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RESUMO

Dois novos materiais hibridos organico-inorganicos, da classe dos silsesquioxanos, utilizando
como pro-ligante a 4-(dimetilamino)piridina, foram sintetizados e totalmente caracterizados por
técnicas espectroscopicas e morfologicas. O cloreto de 3-n-propil-4-(dimetilamino)piridinio
silsesquioxano, designado como Si4DMAP'CI, é um silsesquioxano com estrutura
desordenada e foi utilizado como um suporte para a ftalocianina tetrassulfonada de cobalto (II)
para o desenvolvimento de uma nova plataforma eletroquimica. O novo sensor fabricado foi
utilizado para a determina¢do de nifedipina, um anti-hipertensivo da classe das dihidropiridinas,
e seu principal metabolito, dehidronifedipina. Esses farmacos podem ter pouca adesdo ao
organismo e, por isso, podem sofrer resisténcia a terapia anti-hipertensiva. Foram obtidos
excelentes resultados no estudo individual e simultaneo desses dois compostos utilizando a
voltametria de pulso diferencial em condi¢gdes 6timas de pré-concentracdo em uma faixa linear
de 0,015 — 1,8 pmol L', Com uma separagdo entre picos de 0,2 V, obtiveram-se excelentes
resultados em termos de sensibilidade e seletividade com valores de LOD de 6,2 nmol L™ e 4,5
nmol L' para o farmaco nifedipina e o metabdlito dehidronifedipina, respectivamente. A
determinagao destes dois analitos em amostras simuladas de soro e urina foram realizadas com
sucesso sem nenhuma interferéncia da matriz, tornando-se um potencial teste biomédico para a
determinagdo desse farmaco e o principal metabolito. O outro material silsesquioxano, também
inédito na literatura, € um material com estrutura ordenada Tsg, caracterizado pela formagao de
um cubo com oito atomos de silicio e oito grupamentos organicos pendentes. Utilizando o
mesmo pro-ligante do material desordenado, obteve-se o cloreto de octakis(3-n-propil-4-
(dimetilamino)piridinio) octasilsesquioxano, designado como POSS(4-DMAP")g(Cl )s. Esse
material foi sintetizado e caracterizado com técnicas espectroscopicas € morfologicas e
mostrou-se um material promissor para a estabilizacdo de nanoparticulas de paladio. As PANPs
foram caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao e apresentaram um tamanho
médio de 3,0 nm. Utilizou-se o 6xido de grafeno, GO, para a formacao de um composito
ternario de Pd-NPs/POSS/GO. Este compoésito formado serviu como uma nova plataforma
eletroquimica para a criacdo de um novo método eletroanalitico para a determinacdo de um
anti-hipertensivo da classe dos a-antagonistas, chamado clonidina e a determinacao de
norepinefrina, catecolamina que esta atrelada a reducao da sua produgdo apds a ligacao da
clonidina aos receptores o. Utilizando a voltametria de onda-quadrada obteve-se uma faixa
linear de 0,1 — 8,0 umol L™! para ambos os analitos com valores de LOD de 42 e 11 nmol L™!
para a norepinefrina e clonidina, respectivamente. O sensor proposto foi utilizado na
determinagdo simultanea de norepinefrina e clonidina em amostras de soro e urina sintéticas.
Obtiveram-se 6timos resultados na determinagdo dos dois analitos, confirmadas pela exatidao
obtida através do método comparativo de espectrometria UV-Vis. Dessa maneira, verifica-se
neste trabalho o desenvolvimento de dois novos métodos de monitoramento biomédico da
eficacia medicamentosa de dois diferentes anti-hipertensivos.

Palavras-chave: Silsesquioxano. POSS. Ftalocianina de Cobalto. Nifedipina. Nanoparticulas
de Paladio. Oxido de Grafeno. Clonidina. Norepineftrina.



ABSTRACT

Two new organic-inorganic hybrid materials, from the silsesquioxane class, using 4-
(dimethylamino)pyridine as pro-linker, were synthesized and fully characterized by
spectroscopic and morphological techniques. 3-n-propyl-4-(dimethylamino)pyridinium
chloride silsesquioxane, designated as Si4DMAP"CI, is a silsesquioxane with random structure
and was used as a support for cobalt(Il) tetrasulfonated phthalocyanine for the development of
a new electrochemical platform. The new sensor was used for the determination of nifedipine,
an antithypertensive of the dihydropyridine class, and its main metabolite, dehydronifedipine.
These drugs may have poor adherence to the body and, therefore, may be resistant to
antihypertensive therapy. Excellent results were obtained in the individual and simultaneous
study of these two compounds using differential pulse voltammetry under optimal
preconcentration conditions in a linear range of 0.015 — 1.8 pmol L™!. With a peak separation
of 0.2 V, excellent results were obtained in terms of sensitivity and selectivity with LOD values
of 6.2 nmol L ™! and 4.5 nmol L™! for the drug nifedipine and the metabolite dehidronifedipine ,
respectively. The determination of these two analytes in simulated serum and urine samples
were successfully performed without any matrix interference, making them a potential
biomedical test for the determination of this drug and the main metabolite. The other
silsesquioxane material, also unpublished in the literature, is a material with an ordered
structure Ts, characterized by the formation of a cube with eight silicon atoms and eight pendant
organic groups. Using the same pro-linker of the disordered material, octakis(3-n-propyl-4-
(dimethylamino)pyridinium) octasilsesquioxane chloride was then obtained, designated as
POSS(4-DMAP")s(Cl")s. This material was synthesized and characterized using spectroscopic
and morphological techniques and proved to be a promising material for the stabilization of
palladium nanoparticles. The PANPs were characterized by transmission electron microscopy
and had an average size of 3.0 nm. Graphene oxide, GO, was used to form a ternary composite
of Pd-NPs/POSS/GO. This composite formed served as a new electrochemical platform for the
creation of a new electroanalytical method for the determination of an antihypertensive of the
o-antagonist class, called clonidine and the determination of norepinephrine, catecholamine
which is linked to the reduction of its production after the binding of clonidine to o receptors.
Using square-wave voltammetry, a linear range of 0.1 — 8.0 pmol L' was obtained for both
analytes with LOD values of 42 and 11 nmol L™! for norepinephrine and clonidine, respectively.
The proposed sensor was used in the simultaneous determination of norepinephrine and
clonidine in synthetic serum and urine samples. Excellent results were obtained in the
determination of the two analytes, confirmed by the accuracy obtained through the comparative
method of UV-Vis spectrometry. Thus, it is possible to verify in this work the creation of two
new methods for biomedical monitoring of the drug efficacy of two different antihypertensive
drugs.

Keywords: Silsesquioxane. POSS. Cobalt Phthalocyanine. Nifedipine. Palladium
nanoparticles. Graphene Oxide. Clonidine. Norepinephrine.
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INTRODUCAO

Materiais hibridos orgénico-inorganicos t€ém tido um crescente interesse pelos
pesquisadores, haja vista sua grande abrangéncia de aplicagdes em varios campos da ciéncia,
além de suas propriedades que associam caracteristicas de ambos 0s materiais: organicos e
inorganicos. Os silsesquioxanos, em especial, sdo uma classe de materiais hibridos organico-
inorganicos que possuem uma matriz inorganica baseada em ligacdes Si—O—Si, que por sua vez
¢ rodeada por grupos orgéanicos que conferem funcionalidade e processabilidade ao material
final. A escolha de um grupo orgéanico para funcionalizar o material ¢ de extrema importancia,
pois ¢ esta caracteristica que vai comandar a maior parte das propriedades estruturais e fisico-
quimicas do material resultante.

A matriz inorganica dos silsesquioxanos, quando covalentemente ligada aos grupos
organicos pendentes, gera materiais com caracteristicas inéditas que nao sdo obtidas apenas
com os precursores. A possiblidade de modular as propriedades fisico-quimicas do material
final alterando apenas tempo de reagao e o precursor utilizado faz com que a aplicacao dos
silsesquioxanos seja aprofundada em diferentes areas, tais como eletroquimica, biologia,
ciéncia dos nanomateriais, catalise e adsor¢ao, tornando esse tipo de material multifuncional.

