Verificar a aplicagdo do biossensor na determinagdo de
amodiaquina em leite materno.

. Validar o método desenvolvido.
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V- METODOLOGIA

A metodologia eletroanalitica empregada segue genericamente o

organograma abaixo.
)

Desenvolvimento
do método analitico

~

)

Preparo do eletrodo

. —

Area Efetiva Comportamento
do Eletrodo Voltamétrico
\Ye Amodiaquina

Parametrizacao Parametrizacdo Parametrizacao
VPD VOQ Uv-vis

Amodiaquina
no leite materno

Amodiaquina
no leite materno

Amodiaquina
no leite materno

4.1 - Reagentes e solucbes

Para desenvolvimento da metodologia eletroanalitica foram preparadas
solucdes estoque de amodiaquina na concentracéo de 1,0 x 10> mol L™ em
solucéo aquosa, as quais foram preparadas diariamente antes de cada analise.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando como eletrdlito
suporte 5,0 mL de solu¢gBes-tampédo BR (Britton-Robinson) com pHs variando
entre 2 e 12 e partindo de uma solucdo-estoque preparada da seguinte forma:
1) Solucéio &cida: solugéo 0,01 mol L™ de acido bérico, 0,01 mol L™ de acido
acético e 0,01 mol L™ de é&cido fosférico;

2) Solugéo basica: solucdo 0,2 mol L™ de hidréxido de sédio.

Os valores de pH foram obtidos a partir da mudanca na proporcao entre
a solucdo &cida (solucdo 1) e a solucdo bésica (solu¢do 2), podendo variar
entre 2 e 12.
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As solucbes foram preparadas utilizando agua purificada com o sistema
Milli-Q (Millipore Inc.). As solucdes de trabalho foram desoxigenadas
borbulhando nitrogénio durante 10 min antes de cada analise na célula
eletrolitica, para remocdo do oxigénio molecular eletroativo dissolvido na

solucao antes das medidas serem realizadas.

4.2 - Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 30 da Ecochemie, acoplado a um
microcomputador que registra e armazena o0s dados obtidos, usando o
programa de controle GPES. Os dispositivos instrumentais seguem 0 arranjo

esquematizado conforme abaixo.

SISTEMA POTENCIOSTATICO COM TRES ELETRODOS
E. Aplic.
~MW >
F E. Ref l

)
I E.Trab.
® Né&o passa corrente pelo E. Ref. —

® Ocontrole do E é feito no E. Trab. e E. Ref.
® A corrente passa pelo E. Trab. e E.A.

Figura 7. Célula voltamétrica de trés eletrodos. Esquema mostrando a célula

conectada a um sistema potenciostatico. (Aleixo acesso 2009).

As medidas foram realizadas por técnicas voltamétricas. A figura 8
mostra o sistema utilizado que consiste de uma cela eletroquimica com
capacidade para 5 mL, modelo: VA Stand 663 da Metrohm utilizando o
biossensor de hemina como eletrodo de trabalho, um eletrodo de carbono vitreo

como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl, como referéncia.



27

Potenciostato
oo o

Eletrodo de Eletrodo de
Trabalho Referéncia
X
\ Fa

)
l ] Contra
o Eletrodo
=
«©
(@]
(@)
=
=z

Figura 8 — Célula eletroquimica utilizada nos ensaios de voltametria, com o

eletrodo de trabalho, de referéncia e o auxiliar, imersos no eletrélito suporte.

Solugdes contendo amodiaquina foram preparadas com tampdo Britton-
Robinson. Além disso, a solug¢édo foi purgada com nitrogénio durante alguns

minutos antes de cada analise, para remocao do oxigénio dissolvido.
4.3 — Otimizacao da proporcao hemina/grafite

As pastas de carbono modificadas foram preparadas em diferentes
propor¢cées em massa de 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de hemina. A pasta
de carbono foi preparada, pesando-se o carbono e misturando-se com oléo
mineral. Em seguida, a porcentagem de hemina foi acrescentada como
modificador e cada pasta foi homogeneizada em almofariz por cerca de 20

minutos. Estas pastas foram armazenzdas em recipientes ao abrigo da luz.

4.4-Montagem dos eletrodos

Os eletrodos foram confeccionados em laboratério pelo preenchimento
de um tubo plastico com as pastas de carbono modificadas e introduzindo uma
haste de platina para o contato elétrico externo. A figura 9 mostra o esquema de
construcao do eletrodo.
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Haste de platina

Ponteira

Pasta cle Carbono
modificado com
Hemina

Figura 9. Esquema de construcdo do biossensor a base de hemina.

4.5- Medidas de pH

As medidas de pH das solugbes foram realizadas utilizando-se um

pHmetro da marca Analion, modelo PM 608.

4.6- Medidas Espectrofotométricas

As medidas espectrofotométricas na regido do ultravioleta/visivel foram
realizadas com o auxilio de um aparelho da Biochrom modelo Libra S12,

utilizando cubetas de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm.

