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Filmes nanoestruturados a base de matérias-primas regionais como
plataformas para sensores de farmacos antineoplasicos. HANDERSON
RODRIGUES SILVA LIMA. Orientador: Dr. Livio César Cunha Nunes.106p.
Dissertacdo de Mestrado. Programa de PésGraduacéo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Piaui, 2017.

RESUMO

O cancer esté entre as principais causas de morte no mundo atual e o seu
tratamento muitas vezes consiste no uso de medicamentos citotoxicos e/ou
citostaticos com potencial para causar contaminacdo ambiental ou ainda causar
efeitos patologicos em individuos que trabalham com esses tipos de farmacos.
Assim, a necessidade de métodos analiticos para a determinacdo de antineoplasicos
torna-se de extrema importancia, sendo 0s sensores e biossensores eletroquimicos
interessantes candidatos para esta finalidade. Com isso, realizou-se uma revisao
bibliografica que traz um resumo dos principais sensores e biossensores
eletroquimicos até entdo desenvolvidos para a analise de farmacos antineoplasicos,
bem como uma prospeccdo tecnoldgica a respeito do desenvolvimento e do
emprego de sensores e biossensores eletroquimicos na quantificacdo desses
farmacos. Foram descritos diferentes sensores e biossensores ja desenvolvidos
para a andlise de antineoplasicos, contudo, ndo foram encontradas patentes com
esse tema. O estudo objetivou ainda estudar a resposta eletroquimica do
guimioterapico metotrexato em eletrodos de ITO e desenvolver filmes
nanoestruturados utilizando matérias-primas regionais do Nordeste do Brasil que
possam ser utilizados como camada ativa para melhorar a resposta observada para
esse farmaco. Observou-se que, dentre os meios estudados, a utilizagdo do meio
eletrolitico a base de tampéo acetato de aménio pH 3.5 apresentou os melhores
resultados e a utilizacdo do filme LbL do polieletrélito PVS e mesocarpo de babacu
pbdde intensificar o sinal obtido para a resposta eletroquimica do farmaco estudado,
fato que provavelmente esta relacionado a maior superficie de contato adquirida
pelo eletrodo apds a deposicdo do filme, conforme observado em Microscopia de
Forca Atdbmica. Utilizando-se a técnica de Voltametria de Onda Quadrada, foi
possivel ainda otimizar parametros para a determinacao do farmaco e construir uma
curva de calibracdo para o mesmo empregando-se o filme desenvolvido. O sensor
mostrou um intervalo linear de quantificacdo variando entre 1,5x10 e 5,0x10-°mol L
1 com um limite de deteccdo (LD) de 5,95 x 10'mol L. A sensibilidade analitica
para a deteccdo do metorexato foi melhorada de 2,49 pA/umol L? (ITO) para 5,55
HA/umol L1(ITO/PVS/MB). O estudo demonstrou a possibilidade de quantificacéo de
mtx a partir de técnicas eletroquimicas utilizando-se materiais de ampla
disponibilidade regional, o que pode trazer grandes vantagens financeiras e para a
saude de forma geral.

Palavras-chave: sensor eletroquimico, quantificacdo, quimioterapico,
antineoplasico.
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Nanostructured Films based on regional raw materials as platforms for
antineoplastic drugs sensors. HANDERSON RODRIGUES SILVA LIMA. Advisor:
Dr. Livio Cunha César Nunes. 106p. Masters Dissertation. Postgraduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Federal University of Piaui, 2017

ABSTRACT

The cancer is among the leading causes of death in the world in the actuality
and it treatment often consists in the use of cytotoxic and cytostatic medicines that
have potential to cause environmental contamination or cause pathological effects on
individuals who work with these types of drugs. Thus, the need for analytical methods
for the determination of these drugs becomes of extreme importance, being the
electrochemical sensors and biosensors interesting candidates for this activity.
Therefore, a literature review was realized, how far out studied, for the first time in the
literature, a summary of the mainelectrochemical sensors and biosensors hitherto
developed for the analysis of anticancer drugs, as well as a technological prospection
about the development and employment of electrochemical sensors and biosensors
in the quantification of anticancer drugs. There were described different sensors and
biosensors already developed for the analysis of these drugs, however, no patents
with that theme were found. This study aimed to study the electrochemical response
of the antineoplastic methotrexate in ITO electrodes and developing nanostructured
films using regional raw materials of northeastern Brazil that could be used as active
layer to improve the response observed for this drug. It was observed, that the use of
electrolytic media based in ammonium acetate pH 3.5 buffer solution presented the
best results, among the studied medias, and the use of the LbL film of PVS and
babassu mesocarp might intensify the signal obtained for the electrochemical
response of the drug studied, which probably is related to the larger contact surface
acquired by electrode after the deposition of the film as observed in Atomic force
microscopy. Using the Square Wave Voltammetry technique, it was possible to still
optimize parameters for the determination of the drug and construct a calibration
curve for the same using the developed film. The sensor showed a linear range of
quantification ranging from 1.5 x 10 and 5.0 x 10> mol L1, with a limit of detection
(LD) of x 107 mol 5.95 L. The analytical sensitivity for detection of MTX was
improved from 2.49 pA/umol Lt (ITO) to 5.55 pA/umol Lt (ITO/PVS/MB). The study
demonstrated the possibility of quantification of metrotexato with the utilization of
electrochemical techniques using materials with large regional availability, the who
can bring great financial and health advantages in general.

Keywords: electrochemical sensor, quantification, chemotherapy, antineoplastic.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem evoluido muito rapidamente como
um campo cientifico multidisciplinar (CHENG et al., 2011). Essa ciéncia aplicada a
estruturacdo de filmes finos em camadas tem se tornado um dos métodos mais
promissores para a construcao e investigagdo de dispositivos nanoestruturados, tais
como os sensores e biossensores (HOLDER et al., 2005).

Os sensores quimicos sdo dispositivos que possibilitam a obtencdo de
informacdes com manipulagdo minima do sistema onde estdo inseridos gerando
reasultados que podem ser analisados e correlacionados com outros parametros do
ambiente, onde a obtencdo da informacdo analitica depende essencialmente da
capacidade da membrana, usualmente posicionada na extremidade do dispositivo,
em reconhecer a espécie de interesse.(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).Ja os
biossensoes consistem em sensores modificados com algum tipo de material
biol6gico (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

A literatura descreve uma gama de materiais empregados na fabricacdo de
filmes nanoestruturados atuando como camada ativa em sensores especificos (WU
et al, 2010; JAMES et al, 2012) e estudos recentes apontam o0 crescente uso de
materiais obtidos de fontes naturais na formacdo de filmes finos, tendo como
destaque os polimeros naturais, que podem ser definidos como polimeros formados
a partir de organismos vivos, no interior das células por complexos processos
metabolicos durante o ciclo de crescimento do referido organismo (RAO et al 2014).

Para Florea et al. (2015) o desenvolvimento de sensores e biossensores
eletroquimicos tem atraido grande interesse para mensurar a concentracdo de
antineoplasicos em amostras, devido a sua alta sensibilidade, baixo custo e curto
tempo para andlise, ja que, entre as técnicas utilizadas para a analise desses
farmacos, muitas apresentam altos custos, necessitam de um pré-tratamento das
amostras entre outras desvantagens (NUSSBAUMER et al., 2011).

Assim o desenvolvimento de novas tecnologias para andlise dessa classe de
farmacos se mostra de grande relevancia, pois os antineoplasicos sdo uma das
classes de produtos farmacéuticos com maior potencial para causar efeitos
prejudiciais ao meio ambiente e aos seres vivos (ZAMPIERI, 2013), onde diversos

estudos comprovam que alguns desses farmacos, em determinados niveis de
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exposi¢do ocupacional, podem ocasionar danos a saude dos trabalhadores, sendo
considerados potencialmente mutagénicos (MAIA; BRITO, 2011).

Assim, o monitoramento de medicamentos antineoplasicos ainda se depara
com grandes dificuldades tanto de ordem técnica quanto analitica, ndo existindo um
padrdo adequado em relacdo ao tipo de amostragem ou ao método de andlise que
permita uma avaliacdo do risco promovido pela exposicdo aos mesmos (MARTIN;
ROSA, 2004).

Com isso, a necessidade de métodos analiticos para determinar
farmacos antineoplasicos torna-se de extrema importancia (NUSSBAUMER et al.,
2011) e, a possibilidade de se utilizar matérias primas abundantes no estado do
Piaui, na construcdo de biosensores para analise de farmacos antineoplasicos surge
como nova uma aplicabilidade capaz de agregar valor a estes produtos.

O desenvolvimento deste trabalho podera mostrar materiais capazes de
serem utilizados como sensores que futuramente possam vir a ser utilizados no
monitoramento ocupacional de profissionais que trabalham com esses
medicamentos, na dosagem plasmatica de farmacos, em controle de qualidade e de

contaminantes ambientais, entre outras finalidades.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver filmes automontados, do inglés Self Assembled Monolayers
(SAM), ou filmes Layer by Layer (LbL) a base de matérias-primas regionais e avaliar
o potencial desses filmes para o0 sensoriamento do farmaco antineoplasico

metotrexato usando técnicas eletroquimicas.
2.2 Objetivos especificos
1) Agregar valor a matérias-primas regionais através do emprego desses materiais

durante o preparo de flmesSAM ou Layer-by-Layer para aplicacdes em sensores;

2) Intercalar produtos naturais com polieletrdlitos ja descritos na literatura, na busca

de sistemas capazes de detectar drogas antineoplasicas;

3) Otimizar os parametros envolvidos no processo (meio eletrolitico, pH, composicao

e numero de camadas do filme, entre outras);

4) Caracterizar a morfologia dos filmes SAM ou LbL obtidos por Microscopia de

Forca Atdmica, do inglés Atomic Force Microscopy(AFM).

5) Estudar a viabilidade do emprego desses filmes na deteccdo do antineoplasico

Metotrexato.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Nanotecnologia

Emerich e Thanos (2003) conceituam a nanotecnologia como a ciéncia
envolvida na concepcdo, sintese, caracterizacdoe aplicacdo de materiaise
dispositivos,cuja organizacaofuncional, empelo menos uma dimensdo, esteja
naescala nanomeétrica (um bilionésimode metro), onde podem ocorrer fenénenos
Unicos que permitem novas aplicacées (ADAMS; BARBANTE, 2013).

Muitos aspectos da nanotecnologia baseiam-se no fato de que o mundo em
nanoescala € diferente do mundo macroscopico — cujos conceitos e aplicacfes ja
sdo adaptados a vida cotidiana. Em nivel microscopico ou acima deste, os materiais
tém massa convencional e propriedades que obedecem as leis da ciéncia classica
(ISLAM; MIYAZAKI, 2009), enquanto os materiais e dispositivos submicroscopicos
(situados na escala entre 1 micron e 100 nm ou menos) tém suas propriedades
afetadas por flutuacdes e estdo sujeitos a leis imprevisiveis da mecéanica quantica.
Por este motivo, novas ferramentas e funcionalidades interessantes estdao sendo
descobertas neste novo campo cientifico (ADAMS; BARBANTE, 2013).

Assim, a ocorréncia de interacbes em nivel submicroscopico, torna capaz o
surgimento de propriedades super-funcionais em diferentes materiais quando os
mesmos se encontram em escala nanométrica (BRESNAHAN; TAJTENBERG,
1995).

Em outras palavras, € provavel que a nanotecnologia seja a base para a
obtencdo de grandes avancos, incluindo a criacdo de dispositivos eletrdnicos cada
vez mais ‘inteligentes”, assim como melhoria na saude através de métodos
diagnosticos e terapéuticos cada vez mais sofisticados, além de avancos na
agricultura e desenvolvimento de fontes mais limpas de energia (ISLAM; MIYAZAKI,
2009)

3.2 Filmes finos nanoestruturados

Chama-se “filme” a matéria condensada disposta em camadas imobilizadas

em uma superficie sélida, conhecida como substrato. Quanto a sua espessura, 0S
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chamados “filmes finos” podem ser classificados em nanométricos, micrométricos e
milimétricos referindo-se as faixas de 0,1 — 100 nm, 0,1 — 100 pm e 0,1 — 100 mm,
respectivamente (GALEMBECK, 1998).

Normalmente as propriedades de um material, na forma de filme, diferem
substancialmente daquelas encontradas em sua forma natural, devido a influéncia
da superficie. Por outro lado, as propriedades finais dos filmes sdo altamente
dependentes do processo de deposicdo empregado e das interacfes existentes
entre os materiais conjugados na formacao do filme (FARIAS et al., 2014).

A necessidade de se compreender o comportamento de filmes finos
ultrapassa as fronteiras do conhecimento cientifico e se estende para a area
tecnoldgica, pois estes tipos de materiais estdo sendo cada vez mais utilizados na
fabricacdo de dispositivos de micro e nanoeletrbnica, como sensores, transistores,
células fotovoltaicas, diodos e diodos emissores de luz, o que leva a uma
necessidade tecnoldgica em se conhecer suas propriedades eletrénicas (HOLDER
et al., 2005).

A preferéncia pelo uso de filmes finos engloba ndo s6 as facilidades de
processamento e de reducdo dos custos de fabricacdo, mas também a possibilidade
de controle e otimizacdo de suas propriedades elétricas e dpticas. Tais propriedades
podem ser asseguradas com a variacdo, sobretudo, da espessura e da natureza dos
materiais utilizados como eletrodoso, o que influencia diretamente nas respostas do
sistema, como é o caso da corrente elétrica, que pode ser amplificada mesmo sob
aplicacdo de campos elétricos baixos (< 103 V/m) (BLYTHE et al., 2002).

Os filmes finos podem ser produzidos por diferentes métodos dentre os quais
podemos citar: Deposi¢cdo Quimica e Fisica a Vapor (BRINKER, 1990), Sol-gel
(BRINKER, 1990), Langmuir-Blodgett (LB) (GUIMARAES, 2009), Casting,spin
coating (NASSAR et al., 2003), dip coating (CARVALHO e VARELA, 2001) além do
método de automontagem do tipo camada-por-camada (do inglés Layer-by-Layer-
LbL) (DECHER, 1997).
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3.3 Técnicas de formacdo de monocamadas automontadas (Self Assembled

Monolayer) eLayer-by-Layer

Modificar as propriedades de eletrodos, ancorando entidades orgéanicas na
sua superficie tem atraido interesseconsideravel em estudos eletroquimicos, uma
vez que a modulacdo eficaz e racional dos processos eletroquimicos requer uma
organizacdo molecular bem definida da camada organica. Assim, a aplicacdo de
monocamadas organicas altamente organizadas constitui uma abordagem
promissora para a modificacao de eletrodos (SABATANI et al., 1987).

Devido ao aumento do uso de moléculas organicas, a técnica de
automontagem tem sido amplamente empregada na producdo de filmes ultrafinos
para potenciais aplicacdes em sensores e biossensores (GAMBINOSSI et al., 2007).

As monocamadas automontadas, do inglés Self-Assembled Monolayers
(SAMs), sdo definidas como filmes de espessura monomolecular, constituidos por
moléculas organicas que se organizam espontaneamente sobre uma superficie
normalmente solida (ULMAN, 1996), ndo sendo adequada para montagem de filmes
multicamadas (ARIGA et al., 2006).

As SAMs exibem uma alta organizacdo e sdo formadas espontaneamente
como consequéncia da imersdo de uma superficie soélida em solugéo constituida de
moléculas que possuam interagir com a superficie do substrato, devido a afinidade
de seus grupos funcionais (MANDLER et al, 1996).

Nas monocamadas automontadas uma extremidade da molécula € projetada
para ter uma interacdo favoravel e especifica com a superficie sélida de interesse (0
substrato). Isso resulta na formacdo de um filme monocamada estavel que
permanece intacto, e devido a interacdo entre moléculas e o substrato, a adsorcéo
pode frequentemente ser realizada em uma variedade de solventes polares e
apolares, permitindo maior flexibilidade no design molecular e, portanto, nos tipos de
propriedades de superficie que podem ser modificados e controlados (SCHWARTZ
et al., 2001).

A automontagem ganhou atencéo especial devido a vantagens tais como facil
manipulagéo, baixo custo operacional, reprodutibilidade, versatilidade dos materiais

utilizados e elevado controle da arquitetura molecular (SANTOS et al., 2010).
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Dentre as diferentes técnicas desenvolvidas para a fabricacédo de filmes finos,
pode-se destacar ainda a técnica de automontagemlayer-by-layer(LbL), que tem se
mostrado promissora devido a capacidade deproduzir filmes ultrafinos, utilizando-se
diferentes tipos de materiais, de maneira simples e economicamente viavel,
proporcionando ainda a possibilidade de seconseguir estruturas organizadas em
nivel nanométrico (PATERNO et al., 2001; DURAN et al., 2006).

A formacédo desses filmes envolve a deposicdo de camadas através de
interacOes eletrostaticas entre solucdes de cargas contrarias envolvendo diferentes
processos de adsorcéo (EIRAS et al., 2007).

Contudo, a interacdo eletrostatica entre os materiais envolvidos ndo é
exclusiva e nem tampouco um pré-requisito para a formacao de um filme LbL, onde,
a depender dos materiais escolhidos, outras forcas podem orientar o mecanismo de
formacao dos filmes, como ligacdes covalentes, ligagcdes de hidrogénio, forcas de
Van der Waals, entre outras, diversificando ainda mais a versatilidade dessa técnica
(DE OLIVEIRA et al., 2015).

Essa técnica, permite o controle de parametros como a espessura e 0
empacotamento molecular, uma vez que possibilita “organizar” moléculas individuais
em arquiteturas altamente ordenadas, propiciando ainda o planejamento das
propriedades finais dos filmes obtidos (ULMAN, 1991).

Outra vantagem inerente da técnica LbL € a possibilidade de combinacéo das
propriedades de diversos tipos de materiais, tais como, compostos inorganicos
carregados (LU; HSIEH, 2010), nanoparticulas, nanotubos, argilas, complexos
organo-metalicos, polimeros (THEREZIO et al., 2011), biomateriais como,
polissacarideos naturais, proteinas e enzimas, (EIRAS et al., 2010; CRESPILHO et
al., 2009), e uma infinidade de outros materiais e compostos quimicos, o que tem

ampliado o campo de estudo e a aplicabilidade desta técnica.

34 Técnicas eletroanaliticas em anéalise de amostras

Um conjunto de técnicas voltamétricas de analises, conhecidas como
técnicas eletroanaliticas, esta sendo cada vez mais utilizado em diversas areas do
conhecimento com o objetivo de se obter informacdes fundamentais sobre

propriedades intrinsecas das substancias. Estudos de processos de oxidagédo e
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reducdo em varios meios, de adsor¢cdo em superficies e de mecanismo de
transferéncia de elétrons, inclusive com a utilizacdo de eletrodos modificados,
exemplificam algumas das suas numerosas aplicacbes (DE SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).

Entre as vantagens dessas técnicas podem ser destacadas o curto tempo na
realizacdo das analises, o0 baixo custo da instrumentacdo e dos materiais utilizados,
se comparados as técnicas cromatograficas e espectroscopicas, e a baixa
sensibilidade que as técnicas eletroanaliticas apresentam em relacdo a presenca de
interferentes. Além disso, permitem que a medida possa ser realizada diretamente
na amostra, sem necessidade de etapas de pré-purificacbes ou de separacdes
prévias, tornando possivel ainda a analise de materiais coloridos ou amostras
contendo particulas sélidas dispersas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

3.4.1 Voltametria Ciclica

A voltametria € uma técnica eletroguimica em que as respostas qualitativas e
quantitativas de uma espécie eletroativa sdo obtidas em funcéo do registro da curva
corrente versus potencial aplicado (ALEIXO, 2003; HARRIS, 2003).

Para a analise exploratéria de espécies eletroativas, a técnica de Voltametria
Ciclica (VC) tem sido utilizada frequentemente, com o0 objetivo de se obter
informacBes qualitativas sobre as espécies de interesse. A versatilidade da VC,
combinada com a facilidade na realizacdo de medidas resultou em sua ampla
aplicacdo nos campos da Eletroquimica, Quimica Inorganica, Quimica Orgéanica e
Bioquimica (SKOOG et al., 2006; HOLLER et al., 2009).