A Tese esta estruturada em seis capitulos, apresentados a seguir. O Capitulo 1
apresenta a revisao bibliografica dos temas englobados no trabalho. O Capitulo 2 apresenta-se
o0 objetivo geral e os objetivos especificos do trabalho. Ja no Capitulo 3, apresenta-se a sintese
e a caracterizacao de um novo silsesquioxano com estrutura aleatoria utilizando o pro-ligante
4-(dimetilamino)piridina. No Capitulo 4, a formacdo de uma nova plataforma eletroquimica
utilizando o silsesquioxano e a ftalocianina tetrassulfonada de cobalto(II) para a determinagao
de nifedipina e o principal metabolito. No Capitulo 5, apresenta-se a sintese e caracterizagao de
um novo silsesquioxano poliédrico (POSS) utilizando o mesmo pro-ligante e a formacao de
nanoparticulas de palddio utilizando o POSS como estabilizante e por fim, a jungdo desse
material para a formacdo de um composito com 6xido de grafeno. No Capitulo 6, apresenta-se
a aplicagdo dos diferentes materiais sintetizados no capitulo 5 na determinagao de norepinefrina

e clonidina em amostras bioldgicas simuladas.
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REVISAOQ BIBLIOGRAFICA
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MATERIAIS HIBRIDOS ORGANICO — INORGANICOS

O termo ‘material hibrido’ ¢ definido pela IUPAC (do inglés, International Union of
Pure and Applied Chemistry) como ‘material composto de uma mistura de componentes
inorganicos, organicos ou ambos os tipos de componentes’, sendo que ‘os componentes se
interpenetram em escalas menores que lpm’ [1,2]. Em  uma definigdo mais comum e
especifica, sugerida por Kickelbick [3]‘um material hibrido consiste em pelo menos dois
componentes — usualmente um componente inorganico € um componente organico — que sao
molecularmente dispersos no material’. Seguindo esta definicdo, os materiais hibridos
classificam-se como um caso especial de compositos apresentando uma mistura de diferentes
componentes em escala molecular.

Os materiais hibridos podem apresentar propriedades aditivas quando comparadas
com suas contrapartes individuais, onde um material inorganico pode desempenhar varias
fun¢des tais como: aumentar a estabilidade mecanica e térmica, modular o indice de refragao,
fornecer uma rede porosa acessivel e interconectada que favorece a detecgdo ou processos de
catalise heterogénea, ou contribuir com propriedades magnéticas, eletronicas, redox, ou
quimicas especificas. Os componentes organicos, por sua vez, estendem muito a gama de
matrizes disponiveis para funcionaliza¢do. Dessa forma, podem oferecer oportunidades para
modificar as propriedades mecanicas que permitem a producao de filmes e fibras, controlar a
porosidade e conectividade das redes e ajustar o equilibrio hidrofilico/hidrofébico. Os
componentes organicos também podem contribuir com alguma propriedade fisica ou quimica
especifica incluindo caracteristicas elétricas ou Opticas, comportamento eletroquimico,
reatividade quimica ou bioquimica, etc [4—7].

O silicio €, provavelmente, o elemento mais utilizado como matriz inorgéanica na
formagdo de materiais hibridos orgéanico-inorganicos. Devido a baixa acidez de Lewis do
silicio, a ligagdo Si—C ¢ bastante estavel e, desta maneira, ha muitas possibilidades de modular
as funcionalizagdes organicas no material hibrido de interesse [8]. Quando se compara a ligacao
Si—C com a ligagdo C—C (ambos elementos pertencentes a0 mesmo grupo da tabela periodica),
verifica-se que a primeira ¢ considerada uma ligagao forte e s6 apenas um pouco mais fraca que
a segunda (316,4 kJ mol™" vs. 366,9 kJ mol™"). Uma vez que a ligagdo Si—C ¢é mais longa que a

ligagdo C—C (1,89 A vs. 1,54 A), o atomo de silicio ¢ menos desimpedido com relacdo ao
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carbono. Entretanto, o carbono ¢ mais eletronegativo que o silicio, o que manifesta uma
polaridade de ligagdo Si(8")H(3") reversa com o relagdo ao carbono C(8)H(8"). Isso faz com
que os substituintes das liga¢des tanto no Si quanto no C afetem a polaridade e a estabilidade
da ligacao Si—C [9].

As diferengas estruturais entre as ligagcdes Si—O e C—O sdo maiores. O comprimento
da ligagao Si—O ¢ pouco menor que C—O. Outra propriedade interessante ¢ que o atomo de O
na ligacdo siloxano possui uma basicidade ndo usual, uma vez que ¢ considerada bastante
anidnica. Atribui-se que esta basicidade reduzida esteja atrelada a conjugacdao dm-pm, a
ionicidade da ligagdo Si—O e ao aumento da hiper conjugacgao dos pares isolados do oxigénio
em orbitais antiligantes adjacentes [9].

Dentre os materiais hibridos que apresentam uma rede composta pelo silicio como
componente inorganico, ha uma variada gama de recentes aplicacdes em diferentes areas, tais
como adsorventes de variadas espécies [10—13], revestimentos contra corrosao [14], sensores
eletroquimicos [15—17], suporte para catalisadores de reagdes organicas [18-20] e conversao
de CO» [21,22], membranas para cé€lulas a combustivel [23] dentre outros, aos quais uma classe
especifica de materiais de silica, os silsesquioxanos, vem sendo aplicados em todos esses

campos.

1.2 SILSESQUIOXANOS

Dentre a classe de materiais hibridos organico-inorganicos que se destacam estao os
silsesquioxanos. O termo sesqui tem origem do Latim e significa ‘um e meio’, representando o
nimero de 4&tomos de oxigénio para cada 4&tomo de silicio, ou seja, o compartilhamento de trés
atomos de oxigénio por meio de pontes oxo (Si—O-Si, também conhecida como liga¢do
siloxano) em um ambiente tetraédrico [24,25]. A férmula geral dos silsesquioxanos € (RSiO1 5)a
(R sendo H ou um grupo orgénico e n o nimero de unidades de repeti¢do). Os prefixos oligo-
e poli- sdo usados para indicar pequenas ou grandes quantidades de unidades de silicio,
respectivamente [8]. Os oligosilsesquioxanos sdo caracterizados pela variedade de padrdes
estruturais ciclicos e ordenados, geralmente chamados de POSS (do inglés, Polyhedral
Oligomeric Silsesquioxane). Os polisilsesquioxanos variam desde estruturas aleatorias
ramificadas até do tipo escada, como pode ser observado na Figura 1, juntamente com o

esquema sintético das reacdes. [24].



Figura 1: Sintese e representagdo estrutural dos silsesquioxanos.
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Diversas estruturas silsesquioxano podem ser formadas, dependendo das condi¢des

reacionais aplicadas. De acordo com o grau de funcionalidade do oxigénio ao redor de um

atomo de silicio, que se refere ao grau de substitui¢ao do oxigénio, pode-se classificar o &tomo

de silicio como mono (M), di (D), tri (T) ou quaternario (Q). Essas unidades estao ilustradas na

Figura 2 [8]. Silsesquioxanos tém trifuncionalidade (tipo T) em sua estrutura. Estas unidades

sdo verificadas com analises de ressonancia magnética nuclear de °Si NMR (do inglés, Nuclear

Magnetic Ressonance) [26]

Figura 2: Unidades estruturais das unidades de repeticdo encontradas em polissiloxanos e as

correspondentes designagdes.
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Fonte: Adaptado de JENNINGS, JACONO e MABRY, 2018. Copyright, 2021, Springer.
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A organizacao variavel das estruturas dos chamados blocos de construgao (ou building
blocks, termo em inglés), além das caracteristicas quimicas e estéricas dos grupamentos R
fazem com que se obtenham uma gama de propriedades e aplicagdes no material hibrido final.
A obtencao dos diferentes tipos de estruturas mostradas na Figura 1 ¢ através do processo sol-
gel a partir de reagdes de hidrolise e condensagdo com precursores organossilanos. Os
precursores sdo trialcoxissilanos, de féormula geral R’Si(OR); (R’ sendo um grupo organico
funcional e R geralmente metil ou etil), ou ainda triclorosilanos, que também sdo comumente
explorados [26]. Durante o processo sol-gel, grupos silandis (Si—~OH) e siloxanos sdo formados.
A ligacdo Si—OH possui um impedimento estérico menor que a ligagdo Si—OR, portanto,
espera-se que a velocidade da hidrolise aumente proporcionalmente com o niimero de grupos
alcoxidos hidrolisados. Inversamente, as ligagdes Si—O-Si, criadas pela condensacdo,
aumentam o volume da molécula, como consequéncia dos processos de hidrolise e
condensacdo, concomitantemente. Além disso, as caracteristicas do grupo organico R’ em
termos de efeitos estéricos e eletronicos tém forte influéncia na velocidade da hidrdlise e
condensacdo dos organoalcoxissilanos, com relevantes consequéncias nas propriedades
estruturais e fisico-quimicas do material final [7,8].