4.7- Preparacao do biossensor

Na preparacdo da pasta de carbono foi empregada uma proporcdo de
3:1 p/p de grafite e 6leo mineral. A pasta foi inicialmente pré-aquecida a 100°C
por 12 horas. Apos resfriamento, a pasta foi homogeneizada com 6leo mineral e
compactada em uma ponteira, sendo o contato elétrico mantido por um fio de
platina. A renovacdo da superficie foi obtida por substituicdo da pasta apds
cada voltamograma. A altura do depésito foi de 0,3 cm e a area geométrica foi
de 0,1 cm?.

Para a determinacao eletroanalitica, as técnicas de voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada foram empregadas. Para tanto,

foram avaliados os parametros relativos a estas técnicas, tais como: amplitude
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e velocidade de varredura de potencial, o efeito do pH do meio e da
concentracéao do analito.

Os eletrodos de pasta de carbono foram preparados pela mistura
mecanica do aglutinante com grafite em p6 e a hemina em um almofariz por 30
min (Kissinger, 1996). A pasta de carbono modificada com hemina foi inserida
em uma das extremidades de um tubo plastico (g = 0,1 cm) e entdo
compactada com uma haste de platina formando o contato elétrico. A superficie

do eletrodo foi uniformizada pelo polimento com papel de filtro.

4.8- Otimizag&o das condi¢des voltamétricas de anal  ise

Nas determinacdes voltamétricas, aliquotas de 5,0 mL de solucéo
tampdo B-R foram adicionadas a célula eletroquimica contendo um sistema
com trés eletrodos, sendo aplicado um fluxo de nitrogénio por um intervalo de
10 minutos para a remoc¢ao de oxigénio molecular. Varios voltamogramas foram
realizados para a otimizagdo dos parametros de analise: velocidade de
varredura, frequéncia, amplitude de pulso e pH.

Posteriormente foram realizados estudos da dependéncia da corrente de
pico catédico em funcdo da concentracédo de amodiaquina no intervalo de 107
até 10 mol L™ .Uma curva de calibracao foi construida e a linearidade da faixa

foi avaliada através do coeficiente de correlacéo linear obtido.
4.9- Coleta e preparo da amostra de leite materno

As amostras de leite materno utilizadas na aplicacdo do método
desenvolvido foram coletadas diariamente antes de cada analise no periodo
matutino e armazenadas sob resfriamento a 10°C. Para a coleta do leite
materno foi utilizada uma bomba de succdo, previamente descontaminada.
Para a determinacdo voltamétrica da amodiaquina, as amostras foram

enriquecidas com amodiaquina na concentracgéo de 1,0 x 10 mol L™.
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V-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma ferramenta analitica importante para o estudo
de mecanismos de velocidades de processos de oxidacao/reducdo. Trata-se da
primeira técnica selecionada para investigacdo de um sistema que pode ser
tratado eletroquimicamente e normalmente revela a presenca de intermediarios
em reacdes de oxidagao/reducgdao.

A figura 10 apresenta o efeito da velocidade de varredura de potenciais
de 20, 40, 60, 80 e 100 mV s sobre a resposta voltamétrica do biossensor
contendo 10 % da hemina como agente modificador em solucdo tampéo

BR- pH 7,0 para uma solucdo contendo 1,0 x 10 mol L™ de amodiaquina.

1,6
1,24 —20mVs-1
1 —40mVs-1
0,81 60 mV s-1
1 —80mVs-1
0,4+ 100 mV s-1
g .
= 0,01
-0,4 4
.0,8_
-1,2 T T T T T T

-0,3 -0,2 ' -Ol,l ' O:O ' O:l ' 0,2 0,3
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 10. Voltamogramas ciclicos de uma solugdo contendo 1,0 x 10 mol L™
de amodiaquina em solucéo BR pH 7,0 com velocidade de varredura variando
de 20 a 100 mv s™.
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Apos sucessivas varreduras de potencial no intervalo de —0,3 a 0,3 V. Os
voltamogramas registrados na figura 10 mostram um aumento e um pequeno
deslocamento dos picos anddicos e catédicos, a medida que a velocidade de
varredura também aumenta.

Usando o eletrodo de hemina, a amodiaguina apresentou um processo
de oxidacéo e outro de reducdo em uma concentracéo de 1,0 x 10° mol L™* em
pH 7,0. O pico de oxidacao é verificado aproximadamente em 0,054 V e pico de
reducdo em —0,11 V vs. Ag/AgCl na velocidade de 20 mV s™ e tende ao
distanciamento, a separacdo dos picos € muito maior do que 60 mV que é o
valor esperado para sistemas reversiveis e sem reacbes homogéneas
acopladas a transferéncia eletrénica.

O aumento da velocidade de varredura, nos permitie observar que as
correntes de pico anddica e catodica tem uma correspondéncia linear com a

raiz quadrada da velocidade de varredura (v

), indicando que até a velocidade
de 80 mV s™ ha transferéncia de massa é controlada por difuséo.