Na técnica de VC o potencial do eletrodo de trabalho é controlado pelo
eletrodo de referéncia, sendo os mais usuais 0s de calomelano Saturado (SCE) e de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). O potencial de controle é aplicado entre dois
eletrodos, produzindo um sinal de excitagao caracterizado por uma varredura linear
de potencial em forma de onda triangular (SKOOG et al.,, 2006; HOLLER et al.,
2009).

Devido a sua natureza exploratoria, a VC tem sido empregada na
caracterizacao de diversos tipos de materiais. Um destaque especial pode ser dado

aos filmes finos produzidos pela técnica LbL.
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3.4.2 Voltametria de Onda Quadrada

Assim como a VC, a voltametria de onda quadrada, do inglés
“‘SquareWaveVoltammetry” (SWV), tem sido amplarmente utilizada, sendo uma das
técnicas voltamétricas de pulso maisrapidas e sensiveis, onde os limites de
deteccdo podem ser comparadosaos das técnicas cromatograficas e
espectroscopicas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Do ponto de vista préatico, a SWVpossibilita a obtencdo de correntes de pico
bem definidas em experimentos executados em alta velocidade de varredura,
melhorando, assim, a sensibilidade da técnica e, por tratar-se de uma técnica de
pulso, a corrente faradaica pode ser coletada sem grande interferéncia da corrente
capacitiva. Uma outra vantagem apresentada pela SWV é a reducdo no ruido de
fundo por meio de varreduras repetitivas e a possibilidade de se obter informacdes
analogas aquelas obtidas utilizando-se a VC, porém com uma sensibilidade maior
devido a minimizacdo da contribuicAo da corrente capacitiva (DE SOUZA,
MACHADO e AVACA, 2003).

3.5 Microscopia de Forgca Atdmica

A microscopia de forca atdmica, AFM (do inglés, Atomic Force Microscopy),
foi desenvolvida por Binnig, Quate e Gerber, em 1986, partindo-se das técnicas
desenvolvidas e utilizadas na Microscopia de Tunelamento de Elétrons (TEM, do
inglés, Tunneling Electron Microscopy). A AFM possibilita uma resolucao
tridimensional similar a TEM, mas pode ser utilizada diretamente em amostras de
materiais eletricamente isolantes ou condutores (BINNIG e QUATE, 1986).

As vantagens praticas da utilizacdo da AFM consistem em n&o haver
necessidade de preparo prévio das amostras, desde que suas dimensfes estejam
dentro das especificacdes do equipamento. E uma técnica muito atraente para
estudar a superficie de materiais biol6gicos pelo fato de poder analisar a amostra
diretamente sem a necessidade de secagem, desidratacdo ou a deposi¢cao de outros
materiais, a fim de tornar a superficie da amostra condutora, como exige a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (CHERNY et al., 1998).
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A técnica consiste na varredura da superficie por uma ponta de prova ou
cantliever que oscila de acordo com a interagdo entre a mesma e 0 material da
superficie. As imagens obtidas permitem identificar o recobrimento da superficie de
substratos por filmes, bem como a espessura e homogeneidade dos mesmos por
meio da formacao de agregados (MARLETTA et al., 2010).

3.6. Materiais empregados na producdo de filmes como camada ativa para

Sensores.

A literatura descreve uma gama de materiais empregados na fabricacédo de
filmes LbL, sejam eles conjugados em camadas alternadas originando os chamados
nanocompoésitos (MANTHA et al.,, 2010) ou ainda imobilizados individualmente
(EGAWA et al., 2011) atuando como camada ativa em sensores especificos (WU et
al., 2010; JAMES et al., 2012).

Alguns polissacarideos obtidos de fontes naturais tém sido amplamente
estudados em relacdo as suas propriedades e aplicacdes, onde caracteristicas como
biodegrabilidade, abundancia na natureza e versatilidade, além de serem
geralmente atdxicos, tém despertado interesse, em especial na producéo de filmes
finos de polissacarideos sobre superficies sélidas podendo ser aplicados na
producado de sensores ou biossensores (EIRAS et al., 2007).

Os polissacarideos apresentam uso consagrado na industria alimenticia e
farmacéutica atuando como agentes filmogenos, espessantes, emulsionantes,
estabilizantes, entre outras propriedades, em especial devido a suas caracteristicas
biodegradaveis (WHISTLER; BEMILLER, 1997)

Esses polissacarideos tém sido usados particularmente como substitutos de
polimeros sintéticos, por apresentarem varias vantagens, tais como baixo custo,
baixa toxicidade, disponibilidade na natureza e biodegradabilidade (VALENGA,
2012).

Alguns materiais obtidos de fontes naturais tém tido atencdo em estudos de
producdo de filmes finos, tendo como destaque o0s biopolimeros, também
conhecidos como polimeros naturais, que podem ser definidos como polimeros

formados a partir de organismos vivos, no interior das células por complexos
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processos metabdlicos durante o ciclo de crescimento do referido organismo (RAO
et al 2014).

3.6.1 Mesocarpo de babacu

Uma fonte para a producéo de biopolimeros sdo os materiais lignoceluldsicos,
formados por estruturas rigidas e fibrosas compostas de trés componentes
majoritarios: a celulose (50 %), as hemiceluloses (25 %) e a lignina (25 %), onde a
celulose e hemicelulose, encontram-se entremeados por lignina (LEE, 1997,
BASTOS, 2007).

Dentre os materiais lignocelulésicos a serem utilizados na obtencdo de
biopolimeros, destaca-se o mesocarpo do coco babacgu (Orbignya phalerata Mart)
(MB). O coco do babacu é constituido de 03 (trés) camadas; uma externa, fibrosa
(epicarpo); uma intermediaria, fibrosa-amilacea (mesocarpo) e uma interna, lenhosa
(endocarpo), na qual estao inseridas as améndoas (NASCIMENTO, 2004).

O MB é extraido do coco encontrado na palmeira do babacu (Orbignya sp),
apresentado na Figura 1, sendo essa palmeira encontrada em paises como Bolivia,
Suriname e Brasil, neste ultimo, encontra-se a regidao conhecida como “mata dos
cocais”, uma area de alta densidade dessa palmeira, especialmente nos Estados do
Maranhdo, Tocantins e Piaui (LORENZI, 2010).

Figura 1. Palmeira e fruto do babacu (Orbignya phalerata)
P "":

A farinha do mesocarpo de babacu é composta por um conjunto de
componentes como materiais graxos, compostos nitrogenados, celulose, agucares,
dextranas e majoritariamente, amido (PEIXOTO, 1973), estes Ultimos sendo

polissacarideos originados a partir da glicose (Figura 2).



25

Figura 2. Polissacarideos formados a partir da glicose.

n
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O MB é um subproduto agricola com grande quantidade de materiais
lignocelulésicos. E um material ndo-toxico, renovavel e passivel de modificagdo com

grande potencial a ser utilizado na area industrial (VIEIRA et al, 2009).

3.6.2 Goma de Angico

As gomas naturais sdo polissacarideos obtidos de exsudatos de tronco de
arvore, sementes, algas ou por fermentacdo microbiolégica (EIRAS et al., 2007).

A arvore angico (Anadenanthera macrocarpa Benth), apresentada na Figura 3,
pertence a familia das leguminosas e exsuda uma goma com as mesmas
caracteristicas das gomas arabica (Acacia senegal) e do cajueiro (Anacardium
occidentale). Essa goma do angico trata-se de um heteropolissacarideo que contém
arabinose (67,8%), galactose (24,1%), acido urénico (5,9%) e tracos de ramnose,
além de apresentar baixa viscosidade, semelhante as gomas do cajueiro e arabica
(EIRAS et al., 2007).

Figura 3. Adenanthera colubrina.

Fonte: Carvalho (2002).
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A goma de angico foi utilizada como biomaterial modificador de camada em
filme de ftalocianina tetrasulfonada de niquel, onde os filmes apresentaram boa
estabilidade e puderam ser utilizados na deteccdo de neurotransmissores, sendo
constatado que a utilizacdo das gomas nos filmes possibilitou um incremento na
resposta eletroguimica observada (EIRAS; SANTOS; ZAMPA, 2010). Assim, essa
goma apresenta-se como um material promissor para a realizacdo de estudos no

desenvolvimento de sensores eletroquimicos.
3.6.3 Galactomananas

As galactomananas sado heteropolissacarideos com uma estrutura basica
composta de uma cadeia linear de residuos de manose unidas por ligacdes
glicosidicas B(1-4), a qual os residuos de galactose estdo unidos por ligagcées do tipo
a(1-6) (Figura 4), onde a distribuicdo de galactose na cadeia principal varia de
acordo com a espécie botanica e controla as propriedades tais como a viscosidade,
solubilidade e estabilidade das solucdes desse polissacarideo (VALENGA, 2012).

A goma da arvore Carolina (Adenanthera pavonina L.) (Figura 5), apresenta a
composicdo classica das galactomananas, sendo constituida por uma cadeia
principal formada por unidades de D-manopiranose unidas por ligagdes B(1—4)
apresentando ramificacdes de unidades D-galactopiranose unidas por ligagdes a

(1—6), com relacdo manose:galactose (man:gal) 1,8:1 (NOBRE, 2012).

Figura 4. Estrutura geral das galactomananas.
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Fonte: Nobre (2012).
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As galactomananas dao origem a solugbes aquosas de alta viscosidade
mesmo a baixas concentra¢des (0,5 a 1%) o que as torna comercialmente Uteis
principalmente como agentes espessantes na industria alimenticia e farmacéutica
(NOBRE, 2012). Assim, os filmes de galactomananas vém sendo usados para
diversas finalidades (EIRAS et al., 2007) sendo que esses polissacarideos tém sido
usados na fabricacdo de filmes finos para a imobilizacdo de biomoléculas e no
desenvolvimento de biossensores (VALENGA, 2012).

Figura 5. Adenanthera pavonina L. (a) e suas sementes (b).

Fonte: Nobre (2012).

3.7 Sensores e biossensores eletroquimicos

Os sensores quimicos sdo dispositivos que possibilitam a obtencdo de
informacdes com manipulagdo minima do sistema onde estdo inseridos
gerandoreasultados que podem ser analisados e correlacionados com outros
parametros do ambiente, onde a obtencdo da informacdo analitica depende
essencialmente da capacidade da membrana, usualmente posicionada na
extremidade do dispositivo, em reconhecer a espécie de interesse.(LOWINSOHN;
BERTOTTI, 2006).

Os sensores quimicos séo dispositivos de grande uso no campo da
instrumentacdo analitica devido ao fato de possuirem caracteristicas peculiares que
os distinguem de outros métodos instrumentais. Além disso, 0s sensores
eletroquimicos sdo dispositivos simples (TUNER et al., 1987) os quais veem se

destacando por serem precisos, sensiveis e seletivos, além de permitirem a
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obtencéo de informacdes in situ e em tempo real. Outras caracteristicas vantajosas
do uso de sensores eletroquimicos referem-se a sua portabilidade, facilidade de
automacdao, possibilidade de miniaturizacdo e baixo custo (LOWINSOHN et al.,
2006).

Quando em um dispositivo sensor, 0 elemento de reconhecimento for uma
substancia de natureza biolégica (enzimas, células, anticorpos, proteinas), teremos
um biossensor, ou seja, o biorreceptor consiste em uma biomolécula capaz de
reconhecer um analito especifico através da sua bioafinidade. O biorreceptor ao
interagir com o analito produz um sinal quimico (por exemplo, uma reacdo redox),
que ao ser enviado para o transdutor, é convertido em um sinal mensuravel (como
corrente elétrica, por exemplo) (YAMANAKA et al., 2009). A Figura 6 apresenta o

esquema ilustrativo de (a) um sensor eletroquimico (b) um biossensor eletroquimico.

Figura 6: Esquema ilustrativo de (a) um sensor e (b) um biosensor eletroquimico.
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3.8 Anadlise de Farmacos Antineoplasicos

3.8.1 Importéncia

Para Zampieri(2013) os antineoplasicos sdo uma das classes de produtos
farmacéuticos com maior potencial para causar efeitos prejudiciais ao meio ambiente
e aos seres Vvivos. Entre 0s grupos que estdo sob risco consideravel de exposicéo a
esses farmacos, podemos citar os proprios pacientes, os trabalhadores das

industrias farmacéuticas, os trabalhadores que preparam e administram farmacos,
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os profissionais de salde que cuidam dos pacientes, o pessoal relacionado a
limpeza, os familiares dos pacientes e os pesquisadores (MARTINS; ROSA, 2004).

Como exemplos de farmacos utilizados para o tratamento do cancer podem
ser citados o metotrexato (WEY et. al, 2014), a ciclofosfamida e a ifosfamida
(HASSAN et al, 1998), flutamida (BRAHMAN et al, 2012), entre outros.

Estudos comprovam que alguns quimioterapicos antineoplasicos em
determinados niveis de exposi¢cado ocupacional podem ocasionar danos a saude dos
trabalhadores. Os efeitos promovidos podem ser imediatos (dermatite,
hiperpigmentacdo da pele e outros) ou tardios (alopecia parcial, anormalidades
cromossOmicas e aumento do risco de desenvolver cancer) (MAIA; BRITO, 2011).

Além disso, o0s quimioterapicos sdo considerados potencialmente
mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos, fetotoxico e esterilizantes sendo o0s
efeitos carcinogénicos dificeis de demonstrar, uma vez que 0s canceres, na maioria
dos casos se manifestam clinicamente a partir dos 20 a 30 anos apds a primeira
exposicao quimica (MAIA; BRITO, 2011).

A partir da possibilidade de contato com esses farmacos, ndo ha
conhecimento de um nivel de exposi¢cdo que seja considerado seguro, ao qual ndo
se evidenciem efeitos toxicos, sendo, portanto, necessario que essa exposi¢ao seja
mantida dentro dos niveis mais baixos possiveis (MARTINS; ROSA, 2004).

Desta forma, o monitoramento de medicamentos antineoplasicos apesar de
ser de grande interesse ainda se depara com grandes dificuldades tanto de ordem
técnica quanto analitica, ndo existindo um padrdo adequado em relacdo ao tipo de
amostragem ou ao método de andlise que permita uma avaliagdo do risco
promovido pela exposicdo aos mesmos (MARTIN; ROSA, 2004).

Outro fator importante no monitoramento da concentracdo de drogas
antineoplasicas é a possibilidade de otimizacdo da terapia utilizada e o melhor
manejo de efeitos colaterais nos pacientes (FLOREA et al., 2015).

Para FLOREA et al., 2015, o desenvolvimento de sistemas de sensoriamento
eletroquimico para a deteccdo de drogas antineopldsicas tem atraido grande
interesse pela possibilidade de mensurar a concentracdo desses farmacos em
amostras com alta sensibilidade, baixo custo e curto tempo de analise.

Assim, a literatura ja descreve o desenvolvimento e caracterizacdo de alguns

sensores eletroquimicos para a analise de farmacos antineoplasicos onde podem
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ser citaodos a modificacdo de eletrodos de pasta de carbono com polimero de acido
glutdmicopara determinacdo de flutamida (BRAHMAN et al, 2012); um sensor
eletroquimico a base de um eletrodo de carbono vitreo modificado com poli (L-lisina)
para deteccdo de metotrexato (WEY et. al, 2014); um sensor a base de PVC
carboxilado para deteccdo de ciclofosfamida e ifosfamida em amostras
farmacéuticas (HASSAN et al, 1998), entre outros.

Esses sensores podem vir a ser de extrema utilidade no controle de
exposicao ocupacional e ambiental, & medida que sdo capazes de detectar agentes
antineoplasicos em baixissimas concentracdes, a sua utilizacdo para monitoramento
das concentragfes plasmaticas dos farmacos em pacientes em tratamento também

se mostra como uma alternativa promissova para o uso desses sistemas.

3.8.2 O antineoplasico Metotrexato

O Metotrexato (MTX) é um quimioterapico antineoplasico com acao
metabdlica bloqueadora da sintese de &acido desoxirribonucléico, do inglés
Desoxiribonucleic Acid(DNA), e anélogo ao acido félico (ALMEIDA et al., 2005). E
utilizado no tratamento de diversos tumores. No entanto, pode provocar efeitos
colaterais toxicos para as células normais, bem como varios efeitos adversos (ex.
hepatotoxicidade, colite ulcerativa, nefrotoxicidade), devido a sua caracteristica
mutagénica (FERREIRA et al., 2015).

Entre os efeitos adversos mais comuns podemos citar ainda nauseas,
vOmitos, anemia, neutropenia, diarréia, depressao da medula 6ssea, mucosite, entre
outros (KHAN et al., 2012).Além de ser utilizado como antineoplasico, o MTX tem
sido utilizado no tratamento da psoriase, de doencas reumatolégicas e até mesmo
na interrupcdo medicamentosa da gravidez (KHAN et al., 2012) e como tratamento
para gravidez ectopica (FARIAS-FILHO et al., 2014).

A molécula é constituida de uma porcéo heterociclica (anel pteridinico 2-4
diamino substituido) ligado a uma por¢cdo aminobenzoila que se liga a uma unidade
de 4cido glutamico por uma ligagdo amida (Figura 7) (LELES, 2008).

O MTX age principalmente pelo bloqueio competitivo da enzima dihidrofolato
redutase, responsavel pela conversao do acido dihidrofélico a acido tetrahidrofélico.

A falha na produgcdo do &cido tetrahidrofdlico leva a falhas na sintese protéica,
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inibindo ainda a producéo de timidina e interferindo assim na mitose celular (KHAN
et al., 2012).

Por tratar-se de um farmaco de baixo indice terapéutico, com potencial para
promover toxicidade, existe a necessidade de acompanhamentos criteriosos em
decorréncia da sua utilizacao terapéutica, onde apesar de existir uma relacado dose-
efeito bem definida, situacfes clinicas como nefropatias, hepatopatias, entre outras,
ou ainda grupos especificos como idosos, gestantes, neonatos, fumantes,
imunodeprimidos, entre outros, justificam um controle ainda mais rigososo de suas

concentracdes plasmaticas (LELES, 2008).

Figura 7: Estrutura Molecular do Metotrexato
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Fonte: Leles (2008).

Além disso, o0 MTX €& um composto altamente polar com bioacumulagéo
negligenciavel e sorcdo em matéria organica, no qual até 90% do farmaco inalterado
pode ser excretada pela urina e fezes (LUTTERBECK et al., 2015).

O MTX é ainda exemplo de um antineoplasico que ja foi encontrado na urina
de funcionarios e nas superficies de centros oncoldgicos, em aguas residuais e em
ambientes marinhos em concentraces de até ng/L (AGUIRRE-MARTINEZ et al.,
2016; FLORIDIA et al., 1999; IDDER et al., 2013)

Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas rapidas, praticas e
baratas para analise desse farmaco podem trazer grandes vantagens em diferentes
campos da ciéncia, uma vez que podem vir a ser utilizados na analise de produtos
farmacéuticos, na analise de contaminacdo ambiental, para controle de exposicao
ocupacional e até mesmo para a otimizacao da terapia utilizada e o melhor manejo

de efeitos colaterais em pacientes.
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RESUMO

O céancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo sendo muitas
vezes tratado com o uso de medicamentos antineoplasicos, que possuem alto
potencial de toxicidade ao ser humano e ao meio ambiente mesmo em
concentracfes muito baixas, sendo o monitoramento desses farmacos de extrema
importancia. Dentre as técnicas de deteccdo de substancias em baixas
concentracdes, 0s sensores e biossensores eletroquimicos vém se destacando por
sua praticidade e pelo baixo custo. Essa revisdo traz, pela primeira vez, uma
abordagem simplificada e atraente dos principais sensores e biossensores
eletroquimicos até entdo desenvolvidos para a analise de farmacos antineoplasicos.
Foram descritos os farmacos analisados bem como o principio de cada metodologia
utilizada para sensoriamento eletroquimico, relatando ainda as técnicas utilizadas
para a quantificacdo dos farmacos e o desempenho analitico de cada sensor,
destacando-se o limite de deteccdo (LD) encontrado bem como, o intervalo linear
(IL) de quantificacdo para cada sistema. E finalmente, € apresentada uma
prospeccao tecnoldgica a respeito do desenvolvimento e utilizacdo de sensores e
biossensores eletroquimicos na quantificacdo de medicamentos antineoplasicos
baseada na pesquisa de patentes nas bases do Instituto Nacional de Propriedade
Industrial do Brasil (INPI), European Patent Office (EPO),World Intellectual Property
Organization (WIPO) e United States Patent and Trademark Office (USPTO). Na
busca realizada em marco de 2017, a partir da combinacéo das principais palavras-
chave relacionadas a este tema nao foi encontrada nenhuma patente depositada até
0 momento, representando, portanto, uma area a ser explorada. Esta revisao
demonstrou ainda que a utilizacdo destes sistemas vem ganhando destaque nos
altimos anos, e que a quantificagdo de antineoplasicos a partir de técnicas
eletroquimicas, pode trazer grandes vantagens financeiras e para a saude de forma
geral.