Hé diferentes processos sintéticos para a obtengdo das diversificadas estruturas. A
natureza do precursor, a estequiometria dos reagentes, o tipo de catalisador e temperatura
utilizada sdo alguns dos principais parametros que podem ser ajustados para a sintese de tais
estruturas [8]. A sintese de silsesquioxanos com catalise acida ¢ a mais utilizada pela
comunidade cientifica por sua facilidade de execugdo e por fornecer estruturas principalmente
do tipo escada e em gaiola, utilizando R’Si(OR)3 como precursores. Dependendo da natureza
da fung¢do organica R’, a condensag¢do hidrolitica acida tem sido aplicada com diferentes tipos
de 4cidos inorganicos e organicos com diferentes valores de pK., tais como HCl, HNOs,
CF3COOH, HCOOH, CH3COOH e HF [8].

Kaneko et al. sintetizaram um silsesquioxano id6nico auto-organizado [27]. Este
material possui uma estrutura do tipo escada e foi obtido através da policondensacdo hidrolitica
do 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTMS) em solu¢ao de HCl. Quando a razdo de HCl/silano
for maior que 1,0 teve a formagdo de uma estrutura do tipo escada. A partir da protonagao dos
grupos amino, as estruturas do tipo escada atingem conformacdo secundaria em forma de
bastdo, como consequéncia de uma tor¢do e por fim, uma organizacdo supramolecular

empilhada hexagonalmente ¢ obtida. Os detalhes desse processo estdo ilustrados na Figura 3.
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Figura 3: Preparacdo de um silsesquioxano em forma de escada contendo grupo de cloreto de
amoOnio com uma estrutura hexagonalmente empilhada obtida pelo método sol-gel.
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Kaneko et al. [28] demonstraram o uso de um superacido como catalisador, o
CF3;SOsH (pKa =—13) [29] . Os autores observaram que a condensagao hidrolitica do mesmo
precursor (APTMS) levou a formacao de uma estrutura organizada do tipo POSS com alto
rendimento (93%) e com tempo de reagdo de 5-6 horas, como mostrado no esquema reacional
da Figura 4. Os pioneiros da sintese desse mesmo composto POSS, Feher ¢ Wyndham [30]
reportaram que a obtengao do material cristalino utilizando o APTMS como precursor, em HCI

e MeOH, leva seis semanas para a formag¢ao da rede e com rendimento de 30%.

Figura 4: Preparagdo de um silsesquioxano em forma de POSS contendo grupo amoénio com
uma estrutura cubica obtida pelo método sol-gel.
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Quando se utilizam catalisadores basicos inorganico, a hidrdlise e a policondensagao
dos diferentes precursores organossilanos geralmente leva a misturas de variadas estruturas de
silsesquioxanos. Portanto, a purificagdo e a re-precipitagdo sao necessarias para a obtengao dos
materiais puros. Choi et al. utilizaram o precursor feniltrimetoxissilano (PTMS) e catélise
basica com K>COs3 para as reagdes de hidrolise e condensacdo. Os autores ja haviam verificado
que com catalise basica do anion carbonato, formavam-se duas fases com dois tipos estruturais
de silsesquioxanos [31]. Em outro trabalho mais recente, diferentes propor¢des de PTMS foram
verificadas, com formacao de duas estruturas. Quando se utilizou uma alta concentracao do
precursor, verificou-se a formacao de estruturas do tipo escada, enquanto que com
concentracdoes mais baixas de PTMS formavam-se estruturas do tipo Ti2, como pode ser

observado na Figura 5 [32].

Figura S: Sintese do silsesquioxano do tipo escada e do tipo T2 utilizando catalise basica do
ion carbonato € o mondmero feniltrimetoxissilano.
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Fonte: Adaptado de CHOI et al., 2015. Copyright, 2021, American Chemical Society.

A principal vantagem dos silsesquioxanos ¢ que eles possuem caracteristicas de
compostos tanto inorganicos quanto organicos, tais como a alta estabilidade térmica e quimica,
originada a partir da ligacdo siloxano, com altas energias de ligacdo quando comparadas com a
ligagdo C—C em compostos e polimeros organicos [33]. Além disso, os silsesquioxanos
apresentam alta compatibilidade com moléculas organicas e multiplas fun¢des devido a grande
variedade de grupamentos organicos que podem ser formados nas cadeias laterais [34].

Frente aos variados tipos de silsesquioxanos relatados na literatura, com as variadas
aplicacdes, os silsesquioxanos i0nicos merecem destaque pelas inumeras funcionalidades de
modificadores organicos e aplicagdes que podem ter, merecendo atencdo para um excelente

artigo de revisdo recentemente publicado por Kaneko (2018) na revista Polymer [24].
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1.2.1 Silsesquioxanos i6nicos

O grupamento pendente R da estrutura dos silsesquioxanos, R(SiO1,5)a, ¢ do tipo i0nico
quando derivados aminicos, tais como, alquil-amino, piridina, 3-picolina, 4-picolina, imidazol,
1,4-diazobiciclo[2.2.2]octano (dabco) reagem com um organoalcoxissilano que possa sofrer
uma reac¢do de substituicdo nucleofilica, tal como o 3-cloropropiltrimetoxissilano (CPTMS)
[35-39]. Outros grupamentos, tais como carboxilato, sdo obtidos a partir da hidrdlise basica de
organoalcoxissilanos com grupos ciano [40]. Os grupamentos sulfonato e fosfonato sdao obtidos
a partir de silanos com grupos mercapto e dietoxifosforil, respectivamente [41,42]. A Figura 6
ilustra as reagodes e estruturas dos ultimos grupamentos citados. Esses grupos funcionais sao
convertidos em grupos i0nicos durante a reagdo e a obtengdo desses diversos materiais ocorre
de formando estruturas

diferentes maneiras, finais do tipo escada e empilhadas

hexagonalmente.

Figura 6: Sintese de silsesquioxanos i0nicos a partir de diferentes condigdes de sintese e
diferentes precursores.
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A obten¢do de silsesquioxanos com estrutura desordenada e do tipo escada com
grupamentos i6nicos ¢ bastante consolidada em variados grupos cientificos de pesquisa; com
diversas rotas sintéticas que foram sendo aperfeicoadas ao longo dos anos, como a utiliza¢ao
de catalise acida, basica ou a partir do anion fluoreto [43]. Nesse tipo de sintese, além do
precursor organoalcoxissilano, hd uma pré hidrolise de um alcoxissilano, geralmente o
tetraetilortossilicato (TEOS), para a formacdo de uma rede de silica mais rigida. O xerogel
formado, possui grupamentos pendentes que podem sofrer reacdes de substituicdo nucleofilica
e, desta maneira, funcionalizar o xerogel com grupamentos de interesse por meio de uma reagao
de enxerto [43]. A sintese desse tipo de material esta mostrada na Figura 7 ilustrando o processo

de pré hidrolise do TEOS e a conseguinte reagdo com o CPTMS, formando o xerogel.

Figura 7: Sistema de obtencdo de silsesquioxanos com estrutura desordenada utilizando os
precursores TEOS e CPTMS.
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Fonte: Adaptado de BENVENUTTI, GUSHIKEM, 2008. Copyright, 2021, De Gruyter.
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Uma vantagem de se utilizar a rota sintética descrita na Figura 7 esta na variedade de
as caracteristicas fisico-quimicas do material final como solubilidade e estabilidade térmica
podem ser alteradas de acordo com o tempo de reacido entre os grupamentos organicos € o
xerogel (material formado a partir da reagdo do CPTMS e TEOS). Magosso et. al. sintetizaram
um silsesquioxano com estrutura aleatoria reagindo a 4-metilpiridina com o xerogel durante 2
horas. O material final obtido ¢ insolivel em solventes de alta constante dielétrica, que nesse
caso pdde ser aplicado como adsorvente de complexos anidnicos [44]. Em contrapartida,
Winiarski et. al. verificaram que com maior tempo de reacdo ha um aumento na quantidade de
grupamentos 4-picolinicos na superficie da matriz inorganica e, como resultado, o material
tornou-se soluvel em solventes com alta constante dielétrica, como dgua e etanol [17]. Outros
exemplos dessa mesma classe de materiais que sofrem os mesmos efeitos de tempo de reagao
e quantidade de grupamentos organicos ancorados na matriz, sdo reportados na literatura
[45,46].