Em termos moleculares podemos inferir que o Fe (Il) da estrutura da
hemina incorporado a superficie do eletrodo pode ligar-se com a amodiaquina
atravles do oxigénio do grupo fenolato, o grupo funcional eletroativo da
estrutura quimica da amodiaquina. Esta hipotese é corroborada por resultados
da literatura em que a técnica de espectroscopia de Mossbauer (Adams et. al.,
1996) foi utilizada para investigar a complexacdo de amodiaquina e hemina em

solucéo.
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5.2-Desenvolvimento dos Métodos Eletroanaliticos
5.2.1 — Estudo da porcentagem de hemina na pasta de  carbono

No desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica é de grande
importancia a otimizacdo de parametros que influenciam na resposta
voltamétrica. Desta forma, o presente estudo foi desenvolvido analisando a
influéncia de alguns para@metros nestas respostas, tais como: porcentagem de
hemina na pasta, pH, velocidade de varredura, amplitude, tempo de deposi¢cao
e concentracdo objetivando a obtengcdo do melhor sinal analitico.

Para a escolha da composicdo da pasta, e porcentagem do modificante,
uma aliquota de 1,0 mL da solucao estoque de amodiaquina de concentracao
de 1,0 x 10 mol L™ foram adicionadas em 5 mL da solucdo-tamp&o BR de pH
2. Para tanto, diferentes porcentagens (5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50%) de
hemina foram testadas na composi¢cdo do biossensor, no intuito de verificarmos
qual a porcentagem de hemina que produz maior corrente de pico do analito.
Considerando os resultados obtidos por voltametria de pulso diferencial, nés
obtivemos um sinal analitico e correntes de picos maiores para 10% de hemina
na pasta de carbono (Figura 11), sendo, portanto, a porcentagem selecionada

para composicao do eletrodo de pasta de carbono modificado.
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Figura 11. Variacdo da resolugdo de pico da amodiaquina de concentracao
1,0 x 10° mol L™ em diferentes porcentagens de hemina no eletrodo de pasta

de carbono quimicamente modificado. AE= 40 mV, v= 20 mV s™.

5.2.2 -Influéncia do pH do meio

Para estudar a influéncia do pH nas determinacdes analiticas, uma
aliquota de 1,0 mL da solucdo estoque de amodiaquina de concentracdo de
1,0 x 10 mol L™ foi adicionada em cada 5 mL das solucdes-tamp&o BR com
valor de pH variando entre 2 e 12, para verificar a eletroatividade da molécula e
o pH 6timo, ou seja, o valor de pH em que o0 analito apresenta uma maior
corrente de pico e, consequentemente, uma melhor sensibilidade da técnica.
Considerando que as leituras foram realizadas com o eletrodo com 10% de
hemina. Foram entdo submetidas a analise por voltametria de pulso diferencial
para a identificacdo de picos anddicos e/ou catédicos. Os resultados revelaram
uma definicdo de sinal analitico e corrente de picos maiores para o pH 7,0

(Figuras 12 e 13). Portanto, o valor de pH selecionado para o estudo foi 7,0.
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5.2.3-Influéncia da amplitude

No estudo da influéncia da amplitude, a velocidade foi ajustada em 20
mV s e foi realizada uma varredura de amplitude entre 20 e 200 mV.

A Figura 14 mostra o efeito da variacdo da amplitude na corrente de pico
para a amodiaquina. Observou-se que para valores de amplitude menores do
que 100 mV, o aumento da intensidade de corrente foi linear. Amplitudes
maiores parecem nao atuar de modo significativo na sensibilidade para fins
analiticos. Em funcéo disto, optou-se por trabalhar com uma amplitude de 100
mV.
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Figura 14. Comportamento da corrente anddica da amodiaquina de
concentracdo 1,0 x 10 mol L™ em solucdo BR pH 7,0 em eletrodo modificado

com 10 % de hemina em funcdo da amplitude v= 20 mV s™.

5.2.4-Influéncia da velocidade de varredura

No estudo da influéncia da velocidade de varredura a amplitude foi
ajustada em 100 mV e a velocidade foi avaliada em intervalos de 0,01 a

0,1 V s™. A Figura 15 mostra o efeito da variacdo da velocidade na corrente de



36

pico para a amodiaquina. Observou-se um aumento seguido de um decréscimo
da corrente de pico com um valor maximo para a velocidade de 80 mV s™.
Velocidades maiores diminuem a resolugdo, e, consequentemente, a
sensibilidade da técnica. Em funcéo disto, optou-se por trabalhar na velocidade
de 80 mv s™.
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Figura 15. Comportamento da corrente anddica da amodiaquina de
concentracdo 1,0 x 10° mol L™ em solucéio BR pH 7,0 em funcéo da velocidade

de varredura em eletrodo modificado com 10 % de hemina. AE=100 mV

5.2.5-Influéncia da concentragéo do analito

Para o estudo do efeito da concentracdo, inicialmente foram ajustadas
as condicdes otimas de analise em pH 7,0; amplitude em 100 mV e velocidade
de varredura em 80 mV st. Uma série de experimentos em triplicata foi
conduzida para construir as curvas de calibragdo. A linearidade entre os sinais
de corrente e a concentracdo do analito foi verificada no intervalo de
4,0 x 10> a 2,0 x 10* mol L™, com um coeficiente de correlacdo de 0,9996,
indicando que ha uma correlacao forte entre os dados testados e representado

pela equacao da reta:
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i=1,4x10%+4,3x10[AMQ] (N = 7, r = 0,9996)