Palavras-chave: sensor eletroquimico, quantificacédo, quimioterapico, anticancer.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide being often treated with the
use of antineoplastic drugs that have high potential for toxicity to the human and
environment even in very low concentrations, being the monitoring of these drugs of
utmost importance.Among the techniques for detection of substances at low
concentrations, electrochemical sensors and biosensors have been noted for their
practicality and low cost. This review brings, for the first time, a simplified and
attractive approach to the main electrochemical sensors and biosensors developed
for the analysis of antineoplastic drugs. The drugs analyzed and the principle of each
methodology used for electrochemical sensing were described, also reporting the
techniques used for the quantification of the drugs and the analytical performance of
each sensor, highlighting the limit of detection (LOD) found as well as the Linear
Range of quantification (LR) for each system. Finally, a technological prospection
was presented about the development and use of electrochemical sensors and
biosensors in the quantification of antineoplastic drugs based on patent research in
the Brazilian Patent Office (INPI), European Patent Office (EPO), World Intellectual
Property Organization (WIPO) and United States Patent and Trademark Office
(USPTO). In the search conducted in 2017, January, from the combination of the
main keywords related to this topic, no patents has been found so far, therefore, an
area to be explored. This review also showed that the use of these systems has been
gaining prominence in recent years, and that the quantification of antineoplastics
from electrochemical techniques can bring great financial and health benefits in

general.

Keywords: electrochemical sensor, measuring, chemotherapy, anticancer
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4.1 INTRODUCAO

O cancer atualmente tem sido tratado como uma epidemia global onde entre
as principais formas de tratamento desta doenca podem ser citados a cirurgia, a
radioterapia e os tratamentos medicamentosos (SILVA et al., 2016) estes ultimos se
destacam pela utilizacdo de medicamentos citotdxicos ou citostaticos para combater
as células tumorais.

Porém, esses medicamentos possuem alto potencial toxico, mutagénico e
carcinogénico, oferecendo risco ocupacional (RIZALAR et al. 2012) ou mesmo a
grupos de individuos que se encontram em risco consideravel de exposicdo a esses
farmacos, como os proprios pacientes, os trabalhadores que preparam e
administram os medicamentos, os profissionais de saude que cuidam dos pacientes,
0s pesquisadores, entre outros (MARTINS; ROSA, 2004).

Além disso os medicamentos antineoplasicos sdo muitas vezes liberados ao
meio ambiente de forma completa (sem metabolizacdo) e podem criar um grande
prejuizo para o meio ambiente mesmo em baixas concentracfes (LUTTERBECK et
al. 2015). Assim, o monitoramento exposicional e ambiental mostram-se essenciais
para a prevencao de riscos advindos da exposicao a esses farmacos.

Além do monitoramento ambiental e ocupacional, o0 monitoramento das
concentracbes plasmaticas de farmacos antineoplasicos se mostra de grande
importancia devido a possibilidade de otimizac&o da terapia utilizada pelos pacientes
usuarios e o melhor manejo dos efeitos colaterais resultantess da terapia
antineoplasica (FLOREA, et al., 2015).

Apesar do exposto, o0 monitoramento desses farmacos ainda se depara com
grandes dificuldades tanto de ordem técnica quanto analitica, ndo existindo um
padrdo adequado em relacdo ao tipo de amostragem ou ao método de andlise que
permita uma avaliacdo do risco promovido pela exposicdo aos mesmos (MARTINS;
ROSA, 2004).

Entre as técnicas utilizadas para a andlise dessa classe de medicamentos
podem ser citadas a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) ou a fluorimetria, eletroforese capilar acoplada a deteccdo UV,
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), entre outras.

Contudo, muitas dessas técnicas apresentam altos custos e muitas vezes
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necessitam de um pré-tratamento das amostras(NUSSBAUMER et al., 2011), que,
dentre outras desvantagens, podem levar a perda potencial do analito nas diferentes
etapas do processo, além de muitas vezes necessitarem de metodologias
entediantes e demoradas (DOGAN-TOPAL; OZKAN, 2011a).

Assim, o desenvolvimento de métodos analiticos para a deteccdo e
quantificacdo desses farmacos tem ganhado bastante interesse, sendo os sensores
e biossenssores eletroquimicos interessantes candidatos a mensurar a
concentracdo de antineoplasicos em amostras, devido a sua alta sensibilidade, baixo
custo e rapidez com que séo realizadas as analises(FLOREA et al., 2015).

Futuramente estes sistemas de sensoreamento podem vir a fornecer
resultados analiticos dentro de alguns minutos, a exemplo do glicosimetro
atualmente disponiveis no mercado, e assim, serem extremamente promissores para
melhorar a eficiéncia dos tratamentos para o0 cancer e diminuir 0S riscos
provenientes da exposi¢céo ocupacional. A eletroquimica pode ainda fornecer novas
visbes sobre o desenvolvimento de farmacos e levar a uma maior compreenséo do
mecanismo de interacdo entre as drogas antineoplasicas e o0 &cido
desoxiribonucléico do inglés desoxiribonucleic acid(DNA)(DOGAN-TOPAL; OZKAN,
2011b).

Assim, esse trabalho objetiva mostrar para o leitor o cenario atual relacionado
ao desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos no monitoramento
de drogas antineoplasicas, trazendo, até onde foi pesquisado, pela primeira vez na
literatura, um relato dos principais sensores e biossensores eletroquimicos até entao
desenvolvidos para a analise de farmacos antineoplasicos. A revisdo apresenta
ainda uma breve descricdo dos farmacos analisados, bem como, o principio de cada
metodologia utilizada no processo de sensoriamento, destacando-se o limite de

detecgéo encontrado bem como o intervalo linear de quantificagdo dos mesmos.

4.2 Sensores eletroquimicos para analise de farmacos antineoplasicos

Os sensores quimicos sao dispositivos que possibilitam a obtencdo de
informagdes com manipulacdo minima do sistema onde estdo inseridos gerando
resultados que podem ser analisados e correlacionados com outros parametros do

ambiente, onde a obtencdo da informacdo analitica depende essencialmente da



43

capacidade da membrana, usualmente posicionada na extremidade do dispositivo,
em reconhecer a espécie de interesse, como por exemplo, uma droga
antineoplasica.O elemento sensor deve estar acoplado a um transdutor, que sera
responsavel por converter a interacédo analito-elemento sensor em um sinal analitico
mensuravel(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006), como por exemplo, um sinal de
corrente elétrica, capacitancia, pontencial, entre outros, a depender do tipo de
transdutor empregado.

A Figura 8 mostra o esquema geral do funcionamento de um sensor
eletroquimico.Nesta Figura sdo mostradas, resumidamente, as diferentes formas de
aplicar o potencial elétrico, bem como modelos de resposta de corrente obtidos por
diferentes técnicas de voltametria.

A camada ativa do sensor, Figura 8, pode ser composta pelos mais variados
tipos de recepetores, conforme serdo exemplificados mais a frente. Vale ressaltar
ainda que existem eletrodos dos mais variados tipos de materiais: ouro(HAJIAN et
al., 2015), platina(RADHAPYARI et al., 2013), carbono(WEI et al., 2014), a base de
vidro recoberto com 6xidos(RADHAPYARI; KHAN, 2015), entre outros, que podem
ser utilizados como transdutores na confecdo de sensores e biossensores
eletroquimicos.

Figura 8. Esquema de um sensor eletroquimico.

Sinal eletroquimico em fungéo
do potencial aplicado

Voltametria de
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Potencial

Voltametria de
\ onda quadrada

\_

Corrente
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Fonte: Arquivo proprio
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Assim, o emprego de sensores eletroquimicos para monitoramento da
concentracdo de moléculas de relevancia biolégica tem sido objeto de investigacfes
crescentes em Eletroanalitica (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Para Erdem, Karadeniz e Caliskan (2011) tem havido um consideralvel
interesse no desenvolvimento de sensores eletroquimicos, devido a sua importante
aplicacdo no diagndstico clinico, na medicina, na prevencdo de epidemias, na
protecdo do meio ambiente e na bioengenharia.

A literatura cientifica ja aborda o desenvolvimento e utilizacdo de alguns
sensores eletroquimicos para a determinacdo de farmacos antineoplasicos. A
Tabela 1 sumariza alguns dos principais sensores eletroquimicos encontrados.Estes
por sua vez foram desenvolvidos empregando-se diferentes materiais e técnicas

eletroquimicas.



Tabela 1. Sensores eletroquimicos para detec¢do de antineoplasicos.

FARMACO , LIM. DET INT .LINEAR _
ARTIGO ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA REFERENCIA
DETECTADO (molL?) (molL?)
(EPC/LI/NPM-ZnFe,0,)
A novel 5-fluorouracile anticancer drug sensor Eletrodo de pasta de carbono modificado (do inglés SWV) (SHOJAEI et al
based on ZnFe204magnetic nanoparticles com nanoparticulas magnéticas de ZnFe204 ) Voltametria de Onda 7x108 0.1 to 1400x107° -
o P 5-fluoruracila 2016)
ionic liquids carbon paste electrode e liquido idnico de brometo de 1,3- gquadrada
dipropylimidazol
. - . _— (PGE/FM)
Adsorptive stripping voltammetric determination
of anticancer drug lomustine in biological fluids . ) ) ) Voltametria de 8.13x10°8 1.92x107 a (TEMERK et al.,
using in situ mercury film coated graphite pencil | Pencil grafite electrodes revestidos com fime Lomustina adsorcao catodica . 1.36x1075 2016)
electrode de merctrio de onda quadrada
(EOMM/GMT)
Anticancer drug detection using a highly
sensitive molecularly imprinted electrochemical Estrutura organometalica microporosa para Gencitabina (VVL) Voltametria de 3x10-15 3.8x10™" a (FLOREA et al.,
sensor based on an electropolymerized gencitabina varredura linear 38x107° 2015)
microporous metal organic framework
Dendrimer modified graphite sensors for
detection of anticancer drug Daunorubicin by (EGP/PAMAM) Voltamc(a\t/rI;Dcie ulso 128x10-° ) (ERDEM et al.,
voltammetry and electrochemical impedance Daunorubicina diferencialp 2011)

spectroscopy

Eetrodos de grafite pirolitico modificados com
dendrimero G4 PAMAM
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http://link.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=2&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2015-06-07T16%3A51%3A39IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Anticancer+drug+detection+using+a+highly+sensitive+molecularly+imprinted+electrochemical+sensor+based+on+an+electropolymerized+microporous+metal+organic+framework&rft.jtitle=Talanta&rft.btitle=&rft.aulast=Florea&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Florea%2C+Anca&rft.aucorp=&rft.date=20150601&rft.volume=138&rft.issue=&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=71&rft.epage=76&rft.pages=71-76&rft.artnum=&rft.issn=0039-9140&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016%2Fj.talanta.2015.01.013&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Csciversesciencedirect_elsevier%3ES0039-9140%2815%2900027-2%3C/sciversesciencedirect_elsevier%3E%3Cgrp_id%3E3965870540675873348%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=2&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2015-06-07T16%3A51%3A39IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-sciversesciencedirect_elsevier&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Anticancer+drug+detection+using+a+highly+sensitive+molecularly+imprinted+electrochemical+sensor+based+on+an+electropolymerized+microporous+metal+organic+framework&rft.jtitle=Talanta&rft.btitle=&rft.aulast=Florea&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Florea%2C+Anca&rft.aucorp=&rft.date=20150601&rft.volume=138&rft.issue=&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=71&rft.epage=76&rft.pages=71-76&rft.artnum=&rft.issn=0039-9140&rft.eissn=&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1016%2Fj.talanta.2015.01.013&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Csciversesciencedirect_elsevier%3ES0039-9140%2815%2900027-2%3C/sciversesciencedirect_elsevier%3E%3Cgrp_id%3E3965870540675873348%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por

FARMACO , LIM. DET INT .LINEAR .
ARTIGO ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA REFERENCIA
DETECTADO (molL™) (molL™)
Determination of methotrexate and folic acid by (ECV/NTCMF-q) o
- - ; Cromatografia idnica 9 7
ion chromatography with electrochemical . o = 0,4x10 0,2x107a 0,4 (ZHU et al.,
h . ; . Eletrodos de carbono vitreo modificados com Metotrexato com detecgéo "
detection on a functionalized multi-wall carbon ) o x10 2013)
. nanotubos de carbono multicamadas eletroquimica
nanotube modified electrode . B . P
funcionalizados com amina quaternaria
Electroanalysis and simultaneous (EPCI/2,7-BF) Dois intervalos:
determination of 6-thioguanine in the presence - . " (BEITOLLAHI et
of uric acid and folic acid using a modified Eletrodo de pasta de carbono modificado 6-tioguanina VPD 22x10 0.06 a 10x10° e al., 2011)
carbon nanotube paste electrode com 2,7-bis(ferrocenil etil)fluoren-9-ona 10 a 160x10°
Electrochemical preparation of sodium .
dodecylsulfate doped over-oxidized (ECVINTCMF-COOH/PPO) (AdSDPV)
polypyrrole/multi-walled carbon nanotube i B Adsorptive stripping 3.28x10° 1x10® a (KARADAS;
composite on glassy carbon electrode and its Eletrodo de carbono vitreo modificado com Permetrexed Differential Pulse : 1x107 OZKAN, 2014)
application on sensitive and selective nanotubos de carbono multicamadas Voltammetry
determination of anticancer drug: Pemetrexed funcionalizado e polipirrol superoxidado
ECV/CD-GN -9
Electrochemical sensor for ( ) (10X10.5 a
o e " . 9 0,2x10°) (GUO et al.,
ultrasensitivedetermination of doxorubicin and ; " (Doxorrubicina) VPD (0.1x107?) e 2011)
methottrrexate based on cyclodextrin-graphene Eletrodo de carbono vitreo modificado com [Metotrexato] [20 x10°] 0.1x10°
hybrid nanosheets hibrido ciclodextrina-grafeno [a{ 1%_6]
Electrochemical study of the anticancer drug - 5
daunorubicin at a water/oil interface: drug Sensor baseado na transferéncia direta de Daunorubicina VPD 0.8x10 12 a 82x10°® (RIBEZIORl%)et al,
lipophilicity and quantification. ions na microinterface agua/diclorohexano
Fabrication of an electrochemical sensor based (EO/NTCM/ED/NPO) (vO)
on carbon nanotubes modified with gold N 5 0.5 a 80x10°® (HAJIAN et al.,
- Voltametria ciclica 0.018x10
Valrubicina 2015)

nanoparticles for determination of valrubicin as
a chemotherapy drug: Valrubicin-DNA
interaction

Eletrodo de ouro modificado com,
etilenodiamina, nanotubos de carbon
multicamadas e nanoparticulas de ouro




ARTIGO

FARMACO , LIM. DET INT .LINEAR .
ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA REFERENCIA
DETECTADO (molL™) (molL™)
Highly sensitive determination of methotrexate (ECV/PLL) (WE! et al
at poly (I-lysine) modified electrode in the Metotrexato SWV 1.7x10° 5x10° a 0.2x10°® 2014) ”
presence of sodium dodecyl benzene sulfonate Eletrodo de carbono vitreo modificado com
poli (I-lisina)
. . _— (PVC-COOH)
Mlcroco_ated wire sensors for the dete_rmlnatlon Ciclofosfamida _ _ 10210 para | (HASSAN etal.,
of anticancer drugs cyclophosphamide and Sensor de membrane de cloreto de polivinila e ifosfamida Potenciometria ) ambos 1998)
ifosphamide in the presence of their degradates : P
carboxilada
Synthesis of Ag nanopatrticles for the (ECVINP-Ag) Flutamida (AHMADI et al
electrochemical detection of anticancer drug . . VPD 9.33x10°® 10 a 1000x10°® "
; Eletrodo de carbono vitreo modificado com 2015)
flutamide ;
nanoparticulas de prata
(MIP-TAM)
The First Electrochemical MIP Sensor for Tamoxifeno VC ) 1 2 100x10° (YARMAN;
Tamoxifen Sensor de impressao molecular para o SCHELLER,
tamoxifeno 2014)
Ultrasensitive electrochemical sensing of the (EGO/CMO)
anticancer drug tirapazamine using an ordered ; . 11 5x107"" a
mesoporous carbon modified pyrolytic graphite Eletrodo de grafite pirolitico modificado com Tirapazamina VPD 2x10 1.5x107° (HU etal., 2009)
electrode carbono mesoporoso ordenado
(EPC-PAG)
Voltammetric determination of anticancer drug (BRAHMAN et
flutamide in surfactant media at polymer film Eletrodo de pasta de carbon modificado com = id VPD 0.18X10° 0.72 a 5.8x10*
modified carbon paste electrode filme polimérico de &cido glutamico utamida

Fonte: Arquivo proprio.

al., 2012)
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4.2.1. Sensores eletroquimicos que empregam materiais nanométricos.

A nanotecnologia tem sido considerada como uma tecnologia de uso geral,
sendo comum para quase todos os setores tecnologicos, devido ao fato de que as
interacdes existentes entre diferentes materiais quando os mesmos se encontram
em escala nanométrica (10° m) sdo capazes de gerar novas propriedades
(BRESNAHAN; TAJTENBERG, 1995) onde podem ocorrer fendbmenos unicos,
diferentes daqueles observados na escala macroscopica, surgindo assim a
possibilidade de novas aplicagcbes para esses materiais (ADAMS; BARBANTE,
2013).

Alguns materiais hanometricos, tais como nanotubos de carbono (ZHU et
al., 2013;KARADAS; OZKAN, 2014), nanoparticulas de ouro (HAJIAN et al., 2015) e
de prata (AHMADI et al., 2015), entre outros, tém demonstrado potencial para o
desenvolvimento de sistemas de sensoriamento, e alguns desses materiais ja
mostraram resultados promissores no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
para a determinacdo de farmacos antineoplasicos, tais como o metotrexato(ZHU et
al., 2013), a flutamida(AHMADI et al., 2015), entre outros.

O metotrexato € um farmaco analogo do &cido félico, que atua como agente
antimetabdlito ao combinar-se firmemente com a enzima dihidrofolato redutase e
inibir a conversao de di-hidrofolato a tetrahidrofolato que é necessério na sintese de
DNA, RNA e proteinas, interferindo assim na mitose celular. Por esse motivo, 0 MTX
€ comumente usado no combate ao cancer de mama, cancer de cabeca e pescoc¢o
e cancer de bexiga (WEI et al, 2014), leucemialinfoblasticaagudaeoutras
doencasneoplasicas tendo ainda efeitos imunossupressoreseanti-inflamatérios
eficazmente explorados para o tratamentode outras doencas(ZHU et al., 2013).

Zhu et al. (2013) desenvolveram um sensor eletroquimico a partir da
modificacdo de eletrodos de carbono vitreo (ECV) com nanotubos de carbono em
multicamadas funcionalizados com amina quaternaria (NTCMF-q) para a
determinacdo de Metrotexato e acido folico.

A utilizacdo dos NTCMF-q na modificacdo dos eletrodos permitiu acelerar
significativamente o processo de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo
modificado (ECV/NTCMF-q), catalisando a oxidac&o eletroquimica do metotrexato e

do &cido félicoquando comparado aos eletrodos ndo modificados, contudo, devido a
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proximidade nos potenciais de oxidagdo de ambos os farmacos, a determinagéo
simultanea dos mesmos foi realizada por meio de cromatografia idnica com
deteccdo eletroquimica. Assim, o método foi aplicado para a determinagao
simultinea de metotrexato e acido folico em plasma e urina humanos. As
caracteristicas do sensor econtram-se descritas na Tabela 1.