O precursor mais utilizado para a sintese de xerogéis com grupos organicos reativos
pendentes ¢ o CPTMS. Este precursor pode sofrer reacdes de substitui¢ao nucleofilica com
aminas terciarias, e desta maneira, pode-se sintetizar novos compostos cationicos com o cloreto
como contra-ion. Entretanto, algumas aminas terciarias nao sao reativas o suficiente para reagir
com o carbono nucleofilico da ligagdo C—Cl, pois o cloro nao ¢ um bom grupo de saida. Embora
os precursores alcoxidos com bromo e iodo (3-bromopropiltrimetoxissilano e 3-
iodopropriltrimetoxissilano) estejam disponiveis comercialmente, os mesmos sao relativamente
caros (cerca de seis a dez vezes mais que o precursor CPTMS) e, portanto, ndo sdo viaveis para
realizar sinteses com grandes quantidades de material. Dessa maneira, Ervithayasuporn et al.
propuseram uma rota de troca halogénica do cloro por bromo e iodo no octakis(3-
cloropropil)octasilsesquioxano (POSS(Cl)s), para tornarem materiais precursores mais
reativos. As sinteses foram otimizadas utilizando diferentes solventes, tempos de reagdo e
catalisadores de troca de fase. A obtencdo desses precursores faz com que os grupos de saida
sejam mais favoraveis para a geracdo de outros diversificados compostos com aminas menos
reativas [47]. Os esquemas das sinteses estdo mostrados na Figura 8 que mostram a troca dos

cloros por bromo e iodo, utilizando condi¢gdes brandas de sintese.
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Figura 8: Obtencao de precursores mais reativos utilizando como partida o POSS(Cl)s.
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Embora essas duas rotas sintéticas tenham sido aplicadas para os POSS, elas podem
ser aplicadas para qualquer tipo estrutural de silsesquioxano, uma vez que a troca halogénica
ocorre nos precursores silicicos e pode nao afetar a estrutura final do material.

A aplicagdo dos silsesquioxanos i0nicos nos diversos campos da ciéncia, como
eletroquimico, adsortivo, cromatografico, catalitico, bioldgico, de células a combustivel vem
crescendo cada vez mais devido as propriedades tanto inorganicas quanto organicas desses
materiais [55-58]. Outra aplicagdo tecnologica recente sao os silsesquioxanos i0nicos que estao
sendo utilizados como dispersantes de nanotubos de carbono. As propriedades térmicas e
formadoras de filme em jungdo com os nanotubos de carbono sdo as principais caracteristicas
que podem ser verificadas na geracdo dessas dispersoes [48,49]. Silsesquioxanos i6nicos sdo
utilizados também como adsorventes de complexos anidnicos em solugdo aquosa, tais como as
ftalocianinas metaladas, na superficie de silsesquioxanos catidnicos e utilizados em estudos

cataliticos e eletroanaliticos [50] e merece um foco de atengdo no presente trabalho.

1.2.2 Silsesquioxano Poliédrico Oligomérico (POSS)

Os silsesquioxanos podem ter diversificadas estruturas, como visto na Figura 1, que se
diferem em um material oligomérico ou polimérico, ambas com a féormula quimica RSiO1 s
[51]. Até a se¢@o anterior procurou-se demonstrar as diferentes propriedades de materiais

silsesquioxanos poliméricos. Nesta se¢do, serdo avaliadas as propriedades de materiais



37

oligoméricos, do tipo gaiola, os chamados Silsesquioxanos Poliedrais Oligoméricos, mais
conhecido pela comunidade cientifica somente pela abreviagdo POSS. Esses materiais tém
atraido cada vez mais pesquisadores de diversas areas por possuirem estruturas definidas e
apresentarem propriedades em varios campos da quimica, ciéncia dos materiais e biologia
[34,52,53].

Os POSS sdo silicas moleculares tendo diversos anéis conectados em uma estrutura
confinada tridimensional. Sao classificados como siloxanos trifuncionais e podem se apresentar
completo ou incompletamente condensados incluindo conformacgdes do tipo gaiolas, escadas e
aleatorias. A sintese desses materiais depende da implementagdo de catalise 4cida ou basica na
hidrodlise de silanos reativos. Ajustando as condi¢des reacionais tais como concentragcdo dos
reagentes, solvente, pH, temperatura, tempo de reacdo e catalisador, as estruturas (do tipo
gaiola, escada e aleatdria) dos POSS resultantes podem ser alteradas, como pode ser visto na

Figura 9.[54]

Figura 9: Estrutura dos POSS completa, incompletamente condensados e Ts cluster
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Os POSS completamente condensados sdo estruturas do tipo gaiola que sdo
representados pela notagdo Tn ou RyTs, como visto na Figura 9. Sdo conhecidas e isoladas
estruturas comn =2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16. Entretanto, a mais conhecida e a mais estavel é a
estrutura Tg, com simetria Oy, ciibica que consiste em um nucleo de Si—O-Si contendo oito
grupos organicos. Devido ao alto grau de simetria Oy, eles s3o comumente encontrados como
produtos cristalinos, levando a formagao de estruturas cubicas compactadas [55]. Em contraste,
as gaiolas Tio € Ti2 sdo moléculas de menor simetria, de grupo de ponto Dsn € Daq [56],
respectivamente, que tendem a ter uma estrutura de empacotamento indefinido e permanecer
na mistura da solugao.

Segundo Cordes et al. existem muitas rotas sintéticas para a obtengao de materiais do
tipo POSS, entretanto, as rotas sintéticas podem ser simplificadas em dois tipos, como mostrado
na Figura 10: 1) espécies reativas de POSS a partir de precursores com menos de oito atomos
de silicio para formar um Ts e; 11) modificar quimicamente os grupos funcionais existentes para
dar um derivado POSS Ts. Cada uma dessas reagdes pode ser dividida em duas subcategorias.
Dentro da fabricagao de nucleos Ts, ha a hidrélise ¢ condensagdo de cloro- ou alcoxissilanos
simples, ou a adicdo de um cloro- ou alcoxissilano a uma espécie de cubo truncado de canto
R7S1709(OH)3 (ou um derivado metalico), enquanto para a modificacao de funcionalidades em
um nucleo Ts, ocorre a substituicdo de grupos funcionais em um ou mais dos 4&tomos de canto
de Si ou a modificagao de um ou mais dos grupos funcionais. Um certo grau de variagao nestes
¢ possivel para a sintese de espécies Ts com substituicdes diferentes, TsR7R" sendo o mais
comum, € TsRsR"2, TsR6R'R"”, TsRsR'3 € TsR4R's também sdo conhecidos. No entanto, ndo ha
até o momento nenhuma maneira de controlar ou dirigir a formagao de isdmeros substitucionais

particulares da gaiola Tg ao introduzir dois ou mais substituintes diferentes [57].
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Figura 10: Esquemas reacionais para a formag¢ao de um POSS Tg completamente condensado.
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Como ja mencionado na se¢do anterior, os principais precursores POSS podem ser
rearranjados para tornarem-se mais reativos e isso possibilita uma gama de possibilidades de
funcionalizacao. Por exemplo, Ervithayasuporn et al. sintetizaram e caracterizaram um POSS
funcionalizado com grupamento azido (N3") [58]. Desde a sua sintese, esse material e seus
derivados POSS estdo sendo explorados pela facilidade e aplicabilidade através das reagdes
‘click’ [59], que sdo reagdes de ciclo-adigao especificas e seletivas.

Frente as diversas possibilidades de funcionalizagao, os POSS tem atraido diversos
campos da ciéncia, pois sao materiais versateis que podem ser explorados como suportes para
sondas fluorescentes [60], na adsor¢do de metais e corantes [61], catalisador para conversao de
CO; [62], como material de retardamento de chamas [63], material sequestrante de ions
radioativos [64], entre outros.