A curva analitica foi construida pelo método da adicdo de padrao,
partindo-se de uma solucéo estoque de 1,0 x 10 mol L™, sendo registradas as
curvas voltamétricas por pulso diferencial (Figura 16). Observou-se que a
corrente de pico aumentou proporcionalmente com o aumento da concentracao

e que praticamente ndo ocorreram deslocamentos nos potenciais de pico.
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[AMQ], mol/L

Figura 16. Curva analitica da amodiaquina em solucdao B-R pH 7,0 por

voltametria de pulso diferencial. AE= 100 mV, v= 80 mV s™.

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) s&o caracteristicos do
desempenho de cada procedimento de analise e dependem do processo em
estudo. Segundo INMETRO (2007), estes parametros podem ser calculados

utilizando-se as equacdes abaixo:
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LD=3S,/be LQ=10S,/b

Onde S, é o desvio padrao da média aritmética e b o valor do coeficiente
angular da reta de calibracdo. Ja o coeficiente de variagdo pode ser obtido pela
razdo entre o desvio padrdo da reta e o valor médio de concentracédo dentro da
faixa linear, sendo uma das formas mais usuais de expressar a precisdo de um

determinado método.
cV.=S,/ Xmn x 100

O limite de deteccdo obtido foi de 4,8 x 10® mol L™. O limite de
quantificac&o obtido foi de 1,6 x 10 mol L™,
A tabela 2 mostra os parametros que foram analisados e definidos a

partir da melhor resolugéo dos picos.

Tabela 2. Otimizacdo dos parametros da andlise de amodiaquina em

biossensor de hemina pela técnica de voltametria de pulso diferencial

Parametros Analisados Otimizados
Composicao da pasta ( % do modificante ) 5a50 10
pH 2al12 7
Velocidade de varredura ( mV.s™) 10 a 100 80
Amplitude (mV) 20 a 200 100

Na Tabela 3 encontram-se os valores de LD e LQ da curva analitica da
amodiaquina obtida por voltametria de pulso diferencial (VPD) usando o

eletrodo modificado com hemina como eletrodo de trabalho.
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Tabela 3. Resultado dos valores de limite de deteccdo e quantificacdo para a

amodiaquina utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD)

Técnica b (A/mol L ™) r C.V. LD (mol L") LQ (molL™
VPD 1,4 x 10% 0,9996 0,02 4,8x10° 1,6 x 10°

5.3-Voltametria de onda quadrada em biossensor de h  emina

A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas voltamétricas de pulso
mais rapidas e sensiveis. Os limites de deteccdo podem ser comparados aos
das técnicas cromatograficas. Além disso, a analise de parametros
caracteristicos desta técnica, como freqiéncia e a amplitude da onda quadrada
e a velocidade de varredura, permite a aquisicdo de informacdes quanto a
cinética e ao mecanismo do processo eletroquimico em questéo. A técnica de
voltametria de onda quadrada € mais rapida e ha um consumo menor de
espécies eletroativas quando comparada com a voltametria de pulso
diferencial.(Skoog et al., 1992).

5.3.1- Influéncia da frequéncia

Para o estudo da amodiaquina por voltametria de onda quadrada, foi
utilizado uma solucéo constituida por 5,0 mL de solucdo tampéo B-R pH 7,0 e
por 1,0 mL da solucéo do analito de 1,0 x 10° mol L™.

Foram inicialmente estudadas as condi¢des ideais para a influéncia de
parametros operacionais de frequéncia, velocidade de varredura, amplitude,
tempo de deposicdo e concentracdo objetivando com isso o melhor sinal
analitico.

No estudo da influéncia da frequéncia, a velocidade foi ajustada em
80 mV s™, a amplitude em 100 mV e foi realizada uma varredura de freqiiéncia
entre 20 e 200 Hz.
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Figura 17. Comportamento da corrente anddica da amodiaquina de

concentracdo 1,0 x 10 mol L™ em solucdo BR pH 7,0 em eletrodo modificado

com 10 % de hemina em funcao da freqiiéncia AE = 100 mV v= 80 mV s™.