Beitollahi, Raoof e Hosseinzadeh (2011) descreveram a preparacao e
caracterizacéo de eletrodos de pasta de nanotubos de carbono (EPNC) modificados
com 2,7-bis (etilferrocenil) fluoreno-9-ona (2,7-BF). Estes eletrodos modificados
(EPNC/2,7-BF) mostraram eficiente atividade catalitica para a eletro-oxidagéo da 6-
tioguanina, do &cido fdlico e do acido urico de forma individual e/ou
simultaneamente, sendo utilizado na analise de amostras farmacéuticas e em urina.

A droga antineoplasica 6-tioguanina € um analogo da purina utilizado como
um inibidor metabdlico com atividade antitumoral, para o tratamento de leucemias e
linfomas (WANG; WANG; XIE, 2006). O acido urico é o produto final do catabolismo
dos nucleosideos de purina, sendo uma importante biomolécula presente em fluidos
fisiolégicos (BEITOLLAHI; RAOOF; HOSSEINZADEH, 2011).

Ahmadi et al. (2015) modificaram eletrodos de carbono vitreo (GCE) com
nanoparticulas de prata, utilizando calixarenos como molde para formacgdo das
nanoparticulas, para a determinacéo de flutamida.

A flutamida é um farmaco anti-androgeno ndo esterdide frequentemente
utilizado para o tratamento de cancer de préstata que tem a capacidade de bloquear
a acao da testosterona, um estimulante do crescimento de células cancerosas da
prostata, sendo assim, mesmo nao sendo capaz de curar o cancer, pode manté-lo
sob controle por longos periodos (AHMADI et al., 2015).

Os calixarenos sdo compostos macrociclicos formados por unidades de
compostos fendlicos ligados por pontes de metileno onde se formam cavidades
hidrofobicas, essas cavidades presentes nestes compostos permitiram que fossem
utilizados como molde para a sintese de nanoparticulas de prata (NP-Ag) na
superficie do ECV, controlando o tamanho, a quantidade e distribuicdo das
nanoparticulas de prata produzidas, sendo posteriormente removidos do sensor
(AHMADI et al., 2015).

O filme formado (ECV/NP-Ag) mostrou atividade catalitica para a reducao

da flutamida, onde a atividade de transferéncia de elétrons foi consideravelmente
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melhorada em relacdo ao eletrodo ndo modificado. Este eletrodo modificado foi
empregado na detecgdo de flutamida em urina humana e em comprimidos
medicinais(AHMADI et al., 2015).

Hajian et al. (2015) desenvolveram um sensor eletroquimico para a
determinacdo do farmaco antineoplésico valrubicina, onde eletrodos de ouro (EO)
pré-tratados com nanotubos de carbono multicamadas (NTCM), foram revestidos
pela deposicdo de filmes de etilenodiamina (ED), sendo entdo adicionadas
nanoparticulas de ouro (NPO). A valrubicina é um antineoplasico que tem sido
amplamente empregada na terapia do cancer de bexiga, pertencente a classe das
antraciclina de segunda geracdo sendo derivada da doxorrubicina (HAJIAN et al.,
2015).

O sensor desenvolvidopor Hajian e colaboradores
(2015)(EO/NTCM/ED/NPO) possibilitou um aumento na area de superficie do
eletrodo e na taxa de transferéncia de elétrons, resultando em uma boa capacidade
catalitica para a reducao do referido farmaco, inclusive para analises em amostras
de urina e soro sanguineo humanos contendo valrubicina. Algumas caracteristicas
do sensor foram descritas na Tabela 1.

Karadas e Ozkan (2014), desenvolveram um sensor eletroquimico a partir da
modificacdo de ECV com nanotubos de carbono multicamadas funcionalizados com
acido carboxilico (NTCMF-COOH) e poli-pirrol oxidado (PPO) para a determinacdo
do farmaco pemetrexede.

Esse farmaco € um agente antifolato que exerce a sua acao interferindo em
processos metabolicos folato-dependentes essenciais para a replicacdo celular,
atuando como um agente antineoplasico. O seu principal alvo é a timidilato-sintase
mas também inibe enzimas envolvidas na sintese de purinas, tendo demonstrado
boa atividade contra o cancer de pulmao, de cabeca e pescoco, de cdlon e mama
(KARADAS; OZKAN, 2014)

Com o uso doPPO conseguiu-se uma melhoria na corrente de oxidacdo do
permetrexede, devido ao aumento da porosidade do filme e, consequentemente, da
area superficial ativa do eletrodo. Desta forma, verificou-se que os eletrodos
modificados(ECV/INTCMF-COOH/PPQO) mostraram-se promissores para serem
aplicados diretamente na analise do medicamento mesmo em sua forma

farmacéutica (por exemplo em controle de qualidade), sem a necessidade de
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qualquer separacao de excipientes ou de preparacdo da amostra, uma vez que nao
foi detectada interferéncia de tais excipientes(KARADAS; OZKAN, 2014).

No estudo de Guo e seus colaboradores (2011), eletrodos de carbono
vitreoforam modificados com nanosistemas hibridos de ciclodextrina (CD) e grafeno
(GN), desenvolvendo um sensor (ECV/CD-GN) para a determinacdo de
doxorrubicina e metotrexato, conseguindo elevada sensibilidade além de boa
reprodutibilidade e estabilidade.

A performance eletroquimica dos eletrodos modificados apresentaram
grandes vantagens relacionadas a elevada cinética de transferéncia de elétrons
gerando um microambiente favoravel as reacdes eletroquimicas desses farmacos.
O sensor se mostrou promissor para a determinacdo de ambos os farmacos em
niveis traco, e algumas de suas propriedades foram descritas na Tabela 1.

Shojaei et al. (2016) modificaram um eletrodo de pasta de carbono (EPC) com
nanoparticulas magnéticas de ZnFe204 (NPM-ZnFe204) e o liquido ibnico brometo
de 1,3-propylimidazolium (LI) para a determinacdo do antineoplasico 5-fluoruracila,
um dos pro-farmacos mais difundidos para o tratamento do céancer, que atua como
antimetabolito inibindo processos biossintéticos essenciais ou pela incorporacao
aosacidos nucléicos (SHOJAEI et al., 2016).

O sensor desenvolvido (EPC/LI/NPM-ZnFe204) demonstrou um aumento
significativo no valor da corrente de pico de oxidacdo da 5-fluorouracila, devido ao
fato de as nanoparticulas de ZnFe204 e o liquido iGnico terem contribuido para um
aumento na é&rea superficial dos sensores,facilitando a transferéncia de elétrons e
promovendo um aumento na oxidagéo do farmaco (SHOJAEI et al., 2016).

Os sensores foram usados na deteccdo do farmaco pelo método de adicdes
de padrdo em amostras farmacéuticas e biolégicas (soro e urina)(SHOJAEI et al.,

2016). Algumas caracterisicas do sensor podem ser encontradas na Tabela 1.

4.2.2 Sensores de impressao molecular

A técnica de impressdo molecular em sensores(do inglés molecular imprinted
electrodes-MIP), consiste na polimerizacdo de determinados monémeros funcionais,
na presenca de moléculas molde com posterior extracdo do molde da matriz

polimérica resultante, gerando um filme repleto de cavidades complementares em



52

forma e tamanho da molécula molde (FLOREA et al, 2015). Os sinais
eletroquimicos observados a partir do contato entre esse filme e um meio contendo
moléculas do analito podem ser utilizados com propdésito de sensoriamento.

Além de serem de baixo custo e ndo necessitarem de material biolégico na
camada ativa, excelente especificidade tem sido observada. A dessor¢cdo do molde,
Figura 9, geralmente é feita empregando-se uma solucdo tampdo, como tampéao
PBS Ph 7.2 (FLOREA et al., 2015) ou misturas de solventes, como agua, metanol e
hidroxido de s6dio (RADHAPYARI; KOTOKY; KHAN, 2013).

Figura 9. Respresentacdo esquematica de um eletrodo do tipo MIP

Reconhecimento
do analito

3
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Analito
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Fonte: Arquivo proprio

Florea et al. (2015) desenvolveram um sensor eletroquimico para analise de
gencitabina utilizando a técnica de impressao molecular. Dessa forma, empregando-
se a técnica de voltametria ciclica, foi realizada a eletropolimerizacdo de
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com p-aminotiofenol sobre a superficie de
eletrodos de ouro, na presenca de gencitabina como molécula molde.
Posteriormente, o farmaco foi removido, originando uma estrutura organometalica
microporosa (EOMP). Em seguida, a resposta voltamétrica do mediador redox
ferrocianeto foi estudada por voltametria de varredura linear frente ao filme
microporoso na auséncia e na presenca do farmaco.

A gencitabina é um analogo nucleosidico capaz de interferir na sintese de
DNA, que é utilizado clinicamente no tratamento de varios carcinomas, tais como o

cancer de pulmao, pancreas, no cancer de mama metastatico entre outros. Quando
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o filme microporoso EOMP foi posto em contato com moléculas desse farmaco,
estas foram reincorporadas ao filme, assim, o contato da gencitabina com as
cavidades disponiveis na superficie do eletrodo promoveu alteragcbes nos
voltamogramas de varredura linear, por facilitar a transferéncia de elétrons entre o
mediador ferrocianeto e a superficie do eletrodo, de forma proporcional a quantidade
do analito no meio, em um dado intervalo de concentragéo (FLOREA et al., 2015).

O sensor desenvolvido foi utilizado para a deteccdo de gencitabina em
amostras de soro enriquecidas com padrdao e em formulagcdes medicamentosas
(FLOREA et al., 2015).

Yarman e Scheller (2014) partiram da eletropolimerizacdo do o-fenileno-
diamina-resorcinol na superficie de um eletrodo de carbono vitreo, empregando a
técnica de voltametria ciclica, na presenca de uma molécula molde de tamoxifeno,
para desenvolver um sensor impresso para a quantificacdo desse farmaco. Em
seguida, a resposta voltamétrica do mediador redox ferrocianeto foi estudada por
voltametria ciclica frente ao sensor impresso na auséncia e na presenca do referido
farmaco.

O tamoxifeno (TAM) € um agente anti-estrégeno nao-esterdide utilizado na
prevencao e tratamento de cancer de mama que, em vista de sua importancia no
tratamento dessa enfermidade tem impulsionadoo desenvolvimento de varios
métodos analiticos para a sua quantificacdo(RADHAPYARI; KOTOKY; KHAN, 2013).

Para o sensor formado (MIP-TAM), verificou-se queocorria uma diminuicao
nos valores de corrente de pico para os processos de oxidacdo e reducédo do
marcador redox ferricianeto, observados por voltametria ciclica, de forma
proporcional ao aumento da concentracdo de TAM no meio eletrolitico (para o
intervalo de 1 a 100 nM do farmaco).

Desta forma, foi possivel realizar a quantificacéo indireta do TAM a partir da
relacdo observada entre a concentracdo do farmaco na solucéo eletrolitica e efeito
promovido nos voltamogramas do ferricianeto, onde o aumento da concentracao do
farmaco levava a uma diminuigdo dos picos de oxidacdo e reducdo do marcador
redox. Contudo, segundo os autores, a diminuicdo nos valores de corrente
observada nos voltamogramas pode também ser influenciada por outros fatores
agindo sobre a estrutura do MIP sendo o desenvolvimento de metodologias para a

deteccédo direta do analito alvo uma estratégia mais confiavel a ser estudada.
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4.2.3 Sensores eletroquimicos que utilizam polimeros como camada ativa

Hassan e colaboradores (1998) desenvolveram um sensor a base de PVC
carboxilado (PVC-COOH), e a partir da interacdo entre as moléculas dos farmacos
ciclofosfamida e ifosfamida em uma solugéo e os grupos carboxilicos do PVC-COOH
do sensor, foi possivel quantificar ambos os farmacos em amostras farmacéuticas.
Algumas caracteristicas do sensor foram descritas na Tabela 1. A Ciclofosfamida e
seu isébmero ifosfamida sé&o farmacos alquilantes que tém sido usados clinicamente
para o tratamento do cancer ha mais de 30 anos (HASSAN et al., 1998).

Brahman et al. (2012) modificaram eletrodos de pasta de carbono (EPC) com
polimero de acido glutamico (PAG) e utilizaram para a determinacao de flutamida
em meio eletrolitico contendo um tensoativo, o brometo de cetiltrimetilamonio. Os
tensoativos tém sido frequentemente utilizados em estudos eletroquimicos devido a
sua capacidade de aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons entre a
superficie do eletrodo e o analito, melhorando os limites de deteccéo, ja a adicdo do
polimero exerceu um efeito catalitico significativo sobre a reducédo eletroquimica da
flutamida.

A interferéncia de véarias moléculas como glicose, &cido Urico, acido citrico,
uréia, além de ions como o K*, Ca?*, NOs,entre outros, que Sdo comumente
encontrados em fluidos humanos foram avaliadas afim de determinar a seletividade
do sensor, sendo que a utilizacdo do eletrodo modificado ndo mostrou sofrer
alteracOes significativas na presenca desses interferentes, tendo sido utilizado para
determinacdo da flutamida em amostras analiticas e a partir de sua forma
farmacéutica. Algumas propriedades do sensor foram descritas na Tabela 1.

Em 2014, Wey e seus colaboradores desenvolveram um sensor
eletroquimico simples e sensivel a base de um eletrodo de carbono vitreo
modificado com poli(L-lisina)(PLL)para deteccdo de metotrexato na presenca do
tensoativo anidnico dodecil benzeno sulfonato de sodio (SDBS) na solugéo
eletrolitica. Esse sensor (ECV/PLL)facilitou o processo de oxidagdodo farmaco e o
tensoativo SDBS ajudou a melhorar a reprodutibilidade do método ao impedir o
processo de adsorcao dos produtos de oxidacdo do metotrexato sobre o eletrodo. O
filme exibiu excelente atividade tendo sido aplicado para detectar esse farmaco em

comprimidos medicinais.
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Erdem; Karadeniz; Caliskan (2011), modificaram a superficie de eletrodos
de grafite pirolitico (EGP) a partir da deposi¢cdo de um filme do dendrimero PAMAM
geracao 4, com extremidade amino-terminal, e empregaram o sistema EGP/PAMAM
como sensor para a analise do farmaco daunorrubicina. Esse farmaco pertence a
classe das antraciclinas e apresenta a capacidade de se intercalar entre os pares de
bases do DNA, possuindo eficiente atividade antitumoral (RIBEIRO; SILVA,;
PEREIRA, 2013).

Os resultados dos ensaios eletroquimicos indicaram que a modificacdo da
superficie do eletrodo de grafite pirolitico melhorou o sinal de oxidacao do farmaco,
aumentando mais de duas vezes em relagédo ao sinal obtido para o eletrodo (EGP)
nao modificado. Suspeita-se que a daunorubicina poderia interagir e se acumular por
meio da formacao de ligacGes de hidrogénio com 0s grupos amina presentes no
PAMAM, resultando em um aumento da magnitude do sinal de oxida¢éo do farmaco,
como de fato fora observado (ERDEM; KARADENIZ; CALISKAN, 2011).

4.2.4 Outros sensores eletroquimicos

A tirapazamina € um pro-farmaco antitumoral que é seletivamente ativado
pelo ambiente de baixo oxigénio de alguns tumores, sendo utilizada no tratamento
do cancer do colo do utero, um dos canceres mais comuns em mulheres (HU; GUO;
SHAO, 2009).

Hu, Guo e Shao (2009) modificaram um eletrodo de grafite pirolitico (EGP)
com carbono mesoporoso ordenado (CMO) produzindo um sensor para investigar o
comportamento eletroquimico da tirapazamina. O eletrodo modificado (EGO/CMO)
mostrou uma resposta eletroquimica para o farmaco bastante superior quando
comparado ao eletrodo ndo modificado. Os autores atribuiram os motivos para a
otimizacdo dos resultados encontrados ao aumento da area superficial promovido
pelo CMO e a presenca de grupos funcionais contendo oxigénio na superficie do
eletrodo.

A interferéncia de varias moléculas como o acido urico, a serotonina,
catecolaminas e o acido ascoérbico, comumente encontradas em fluidos humanos
foram avaliadas e ndo afetaram a deteccdo precisa do farmaco e o sensor foi

utilizado com sucesso na determinagé&o de tirapazamina em soro humano.
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Ribeiro, Silva e Pereira (2013) desenvolveram um sensor eletroquimico de
daunorrubicina (DNR) baseado na transferéncia direta de ions na interface agua/l,6-
diclorohexano. O comportamento voltamétrico desse farmaco foi investigado, onde a
transferéncia direta do ion DNRH* na micro interface liquido/liquido foi observada. A
determinacdo de DNRH* no plasma humano desproteinizado foi realizado com
sucesso, porém nédo foi possivel determinar a DNRH* no plasma néo tratado, por
causa da sua interacdo com a albumina, o que prejudicou 0 ensaio amperomeétrico.

Temerk et al. (2016) desenvolveram sensores eletroquimicos para
determinacdo de lomustina a partir do revestimento de eletrodos de grafite,
denominado pelos autores como pencil grafite electrode (do inglés PGE),com filme
de mercuario (FM). A lomustina € um antineoplasico alquilante amplamente usado no
tratamento de tumores cerebrais resistentes, em recidivas da doenca de Hodgkin,
em linfomas, melanomas malignos, entre outros tumores (TEMERK et al., 2016).

No estudo de Temerk e colaboradores (2016), foi observado um aumento no
valor de corrente do processo de reducdo do farmaco na superficie do eletrodo
modificado em comparac¢do com o eletrodo ndo modificado, evidenciando o papel do
mercurio como agente facilitador da transferéncia de elétrons entre a superficie do
sensor e o analito.

Assim, os resultados encontrados foram atribuidos ao efeito do filme de
mercurio sobre o PGE, amplificando o sinal eletroguimico e viabilizando a
quantificacdo do referido farmaco em amostras de sangue e urina humanas de

forma exata e precisa.

4.2 Biossensores eletroquimicos para farmacos antineoplasicos

Os biossensores eletroquimicos diferenciam-se dos sensores eletroquimicos
por serem sistemas compostos por um elemento de reconhecimento de natureza
bioldgica tais como, enzimas, anticorpos, receptores de drogas, DNA, entre outros
imobilizado em um transdutor composto por um material eletroativo, neste caso um
eletrodo, capaz de converter um sinal eletroquimico (reagbes envolvendo
transferencias de elétrons) em um sinal mensuravel (GIL; DE MELO, 2010). A Figura

10 mostra o0 esquema de um biossensor.
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Figura 10. Esquema simplificado de funcionamento de um biossensor.

BIOSSENSOR

Amostra Bioreceptor Transdutor

o4 NIV
\ 2 - Eletrodos —
) \ r -Transistores

-Termistores
.‘ — Amplificador
A -Fibras épticas +
-Cristais Sinal mensuravel

-Piezoelétricos

Fonte: Arquivo proprio

Os biossensores eletroquimicos tém sido empregados em diversas areas do
conhecimento e a sua grande aplicabilidade esta relacionada a vantagens como a
alta sensibilidade, respostas rapidas, baixo custo, alta especificidade, deteccédo de
baixas concentracdes do analito, numero variavel de enzimas disponiveis
comercialmente para o desenvolvimento de diferentes sensores enzimaticos, entre
outras vantagens (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Atualmente, encontram-se descritos na literatura um namero relativamente
pequeno de estudos abordando o desenvolvimento e a utilizacdo de biossensores
eletroquimicos para a determinacdo de farmacos antineoplasicos. A Tabela 2
sumariza alguns dos biossensores até entdo encontrados, e a seguir estao

apresentados 0s  principais aspectos dos sistemas  desenvolvidos.



Tabela 2. Biossensores eletroquimicos para detec¢édo de antineoplasicos.