Frente ao exposto, pode-se verificar a versatilidade desses materiais em diversos
campos da ciéncia, o que pode tornar esses materiais, como o0s os ‘building blocks’ feitos com

silicio, mais utilizados pela comunidade cientifica.

1.3 FTALOCIANINAS METALICAS

As ftalocianinas (Pcs, do inglés phthalocyanines) sdo macrociclos aromaticos planares
com quatro unidades isoindol que apresentam 18 elétrons-n deslocalizados num arranjo de

atomos de carbono e nitrogénio alternados [65]. Esse tipo de composto ¢ andlogo
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estruturalmente as porfirinas, como pode ser visto na Figura 11. As porfirinas sdo amplamente
usadas pela natureza como centros ativos de enzimas que sao responsaveis por catalisar reacdes
de oxidagdo, redugdo, além do transporte de oxigénio. Contudo, as ftalocianinas, ligantes
puramente sintéticos, podem ser relacionadas a quimica bioinspirada dos complexos

porfirinicos [66].

Figura 11: Estrutura das (A) porfirinas comparadas as das (B) ftalocianinas.

Fonte: Adaptado de SOROKIN, 2013.American Chemical Society.

Por muitos anos, as Pcs tém sido um importante artigo comercial para corantes téxteis
e tintas, como consequéncia da sua coloracao verde-azul escura. Os espectros eletronicos das
Pcs mostram, de fato, uma banda Q intensa na regido do visivel, geralmente centralizada em
620-700 nm. Em funcao desta propriedade, houve um aumento significativo nas aplicacdes
desses compostos e seus complexos metalicos na constru¢ao de novos materiais moleculares
utilizados na eletronica e opticaeletronica. As numerosas propriedades se devem a
deslocalizagao eletronica que fazem desses compostos bastante promissores para diferentes
campos da ciéncia e tecnologia [67].

A flexibilidade quimica das ftalocianinas permite a preparacao de diversificadas
estruturas, consequentemente, pode-se ajustar as propriedades fisicas, eletronicas e oticas. A
estrutura intrinseca desses compostos os faz, quando nao substituidos, insoliveis em quase
todos os solventes. Como o macrociclo das ftalocianinas ¢ um sistema hidrofobico, a adicao de
diferentes grupos deve ser realizada para formar um sistema balanceado e a solubilidade do
material vai depender do balanco anfifilico da molécula resultante, além de outros parametros
tais como a formacgao de agregados, a natureza do meio aquoso em termos de pH, for¢a ionica,
entre outros [68].

Substituintes anidonicos sdo comumente utilizados para conferir a solubilidade em meio

aquoso das ftalocianinas. As ftalocianinas tetrassulfonadas de alguns metais de transicao
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(M(ID)TsPc, M(II) = Fe, Co, Ni, Cu, Ru) sdo exemplos de complexos soluveis em meio aquoso,
pois suas posicdes periféricas e ndo periféricas sao constituidas de grupamentos sulfonicos [69],
como pode ser visto na Figura 12, os quais conferem a solubilidade desses complexos em agua.

Figura 12: Estrutura da ftalocianina tetrassulfonada metalada.
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As ftalocianinas tetrassulfonadas metaladas, ou complexos ftalocianinicos, podem ser
utilizadas para a catdlise homogénea de reagdes [70]. Entretanto, os mesmos podem ser
imobilizados em suportes solidos para que possam servir como catalisadores heterogéneos para
facilitar a separagdo da mistura reacional. S6lidos inorganicos e polimeros organicos tém sido
utilizados para a imobilizagdo de ftalocianinas tetrassulfonadas [62,64]. A silica amorfa ¢ a
mais utilizada entre os s6lidos inorganicos, além da zirconia, zeolitas e alumina. Entretanto, o
método de preparagdo do catalisador suportado em termos de distribui¢do de sitios ativos na
superficie e sua acessibilidade sao os principais fatores a ser considerados. Algumas estratégias
para a imobilizacdo de ftalocianinas metalicas sdo similares as tradicionais usadas para

complexos organometélicos e podem ser observadas na Figura 13.

Figura 13: Esquema de estratégias de imobilizacdo de ftalocianinas em suportes solidos.
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Dentre os métodos de imobilizag¢ao, os métodos fisico, de enxerto e o eletrostatico sao
os que oferecem a maneira mais facil e menos trabalhosa na modificacdo. Silsesquioxanos
cationicos podem servir de suporte desses complexos sem a alteracdo da atividade catalitica
[71,72], e em algumas vezes, pode até ajudar a catalisar as reagdes desejadas. Vanoni et al.
utilizaram um silsesquioxano catidnico com o grupamento 3-picolina e imobilizaram a
ftalocianina tetrassulfonada de niquel (IT). O material foi utilizado como um modificador de
eletrodos de pasta de carbono e aplicado na detec¢ao de sulfanilamida em fluidos biologicos e
medicamentos. O efeito sinérgico obtido pelo complexo e o material fez aumentar a resposta
de corrente obtida pelo eletrodo além de ser observado com potencial de pico mais negativo
quando comparado ao eletrodo de pasta sem modificagdo [73].

Dentre as diversas metaloftalocianinas tetrassulfonadas, a ftalocianina tetrassulfonada
de cobalto(Il) (CoTsPc) ¢ muito utilizada e merece atengdo nos campos eletroquimico e
catalitico. A estabilidade dos pares redox Co(II)/Co(IIT) e Co(I1)/Co(I) faz que reagdes sejam

eletrocatalisadas e possam ser alvo de diversificadas aplicagdes eletroanaliticas [36,74—76].

1.4  OXIDO DE GRAFENO E SEUS DERIVADOS

O grafeno tem uma estrutura de rede hexagonal plana de 4&tomos de carbono. O carbono
possui 4 elétrons de valéncia, incluindo 3 diferentes niveis de energia onde os elétrons estao
situados (elétron 2s, elétron 2px e elétron 2py), formando uma geometria trigonal plana. O
elétron do orbital p, forma uma ligagdo m e esse elétron pode se mover livremente no plano. Por
isso o grafeno e o oxido de grafeno (GO, do inglés, graphene oxide) apresentam excelentes
propriedades elétricas, mecanicas e térmicas; devido as suas caracteristicas estruturais e
morfologicas tnicas. Como um material de carbono bidimensional, o GO tem uma unica
camada e o tamanho de suas folhas ¢ polidisperso. Em comparagdo com o grafeno, existem
muitos grupos funcionais contendo oxigénio na camada da folha de GO, tendo maiores
possibilidades de funcionalizagdo devido aos variados grupamentos e diversos pKas envolvidos
[77,78]. Lerf e Klinowski elaboraram o modelo estrutural do GO, denominado modelo L-K
[79,80]. Esse modelo indica que os grupos hidroxila e epdxi sdo distribuidos aleatoriamente no
plano basal da folha de GO, enquanto os grupos carboxila e carbonila sdo introduzidos nas
partes periféricas (bordas) da folha.

Como o GO possui muitos grupamentos que possuem oxigénio, o material ¢ hidrofilico
e facilmente disperso em agua, diferentemente do grafeno, que ¢ hidrofobico. Além disso, o

GO contém os dominios aromatico (sp?) e alifaticos (sp*), o que leva a um aumento no tipo de
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interagdes que podem ocorrer em sua superficie, ou seja, € constituida de anéis benzénicos nao
oxidados e uma regido com anéis de seis membros alifatica oxidada, e o tamanho relativo dessas
duas regides depende do grau de oxidacao e distribuicdo deles na folha. A Figura 14 ilustra o

processo geral de obtengdo do GO a partir do grafite [81-83].

Figura 14: Preparacgdo do 6xido de grafeno a partir do grafite.
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Fonte: Adaptado de YU et.al., 2020. Copyright, 2021, Royal Chemical Society.

A juncao do grafeno (ou GO) em polimeros tem impulsionado o desenvolvimento de
nanocompositos a base de grafeno com propriedades interessantes, como condutividade
elétrica, armazenamento de energia, catalisadores, etc [84]. O uso de materiais do tipo POSS
enxertados com GO como um nano-aditivo em compdsitos poliméricos tem sido cada vez mais
estudado pela comunidade cientifica. Tém-se o interesse em tornar a combina¢do POSS-GO
uma parte integrante da cadeia polimérica para preparar materiais compositos de alto
desempenho com propriedades térmicas e mecanicas aprimoradas além de propriedades
funcionais melhoradas [85—-87].