A Figura 17 mostra o efeito da variagdo da frequiéncia na corrente de pico
para a amodiaquina. Observou-se por meio da variagdo da frequéncia da onda
guadrada para a amodiaquina sobre o eletrodo de pasta de carbono modificado
com 10% de hemina, que um aumento no valor da freqUéncia causa um
aumento proporcional na intensidade de corrente de pico. Na faixa linear o valor
de freqiéncia que teve o melhor sinal analitico foi de 150 Hz, uma vez que,
frequéncias acima de 150 Hz n&o influenciarm de maneira significativa na
intensidade do sinal, e, por este motivo, a freqiéncia de trabalho escolhida foi a
de 150 Hz.

5.3.2- Influéncia da amplitude

No estudo da influéncia da amplitude, a velocidade foi ajustada em
80 mV s™ e a freqiiéncia em 150 Hz e foi realizada uma varredura de amplitude
entre 20 e 300 mV.

A figura 18 mostra o efeito da variacdo da amplitude na corrente de pico

para a amodiaquina, fazendo uso da técnica de voltametria de onda quadrada.
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Verificou-se que para valores de amplitudes até 200 mV, o potencial de pico
permaneceu constante e a corrente de pico foi linearmente dependente da
amplitude. Para valores de amplitudes acima de 200 mV o sinal tornou-se
irregular. Adicionalmente, amplitudes maiores parecem n&o atuar de modo
significativo na sensibilidade para propésitos analiticos. Em fungéo disto, optou-

se por trabalhar com amplitude da onda quadrada de 200 mV.
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Figura 18. Comportamento da corrente anddica da amodiaquina de
concentracdo 1,0 x 10 mol L™ em solucdo BR pH 7,0 em eletrodo modificado

com 10 % de hemina em funcdo da amplitude v= 80 mV s™.

5.3.3-Influéncia do incremento de varredura

No estudo da influéncia do incremento de varredura, a amplitude foi
ajustada em 200 mV e a frequiéncia em 150 Hz,foi realizada uma varredura de
velocidade entre 20 e 1000 mV s™.

A Figura 19 mostra o efeito da variacdo da velocidade na corrente de
pico para a amodiaquina. Observou-se por meio da variacdo da velocidade

utilizando a técnica de onda quadrada, que de 20 até 40 mV s™ houve um
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aumento no potencial de pico, e, apés a velocidade de 40 mV s, a corrente
permanece constante, ndo apresentando mudan¢a significativa no
comportamento. Em funcéo disto, optou-se por trabalhar com a velocidade da
onda quadrada de 40 mV s™.
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Figura 19. Comportamento da corrente anddica da amodiaquina de
concentracdo 1,0 x 10 mol L™ em solucdo BR pH 7,0 em funcao da velocidade
de varredura em eletrodo modificado com 10 % de hemina. AE=200 mV e
F =150 Hz.

5.3.4-Influéncia da concentragéo do analito

Para estudo do efeito da concentracdo, inicialmente foram ajustadas as
condicbes Otimas de andlise em pH 7,0; freqiéncia de 150 Hz, amplitude em
200 mV e velocidade de varredura em 40 mV s™. Uma série de experimentos
em triplicata foi conduzida para construir as curvas de calibracdo. A linearidade
entre os sinais de corrente obtidos e a concentracdo do analito foi estabelecida
dentro do intervalo de 1 x 10° a 2 x 10®° mol L™, obtendo-se a seguinte

equacao da reta:



i=7,0x10%+ 1,13 [AMQ] (r = 0,9992, N=8)

A curva analitica foi construida pelo método da adicdo de padrao,
partindo-se de uma solucéo estoque 1,0 x 10° mol L™, sendo registradas as
curvas voltamétricas por onda quadrada (Figura 20). Observou-se que a
corrente de pico aumenta proporcionalmente com o aumento da concentracao e
que praticamente ndo ocorrem deslocamentos nos potenciais de pico no
intervalo de 5,0 x 10° a 2,0 x 10° mol L™.

O limite de deteccdo obtido foi de 8,7 x 107 mol L*. O limite de
quantificacdo obtido foi de 2,9 x 10° mol L. Na Tabela 4 encontram-se os
valores de LD e LQ da curva analitica da amodiaquina obtida por voltametria de
onda quadrada (VOQ) usando o eletrodo modificado com hemina como eletrodo
de trabalho.

2,5x10°
2,0x10°
1,5x10'5-
< 1,0x10° -

5,0x10°

0,0+

0,0 50x10° 1,0x10° 1,5x10° 2,0x10°
[AMQ], mol/L

Figura 20. Curva de calibrac&o obtida para amodiaquina em solucédo BR pH 7,0

por voltametria de onda quadrada. F = 150 Hz AE= 200 mV, v=40 mV s™*.



Tabela 4. Otimizacdo dos parametros da analise de amodiaquina em

biossensor de hemina pela técnica de voltametria de onda quadrada

Parametros Analisados Qtimizados
composicao da pasta ( % do modificante ) 5a50 10
pH 2al2 7
velocidade de varredura (mV.s™) 20 a 1000 40
amplitude (mV) 20 a 300 200
frequéncia (Hz) 20 a 200 150

A tabela 4 mostra os parametros que foram analisados e definidos a

partir da melhor resolugdo dos picos.