FARMACO , INT .LINEAR .
ARTIGO ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA LIM. DET (molL™) REFERENCIA
DETECTADO (molL™)
A novel sensitive electrochemical DNA (PGE/ds-DNA) (AdsDVP) R
biosensor for assaying of anticancer Leuprolida Differential Pulse 2.9x10° 0.16 a 4.9x10°® (DO&GéZNK'I';ONPAL
drug leuprolide and its adsorptive Pencil grafite electrode modificado P Adsortive Stripping ' 2011a) ’
stripping voltammetric determination com DNA de dupla fita Voltammetry
(EO/AET/ds-DNA) Sondas
(1)-Differential Pulse eletroquimicas: (1) 1,1 x 10°®
An electrochemical sensor of non- Eletrodo de ouro modificado com 6-Thioguanina Stripping (1)- [Fe(c(])N)6]3—/.4— to 1 1 x 105 e (WANG; WANG
electroactive drug 6-thioguanine filme de ds-DNA produzidos em Voltammetry 32 0x107 @ 4 0 x107 a & XIE ' 2006)
based on the dsDNA/AET/Au. monocamadas auto montadas de 2- ' ! 5 '
aminoetanotiol (2)- swv (2) Co(bpy)3 2+/3+ 2,2x10
>1,2x107
(ITO/PANI/NPO/HRP)
Biosensor for detection of selective o 10 0.37t04.1x10" | (RADHAPYARI
anticancer drug gemcitabine based on Eletrodos de ITO modificados com Gencitabina VPD 1.1x10 9 & KHAN, 2015)
polyaniline-gold nanocomposite filme nanocomposito de polianilina e ’
ouro modificados com peroxidase
Detection of anticancer drug tamoxifen (Pt/PANI/HRP) (RADHAPYARI:
using biosensor based on polyaniline . 10 0.27 a '
probe modified with horseradish Peroxidase imobilizada em eletrodo Tamoxifeno ve 1.9x10 2.9x10°8 Kf_al;\logglgé)
peroxidase de platina modificado com polianilina ’
DNA Langmuir-Blodgett modified (ECV-0x/ds-DNA)
glassy carbon electrode as . 9 2.0x10%a 4.0% (WANG et al.,
voltammetric sensor for determinate of Ele.t'tOdo de carbono vitreo Metotrexato Swv 5.0x10 106 2009)
modificado com ds-DNA pela
methotrexate. . )
técnica de Langmuir—Blodgett
Electrochemical determination of (PGE/dSDNA) VPD (DOGAN-TOPAL
anticancer drug fulvestrant at dsDNA . . - Fulvestrant 6.7x107 0.16 a 3.2x10° & OZKAN,
i Pencil graphite electrode modificado
modified 2011b)

pencil graphite electrod

com DNA de fita dupla




ARTIGO

FARMACO , INT .LINEAR .
ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA LIM. DET (molL™) REFERENCIA
DETECTADO (molL™)
Electrochemical determination of the (PGE/ds-DNA)
anticancer drug taxol at a ds-DNA . . i 7 )
modified pencil-graphite electrode and Pencil graphite electrode modificado Taxol VPD 8.0 x10° 2x10 ? 1x10 (TAJIK et al.,
. L com ds-DNA 2015)
its application as a label-free
electrochemical biosensor
(EO/SAM/ds-DNA)
Electrochemical studies of DNA
immobilization onto the azide- Eletrodo de ouro modificado com Taxol VPD 12 %10 1.2x107 a (MEHDINIA et
terminated monolayers and its monocamada automantada de ds- ) 1.5x10° al., 2008)
interaction with taxol DNA
(ES/INTCMI/CYP450)
Electrochemical detection of anti- Eletrodos seriarafados modificados Ciclofosfamida 0.05x10° a4,9 (BAJ-ROSSI; DE
breast-cancer agents in human serum g : ’ x10¢ para os MICHELI &
com nanotubos de carbono etoposideo, ftorafur VC . . -
by cytochrome P450-coated carbon . . . ) diferentes farmacos CARRARA,
multicamadas e isoformas do e ifosfamida
nanotubes . 2012)
citocromo P450.
(EPCIGST)
Glutathione-s-transferase modified 0.05 a
electrodes for detecting anticancer Eletrodo de pasta de carbono Vérios 8.8 x10%para a 13 (MATERON et
o . . P SWvV i . 0.14x10° para
drugs modificada com glutationa-S- antineoplasicos cisplatina . : al., 2014)
a cisplatina
transferase
Separation and S|multane0qs (ES/TT/NPO/ds-DNA/CL) o
detection of anticancer drugs in a Antraciclinas:
h < . ] o 15
microfluidic dgwc_e with an Eletrodos serigrafados modificados daunom!c!na, . 1210 5'5 x10"" para 12 (CHANDRA et
amperometric biosensor : . doxorubicina, Cronoamperometria os diferentes 2 to 60 x10
nanoparticulas de ouro, polimero idarubicina e
tertiofeno, ds-DNA e cardiolipina

mitoxantrona

farmacos

al., 2011)




FARMACO

, INT .LINEAR _
ARTIGO ELETRODO MODIFICADO TECNICA USADA LIM. DET (molL™) REFERENCIA
DETECTADO (molL™)
(DNA/SWCNT/Nafion-
Electrochemical oxidation behavior of modified/CGE)
methotrexate at DNA/SWCNT/Nafion | Eletrodo de carbon vitreo modificado Metotrexato Square wave anodic 8.0x10°° 2.0x10%a (WANG et al.,
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sensores foram mantidas conforme denominagdo expressa pelo autor no trabalho original.

Fonte: Arquivo préprio

Todas as siglas utilizadas para denominagéo dos
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4.3.1 Biossensores enziméaticos

Quando o material biolégico empregado para o desenvolvimento de um
biossensor trata-se de uma enzima, estes sdo denominados biossensores
enzimaticos (Figura 11), merecendo destague aqueles em que 0 monitoramento do
analito é baseado no principio de inibicdo da enzima, onde a atividade enzimatica é
medida antes e apds a inibicdo. Este processo é efetuado pela exposicdo da enzima
a um inibidor especifico, por um determinado periodo de tempo, sendo que a
porcentagem de inibicdo sofrida pela enzima estd quantitativamente relacionada
com a concentracdo do agente inibidor (MARQUES; YAMANAKA 2008).

Figura 11. Esquema simplificado da transferéncia eletrdnica em biossensores

enzimaticos com a ajuda ou ndao de mediadores redox.
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Fonte: Arquivo proéprio

Materon et al. (2014) desenvolveram um biossensor para detectar
antineoplasicos através da modificacdo de eletrodos de pasta de carbono com a
enzima glutationa-S-transferase (GST). A GST € uma enzima que protege as células
de substancias xenobidticas ao catalisar reacfes de conjugacdo com a glutationa e

facilitar a sua excrecgao.
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O biossensor (EPC/GST) proposto por Materon e colaboradores (2014) tem
como principio a quantificacdo de farmacos antineoplasicos com base na
competicdo entre estes e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), pelo sitio catalitico da
enzima GST. A reacdo do CDNB com a glutationa adicionada ao meio eletrolitico,
catalisada pela GST, gera um sinal eletroquimico que pode ser mensurado.
Contudo, este sinal pode ser enfraquecido pela adicdo de drogas antineoplasicas,
tais como a cisplatina,devido a competicdo ocasionada entre o farmaco e o substrato
CDNB pelos sitios ativos na enzima.

O sensor (EPC/GST) mostrou ser eficiente na quantificagcdo do referido
farmaco, contudo, ndo foi especifico para uma droga em particular, podendo
detectar outros subtratos dessa enzima, tais como os farmacos gencitabina,
doxorubicina, carboplatina, entre outros (MATERON et al., 2014).

Radhapyari, Kotoky e Khan (2013) desenvolveram um biossensor
amperomeétrico para a detec¢cdo de tamoxifeno, esse biossensor foi produzido a
partir da imobilizagdo da enzima peroxidase (do inglés horse hadish peroxidase -
HRP), sobre eletrodos de platina (Pt) modificados com polianilina (PANI). Esse
biossensor (Pt/PANI/HRP) foi utilizado para monitorar a reducdo catalitica do
farmaco, tendo apresentado excelentes propriedades, como boa sensibilidade e
baixos limites de detec¢éo para o farmaco, conforme pode ser observado na Tabela
2.

Baj-Rossi, De Micheli e Carrara (2012) depositaram nanotubos de carbono
sobre eletrodos de pasta de carbono produzindo um sensor eletroquimico que foi
utilizado para a quantificacdo do farmaco etoposideo. Posteriormente, os nanotubos
de carbono foram funcionalizados com trés diferentes isoformas do citocromo P450
(CYP1A2, CYP2B6 e CYP3A4) produzindo biossensores para a quantificacdo dos
farmacos ftorafur, ciclofosfamida e ifosfamida. Neste estudo, os farmacos foram
analisados em tampé&o fosfato salino (PBS) e em soro humano. Algumas
propriedades desses biossensores encontram-se descritas na Tabela 2.

O trabalho de Baj-Rossi, De Micheli e Carrara (2012) baseou-se
essencialmente na reacdo bioquimica catalisada pelo citocromo P450, o qual
transforma a forma reduzida do farmaco em sua forma oxidada, utilizando para isso,

uma molécula de oxigénio e dois elétrons (fornecidos pelo fluxo de corrente que vem
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do eletrodo) originando um sinal eletroquimico que pode ser utilizado para a
quantificacdo desses farmacos.

Radhapyari e Khan (2015) desenvolveram um biossensor a partir da
imobilizacdo da enzima peroxidase (HRP) em filmes nanocompdsitos de polianilina e
nanoparticulas de ouro (PANI/NPO) sobre a superficie de eletrodos de vidro
recobertos com oOxido de indio e estanho (ITO) para determinacdo direta de
gencitabina. O filme de PANI/NPO empregado para a imobilizacdo da HRP levou a
producdo de um biossensor que foi aplicado para a determinacdo do farmaco em
formulag@es farmacéuticas, sem necessidade de pré-tratameto da amostra. Algumas

propriedades desse biossensor encontram-se descritas na Tabela 2.

4.3.2 Biossensores gue utilizam DNA

A construcdo de biossensores eletroquimicos de DNA baseia-se na
imobilizacédo de filmes de acidos nucleicos ao longo de um transdutor eletroquimico,
onde alteragdes na estrutura do DNA, que venham a ocorrer durante a intercalacao
de moléculas ligantes, sdo detectadas originando um sinal mensuravel (TAJIK et al.,
2015). Os sinais sao gerados devido a oxidacdo de sitios nas bases nitrogenadas,
sendo assim, a investigacdo eletroquimica da interacdo entre acidos nucleicos e
moléculas ligantes tem sido explorada, por possibilitar a detec¢cdo de mudancas que
venham a ocorrer na estrutura do DNA durante a interacdo com outras moléculas
(TAJIK et al., 2015).

Chandra et al. (2011) utilizando nanoparticulas de ouro e o polimero
tertiofeno com grupos carboxilicos livres (TT), depositaram filmes desses compostos
sobre eletrodos serigrafados (ES), imobilizando em seguida moléculas de DNA de
dupla fita (dsDNA) e cardiolipina (CL) como elementos de reconhecimento para a
producédo de biossensores.

Os biossensores (ES/TT/NPO/ds-DNA/CL) foram utilizados para a deteccéo
simultdnea dos antineoplasicos daunorrubicina, doxorrubicina, idarubicina, e
mitoxantrona, previamente separados em um dispositivo microfluidico de separacéo,
um sistema desenvolvido para a separacao e deteccdo de varios analitos bioldgicos
(SHIDDIKY et al., 2006; SHIDDIKY; SHIM, 2007).
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Esses antineoplésicos sédo farmacos da classe das antraciclinas, que atuam
alterando a fluidez e o transporte de ions da membrana celular, promovendo a
formacéo de radicais livres de oxigénio e promovendo a ruptura dos filamentos do
DNA (KATZUNG, 2014), sendo muito utilizados clinicamente no tratamento de varios
tipos de cancer (CHANDRA et al., 2011).

A proposta de modificacdo do biossensor utilizando-se ds-DNA e CL teve
como principio a conhecida interacdo entre os farmacos estudados e as bases
nitrogenadas do DNA além da conhecida interacdo entre as antraciclinas e a CL
presente na superficie de células cancerigenas, originando um biossensor capaz de
interagir com os farmacos de interesse. Algumas caracteristicas do biossensor
podem ser observadas na Tabela 2.

Mehdinia et al. (2008) prepararam monocamadas automontadas (do inglés
Self Assembled Monolayers - SAMS) de um derivado de tiol iodohexano sobre
eletrodos de ouro (EO) que, em seguida, foram utilizadas para a imobilizacao de ds-
DNA, produzindo assim um biossensor (EO/SAM/ds-DNA), onde a interagdo do
dsDNA com o farmaco taxol foi estudada. O taxol € um dos mais eficazes agentes
quimioterapicos naturais, e é normalmente utilizado na pratica clinica para o
tratamento de cancer de ovario e da mama (TAJIK et al., 2015).

No estudo de Mehdinia e colaboradores (2008), o decréscimo observado
nos valores do pico de corrente de oxidagao da guanina no ds-DNA foi utilizado para
monitorar a interagdo com o farmaco permitindo assim a quantificagdo do mesmo em
amostras de soro humano. Algumas das propriedades do biossensor podem ser
observadas na Tabela 2.

Wang, Wang e Xie (2006) modificaram eletrodos de ouro (EO) com
monocamadas automontadas de aminoetanotiol (AET) e em seguida, depositaram
ds-DNA na superficie do eletrodo a partir da adsorcéo eletroestatica, um método
simples de imobilizagcdo de dsDNA na superficie de eletrodos modificados que é
aconselhavel, especialmente para biossensores eletroquimicos de ds-DNA.

O biossensor (EO/AET/ds-DNA) foi desenvolvido para a quantificacdo do
farmaco 6-tioguanina, usando duas diferentes sondas eletroquimicas [Fe(CN)6]374
e Co(bpy)3 2*3*, contudo, devido as caracteristicas do ds-DNA e a complexidade dos

fatores relacionados a resposta eletroquimica ideal, ndo foi possivel elucidar
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completamente 0 mecanismo de interacdo entre o ds-DNA e o farmaco. Algumas
caracteristicas do biossensor encontram-se descritras na Tabela 2.

Wang et al. (2009) desenvolveram um biossensor eletroquimico altamente
sensivel para a deteccdo de metotrexato. Um eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi
progressivamente polido e limpo, originando um eletrodo que foi denominado (ECV-
ox) onde em seguida, o DNA de fita dupla ds-DNA foi imobilizado sobre a sua
superficie através da técnica de Langmuir-Blodgget (LB).

Os testes eletroquimicos para a deteccdo do farmaco utilizando o
biossensor ECV-ox/ds-DNA mostraram processos de oxidacdo bem definidos, cuja
corrente foi cerca de 100 vezes maior do que o eletrodo ndo modificado de ECV e 5
vezes maior que o ECV(ox) também nao modificado. Esse aumento nos valores de
corrente foi atribuido a interacdo entre o farmaco e o DNA formando um complexo
por intercalacdo com alta afinidade.

Os autores sugerem que grupos contendo oxigénio, formados na superficie
do eletrodo ECV-ox devido ao processo de tratamento utilizado, permitiram uma
melhor interacdo entre o farmaco e oeletrodo por meio de ligac6es de hidrogénio,
melhorando a taxa de transferéncia deelétrons. O método proposto foi aplicado para
a determinacdo do metotrexaro em sua forma farmacéutica e em urina humana.
Algumas caracteristicas do biossensor foram descritras na Tabela 2.

A leuprolida é um agonista do horménio liberador de gonadotrofinas (HLGnN)
gue em doses terapéuticas continuas, faz com que haja estimulacdo constante e
repetitiva dos receptores desse hormdnio na hipéfise, promovendo uma diminuicdo
na secrecdo do hormodnio luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH), tendo
efeitos positivos no tratamento de canceres hormonio-responsivos, tais como cancer
de mama, préstata e miomas uterinos (DOGAN-TOPAL; OZKAN, 2011a).

Dogan-Topal e Ozkan (2011a), a partir da modificacdo da superficie de um
eletrodo de grafite, denominado pelos autores como pencil grafite electrode (PGE),
com ds-DNA, desenvolveram um biossensor para determinacdo de leuprolida. Os
resultados obtidos para a oxidagdo desse farmaco utilizando o biossensor
(PGE/dsDNA) mostraram uma dependéncia linear entre os sinais analiticos e as
concentragdes desse analito no meio eletrolitico, relacionada a diminuigdo no sinal
de guanina apos a interacdo com o farmaco, o que pode ser explicado pelos danos

sobre os grupos oxidaveis das bases de guanina devido a adsorc¢ao do farmaco.
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O método proposto pbéde ser aplicado para a determinagdo de leuprolida na
forma de matéria-prima e na sua forma de dosagem farmacéutica sem qualquer
interferéncia. Algumas caracteristicas do biossensor foram descritras na Tabela 2.

O fulvestranto € um novo tipo de antagonista do receptor de estrégeno,
capaz de complexar-se a esses receptores, impedindo a sua dimerizacdo e
tornando-o transcricionalmente inativo, inibindo assim o crescimento de tumores
responsivos ao estrogénio, sendo indicado para o tratamento de mulheres na pos-
menopausa com cancer da mama avancado mesmo na terapia com tamoxifeno
(DOGAN-TOPAL; OZKAN, 2011b).

Dogan-Topal e Ozkan (2011b) desenvolveram um biossensor eletroquimico
(PGE/ds-DNA) para determinacéo do fulvestranto a partir da imobilizacdo de ds-DNA
sobre o PGE.

Os resultados obtidos em voltamogramas de pulso diferencial apontam que
o sinal de oxidacao das bases guanina diminuiram com o aumento da concentracao
desse farmaco no meio eletrolitico, o que poderia ser explicado pela blindagem de
grupos oxidaveis nas bases nitrogenadas, tais como a guanina. Para o método
desenvolvido, ndo foi necesséria a realizacdo de pré-tratamento das amostras, tendo
o mesmo sido utilizado para a determinacdo do fulvestranto em sua forma
farmacéutica medicinal. Algumas caracteristicas do biossensor forma descritras na
Tabela 2.

Posteriormente, Tajik et al. (2015) usando o PGE, desenvolveram um
biossensor eletroquimico (PGE/ds-DNA) para quantificacdo do taxol, a partir da
modificacdo desses eletrodos com ds-DNA.

Em ensaios eletroguimicos de Voltametria de Pulso Diferencial, foi
observado que o aumento na concentracdo do taxol promoveu uma diminuicdo
correspondente nos sinais de oxidacdo das bases guanina e adenina presentes no
DNA, possivelmente pela intercalacdo do farmaco nessa estrutura. O biossensor foi
usado para a determinagdo do farmaco em sua forma farmacéutica injetavel, bem
como em urina e soro sanguineo humano. Algumas caracteristicas gerais do
biossensor foram descritas na Tabela 2.

Shamagsumova et al. (2015) produziram biossensores a partir da
eletropolimerizacdo de anilina, empregando a técnica de voltametria ciclica, em ECV

na presenca de DNA e acido oxalico como agente dopante para a determinacao de
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antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina e idarrubicina). Neste estudo, a resposta
voltamétrica do mediador redox ferrocianeto foi estudada por voltametria ciclica
frente ao biossensor, na auséncia e na presenca de antraciclinas.

A adicdo de antraciclinas ao meio eletrolitico resultou na diminuicdo da
corrente observada e no aumento da resisténcia a transferéncia de elétrons entre o
mediador ferrocianeto usado como sonda eletroquimica e a superficie do eletrodo,
provavelmente, devido a capacidade das moléculas de antraciclina penetrarem na
camada superficial de PANI e intercalar-se ao DNA, dificultando a transferéncia de
elétrons entre a sonda redox e o eletrodo (SHAMAGSUMOVA et al., 2015).

A determinacdo das antraciclinas foi possivel mesmo na presenca de
sulfanilamidas e de algumas moléculas comumente encontrados no sangue que
poderiam vir a interferir nos ensaios. Algumas caracteristicas do biossensor foram
descritas na Tabela 2, esse sensor foi usado ainda na determinagdo de
doxorrubicina em uma preparacao farmacéutica (SHAMAGSUMOVA et al., 2015).

Karimi-Maleh et al. (2015) desenvolveram um biossensor para analise do
farmaco 6-mercaptopurina, empregando DNA imobilizado em PGE modificados com
polipirrol (PP) e nanotubos de carbono em multicamadas funcionalizados
(PGE/NTCMF/PP/ds-DNA). O farmaco 6-mercaptopurina atua como um anti-
metabdlito inibindo a biossintese de nucleotideos de adenina, essenciais para a
replicacdo celular, tendo sido muito usado para o tratamento de leucemias (KARIMI-
MALEH et al., 2015).