Xue et al. funcionalizaram o GO com um POSS contendo o ligante -NH> e verificaram
que os nanopreenchimentos obtidos pela juncdo dos dois materiais ajudaram a aumentar a

temperatura de transicao vitrea e temperatura de decomposicdo para polimeros [88].



44

Shen et. al. desenvolveram um sensor para a determinagdo de 1-hidroxipireno (1-OH)
que ¢ um metabolito onipresente nos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) e tem
sido amplamente utilizado como biomarcador para avaliagdo da exposi¢do humana aos PAHs.
Dessa forma, utilizando GO e um POSS cationico, modificaram um substrato de carbono vitreo
e formaram um sensor utilizando a técnica camada-por-camada (LbL, do inglés, layer-by-
layer). As gaiolas de POSS fizeram com que as camadas de GO ficassem mais estruturadas para
melhorar o contato entre GO e 1-OHP através de interacdes m-n stacking. Verificou-se que
quando o 1-OHP foi pré-concentrado no eletrodo modificado o sinal de resposta e a estabilidade
de adsor¢do foram aumentados significativamente. O sensor possuiu um limite de deteccao de
0,04 pmol L™! e obteve um 6timo desempenho na determinagio do analito em fluidos bioldgicos

[89]. A Figura 15 ilustra o processo de fabricacao do eletrodo mencionado.

Figura 15: Montagem do eletrodo modificado com GO e POSS utilizando a técnica LbL para
a determinagao de 1-OHP.
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Como pode ser observado, o GO e variados tipos de POSS podem sofrer uma jungao
e atribuir caracteristicas inéditas ndo observadas com os materiais de partida. Dessa maneira,
pode-se explorar as mais diversificadas areas utilizando desses materiais, tais como os materiais
nanoparticulados, que possuem caracteristicas interessantes nas areas de eletroquimica e

eletroanalitica.
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1.5 NANOPARTICULAS DE PALADIO

As nanoparticulas de metais de transicdo, em geral, tém se tornado alvo de
diversificadas aplicacdes em os mais variados campos do conhecimento. Dessa maneira, a
sintese de novas estruturas e o estudo das suas propriedades torna-se interessante no ponto de
vista cientifico e tecnoldgico.

Em especial, as nanoparticulas de paladio (PdNPs) sdo aplicadas em varias areas da
quimica, bioquimica, ciéncia dos materiais etc. Por apresentarem excelentes propriedades
fisico-quimicas, como alta estabilidade térmica, estabilidade quimica, notavel atividade
fotocatalitica, propriedades eletronicas, propriedades Opticas e baixo custo [90], as mesmas sao
exploradas na sintese de acoplamento organico [91,92], células a combustivel [93], biomedicina
[94,95], deteccao/determinacao de diversificados analitos [96—98]. Assim, as PANPs podem ser
sintetizados com uma ampla gama de tamanhos e formas, e também podem ser revestidas com
biopolimeros ou moléculas para criar nanoparticulas biocompativeis com propriedades
desejadas. Dessa forma, o agente estabilizante ¢ imprescindivel para a formagdo dessas
nanoparticulas.

Somyjit et al. desenvolveram um catalisador heterogéneo para reagdes de acoplamento
C—C. O material ¢ um POSS com grupamentos imidazolicos ancorados nas superficies da
matriz silsesquioxano. Como o material ¢ cationico, a ancoragem do sal tetracloropaladato
([PACl14]%) foi através de interagdes eletrostaticas e serviu como catalisador para dois tipos de
reacoes de acoplamento carbono-carbono. Primeiramente o catalisador foi utilizado para
reacoes de Suzuki-Miyaura e, desta reacdo, formaram-se in situ nanoparticulas de paladio na
superficie do material. Dessa maneira, o material resultante foi utilizado como catalisador
heterogéneo de reagcdes de Heck em meio aquoso e reutilizado durante cinco ciclos cataliticos.
O esquema da sintese do catalisador e as reacdes envolvidas estdo mostrados na Figura 16 que
mostra a rota sintética do precursor POSS-bis-imidazolico que adsorve o complexo de palddio

e utilizado como catalisador para as duas reagdes de acoplamento C—C [99].
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Figura 16: Esquema de sintese do POSS(Cl)s modificado com grupamento bis-imidazol para
aplicagdo como catalisador heterogéneo de reacdes de acoplamento C—C
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Fonte: Adaptado de Somyjit ef al., 2018. Copyright, 2021. Wiley Library.

Verificada a vasta aplicagdao dos sais de paladio e das nanoparticulas de paladio em
catalisadores de reacdes organicas, tem-se como perspectiva, a utilizacdo de PANPs no campo
eletroanalitico. Sensores com finalidades de diagnéstico € monitoramento biomédico vem
crescendo devido a facilidade e baixo custo relativo a analise. Dessa maneira, nanomateriais
com propriedades que possam integrar plataformas inéditas e de baixo custo sdo bem-vindas
para o desenvolvimento de novas metodologias de monitoramento de farmacos, doengas e

anomalias.

1.6 PLATAFORMAS ELETROQUIMICAS NA ELETROANALISE DE FARMACOS
ANTI-HIPERTENSIVOS

A hipertensdo arterial € um dos fatores de risco mais comuns ¢ importantes para a
morbidade e mortalidade cardiovascular. Embora exista terapia medicamentosa eficaz, o
controle satisfatorio da pressdo arterial ndo ¢ atingido em uma grande propor¢do de pacientes
hipertensos. Isso acarreta ao aumento do risco de eventos cardiovasculares e doengas renais
para o individuo, bem como ao aumento do custo para a sociedade. A ma aderéncia aos
medicamentos anti-hipertensivos ¢ frequentemente negligenciada como causa de falha do
tratamento, uma vez que as informag¢des anamnésicas nao sdo confidveis e os médicos tendem
a superestimar a adesdo do paciente ao tratamento [100]. A falha em identificar corretamente a
baixa adesdo como principal razdo da falha do tratamento pode levar ao diagnostico inadequado
de hipertensao resistente a terapia e, consequentemente, encaminhamentos desnecessarios para

assisténcia médica especializada, tornando procedimentos e diagndsticos desnecessarios. As
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vezes, o termo “hipertensdo pseudo-resistente a terapia” ¢ usado para significar falha do
tratamento que, de fato, ¢ causada pela ndo-adesao total ou parcial ao tratamento médico [101].

Os anti-hipertensivos sao divididos em varias classes. Dentre elas estao os alfa- e beta-
bloqueadores, os diuréticos e os bloqueadores dos canais de calcio. Os bloqueadores de canais
de calcio sdo uma classe heterogénea de drogas que incluem benzodiazepinicos,
fenilalquilaminas e dihidropiridinas [102]. As dihidropiridinas, em especial, sdo as que mais
atuam na célula muscular lisa, diminuem as resisténcias vasculares periféricas, porém, atuam
poderosamente no sistema venoso, aumentando a acumulagdo de sangue nas veias, o chamado
pooling venoso. Ao produzirem dilatagdo periférica provocam taquicardia reflexa e podem
desencadear crises de extrassistoles e taquiarritmias. Isto faz aumentar o consumo de oxigénio
pelo miocardio e agrava uma angina de peito. Os medicamentos dihidropiridinicos mais
utilizados sao a Amlodipina, Lercanidipina, Manidipina, Nicardipina, Nifedipino, Nitrendipina,
Nimodipina, Nisoldipina.

Os anti-hipertensivos dihidropiridinicos sdo geralmente determinados por técnicas
cromatograficas e eletroforéticas [103,104]. Entretanto, quando se observa alguns aspectos
estruturais da Nifedipina, por exemplo, ¢ do seu principal metabdlito, dehidronifedipina,
mostrados na Figura 17, verifica-se que ambas as moléculas sdo eletroativas. A estrutura
molecular apresenta dois centros que apresentam propriedades redox. O grupo nitro (-NO2) € o
grupo dihidropiridina, o primeiro oferece a possibilidade de redugdo enquanto o outro a
oxidacao. Dessa maneira, as técnicas eletroanaliticas tornam-se uma alternativa viavel, de baixo
custo, e que pode ser realizada in loco, para diagndsticos que precisam de certa urgéncia.