Tabela 5. Resultado dos valores de limite de deteccdo e quantificacdo para a

amodiaquina, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada

- Y= _ - A0 T N TN A T
Teécnica b (A/mol L™) r C.v. LD (molL™) LQ (molL™)
VOQ 1,13 0,9992 3,14 8,7x107" 29x10°

Portanto, no desenvolvimento de um método eletroanalitico ha
necessidade de realizar-se a escolha de determinados parametros para
otimizacdo do mesmo.O coeficiente de variagdo, limite de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), dependem do processo em estudo, e possuem uma
caracteristica peculiar para cada procedimento analitico e denotam

confiabilidade de precisdo e exatiddo aceitaveis, para condicdo de andlise.

Tabela 6. Resumo dos resultados analiticos obtidos para cada método

desenvolvido para a determinacdo de amodiaquina em biossensor de hemina

- - i Al s T N T TN AN T
Técnica b (A/mol L™) r C.v. LD (molL™) LQ (molL™)
VPD 1,4 x 107 0,9996 0,02 4,8x10° 1,6 x 10°

VOQ 1,13 0,9992 3,14 8,7x107  2,9x10°
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A tabela 6 mostra de forma concisa os resultados eletroanaliticos dos
dados tratados estatisticamente a partir dos métodos descritos anteriormente e
qgue servem de parametros para a definicdo da melhor condicéo analitica.

Portanto, diante do estudo comparativo entre os dois métodos avaliados,
a voltametria de onda quadrada, além de uma técnica mais rapida, quando do
que a voltametria de pulso diferencial, tamb[em apresentou melhor
desempenho para a determinacdo da amodiaquina principalmente em baixas
concentracdes. Sendo, portanto, a técnica escolhida para a determinacdo da

amodiaquina em amostra real.

5.4- Aplicacédo da metodologia para determinacgéo de amodiaquina em leite
materno

Em termos de composi¢cdo quimica, o leite materno é uma matriz
complexa, pois esta sujeito a mudancas significativas nas concentracfes de
lipideos e proteinas, dependentes da fase da lactacdo (colostro versus leite
maduro) ou até mesmo da fase de mamada (leite anterior versus leite posterior)
ver tabela 7 (Levy, 1994; Woolfolk et al., 1989).

Tabela 7. Tipos de leite durante a fase de lactacéo

Colostro 1° a 7° dia, producéao de 100mL/dia
Leite de transicéo 8° a 15°dia, producéo de 500ml/dia.
Leite maduro 16° dia em diante.

Leite prematuro Maior teor de gordura, lipideos e

calorias, menor teor de lactose

Fonte: OMS/CDR/93.6

A composicdo do leite maduro varia ndo apenas entre lactantes, mas
também, considerando a mesma lactante entre as mamas, em mamadas
diferentes e até no decurso da mesma amamentacdo (Gulati et al., 1993).

Vérios séo os fatores que podem determinar variagcbes na composicao do leite



46

materno, como: estagio de lactacdo, parto prematuro, tempo de gestacao,
esvaziamento da mama, hora e intervalo entre as mamadas, grau de pressao
utilizado para extrair o leite, método e horario de coleta das amostras, técnicas
de analise laboratorial, intervalo entre as gestacdes e a ingestao de alcool ou
drogas. Tais alteracdes influenciam na extenséo da transferéncia de drogas do
plasma para o leite, causando variacbes nas concentragdes destes compostos
no leite materno (Clark, 1994).

Tabela 8. Composicéo do leite materno (100mL).

+ Energia - 70 kcal « Niacina - 147 mcg

+ Proteina-1,1g + Piridoxina - 10 mcg

+ Caseina:albumina - 40:60 + Folato - 5,2 mcg

« Lipidios - 4,2g « Vitamina B12 - 0,03 mcg
« Carboidrato - 7g « Calcio-34 mg

+ Vitamina A - 190 mcg + Fésforo - 14 mg

Vitamina D - 2,2 mcg

Ferro - 0,05 mg

Vitamina E - 0,18 mg Zinco - 0,3 mg
Vitamina K - 1,5 mcg Agua - 87,1 mL

« Vitamina C - 4,3 mg + Saodio - 0,7 mEq

« Tiamina - 16 mcg + Cloro-1,1 mEq

+ Riboflavina - 36 mcg « Potassio - 1,3 mEq

Fonte: OMS/CDR/93.6
Com o objetivo de testar a metodologia desenvolvida para determinacéo

da amodiaquina em amostras de leite materno, a técnica de voltametria de onda
quadrada (VOQ) foi selecionada, utilizando o eletrodo de hemina como eletrodo
de trabalho, uma vez que esta técnica apresentou uma melhor sensibilidade
para baixas concentracdes de amodiaquina.