O biossensor desenvolvido por Karimi-Maleh et al. (2015) mostrou-se capaz
de quantificar o farmaco em concentracdes baixissimas, conforme pode ser
observado na Tabela 2, sendo observado que a adicdo desse farmaco ao meio
eletrolitico promoveu uma diminuicdo consideravel nos processos de oxidacdo da
guanina e adenina do DNA presentes no biossensor. Estas observacfes foram feitas
pela técnica de Voltametria de Pulso Diferencial, e ocorreram devido a inibicdo da
oxidacado dessas bases, de forma proporcional a quantidade do farmaco presente na
amostra em um dado intervalo de concentragdo. O biossensor foi aplicado ainda
para a deteccdo de 6-mercaptopurina em amostras farmacéuticas e em urina
humana pelo método de adicédo de padrédo (KARIMI-MALEH et al., 2015).
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4.3 Prospeccdo tecnoldgica

Com base na observacdo dos diferentes sensores e biossensores
eletroquimicos ja descritos na literatura, nota-se que esse é um tema que vem
ganhando destaque especialmente nos ultimos anos, tratando-se de um ramo
cientifico promissor que pode vir a trazer grandes vantagens no campo da saude
humana e ambiental, contudo, para tal, o seu aprimoramento e a defesa dos direitos
de propriedade industrial referentes aos mesmos sdo de suma importancia para a
consecucao desses objetivos.

Assim, foi realizada uma prospeccdo tecnolégica a fim de relatar as
patentes encontradas relacionadas ao uso de sensores e biossensores
eletroquimicos na analise de farmacos antineoplasicos que tenham sido objeto de
patentes em diversos paises. A busca foi realizada em marco de 2017 nas bases do
Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI), European Patent Office
(EPO), na World Intellectual Property Organization (WIPO) e na United States Patent
and Trademark Office (USPTO).

Na pesquisa avancada realizada no campo de titulos de patentes, quando
utilizaram-se os termos exatos, de forma individual, muitas patentes foram
localizadas, em especial nas bases internacionais, contudo, ao se combinarem 0s
termos, relacionando o0s sensores e biossensores eletroquimicos aos
antineoplasicos, nenhuma patente foi encontrada com o tema proposto nos sitios do
INPI, EPO e WIPO, conforme apresentado na Tabela 3, o que demonstra que a
tecnologia de sensores e biossensores eletroquimicos na deteccdo de
medicamentos antineoplasicos, embora esteja em crescimento, ainda se encontra
pouco explorada no ramo das patentes.

Na base USPTO, algumas patentes foram encontradas combinando-se os
termos “electrochemical sensor’ e “chemotherapy drug”, porém nenhuma delas
relacionava especificamente o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para a
analise de farmacos antineoplasicos.

Entre as patentes encontradas, algumas relatavam a producdo de
dispositivos implantaveis para monitoramento dindmico de propriedades fisiologicas
e biolégicas dos tumores, outros relacionavamao desenvolvimento de sensores

implantaveis sem fio para a detect¢do de radiacdo local recebida em tratamentos
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radioterapicos, outrasrelacionam ainda os sensores com a deteccdo de moléculas
utilizadas no tratamento do cancer, porém sendo veiculadas ao uso de radioterapia e
nao de quimioterapia. Um exemplo é a patente cujo numero de depoésito € US
20040197267 A1 (BLACK & NATASHA, 2014), depositada em 2004 com o titulo “In
vivo fluorescence sensors, systems, and related methods operating in conjunction
with fluorescent analytes”, na qual se trata de um sensor que detecta fluorescéncia

principalmente de radiofarmacos utilizados no tratamento de cancer.

Tabela 3 — Numero de patentes depositadas por base de dados envolvendo
sensores e biossensores eletroquimicos e sua correlagdo com quantificacdo de

antineoplasicos.

PALAVRAS-CHAVE INPI EPO USPTO WIPO
Sensor/sensor 2947 >10.000 >10.000 >10.000
Biossensor/biosensor 61 7858 >10.000 >10.000
Sensor eletroquimico/ Electrochemical sensor 29 1848 3652 3518
Biossensor eletroquimico/ Electrochemical biosensor 7 403 564 609
Antineoplasico/Antineoplastic drug 6 55 638 490
Quimioterapico/ chemotherapy drug 22 32 1325 291
Sensor eletroquimico e quimioterapico/ 0 0 12 0
Electrochemical sensor and chemotherapy drug
Sensor eletroquimico e 0 0 0 0
antineoplasico/Electrochemical sensor and
antineoplastic drug
Bioensor eletroquimico e quimioterapico/ 0 0 0 0
Electrochemical biosensor and chemotherapy drug
Biossensor eletroquimico e antineoplasico/ 0 0 0 0
Electrochemical biosensor and antineoplastic drug

Pesquisa em titulode patente; INPI: Instituto Nacional da Propriedade Industrial; EPO: European Property
Organization; WIPO: World Intelectual Property Organization; USPTO: United States Patent and Trademark

Office
Fonte: Arquivo préprio (2017).
Assim, nota-se que a protecéo dos direitos de exclusividade em exploragéao
comercial referentes aos sensores e biossensores eletroquimicos para

antineoplasicos ainda € um ramo pouco explorado, visto as diferentes possibilidades
advindas da utilizacao pratica dessas ferramentas, sendo uma area promissora a se

investigar.
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4.5. CONCLUSAO

Essa revisdo descreve, pela primeira vez, a utilizacdo de sensores e
biossensores eletroquimicos na analise de farmacos antineoplasicos. Foram
verificados diferentes sensores e biossensores eletroquimicos que tem se mostrado
promissores para a andlise desses farmacos, e tendo-se como base o grande
namero de antineoplasicos atualmente disponiveis no mercado e o potencial
demonstrado por esses sensores na quantificacdo de tais medicamentos, novos
estudos devem ser motivados voltados para o desenvolvimento de novas
tecnologias de sensoriamento.

Contudo, de acordo com as informacdes coletadas nas bases de dados do
INPI, EPO, WIPO e USPTO pbde-se observar que até a presente data, ndo foram
registrados depdsitos de patentes em nenhuma das bases mencionadas,
demostrando que o0s estudos desses sensores ainda se apresentam como um
campo promissor a ser explorado.

Assim, o aperfeicoamento dos sensores e biossensores eletroquimicos de
modo a garantir a sua utilizacdo de forma prética e segura visando a detec¢cdo de
antineoplasicos, especialmente aqueles conhecidamente prejudiciais aos seres vivos
e ao meio ambiente, pode vir a ser de extrema valia para a seguranca de
profissionais que trabalham com esses farmacos, dos pacientes e de todo o meio

ambiente que conhecidamente sofre risco de contaminacao.



71

REFERENCIAS

AHMADI, F. et al. Synthesis of Ag nanoparticles for the electrochemical detection of
anticancer drug flutamide. Chinese Journal of Catalysis, v. 36, n. 3, p. 439445,
2015.

BAJ-ROSSI, C.; DE MICHELI, G.; CARRARA, S. Electrochemical detection of anti-
breast-cancer agents in human serum by cytochrome P450-coated carbon
nanotubes. Sensors (Switzerland), v. 12, n. 5, p. 6520-6537, 2012.

BEITOLLAHI, H.; RAOOF, J.-B.; HOSSEINZADEH, R. Electroanalysis and
simultaneous determination of 6-thioguanine in the presence of uric acid and folic
acid using a modified carbon nanotube paste electrode. Analytical Sciences, v. 27,
n. 10, p. 991, 2011.

BRAHMAN, P. K. et al. Voltammetric determination of anticancer drug flutamide in
surfactant media at polymer film modified carbon paste electrode. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 396, p. 8-15, 2012.

BRESNAHAN, T. F.; TAJTENBERG, M. General purpose technologies: engines of
growth. J. Econom., v. 65, p. 83-108, 1995.

CHANDRA, P. et al. Separation and simultaneous detection of anticancer drugs in a
microfluidic device with an amperometric biosensor. Biosensors and
Bioelectronics, v. 28, n. 1, p. 326-332, 2011.

DOGAN-TOPAL, B.; OZKAN, S. A. A novel sensitive electrochemical DNA biosensor
for assaying of anticancer drug leuprolide and its adsorptive stripping voltammetric
determination. Talanta, v. 83, n. 3, p. 780-788, 2011a.

DOGAN-TOPAL, B.; OZKAN, S. A. Electrochemical determination of anticancer drug
fulvestrant at dsDNA modified pencil graphite electrode. Electrochimica Acta, v. 56,
n. 12, p. 4433-4438, 2011b.

ERDEM, A.; KARADENIZ, H.; CALISKAN, A. Dendrimer modified graphite sensors
for detection of anticancer drug Daunorubicin by voltammetry and electrochemical
impedance spectroscopy. The Analyst, v. 136, n. 5, p. 1041-1045, 2011.

FLOREA, A. et al. Anticancer drug detection using a highly sensitive molecularly
imprinted electrochemical sensor based on an electropolymerized microporous metal
organic framework. Talanta, v. 138, p. 71-76, 2015.

GIL, E. D. S.; DE MELO, G. R. Electrochemical biosensors in pharmaceutical
analysis. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 46, n. 3, p. 375-391,
2010.

GUQ, Y. et al. Electrochemical sensor for ultrasensitive determination of doxorubicin
and methotrexate based on cyclodextrin-graphene hybrid nanosheets.
Electroanalysis, v. 23, n. 10, p. 2400-2407, 2011.



72

HAJIAN, R. et al. Fabrication of an electrochemical sensor based on carbon
nanotubes modified with gold nanoparticles for determination of valrubicin as a
chemotherapy drug: Valrubicin-DNA interaction. Materials Science and
Engineering C, v. 49, p. 769-775, 2015.

HASSAN, S. S. et al. Microcoated wire sensors for the determination of anticancer
drugs cyclophosphamide and ifosphamide in the presence of their degradates.
Talanta, v. 46, n. 6, p. 1395-1403, 1998.

HU, G.; GUO, Y.; SHAO, S. Ultrasensitive electrochemical sensing of the anticancer
drug tirapazamine using an ordered mesoporous carbon modified pyrolytic graphite
electrode. Biosensors and Bioelectronics, v. 24, n. 11, p. 3391-3394, 2009.

KARADAS, N.; OZKAN, S. A. Electrochemical preparation of sodium dodecylsulfate
doped over-oxidized polypyrrole/multi-walled carbon nanotube composite on glassy
carbon electrode and its application on sensitive and selective determination of
anticancer drug: Pemetrexed. Talanta, v. 119, p. 248-254, 2014.

KARIMI-MALEH, H. et al. A novel DNA biosensor based on a pencil graphite
electrode modified with polypyrrole/functionalized multiwalled carbon nanotubes for
determination of 6-Mercaptopurine anticancer drug. Ind. Eng. Chem. Res, v. 54, p.
3634-3639, 2015.

KATZUNG, B. G.; MASTERS, S. B.; TREVOR, A. J. Farmacologia Béasica &
Clinica - 12ed. Mcgraw-Hill Interamerican. 2014 .

LOWINSOHN, D.; BERTOTTI, M. Sensores eletroquimicos: consideracdes sobre
mecanismos de funcionamento e aplicagcdes no monitoramento de espécies
guimicas em ambientes microscépicos. Quim. Nova, v. 29, n.6, p.1318-1325, 2006.

LUTTERBECK, C. A. et al. Removal of the anti-cancer drug methotrexate from water
by advanced oxidation processes: Aerobic biodegradation and toxicity studies after
treatment. Chemosphere, v. 141, p. 290-296, 2015.

MARQUES, P. R. B. D. O.; YAMANAKA, H. Biossensores baseados no processo de
inibicdo enzimatica. Quim. Nova, v. 31, n. 7, p. 1791-1799, 2008.

MARTINS, I. DELLA ROSA, H. V. Considerac¢6es toxicoldgicas da exposicéo
ocupacional aos farmacos antineoplasicos. Rev. Bras. Med. Trab. v. 2, n. 2, p. 118-
125, 2004.

MATERON, E. M. et al. Glutathione-s-transferase modified electrodes for detecting
anticancer drugs. Biosensors and Bioelectronics, v. 58, p. 232-236, 2014.

MEHDINIA, A. et al. Electrochemical studies of DNA immobilization onto the azide-
terminated monolayers and its interaction with taxol. Analytical Biochemistry, v.
375, n. 2, p. 331-338, 2008.

NUSSBAUMER, S. et al. Analysis of anticancer drugs: A review. Talanta, v. 85, n. 5,



73

p. 2265-2289, 2011.

PETRLOVA, J. et al. Cisplatin electrochemical biosensor. Electrochimica Acta, v.
51, n. 24, p. 5169-5173, 2006.

RADHAPYARI, K.; KHAN, R. Biosensor for detection of selective anticancer drug
gemcitabine based on polyaniline-gold nanocomposite. Advanced Material Letters,
v.6,n. 1 p.13-18, 2015.

RADHAPYARI, K.; KOTOKY, P.; KHAN, R. Detection of anticancer drug tamoxifen
using biosensor based on polyaniline probe modified with horseradish peroxidase.
Materials Science and Engineering C, v. 33, n. 2, p. 583-587, 2013.

RIBEIRO, J. A.; SILVA, F.; PEREIRA, C. M. Electrochemical study of the anticancer
drug daunorubicin at a water/oil interface: Drug lipophilicity and quantification.
Analytical Chemistry, v. 85, n. 3, p. 1582-1590, 2013.

RIZALAR, S.; TURAL, E.;ALTAY, B. Nurses' protective measures during
chemotherapy preparation and administration in Turkey. International Journal of
Nursing Practice, v. 18, p. 91-98, 2012.

SHAMAGSUMOVA, R. et al. Polyaniline — DNA based sensor for the detection of
anthracycline drugs. Sensors & Actuators: B. Chemical, v. 220, p. 573-582, 2015.

SHIDDIKY, M. J. A., SHIM, Y.B., Trace analysis of DNA: Preconcentration,
separation, and electrochemical detection in microchip electrophoresis using Au
nanoparticles. Anal Chem, v. 79, p. 3724-3733, 2007.

SHOJAEI, A. F. et al. A novel 5-fluorouracile anticancer drug sensor based on
ZnFe204 magnetic nanoparticles ionic liquids carbon paste electrode. Sensors &
Actuators: B. Chemical, v. 230, p. 607-614, 2016

SILVA, S. et al. Tratamento do cancer por hipertermia, Ciéncias biolégicas e da
saude, v. 2, n. 3, p. 87-98, 2016.

TAJIK, S. et al. Electrochemical determination of the anticancer drug taxol at a ds-
DNA modified pencil-graphite electrode and its application as a label-free
electrochemical biosensor. Talanta, v. 134, p. 60-64, 2015.

TEMERK, Y. et al. Adsorptive stripping voltammetric determination of anticancer drug
lomustine in biological fl uids using in situ mercury fi Im coated graphite pencil
electrode. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 760, p. 135-142, 2016.

WANG, F. et al. DNA Langmuir-Blodgett modified glassy carbon electrode as
voltammetric sensor for determinate of methotrexate. Electrochimica Acta, v. 54, n.
5, p. 1408-1413, 20009.

WANG, W.; WANG, S. F.; XIE, F. An electrochemical sensor of non-electroactive
drug 6-thioguanine based on the dsDNA/AET/Au. Sensors and Actuators, B:
Chemical, v. 120, n. 1, p. 238-244, 2006.


http://espace.library.uq.edu.au/view/UQ:219613
http://espace.library.uq.edu.au/view/UQ:219613
http://espace.library.uq.edu.au/view/UQ:219613

74

WEL, Y. et al. Highly sensitive determination of methotrexate at poly (I-lysine)
modified electrode in the presence of sodium dodecyl benzene sulfonate.
Bioelectrochemistry, v. 98, p. 70-75, 2014.

YANAGI Jr, T. Inovagdes tecnoldgicas na bioclimatologia animal visando
aumento da producédo animal: relacdo bem estar animal x clima, 2006. Artigo em
Hyper-texto. Disponivel em:
<http://www.infobibos.com/Artigos/2006_2/ITBA/Index.htm>. Ultimo acesso

em: 20/11/2016.

YARMAN, A.; SCHELLER, F. W. The first electrochemical MIP sensor for tamoxifen.
Sensors (Switzerland), v. 14, n. 5, p. 7647-7654, 2014.

ZHU, Z. et al. Determination of methotrexate and folic acid by ion chromatography
with electrochemical detection on a functionalized multi-wall carbon nanotube
modified electrode. Journal of Chromatography A, v. 1283, p. 62—-67, 2013.


http://www.infobibos.com/Artigos/2006_2/ITBA/Index.htm

75

CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE FILMES FINOS NANOESTRUTURADOS
EM SENSORES ELETROQUIMICOS PARA DETERMINACAO DE
METOTREXATO



76

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE FILMES NANOESTRUTURADOS EM
SENSORES ELETROQUIMICOS PARA DETERMINACAO DE METOTREXATO

Handerson Rodrigues Silva Lima!"; Emanuel Airton de Oliveira Farias?, Paulo

Ronaldo Sousa Teixeira3, Carla Eiras?? e Livio César Cunha Nunes?

1.Ndcleo de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI,
64049-550, Brasil. 2.Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia,
BIOTEC, Campus de Parnaiba, UFPI, Parnaiba, Pl, 64202-020, Brasil. 3.Laboratorio
Interdisciplinar de Materiais Avangados - LIMAV, CT, UFPI, Campus Ministro
Petronio Portela, Teresina-Pl, 64049-550, Brasil.
*handersonrsi@yahoo.com.br

RESUMO

O cancer € uma doenca muitas vezes tratada com o uso de antineoplasicos,
medicamentos com alto potencial de toxicidade ao ser humano e ao meio ambiente,
mesmo em concentracfes muito baixas. Neste contexto, o desenvolvimento de
métodos analiticos para a deteccdo desses farmacos tem atraido atencdo, onde os
sensores eletroquimicos tém se destacado devido a sua alta sensibilidade, baixo
custo e rapidez de andlise. O metotrexato (MTX) é um antineoplasico muito utilizado
em terapias contra o cancer com atividade potencialmente toéxica. Este manuscrito
descreve o comportamento eletroquimico do MTX em eletrodos de ITO (Indium Tim
Oxide) modificados com filmes nanoestruturados contendo biopolimeros extraidos
do Babassu Mesocarp (BM) (Orbignya phalerata), buscando desenvolver sensores
eletroquimicos para este farmaco. Apds intercalar o PVS (poly vinyl sodium
sulfonate) em conjunto com o BM, a sensibilidade analitica do sensor foi melhorada
de 2.49 pA/umol L (ITO) para 5.55 pA/umol L (ITO/PVS/MB). A modificacédo do
ITO com o filme proposto permitiu alcancar um limite de deteccdo de 5.95 x 10-'mol
Lt para o MTX. A presenca do MB no filme aumentou consideravelmente a
rugosidade do sensor, bem como as interagées com o MTX, 0 que permitiu melhorar
o desempenho analitico do sistema proposto. Este estudo demonstrou a
possibilidade de quantificacdo de MTX a partir de técnicas eletroquimicas utilizando-
se polimeros naturais, o que pode trazer grandes vantagens financeiras e para a
saude de forma geral.

Palavras-chave: sensor eletroquimico, quantificacédo, antineoplasico, metotrexato;
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5.1 INTRODUCAO

O cancer é um importante problema de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (GUERRA ET AL. 2005)! e muitas vezes o seu
tratamento é baseado na utilizacdo de medicamentos considerados potencialmente
toxicos, conhecidos como antineoplasicos, podendo produzir efeitos mutagénicos,
carcinogénicos, teratogénicos, fetotoxicos e esterilizantes (MAIA; BRITO, 20112
MARTINS e ROSA, 20043).

Assim, esses medicamentos possuem grande potencial de toxicidade,
oferecendo risco ocupacional (RIZALAR et al. 20124 ou mesmo a grupos de
individuos em risco de exposicdo aos mesmos (MARTINS; ROSA, 20043), sendo
ainda muitas vezes liberados no meio ambiente, podendo oferecer riscos mesmo em
baixas concentracdes (LUTTERBECK et al. 2015°).

Dessa forma, o monitoramento ocupacional e ambiental mostram-se
essenciais para a prevencao de riscos advindos da exposicdo a esses farmacos.
Além disso, o monitoramento das concentracfes plasmaticas de antineoplasicos em
pacientes oncoldgicos se mostra de grande importancia pois pode permitir a
otimizacdo da terapia utilizada e melhorar o perfil de efeitos colaterais resultantes
dessa terapia (FLOREA, et al., 2015°).