Dada essa perspectiva, métodos objetivos para avaliar ¢ monitorar a adesao ao
medicamento sdo necessarios [105]. A medicao da concentragdo de farmacos anti-hipertensivos
no soro ou em outras matrizes bioldgicas surgiu como uma ferramenta objetiva e viavel durante
a ultima década. A detec¢ao de um farmaco e/ou de seu metabolito principal em uma amostra
de pacientes ¢ uma indicacdo direta da ingestdo de drogas, enquanto a auséncia do

medicamento/metabdlito pode indicar baixa adesao.
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Figura 17: Estrutura quimica da (A) nifedipina e (B) seu principal metabolito,
dehidronifedipina.
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Fonte: O autor.

Outra classe de medicamentos anti-hipertensivos sdo os chamados bloqueadores
adrenérgicos alfa. Dentre eles, o farmaco que mais merece atengdo ¢ a Clonidina, nomeada pela
IUPAC como cloridrato de N-(2,6-diclorofenil)-4,5-diidro-1H-imidazol-2-amina, como pode
ser observado sua estrutura quimica na Figura 18A. Inicialmente, este farmaco foi testado como
descongestionante nasal. Apds a administracdo endovenosa da clonidina, observou-se rapida
elevacao da pressao arterial, seguida de queda pressorica muito mais prolongada. Além disso,
este farmaco promove sedagdo, hipnose e analgesia, dessa maneira, comegou a ser utilizada por
anestesiologistas europeus, no inicio da década de 1990, na medicacao pré-anestésica, na
anestesia geral e em anestesias raquideas [106,107].

A clonidina ¢ um derivado imidazolinico. A acgao hipertensora inicial do medicamento
ocorre devido a estimulacdo periférica dos receptores adrenérgicos. Ao passar a barreira
hematoencefalica, a clonidina age na medula cerebral se ligando aos receptores imidazolinicos,
os quais também podem mediar a agao hipotensora. A clonidina ¢ um anti-hipertensivo eficaz
e possui agdo estimulante sobre os receptores periféricos de noradrenalina. Na realidade, a agao
anti-hipertensiva da clonidina esta relacionada a reducao da produgdo da norepinefrina apos a

ligagdo da clonidina aos receptores oL.

Figura 18: (A) Estrutura quimica a clonidina e (B) norepinefrina (noradrenalina).
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Fonte: O autor.
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Os efeitos ai-adrenérgicos da clonidina e outros compostos imidazolinicos podem ser
explicados com base em uma sobreposi¢ao estrutural entre clonidina e norepinefrina. Este
ultimo pode ser considerado um exemplo de uma substancia que atua no receptor a.. De acordo
com Pullman e Coubeils, a distdncia entre o centro aminico € o centro do anel aromatico da
noradrenalina estd entre 5,1 e 5,2 A, enquanto o nitrogénio est4 situado entre 1,2 ¢ 1,4 A acima
do plano do ntcleo aromatico (Figura 19A). Na clonidina, as distdncias intramoleculares
correspondentes na conformacdo ndo-plana foram calculadas em aproximadamente 5,0 £ 5,1 A
e 1,28 + 1,36 A (Figura 19B). Isso combina bastante com o modelo do o.-adrenoceptor derivado
das medidas das distancias interatdmicas calculadas para a noradrenalina. Além disso, em
contraste com a noradrenalina, que pode assumir varias conformagdes em sua interagdo com o
receptor a-adrenérgico, a clonidina pode alterar sua conforma¢do com muito menos facilidade
devido a presenga da substitui¢do orto, orto’, -dicloro, impedindo a rotacao livre dos dois anéis.
Isso pode contribuir para o melhor quadro complementar apresentado no receptor o-

adrenérgico pela clonidina do que pela noradrenalina [108].

Figura 19: (A) Conformagdo da norepinefrina e da (B) clonidina.
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A clonidina ¢ determinada por métodos cromatograficos [109-111], potenciométricos
[112,113] e espectroscopicos [114]. Apesar desses métodos analiticos serem muito bem
representados com relacdo a seletividade e sensibilidade, sabe-se que sdo trabalhosos € com
custos de analises elevados. Dessa forma, os eletrodos quimicamente modificados (CME, do
inglés, chemically modified electrodes) oferecem vantagens na resposta eletroquimica e
analitica, tais como a catalise de reagdes redox de espécies que apresentam altos valores de
potencial em eletrodos ndo modificados e o aumento da sensibilidade e seletividade na
aplicacao desejada [54,115].

O principal objetivo da modificacdo € pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo-solu¢do como uma forma de alterar a reatividade e seletividade
do sensor base, favorecendo o desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacdes [116]

A escolha do material de trabalho na modificacdo de eletrodos eletroquimicos ¢
fundamental, uma vez que a utilizagdo de um CME deve ser justificada pelo aumento da
sensibilidade e/ou seletividade numa determinagao eletroanalitica [117].

Com relacao a clonidina, até entdo, ndo existe nenhum método voltamétrico ou
amperométrico relatado na literatura. Dessa forma, para verificar a eficacia dos medicamentos
anti-hipertensivos, tanto a nifedipina, quando a clonidina, propde-se a criagdo de novos dois
métodos eletroanaliticos que oferecem a seletividade adequada e também a sensibilidade e
confianca de determinar o analito em questdo e seu metabdlito, com relagdo a nifedipina e o

ligante dos receptores o, a norepinefrina, no caso da clonidina.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de uso de novos materiais do tipo silsesquioxano com o grupo

organico modificador, 4-(dimetilamino)piridina na constru¢do de novas plataformas

eletroquimicas para a eletroanalise de farmacos anti-hipertensivos.

2.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Sintese e caracterizacdo de um silsesquioxano com o proé-ligante 4-DMAP

Sintetizar o material hibrido orgéanico-inorganico cloreto de 3-n-propil(4-
dimetilamino)piridinio silsesquioxano (Si4DMAP'CI");

Caracterizar o material sintetizado com técnicas espectroscopicas, tais como
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel, UV-Vis, espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-
transform infra red spectroscopy), analise termogravimétrica (TGA, do inglés
thermogravimetric analysis) 'H, 13C, e Si NMR, cromatografia de ions cloreto
e andlise elementar (CHN) e difratometria de raios-x (XRD, do inglés X-ray
diffraction)

Sintetizar a ftalocianina tetrassulfonada de cobalto(II) (CoTsPc)

2.2.2 Construcio de uma plataforma eletroquimica com Si4DMAP e CoTsPc

Construir diferentes plataformas eletroquimicas baseadas em CoTsPc e
Si4DMAP'CI e caracterizar as diferentes arquiteturas por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS, do inglés, electrochemical impedance
spectroscopy), voltametria ciclica, (CV, do inglés, cyclic voltammetry) e
técnicas voltamétricas;

Estudar o comportamento eletroquimico da NIF e dHNIF no eletrodo que
apresentar o melhor compromisso entre resposta de corrente e perfil

voltamétrico;
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e Criar um método eletroanalitico para a determinac@o individual e simultanea de
da NIF e dHNIF;
e Aplicar o método proposto para a determinagdo de NIF e dHNIF em amostras

de urina e soro sintéticos;

2.2.3 Sintese e caracteriza¢io do POSS(4DMAP*)s(Cl)s e sintese de PANPs

e Sintetizar o material cloreto de octakis(4-dimetilamino)piridinio poliedro
oligomérico octasilsesquioxano [POSS(4-DMAP)s(Cl)s]

e (aracterizar o novo material por técnicas espectroscopicas tais como, FTIR,
UV-Vis, 'H, 13C e 2°Si NMR, cromatografia de ions cloreto, SAED, e também
por técnicas morfoldgicas tais como SEM e TEM;

e Sintetizar nanoparticulas de paladio utilizando o POSS(4DMAP")s(Cl")s como
agente estabilizante;

e Formar um material ternario juntamente com o GO;

e C(Caracterizar as PANPs juntamente com o material ternario por TEM, (C-

potencial, SAED e espectroscopia Raman.