O estudo do efeito matriz indicou que a maior quantidade da matriz que
pode ser utilizada sem alteragcdo do sinal analitico equivale a 100 yL em 5 mL.
Para determinar a amodiaquina em amostras de leite materno, o método de
adicdo de padréo foi utilizado por apresentar melhores resultados em analises

com matrizes complexas.
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Inicialmente foi adicionado 5,0 mL da solucdo tamp&o B-R pH 7 na célula
eletroquimica. Em seguida, 100 pL do leite materno enriquecido com
amodiaquina na concentracdo de 1 x10° mol L™ foi adicionado para a obtencéo
do voltamograma de onda quadrada. Foram adicionados volumes sucessivos
da solucdo padrédo de amodiaquina, para os quais foram obtidos valores
crescentes de corrente em cada voltamograma de onda quadrada. Com estes
valores de correntes de pico construiram-se graficos que, por extrapolacéo,
permitiram determinar a concentracdo da amodiaquina na amostra. A figura 21

apresenta resultados tipicos obtidos neste tipo de procedimento.

5 —— Amostra

6,010 1 ——1,9x10°mol L*

3,8x10°mol L™*

——7,3x10°mol L*

1,0 x 10* mol L™
4,0x10°

<
2,010
T T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
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Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada da determinacdo de amodiaquina
em leite materno em solucdo BR pH 7,0 com biossensor de hemina. Condigdes:

F = 150 Hz, AE = 200mV, v=40 mV s*.
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Figura 22. Curva analitica da amodiaquina em amostra de leite materno em
solucdo BR pH 7,0 com biossensor de hemina. Condi¢cbes: F = 150 Hz,
AE =200 mV, v=40 mV s™.

A Figura 22 corresponde a curva analitica para a amodiaquina em leite
materno apresentando linearidade no intervalo descrito na Figura 21 e

representado pela equacao:

Y =2,08 x 10° + 0,122 X (r = 0,9984, dp = 2,9 x 107, N=7)

Os limites de deteccdo e quantificagdo obtidos foram de
7,1 x10° mol L™ e 2,4 x 10”° mol L™ respectivamente.

Na Tabela 9 encontram-se os valores de LD e LQ e o resultado da
regressao linear da curva analitica da amodiaquina obtidas por voltametria de
onda quadrada (VOQ).



49

Tabela 9. Resultado dos valores de limite de deteccdo e quantificacdo para a
determinacdo de amodiaquina em leite materno, utilizando a técnica de

voltametria de onda quadrada.

Técnica b (A/mol L™ r Desvio LD (molL") LQ (molL™)
padrao
VOQ 0,12 0,9984 29x10" 7,1x10° 2,4x107

De acordo com a curva analitica da figura 22, a extrapolacdo do valor de
X €é a concentracdo da amostra desconhecida. Essa concentracdo foi de
1,7 x 10 mol L de amodiaquina, o que corresponde ha uma recuperacéo de
85%.

5.5 - Estudo de interferentes

A fim de investigar a seletividade do método proposto, alguns possiveis
interferentes foram analizados. Visando verificar o grau de interferéncia de
outros farmacos na resposta voltamétrica da amodiaquina com o eletrodo de
pasta de carbono modificado com hemina, alguns compostos, tais como acido
ascorbico, primaquina, clonidina, dipirona, minociclina e penicilina G foram
avaliados em diferentes niveis de concentragdo na solugdo de pré-
concentracdo. Estes testes foram feitos pela adicdo destes possiveis
interferentes & solucdo de amodiaquina 1,0 x 10 mol L™ e os resultados foram
comparados com os resultados obtidos para as medidas feitas somente com a
solucédo de amodiaquina.

A influéncia dos interferentes na determinacdo da amodiaquina foi
avaliada com base na diminuicdo ou aumento da corrente de pico do sinal

voltamétrico da amodiaquina nas condi¢fes de determinacao otimizadas.
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Tabela 10. Resultados analiticos obtidos para o estudo de interferentes de cada

composto analisado em biossensor de hemina

composto interferente
acido ascorbico sim

conc. >2,0x 10 °mol L?

primaquina sim

conc. >2,0x 10 °mol L?

clonidina nao
dipirona nao
minociclina sim

conc. >2,0x 10 ° mol L?

penicilina G nao

A tabela 10 nos mostra os resultados obtidos nessa avaliacdo. Os
compostos interferentes foram escolhidos baseados em sua solubilidade em
agua. Para dipirona, clonidina e peniciclina G nao foram observadas variacdes
significativas na resposta voltamétrica do biossensor de hemina. Porém, a
minociclina e o acido ascorbico interferem nas andlises diminuindo as correntes
dos picos nos voltamogramas e consequentemente a sensibilidade da técnica,
mas ndo houve surgimento de outro pico, enquanto que a primaquina teve uma

diminuigéo no valor da corrente devido ao surgimento de outro pico.

5.6- Método comparativo: UV-Vis

Para a comparacdo do método eletroquimico utilizou-se a
Espectrofotometria na regido UV-Vis.
As analises realizadas para determinacdo de amodiaquina em leite

materno em UV-Vis foram feitas com a solucdo estoque contendo
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1 x 10 mol L™ de amodiaquina, para comparacdo dos resultados obtidos com
0 método proposto.