Assim, a busca por métodos analiticos capazes de quantificar farmacos
antineoplasicos tem sido bastante explorada, sendo os sensores eletroquimicos
promissores candidatos por apresentarem alta sensibilidade, baixo custo e rapidez
na andlise (FLOREA, et al., 20155, LOWINSOHN; BERTOTTI, 20067).

Esses sensores tratam-se de dispositivos capazes de obterem informacdes
com manipulacdo minima do sistema onde estéo inseridos, gerando resultados que
podem ser analisados e correlacionados com outros parametros do ambiente
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 20067).

O sinal observado em um eletrodo durante o sensoriamento eletroquimico
pode ainda ser melhorado, por exemplo, pelo recobrimento do eletrodo com
nanomateriais de uma forma geral, como membranas, filmes finos, polimeros e etc.
(WU et al, 20108; JAMES et al, 2012°), esses eletrodos tém sido empregados na
quantificacdo de diferentes analitos, dentre eles algumas drogas antineoplasicas,
como por exemplo, a flutamida (AHMADI et al., 2015'%; BRAHMAN et al., 2012%%), 5-
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fluoruracila (SHOJAEI et al., 2016'?), daunorubicina (RIBEIRO et al., 2013%3),
valrubicina (HAJIAN et al., 2015'%), 6-tioguanina (BEITOLLAHI et al., 2011®), entre

outros.

No entanto, algumas dificuldades ainda devem ser superadas para 0 uso
pratico e seguro dessas ferramentas, uma delas esta no fato de que muitos dos
materiais utilizados na producédo destes sistemas ainda sdo caros Ou escassos,
assim, o desenvolvimento de sensores com materiais financeiramente acessiveis e
abundantes deve ser incentivado (LIMA ET AL., 201819).

O uso de filmes finos € uma alternativa economicamente viavel para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos, principalmente aqueles filmes
produzidos pela técnica Layer-by-Layer (LbL), que, além de permitir a manipulacéo
da matéria em nivel molecular de diversos tipos de materiais, ndo necessita de
aparatos experimentais extravagantes, minimizando o custo de produgéo (DECHER,
19977, EGAWA et al, 20118; JAMES et al, 2012°).

A literatura traz uma gama de materiais empregados na producéo de filmes
LbL, sejam conjugados em camadas alternadas, originando os chamados
nanocompdsitos (MANTHA et al., 2010%°), ou ainda imobilizados individualmente
(EGAWA et al., 201118).

Recentemente tem se destacado o uso de materiais obtidos de fontes
naturais na formacéo de filmes finos, em especial, devido a propriedades como a
biodegradabilidade e a biocompatibilidade, que s&o propriedades dificeis de se
encontrar na maioria dos polimeros sintéticos conhecidos (Teixeira et al., 201829).

Uma fonte desses polimeros naturais sdo os materiais lignoceluldsicos, que
sdo formados por estruturas rigidas e fibrosas composta principalmente de celulose,
hemicelulose e lignina (Teixeira et al., 2018%°), onde pode-se destacar o mesocarpo
do coco babacu (Orbignya phalerata Mart) (MB), um subproduto agricola com
grande quantidade de materiais lignocelulésicos, nao-toxico, renovavel e com
grande potencial a ser utilizado na area industrial (VIEIRA et al, 20092%),

Alguns outros materiais também tém se mostrado promissorres na producao
de filmes, como a goma de angico, extraida de Anadenanthera Macrocarpa Benth
(EIRAS; SANTOS; ZAMPA, 2010%%), e as galactomananas, extraidas de
Adenanthera pavonina L. (EIRAS et al., 200723).



79

Entre as drogas antineoplasicas, destaca-se 0 metotrexato (MTX)
(C20H22Ns8Os), um analogo do acido félico (C19H19N7Os6) que pode ligar-se a enzima
dihidrofolato redutase e inibir a converséo de dihidrofolato a tetrahidrofolato, inibindo
assim a sintese de DNA, RNA e proteinas. Por esse motivo, o MTX é comumente
usado no combate a varios tipos de cancer (WElI et al., 20142%)

Nessa perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo a modificacdo de
eletrodos utilizando-se filmes nanoestruturados desenvolvidos a partir de materiais
naturais e abundantes, que possam vir a ser utilizados como camada ativa para

melhorar a resposta observada para o MTX em sensores eletroquimicos.
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5.2. METODOLOGIA

5.2.1 Materiais e Reagentes

O Metotrexato em p6 (Fagron), o &cido cloridrico, &cido sulfurico, acetato de
sédio, acetato de aménio, o acido plivinilsulfénico, a poli alilamina hidroclorada e os
demais reagentes para preparacao dos meios eletroliticos (Aldrich), foram adquiridos
comercialmente, em padrédo analitico, ndo necessitando de purificacdo prévia. Agua
purificada por meio do sistema Milipore (Mili-Q) foi empregada no preparo das

solucdes necessarias ao estudo.

5.2.2 Obtecdo dos materiais para producéo dos filmes

O mesocarpo do coco de babacu in natura (MB) foi doado pelo Departamento
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI, Brazil) na forma de
po, coletado a partir do coco da palmeira do babacu colhido no Municipio de Codo-
MA, o0 mesocarpo foi retirado manualmente e entdo triturado, passando em seguida
por um processo de selecéo do tamanho do gréo de aproximadamente 0,074 mm.

A goma de angico foi cedida pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e
Biotecnologia da UFPI- BIOTEC-Parnaiba (Brazil), sendo previamente purificada na
forma de sal de sédio como descrito por Costa, Rodrigues e De Paula (1996) 2°.

A galactomanana foi previamente extraida e cedida pelo Nucleo de
Tecnologia Farmacéutica (NTF) da UFPI — Teresina (Brazil), no processo de
extracdo, determinada massa de sementes de Adenanthera pavoninafoi colocada
em agua destilada e levadas a aquecimento (100-C por 20 minutos), em seguida a
adgua foi descartada e foi adicionada mais um volume de &agua destilada a
temperatura ambiente para entumescer as sementes. O endosperma foi retirado e
pesado e a essa massa foi adicionado um volume de agua, sendo entéo triturada até
completa homogeneizagcdo. A massa foi filtrada em filtro de nylon e depois
precipitada em alcool etilico. O precitado obtido foi prensado e a massa resultante
novamente solubilizada em agua destilada, filtrada e precipitada em alcool etilico.
Apds a segunda precipitacdo a massa foi solubilizada em agua destilada e seca sob

condic¢des apropriadas em Spray Dry.
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5.2.3 Limpeza dos substratos

Os substratos de ITO empregados na deposi¢cao dos filmes foram submetidos
a duas etapas de limpeza, sendo a primeira com agua e detergente e a segunda
com um tratamento por plasma, conforme descrito em outros trabalhos do grupo

(Teixeira et al., 2018 2%; De Oliveira Farias et al., 201725).

5.2.4 Preparo das solu¢cdes tampao e leituras de pH

Todas as solucdes tampao, bem como os ajustes de pH foram realizados de
acordo como descrito na Farmacopéia Brasileira 4° edicdo, 2003. Todas as
medicdes de pH foram feitos com um Medidor de pH microprocessador (Hanna 213
Instruments, EUA).

5.2.5 Preparo das dispersdes para a deposicao dos Filmes

As dispersdes dos polissacarideos foram preparadas na concentracéo de 1,0
g Lt no momento de sua utilizacdo, com excec¢do da solucdo da goma de angico,
que se apresentou demasiadamente viscosa nessa concentragdo, nesse caso
empregou-se a concentracdo de 0,1 g L' As dispersdes foram preparadas
utilizando-se Dimetilsulféxido (DMSO), para melhor solubilizacédo, e tampéo acetato
de amoénio pH 3.5 (ImL:60mL).

A solucdo de acido polivinilsulfénico (PVS), um polieletrdlito de carga
negativa, bem como de polialilamina hidroclorada (PAH), um polieletrélito de carga
positiva, ambos frequentemente utilizados para a producédo de filmes [reference],
foram preparadas na concentracdo de 0,5 g L. Todas as dispersdes formadas
foram levadas ao banho ultrassbnico a temperatura ambiente durante 5 min

previamente a utilizacdo, para homogeneizacéao.
5.2.6 Preparo dos Filmes Layer-by-Layer
Em busca de um eletrodo mais sensivel para a eletrooxidagdo do MTX,

estudou-se os seguintes filmes: ITO modificado com galactomanana (ITO/GM), ITO

modificado com goma de angico (ITO/GA), ITO modificado com mesocarpo de
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babacu (ITO/MB), ITO modificado com &cido polivinilsulfénico (ITO/PVS), ITO
modificado com &acido polivinilsulfénico e mesocarpo de babacgu (ITO/PVS/MB), ITO
modificado com polialilamina hidroclorada (ITO/PAH) e ITO modificado com

polialilamina hidroclorada e mesocarpo de babacu (ITO/PAH/MB).

Os filmes foram preparados conforme proposto por DECHER, (1997'), a
Figura 1 ilustra o processo de preparo de um filme bicamada, (ITO/PVS/BM) como
exemplo. Inicialmente o ITO (substrato para o filme) foi imerso na solucdo de PVS
por 5 minutos. Posteriormente, foi lavado para retirada do excesso de material ndo
adsorvido no ITO. Logo ap@s, o sistema ITO/PVS formado foi imerso na solucao de
BM também por 5 minutos, seguido de etapa de lavagem. E importante ressaltar que
apos cada etapa de lavagem, o filme foi seco sob leve fluxo de gas N2 (n&o
mostrado no esquema). Os demais filmes foram produzidos seguindo essa mesma

metodologia.

ITO/PVS ITO/PVS/BM
ITO

4 8

4 by

VNt V!

PVS Whash BM Whash

Figura 12. Esquema de produc¢ao do filme de ITO/PVS/BM usado como sensor de
MTX.

5.2.7 Estudos eletroquimicos

Os estudos eletroquimicos foram realizados com o auxilio de um

Bipotenciostato/Galvanosto Dropsens uStat 400 da METROHM e uma célula
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eletroquimica com encaixe para trés eletrodos e capacidade maxima de 50 mL.
Como eletrodo de trabalho foram utilizados substratos de ITO modificados ou n&o.
Um eletrodo de fio de platina em espiral (A= 2,0 cm?) foi usado como eletrodo
auxiliar e um eletrodo de calomelano saturado (SCE) como eletrodo de referéncia.

A solucéo de estoque (5.5x10° mol L') de MTX (Fagron) foi preparada com
HCI 0,1 molL? e armazenada ao abrigo da luz e as diluicdes foram realizadas

imediatamente antes do uso.

5.2.7.1 Estudos da resposta eletroquimica do Metotrexato pela técnica de
Voltametria Ciclica

Foi realizado um estudo preliminar em busca do melhor meio eletrolitico para
os estudos eletroquimicos com o MTX. Estudou-se 0s seguintes eletrdlitos suporte:
Acido sulfarico (H2S04) 0.05 mol L%, pH 1.3; Acido Cloridrico (HCI) 0.1 mol L%, pH
1.0; Tampdo acetato de amonio (C2H7NO2) 2.0 mol L, pH 3.5; Tampé&o acetato de
s6dio (C2H3sNaO2) 2.0 mol L%, pH 3.5.

Apbs selecdo do eletrdlito suporte, estudou-se também o0 mecanismo
eletroquimico do MTX neste meio, bem como a influéncia da modificacdo do ITO na
resposta eletroquimica do MTX.

5.2.7.2 Estudo da resposta eletroquimica do Metotrexato por Voltametria de
Onda Quadrada.

Os estudos quantitativos para o MTX foram realizados por Voltametria de
Onda Quadrada, onde primariamente avaliou-se: Amplitude de potencial, Frequéncia
de potencial, Tempo de deposicdo e Potencial de deposi¢cédo e ainda a influéncia da
agitacao da solucdo entre as medidas sucessivas. Em seguida foram feitas curvas

de calibracao.

5.2.8 Curva de calibracdo do MTX por espectrofotometria UV-VIS

O espectro de absorcdo de uma solucdo 5x10°mol L*de MTX, foi obtido com

auxilio do espectrofotometro modelo Carry 60 Varian, ap0s a selecdo do pico de
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méxima absorcdo do MTX (302 nm), uma curva de calibracdo para o famaco foi
produzida mediante a analise de concentragcfes crescentes do analito em HCI 0,1

molLte em tampé&o acetato de amdnio (0,2 molL?, pH 3.5).

5.2.9 Andlise da Morfologia dos eletrodos por Microscopia de Forca atbmica

Os eletrodos de ITO ndo modificado e aqueles modificados com filmes de
PVS e PVS/MB foram observados por microscopia de for¢a atomica (AFM), usando
um microscépio modelo TT-AFM (Signal Hill, CA, EUA), com frequéncia de
ressonancia em torno de 300 kHz (AppNano). As andlises foram realizadas no modo
de vibracdo (tapping) em areas de 4.0x4.0 um, sendo que pelo menos trés areas
diferentes foram examinadas em cada amostra. As imagens foram coletadas com
512 pixels de resolucéo e, posteriormente processadas com o software Gwyddion
2,29. Tal como descrito na literatura, os valores da rugosidade foram aqueles
obtidos a partir das imagens estudadas (EATON e WEST, 2010?7).

5.2.10 Anélise de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta das dispersdes produzidas foram determinadas
utilizando-se um equipamento Malvern 3000 Zetasizer NanoZS, (Malvern
Instruments, UK). Para as andlises do potencial zeta, as seguintes dispersées foram
preparadas em &gua purificada: Mesocarpo de babagu (MB) (1mg/mL);
Galactomanana (GM) (1mg/ mL); Goma de Angico (GA) (0,1mg/ mL); Acido
polivinilsulfénico (PVS) (0,5mg/ mL); Poli-alilamina hidroclorada (PAH) (0,5mg/ mL).

5.2.11 Anélise estatistica

Os voltamogramas apresentados foram realizados em triplicata e o0s
resultados expressos representam as curvas meédias de corrente vs potencial
obtidas em cada analise (n=3), os valores de pico maximo de corrente foram
utilizados para comparacéo estatisticas entre as curvas obtidas. Para Torman et al.
(201228), para amostras de tamanho menor ou igual a 10, recomenda-se n&o

proceder testes de normalidade e partir diretamente para uma estratégia nao-
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paramétrica de andlise assim, os valores referentes a corrente maxima de pico em
cada curva foram comparados usando-se teste de Kruskall-Wallis seguido do teste
post-hoc de Dunn’s. As diferengas entre as médias foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 — Estudo da resposta eletroquimica do MTX em eletrodos de ITO por

voltametria ciclica

O estudo eletroquimico em eletrodo de ITO ndo modificado, em tampéo
acetato de amodnio 2.0 mol L e pH 3,5, na auséncia ou presenca de 5x10® mol L

de MTX, foi realizado empregando-se a técnica de voltametria ciclica, Fig. 2.

2.5 -
— |TO in buffer
|—e— ITO in MTX
2.0 {——ITO in buffer after MTX
1.5+
< 101
0.51
0.0
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V vs SCE

Figura 13: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de ITO na auséncia e na
presenca de 5.0 x10°® mol Lt de MTX, e ap6s limpeza e reutilizagdo do eletrodo.
Eletrélito: tampéo acetato de amonio 2.0 mol Lt pH 3.5, v=50 mV s,

O perfil eletroquimico do MTX usando ITO como eletrodo de trabalho mostrou
apenas um processo de oxidacdo em +0,87 V vs ECS. Esse comportamento foi
descrito em outros estudos (GAO et al., 2007%°, WANG et al., 2009%°, e WANG et al.,
201231) onde eletrodos de carbono foram empregados e, também mostraram o
aparecimento de apenas um processo anddico para o MTX, e nenhum processo de
reducdo, indicando que a reacao de oxidagdo foi totalmente irreversivel.

Na literatura, alguns estudos empregando eletrodos de carbono, propdem
um mecanismo de oxidacdo para o MTX, Figura 3. O metotrexato pertence ao grupo
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das pteridinas e o grupo amina presente na posicdo C2 do anel de pirimidina é
eletroativo, sendo assim, o processo de oxidagdo detectado nesses estudos deve
corresponder a oxidacdo deste grupo amino (WANG, et al., 2009%°) (WANG et al.,
201231,

A partir do mecanismo proposto para a oxidacado do MTX, Figura 2, um radical
livre intermediario de carga positiva é formado e, este pode polimerizar-se gerando
entdo produtos insoliveis (GAO et al.,, 2007?°). Assim, a oxidacdo do MTX,
observada em nosso estudo em +0,87 V vs ECS sobre eletrodo de ITO, parece
ocorrer seguindo esse mesmo mecanismo.

Figura 14: Mecanismo de oxidagéo do MTX.
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Fonte: Wei et al. (20142%)

Outro fato importante a se observar € que ao final da varredura realizada na
presenca do farmaco, o eletrodo de ITO foi removido deste meio, lavado, seco e
uma nova varredura foi reagistrada na auséncia do MTX, Figura 2. Este teste foi
realizado com objetivo de se avaliar a interacdo do farmaco com a superficie do
substrato e, mostrou que a apods sua reutilizacdo, os eletrodos de ITO, mantiveram
suas caracteristicas eletroquimicas iniciais indicando que nao houve a contaminacao

ou “envenenamento” do eletrodo pelo MTX.

5.3.2 — Escolha do meio eletrolitico e estudo da influéncia do pH e
concentracdo molar
Na Figura 4A, observa-se que o0 pico maximo de oxidacdo do MTX,

inicialmente definido em +0,87 V em tampao C2H7NOg, foi deslocado para maiores
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potenciais quando os demais eletrdlitos foram empregados. A oxidacdo do MTX
ocorreu em aproximadamente em + 0,91 V em H2SO4 e + 0,93 V em C2H3NaO:2 e
HCI. Além disso, ocorreu uma perda na definicdo do processo de oxidacdo do MTX
quando esses dois ultimos foram utilizados, Figura 3A.

Como vantagem, o tampdo C2H7NO:2 mostrou ainda maiores valores de
densidade de corrente, apresentando diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo HCI (p<0,05), sendo portanto, o meio escolhido para testes
subsequentes. Os valores de corrente maxima de pico observados nos grupos
C2H3NaO2, H,SO4 e HCI, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (p>0,05).

Para GAO et al., 2007%°, estudos com o MTX indicaram que um processo
de oxidacdo bem definido foi obtido em tamp&o acetato e apenas as medidas em
meio acido produziram respostas estaveis. Em meio basico, o processo de oxidagao
quase desapareceu, indicando a importancia dos prétons no processo de oxidagao
do MTX. Diante desta observagdo, utilizando-se C2H7NO2 (2.0 mol L) foram
estudados pHs na faixa de 3.5 a 6.0, intervalo de pH onde comumente o MTX tem
sido estudado por outros autores (GAO et al., 20072°, WANG et al., 2009%%), Figura
4B.



89

2.5 - 2.5
Supporting electrolyte ' L
C,H.NO, (variating pH)
209 —A—HCl 2.0-
—8—H SO,
1.5
—O— CzHaNaoz 154
< 1.0 CHNO, <
= < 1.0
0.5
0.5
0.0
A 0.0 B
-0.5 T T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V vs SCE E/V vs SCE
04 C,H.NO, (concentration)
— (0.2 M
154 —10M™
——2.0M
< 104 — 40M
= —6.0M
0.54
0.0 C
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E/V vs SCE

Figura 15: Voltamogramas ciclicos na presenca de 5.0x10® molL' de MTX em
eletrodos de ITO A) em diferentes meios eletroliticos; B) voltamogramas registrados
em C2H7NO2 em diferentes pHs (b) C) voltamogramas registrados em C2H7NO2 em
diferentes concentracdes; Todos voltamogramas ciclicos foram registrados na
presenca de 5.0x10°® molL!. *Diferencas estatisticamente significativas foram
observadas entre os grupos C2H7NO2 e HCI (p<0,05) em (A) e entre o grupo pH 6.0
e pH 3.5 (p< 0,05) em (B). Em (C) ndo foram observadas diferenca estatisticamente
significativas entre os grupos (p> 0,05)

A partir da analise dos voltamogramas, verificou-se que em pHs mais acidos,
foram obtidas maiores densidades de corrente Figura 4B., contudo, GAO et al.
(2007?°) observaram que em pHs muito baixos a estabilidade dos voltamogramas
tornava-se ruim. Assim, o tampdo C2H7NO:2 pH 3.5 foi escolhido para a realizacdo
dos testes subsequentes.

Para avaliar o efeito da concentracdo do tampéo acetato de amonio pH 3.5,
no perfil eletroquimico do MTX, foram estudadas diferentes concentragdes na faixa
de 0.2 a 6.0 mol L%, Figura 4C.
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Com base nos voltamogramas observados na Figura 4C, todos os grupos
levaram a correntes de pico estatisticamente semelhantes, sendo assim a
concentragdo de 0,2 mol L foi selecionada para testes subsequentes, uma vez que
0 custo das analises pode ser reduzido empregando-se uma menor quantidade de

reagentes para o preparo do eletrdlito suporte.

5.3.3 — Estudo da velocidade de varredura na resposta eletroquimica do MTX

O estudo do efeito da velocidade de varredura no processo de oxidacdo do
MTX em eletrodos de ITO é mostrado na Figura 4A. A relacdo linear entre a
velocidade de varredura e a corrente de pico do processo de oxidacdo do MTX é
mostrada na Figura 5B. Esta correlacdo sugere que 0s processos eletroquimicos na
interface eletrodo/eletrélito sdo governardos pricipalmente por transferéncia de
cargas, uma vez que a relacdo de ip vs v mostrou um coeficiente de correlacéo
linear de R = 0,998 (XIE et al., 200833; PRUNEAN et al., 199934).

4 4

v,mVs'
105 R=0.998
3
100 3
2 R 75
50
S 25 <
| / 10 =
0o m—
14
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o s s 0 o 0 20 40 60 80 100 120 140
EN vs SCE V. mvs

Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos para o MTX sob diferentes velocidades
de varredura (a) correlagéo linear observada para os valores de corrente em fungao
das velocidades estudadas (b). Todas as medidas foram realizadas em tampéao
C2H7NO2 (0,2 mol L%, pH 3.5).

Apo6s a otimizacao do meio eletrolitico, pH e concentracédo molar, e da melhor
compreensao do comportamento eletroquimico do MTX em eletrodos de ITO,
buscou-se melhorar ainda mais seu sinal analitico a partir da modificacdo da

superficie do ITO, conforme descrito seguir.
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5.3.4 - Proposta de utilizacdo de filmes finos para otimizagcdo da reposta

eletroquimica para o MTX

A modificacdo da superficie de eletrodos apresenta-se como uma alternativa
quando se busca a melhoria do sinal analitico em estudos eletroquimicos, sendo
essas modificacbes obtidas a partir de diferentes processos e materiais. Os
materiais poliméricos tém atraido cada vez mais atencdo em analise eletroquimica
devido a fatores como boa estabilidade, permeabilidade seletiva e forte adesdo a
superficie de eletrodos (WEI et al., 2014%4).

Neste estudo, propusemos a modificacdo de eletrodos de ITO por
monocamadas automontadas a partir de polimeros naturais, tais como, a goma de
angico (0,1 mg/mL) (GA), a galactomanana (1mg/mL) (GM) e o mesocarpo de
babacu (1mg/mL) (B), Figura 6A. Para efeito de comparagdo, na Figura 6B
apresentamos a influéncia da modificagédo do eletrodo de ITO com monocamadas de
dois polimeros sintéticos, a polialilamina hidroclorada (PAH), um polieletrdlito
cationico e o acido polivinilsulfénico (PVS), um polieletrdlito anibnico.

O processo de oxidacdo do MTX observado em +0,87 V vs ECS para o
eletrodo de ITO né&o modificado, continuou sendo observado para o caso em que o
eletrodo foi modificado com as monocamadas de GA, GM ou MB, Figura 6A,
indicando que a modificacdo do eletrodo ndo impediu a eletrooxidacdo do farmaco.
Além disso, houve um aumento na corrente maxima de pico de aproximadamente
2.2 YA obtido com o ITO ndo modificado' para 2.9; 3.1 e 4.5 YA, respectivamente,
guando se utilizaram eletrodos modificados. O filme de ITO/BM melhorou a resposta
eletroquimica do MTX em aproximadamente 105% em comparacdo com apenas o
ITO, apresentando diferenca estatisticamente significativa com o grupo ITO sem
modificacdo (p<0,05). Portanto, o BM foi o biopolimero escolhido para a realizagédo

de testes subsequentes.
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Figura 17: Voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos de ITO modificados
com: A) Filmes de GA, GM ou MB; B) Filmes de PVS ou PAH. C) Filmes bicamadas
de ITO/PVS/BM ou ITO/PAH/BM em comparacdo com a resposta da monocamada
de BM. D) Filmes ITO/PVS/BM contendo uma e duas bicamadas. Todas as medidas
foram realizadas em Tamp&o C2H7NO2, 0,2 molL?, pH 3,5 e v=50mVs™, na presenca
de 5.0 x10° molL* de MTX. *Diferenca estatisticamente significativa foi observada
entre 0os grupos ITO e ITO/MB (p<0,05) em (A); entre os grupos ITO/BM e
ITO/PVS/IMB (p<0,05) em (B); N&o foi observada diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p> 0,05) em (C) e em (D);

Esses resultados corroboram com outros trabalhos do grupo, pois em analise
realizada por voltametria ciclica, o BM apresentou eletroatividade em meio &cido,
demonstrando que o uso do polimero na forma de filmes monocamadas exibiu
propriedades eletroquimicas adequadas para uso na construcdo de sistemas de

sensoriamento eletroquimico (Teixeira et al., 201829).

Na Figura 6B, verifica-se que a modificagdo de eletrodos de ITO com os
polieletrdlitos sintéticos convencionais PVS e PAH n&o levou a diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) nos valores de corrente observados em

relacdo aos eletrodos ndo modificados. Porém, quando o PVS foi intercalado com o
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BM (ITO/PVS/BM), Figura 6C, uma melhoria estatisticamente significativa (p<0,05)
foi alcangada. A corrente para o sistema ITO/PVS/BM aumentou 318% em relagéo
ao ITO sozinho. O incremento de corrente promovido pelo filme bicamada foi
estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao filme de ITO/BM. O PVS
provavelmente cria mais sitios de ancoragem para o BM que € adsorvido na etapa
seguite, aumentando a quantidade de BM adsorvido na superficie do eletrodo. H&
também o amento da rugosidade do sistema quando o PVS é intercalado em
conjunto com o BM, acarretando numa maior area eletroativa do eletrodo, o que

facilita as reagfes eletroquimicas do MTX (Figura 11).

Conforme observado na Figura 6C, a utilizacdo de PAH para a formacao do
filme (ITO/PAH/BM) néo trouxe diferencas estatisticamente significativa em relagéo
ao ITO/MB (p>0,05).

A Figura 6D compara voltamogramas de filmes contendo 1 e 2 bicamadas do
filme PVS/MB. Neste caso, ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa
entre os picos maximos de corrente para os dois voltamogramas, contudo, houve
uma discreta diminuicdo nos valores de densidade de corrente ap6s a adicdo da
segunda bicamada. Este resultado pode estar relacionado ao aumento da
guantidade de material ndo condutor (PVS) sobre o substrato, dificultando a
transferéncia eletrbnica entre o eletrodo e o farmaco com o aumento do namero de
camadas (SANTOS et al., 2010%). Dessa forma, as andlises do MTX subsequentes
foram efetuadas com um filme contendo uma bicamada.

Para melhor compreender que tipo de interacdes governam a formacao
desses filmes, um estudo dos potenciais zeta das dispersbes empregadas na
formacao dos mesmos foi realizado, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Potencial zeta dos materiais utilizados na producgéo de filmes.

Material Potencial zeta
Mesocarpo de babacu (MB) (1Img/mL); -43.1
Galactomanana (GM) (1mg/mL); -14
Goma de Angico (GA) (0,21mg/mL); -40.9
Polimero de acido polivinilsulfénico (PVS) (0,5mg/mL); -19.6

Polialilamina hidroclorada (PAH) (0,5mg/mL); +28.8
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As interagBes que ocorrem entre polieletrélitos altamente carregados séo
principalmente eletrostaticas, porém, também s&o possiveis outros tipos de
interacOes secundarias do tipo Van der Waals e pontes de hidrogénio (SILVA et al.,
2009%). Assim, a interacdo eletrostatica entre os materiais envolvidos ndo é
necessariamente exclusiva e nem tampouco essencial para a formagéo de um filme
LbL, onde, a depender dos materiais escolhidos, outras forcas podem orientar o
mecanismo de formacédo dos filmes (DE OLIVEIRA et al.,, 2015%"). Dessa forma,
interacbes secundarias parecem governar os processos de formacdo dos filmes
estudados, uma vez que tanto o BM quanto o PVS possuem carga negativa (Tabela
01).

5.3.5 — Estudos quantitativos do MTX por Voltametria de Onda Quadrada

Para estudos envolvendo o MTX, comparando-se voltamogramas de onda
quadrada, pulso diferencial e de varredura linear, a onda quadrada apresenta as
melhores caracteristicas devido a sua maior sensibilidade e a sua elevada
velocidade de varredura (GAO et al., 2007%°), assim essa técnica foi utilizada nesse
trabalho para o estudo eletroanalitico que se segue.

Assim como a VC, a Square Wave Voltammetry (SWV) tem sido
amplamente utilizada, sendo uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas
e sensiveis, onde os limites de deteccao podem ser comparados aos das técnicas
cromatograficas e espectroscopicas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003%9).

Os voltamogramas de onda quadrada apresentados na Figura 7A mostram
gue ao serem realizadas varreduras sucessivas nos eletrodos de ITO néo
modificados na presenca do farmaco, os valores de corrente diminuem com o
aumento do nimero de ciclos, fato que pode ser atribuido a oxidagéo irreversivel do
MTX. A cada etapa de varredura, a quantidade de MTX disponivel na interface
eletrodo/eletrdlito diminui, acarretando em menores valores de corrente.

Uma solucéo sugerida por Wei et al. (20142%) foi a adicdo de 0,1 mg/mL de
dodecilbenzenosulfonato de sodio ao eletrolito de suporte, o que melhorou a
estabilidade para o pico de oxidacdo mesmo apds cinco varreduras sucesisvas.
Segundo esses autores, o tensoativo impediu a adsor¢cdo do produto oxidado do

MTX ao eletrodo, deixando mais sitios disponiveis para a eletrooxidagdo do MTX.
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No presente estudo, este problema pode ser contornado agitando-se a
solugdo entre as medidas sucessivas, Figura 7B, optando-se assim por manter o

eletrdlito suporte puro.
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Figura 18: Voltamogramas de Onda Quadradapara os eletrodos de ITO na presenca
de 5 x10® molL? de MTX em varreduras consecutivas: A) sem agitacdo entre as
leituras e B) com agitacdo mecanica entre as leituras (Tampdo C2H7NO2 0,2 mol L1,
pH 3.5; Amp 20 mV; Freq 20 Hz). *N&o houve diferenca estatisticamente significativa
entre as medidas apenas em (B).

Observou-se que o simples fato de agitar mecanicamente a solucdo no
intervalo entre cada varredura, nao houve variagdes significativas nos valores de
corrente do sistema, mesmo apos 5 ciclos, como mostrado na Figura 7B. A agitacao
entre cada medida foi realizada tomando-se cuidado para aguardar o sistema
retornar ao repouso e proceder com uma nova varredura, minimizando assim
contribuicbes indesejadas na corrente observada oriundas do processo de
convecgao.

Vérios parametros da técnica SWV foram estudados a fim de obter a melhor
resposta para a oxidacao do MTX, Figura 8.

O aumento da frequéncia de aplicacado dos pulsos de potenciais pode ser um
dos artificios utilizados para se melhorar a resposta da SWV, j4 que se todas as
outras variaveis forem fixadas, uma vez que a sensibilidade é dada em funcéo

apenas da frequéncia da onda. Outra forma de melhorar a sensibilidade analitica na
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SWV em processos totalmente irreversiveis é aumentar a amplitude de aplicagdo
dos pulsos de potenciais (DE SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003%). Assim,
verificou-se que um potencial de amplitude de 75 mV e frequéncia de 20 Hz eram
suficientes para garantir aos voltamogramas uma boa definicdo de pico e altos

valores de densidade de corrente, Figura 8 A e B.
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Figura 19: Voltamogramas de onda quadrada para eletrodos de ITO na presenca de
6,25x10° mol Lt de MTX variando-se os parametros: A) Amplitude de potencial, B)
Frequéncia de potencial, C) Tempo de deposi¢cdo, D) Potencial de deposicéo e E)
parametros definidos. (Tamp&o C2H7NO2 0,2 molL™?, pH 3.5).

Verificou-se ainda que a aplicagcao de um potencial de deposi¢cao nao trouxe

vantagens aos resultados observados, pelo contrario, o valor do pico de corrente
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diminuiu conforme o aumento do potencial e tempo de aplicagéo, Figuras 8C e D, 0
que pode estar promovendo a adsor¢do dos produtos de oxidacdo do MTX na
superficie do eletrodo. A Figura 8E mostra voltamogramas de onda quadrada na
auséncia e na presenca do MTX nas condi¢des definidas.

Em etapa seguinte construiram-se curvas de calibragdo por SWV para o
farmaco empregando-se eletrodos de ITO/PVS/BM, Figura 9. Os testes de deteccéo
foram realizados adicionando-se aliquotas da solucdo estoque de MTX a célula
eletroquimica, de forma que a concentracdo deste analito variasse de 1.0x10° a
6.25x10° mol L. A regressdo linear é mostrada na Figura 9B. Ja os limites de
deteccdo e quantificacdo (mostrados na tabela 02) foram estimados através das

equacbes 1 e 2.

LD = 3.3 DP/S (Equacéo 1) LQ =10 DP/S S (Equacéo 2)

DP= estimativa do desvio padrao da resposta do branco experimental,
S = Slope ou coeficiente angular da curva analitica.
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Figura 20: Voltamogramas de onda quadrada na presenca de MTX (mol L) em
eletrodos de ITO/PVS/MB (Meio eletrolitico — Tampdo C2H7NO2 0.2 mol L pH 3,5;
Amp 75 mV, Freq 20 Hz) (a) e respectiva curva de calibracao (b).
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Ap6s modificacdo do ITO com o filme de ITO/PVS/MB a sensibilidade
analitica foi melhorada de 2,49 pA/umol L para 5,55 pA/umol L quando utilizou-se
o filme, fato observado na inclinacdo das curvas analiticas apresentadas na Figura
9B. De qualquer forma, o ITO sozinho poderia ser utilizado para a adeteccdo do
MTX e, até entdo, ndo foram encontrados na literatura dados sobre o
comportamento eletroquimico do MTX em ITO, justificando também a importancia

desse estudo.

5.3.6 — Comparacdo entre as técnicas de espectrofotometria UV-VIS e SWV
usando-se eletrodos ITO/PVS/MB.

A partir da elaboracdo da curva de calibracdo para o MTX pela técnica de
SWV utilizando-se eletrodos de ITO/PVS/MB, também procedemos com a
construgcdo de uma curva de calibracdo para o MTX por espectrofotometria UV-VIS
para fins de comparacao entre os intervalos lineares de leitura e limites de detecc¢éo
entre diferentes métodos.

A maioria dos trabalhos publicados referentes a molécula de MTX utilizam
detectores espectrofotométricos de UV-Vis, devido a presenc¢a de um grupo pteridina
heterocromatico croméforo neste farmaco, o qual possui absorbancia méaxima
dependente do pH (RUBINO, 20013°).

A curva de calibracdo para o MTX obtida em tampé&o acetato de amonio (0,2
molL1, pH 3.5), apresentou maiores limites de detec¢do, sendo menos sensivel em
relacdo a utilizacdo de HCI 0,1 molL"! (resultados ndo apresentados). Assim, a curva
obtida em HCI 0,1 molL"* foi utilizada, Figura 10.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 2, verificam-se faixas
lineares de quantificagdo muito proximas obtidas para o farmaco nas técnicas
utilizadas, onde com a espectrofotometria UV-Vis foi possivel obter uma curva
variando a concentracdo de MTX de 5.0 x10®a 15 x10°molL'. Para os eletrodos de
ITO/PVS/MB uma faixa linear variando de 1,5x10% a 5,0x10-°mol L foi obtida.
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Figura 21: Curva de calibracdo do MTX por espectrofotometria UV-Vis.

Table 5- Metodos para quantificacdo de MTX neste trabalho.

Metodo Intervalo linear (mol L) LD (mol L)
Espectrofotometria 5.0 x10-¢a 15 x10-° 3.5x10
Voltametria de Onda Quadrada com 1.5x10%¢ a 5.0x10° 5.95 x 107
ITO/PVS/MB

Assim, verifica-se que os métodos aqui propostos sado eficazes para a

deteccdo de MTX.

5.3.7 — Estudo da morfologia e rugosidade do sensor

A partir da otimizacdo dos parametros de preparo do filme que apresentou as
melhores caracteristicas quanto a densidade de corrente e definicdo do pico anddico
para a eletrooxidagcdo do MTX, avaliou-se a morfologia e rugosidade do filme
ITO/PVS/MB por Microscopia de Forca Atbmica.

Inicialmente, como controle, estudou-se o substrato de ITO, e, em seguida, os
filmes ITO/PVS e ITO/PVS/MB, conforme mostra a Figura 11.

Os eletrodos de ITO apresentam uma microestrutura bem conhecida e com
padrdes caracteristicos, que ja foram observados anteriormente por AFM, como por
exemplo, por EATON e WEST, 2010%’. Esta estrutura, mostrada na Figura 11A,
consiste em “ilhas rasas”, constituidas de graos globulares muitos pequenos que

estdo acima de graos globulares semelhantes, situados em um nivel inferior.
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A morfologia da monocamada de PVS foi semelhante a do ITO ndo modificado,
embora tenha exibido o aparecimento de pequenos graos distribuidos por toda a
area estudada (Figura 11B). Nos filmes ITO/PVS/MB, a presenca de algumas
estruturas foram observadas exibindo caracteristicas globulares maiores em varias
areas com a estrutura de "ilha" do ITO completamente ausente (Figura 11C) sendo
essa area a mais representativa para o filme, contudo, em algumas éareas,
observaram-se grandes aglomerados globulares (Figura 11D e 11E), que podem
estar relacionados também & solubilidade limitada do MB no meio utilizado.

A rugosidade dos filmes de PVS/MB mostram um incremeto significativo em
comparacdo aos eletrodos ndo modificado e modificado com PVS, devido a
presenca do MB, Figura 11F. Esse aumento na rugosidade pode ser vantajoso uma
vez que pode implicar também no aumento da area superficial do eletrodo
modificado por este material, que por sua vez, pode acarretar em uma maior
adsorcdo de moléculas biologicas e facilitar reacdes quimicas (ZHANG et al.,
2015%%), o que pode estar relacionado a maior interacdo entre o analito e o filme

levando a uma maior densidade de corrente, conforme observado na Figura 6C.
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Figura 22: Microscopia de Forca Atdomica de eletrodos de A) ITO —eletrodo néo
modificado; B) ITO/PVS - eletrodo de ITO modificado com PVS (0,5mg/ml); C,D e E)
ITO/PVS/MB — eletrodo de ITO modificado com PVS (0,5mg/ml) e mesocarpo de
babacu (1mg/ml) em diferentes éareas; F) — Rugosidade média dos sistemas
estudados; (*) p<0,05
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5.4. CONCLUSAO

A modificacdo de ITO a partir do filme bicamada de PVS/MB melhorou a
resposta eletroquimica para farmaco, fato que pode ser atribuido a maior superficie
de contato adquirida pelo eletrodo ap6s sua modificagdo, conforme observado por
AFM. O sensor produzido apresentou uma resposta linear entre 1,5x10°% e 5,0x10-
Smol L, com um LD de 5,95 x 107 mol L demonstrando o potencial que esta
técnica possui em quantificar o farmaco em baixissimas concentracdes.

Assim, o desenvolvimento de novas metodologias para andlise desse farmaco
mostram-se promissoras, merecendo destaque o desenvolvimento de sensores com
materiais naturais financeiramente acessiveis e abundantes. Novos estudos visando
o aperfeicoamento desses sistemas bem como a validacdo das metodologias
analiticas devem ser motivados a fim de se obter uma técnica rapida, préatica e

segura para determinacéo de MTX.
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