Utilizando o método de adicdo de padrdo, foram obtidos valores
crescentes de absorbancias em funcdo da concentracdo do padrédo de
amodiaquina. Deste comportamento da absorbancia foi possivel determinar a
concentracao de amodiaquina nas amostras.

Os espectros no UV foram obtidos no comprimento de onda de 341,5 nm
para a quantificacdo. Este valor representa 0 maximo de absorcédo do analitico.

Os resultados obtidos séo apresentados na figura 23.

1,8

1,61

1,4

—— Amostra
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<
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Figura 23: Espectros de absorcdo para a determinacdo de amodiaquina em

leite materno.

O comprimento de onda foi ajustado em 341,5 nm, e uma curva analitica
foi construida, com solucbes padrédo, obtendo-se uma relagéo linear que pode

ser apresentada pela equacéo:

Abs. = 0,67 + 2,86 x 10* [AMQ] (r = 0,9991; N=7)
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Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram de 6,2 x 107
mol L™ e 2,0 x 10 mol L™, respectivamente.

De acordo com a curva de adicdo de padréo obtida, a extrapolagdo da
reta no eixo x corresponde a concentragdo da amostra desconhecida. Na Figura

24, essa concentracao foi de 2,6 x 10™° mol L™ de amodiaquina.

1,04 1

0,96 1 y

0,88

absorbancia

0,80+

0,721

T T T T T T T T
3,0x10° 6,0x10° 9,0x10° 1,2x10°  1,5x10°
[AMQ], mol/L

Figura 24 : Curva analitica para determinacdo da amodiaquina em leite materno

em solucdo BR pH 6,0 em UV-Vis.

A comparacdo entre a precisdo dos dois métodos foi realizada pela
aplicacédo do teste de Snedecor (Teste F), o qual considera a razdo entre as
variancias amostrais dos dois métodos analiticos desenvolvidos. Os resultados

sdo apresentados na tabela 11.
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Tabela 11. Resultados para o estudo de comparacdo da precisdo de métodos

usados para a analise de amodiaquina em leite materno

Método analitico Grau de liberdade Sb F
Voltametria 7 2,9x107 *Fealculadp= 4,2 X 10°
Espectrofotometria 6 59x 103 Feritico=3,866

*Fealculado= 0° (espectrofotometria)/ o“(voltametria)

Aplicando-se o teste F para comparacdo entre os dois métodos,
observou-se que, o valor de F calculado é muito maior do que o valor critico de
F, neste caso pode-se afirmar que ha diferenga estatisticamente significativa
entre os resultados obtidos a 95% de confianca. Esta diferenca é evidente
quando comparamos as faixas lineares de cada uma das técnicas, bem como
seus valores de desvio padrdo. E possivel concluir que o método
espectrofotométrico apresenta menor sensibilidade para amodiaquina. Este
efeito € acentuado na amostra real devido as caracteristicas coloidais do leite
materno, havendo neste caso a necessidade de um pré-tratamento para

diminuicédo do efeito matriz.



VI-CONCLUSAO

» O presente trabalho demonstrou a potencialidade do uso de hemina
como agente modificador de eletrodos, apresentando uma resposta
voltametrica simples de ser avaliada quando ao seu comportamento
eletroquimico. A hemina estudada foi fortemente adsorvida sobre a
superficie do eletrodo de pasta de carbono.

» A facilidade de preparo do biossensor e a simplicidade de renovacgéo de
sua superficie sdo aspectos vantajosos do eletrodo desenvolvido.

» Os estudos da eletroatividade da amodiaquina em eletrodo de hemina
indicam de um Udnico processo oxidativo com transporte de massa
difusional.

» Diante do estudo comparativo dos dados encontrados para cada método,
0s parametros indicaram que a voltametria de onda quadrada, em
relacdo a voltametria de pulso diferencial, tem como vantagens a rapidez
na varredura, maior sensibilidade para baixas concentracdes e menor
limite de deteccéao.

» O biossensor contendo 10 % de hemina associado a voltametria de onda
quadrada mostrou bom desempenho para a determinacdo de
amodiaquina em leite materno em baixas concentracdes. Nesse estudo
as condicdes otimizadas encontradas foram: pH = 7; velocidade de
varredura = 40 mV s™; amplitude = 200 mV e frequiéncia = 150 Hz. A
dependéncia da corrente de pico com a concentracdo apresentou
linearidade entre 5,0 x 10° a 2,0 x 10 mol/L, limite de deteccéo de 8,7
x 107 mol L, limite de quantificacdo de 2,9 x 10° mol L™ e coeficiente
de variacédo de 3,14%.

> E importante ressaltar que o método desenvolvido mostrou-se eficiente
na determinacdo de amodiaquina presente no leite materno, sendo
simples, sensivel, reprodutivel e sem a necessidade de tratamento prévio

da amostra.
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