2.2.4 Determinacao de clonidina e norepinefrina utilizando o material ternario Pd-

POSS(4DMAP")5(CIN)s/GO

e (aracterizar as diferentes plataformas eletroquimicas formadas e avaliar a que
se apresenta mais promissora para a detec¢ao da CLO e NOR;

e Estudar o comportamento eletroquimico da CLO e NOR individual e
simultaneamente;

e Avaliar as condigdes experimentais que apresentam melhor compromisso entre
sinal voltamétrico e resposta de corrente para ambos os analitos;

e Criar um método inédito de determinacdo de CLO e NOR para aplicacdo em

matrizes clinicas focando na aplicacdo biomédica.
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CAPITULO 3 — SINTESE E CARACTERIZACAO DE UM NOVO
SILSESQUIOXANO DE ESTRUTURA DESORDENADA COM O PRO-LIGANTE
4-(DIMETILAMINO)PIRIDINA
Publicado em Journal of Materials Chemistry C, v. 8, p. 6838 — 6850, 2020

3.1 INTRODUCAO

Este capitulo tem como foco a sintese e caracterizacdo de um novo silsesquioxano de

estrutura desordenada, utilizando como pro-ligante 4-DMAP. Dar-se-4 um foco no contexto da

escolha desse ligante para a sintese do novo material, assim como a caracterizagao completa

por técnicas espectroscopicas.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Reagentes e Solucoes

Todos os reagentes empregados para os processos de sintese e aplicagdes sdo de grau

analitico. As solugdes aquosas foram todas preparadas com agua ultrapura, obtidas em um

sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MQ c¢cm. No Quadro 1 estdo

descritos os reagentes utilizados durante o trabalho.

Quadro 1: Reagentes utilizados nos processos de sintese e aplicagao no Capitulo 3.

Reagentes e Solventes Formula Procedéncia Pureza
Tetraetilortossilicato (CH3CH20)4Si Sigma-Aldrich 98,0%
(3-cloropropil)trimetoxissilano CI(CH2)3Si(OCH3)3 Sigma-Aldrich >97,0%
Tolueno CsHsCH3 Across Organics 99,8%
Etanol C>HsOH Vetec >99,5%
4-(dimetilamino)piridina (CH3):NCsH4N Sigma-Aldrich 98,0%
Acido cloridrico HCl Synth 37,0%*
Acido 4-sulfoftalico trissddico NaOs;SCsHs-1,2-(CO2Na)2 Sigma-Aldrich 95%
Cloreto de amonio NH4C1 Vetec 99,5%
Molibdato (VI) de aménio (NH4)sM07024.4 H20 Sigma-Aldrich 99,0%
Ureia CH4N20 Vetec 97,0%
Cloreto de cobalto (II) CoCl.6 H.O Vetec 99,0%
Hidroxido de S6dio NaOH Vetec >99,0%
Cloreto de sodio NaCl Vetec >99,0%
Metanol CH3;OH Dinamica > 98,0%

*Teor dissolvido em agua
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3.2.2 Procedimentos Experimentais de Sintese

3.2.2.1 Sintese do material de partida/xerogel

Em um baldo de 500 mL contendo 150 mL de etanol, foram adicionados 80 mL de
tetraetilortossilicato (TEOS) sendo o conteudo agitado por alguns minutos. Em seguida,
adicionaram-se 15,0 mL de uma solu¢do HCI 1,0 mol L™! para a pré-hidrélise do precursor. A
mistura foi mantida a temperatura ambiente por 2,5 h, sob agita¢do constante. Posteriormente,
foram adicionados 104 mL de CPTMS e o conteudo deixado sob agitacdo a temperatura
ambiente por mais 2 h. A mistura foi transferida para um béquer e aquecida a 55°C em banho
de glicerina por mais 60 h. Apos este periodo, houve a formacao de um gel duro. Este gel foi
quebrado em um almofariz com pistilo e levado a estufa a temperatura de 110 °C por mais 52
h. Formou-se um xerogel em pedagos com aspecto vitreo. O material final foi macerado e

passado em peneira de 60 e 250 mesh.

3.2.2.2 Sintese do Si4DMAP*CI

A funcionalizagdo do material de partida com o pro-ligante 4-DMAP foi realizada em
um baldo de trés bocas de 100 mL, contendo 80 mL de tolueno. Adicionaram-se 3,5 g de xerogel
e deixou-se agitando durante 10 minutos. 1,6 g de 4-DMAP foram adicionados ao baldo e
deixados em refluxo durante 24 h em agitagdo mecanica constante. A partir da decanta¢ao do
material, foram feitas quatro lavagens com aproximadamente 300 mL de etanol, filtrou-se e o

material seco em rotaevaporador a 50 °C. Designou-se o material como Si4DMAPCI .

3.2.2.3 Sintese da Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobalto(Il) — CoTsPc

A sintese da ftalocianina tetrassulfonada de cobalto(II) (Cs2H12NgNasCoO12S4) foi
realizada seguindo o procedimento adotado por Weber and Busch em 1965 [118] assim como
Scott et al. com algumas modificagdes [119]. Em uma reagdo do estado solido, em um cadinho,
adicionou-se 6,6 g (21 mmol) de acido 4-sulfoftalico trisddico, 0,75 g (14 mmol) de cloreto de
amonio, 0,13 g (0,1 mmol) de molibdato (VI) de amodnio tetrahidratado, 8,7 g (142 mmol) de
ureia, 3,3 g (25 mmol) de cloreto de cobalto e aquecidos em uma mufla até¢ 300 °C até a
completa fusdo dos reagentes (aproximadamente 10 min). O produto foi adicionado a 50 mL

de HCI 1 mol L' saturada com NaCl e aquecida a temperatura de ebuli¢do, resfriada a
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temperatura ambiente e filtrada. O solido resultante foi dissolvido em 35 mL de NaOH 0,1 mol
L' e aquecido a 80 °C e as impurezas insoliveis foram separadas por filtracio simples (a
quente). Apos isso, 6,75 g de NaCl foram adicionados a solucdo, agitada e aquecida a 80 °C até
completa evolugdo de amodnia. Cessou-se a sintese quando a precipitagdo do produto ocorre, o
qual foi filtrado e reprecipitado mais uma vez. Finalmente, o s6lido foi lavado com etanol

absoluto e seco em estufa.

3.2.3 Caracterizacao dos materiais sintetizados

Os espectros de 'H e '3C NMR no estado liquido foram obtidos através de um
espectrometro de ressonancia magnética nuclear 400 MHz da VARIAN modelo NMR AS 400
solubilizando-se 15 mg do Si4DMAP'CI" em D;O, 15 mg de 4-DMAP em CDCI; e
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna com temperatura de sonda mantida em 25 °C
nas condig¢des tipicas de operagao.

O espectro de 2°Si NMR foi realizado em um espectrometro Bruker AC 300P com a
técnica de polarizagdo cruzada com rotacao em torno do angulo magico CP/MAS (do inglés,
Cross Polarization Magic Angle Spinning) acoplada. Foi aplicado uma sequéncia de pulso com
tempo de contato de 1 ms, intervalo de pulso de 2 s e tempo de aquisi¢ao de 133 ms.

O espectro UV-Vis do Si4DMAP'CI foi realizado solubilizando-se o material em
agua ultrapura ¢ do 4-DMAP em metanol, ¢ as medidas feitas em cubeta de quartzo com
caminho otico de 1 cm. O espectrofotometro utilizado foi da marca Shimadzu UV-1800
conectado ao software UVProbe (versao 2.50).

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um fluorimetro Infinite M200 com os
dados sendo processados no software Magellan (versao 7.0). Os experimentos foram realizados
com uma solugdo do Si4DMAP"CI” em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm.
Os espectros de emissdo foram coletados na faixa de 330 a 600 nm. Fixou-se o comprimento
de onda da excitagdo para coletar o espectro de emissao.

Os espectros de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier dos materiais foram feitos em pastilha de KBr seco e realizadas num espectrofotometro

da marca Perkin Elmer Spectrum 100, na regido de 4000 a 500 cm ™!
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As andlises elementares para determinacao das quantidades de carbono, hidrogénio e
nitrogénio presentes no material foi realizada em um analisador elementar de CHNS/O da
marca Perkin Elmer, modelo 2400 Series I1.

A determinagio de cloreto do Si4DMAP'CI™ foi realizada em um cromatdgrafo i6nico
modelo 761 Compact IC (Metrohm, Sui¢a) equipado com coluna cromatografica modelo
Metrosep A Supp 5 — 150/4,0 mm (Metrohm) com fase estacionaria composta por alcool
polivinilico com grupos de amonia quaternaria (NR4") e pré-coluna modelo Metrosep A Supp
4/5 Guard (Metrohm), detector de condutividade e um sistema de supressdao quimica. Como
eluente (fase movel) foi utilizado uma solugdo composta por Na,COs 3,2 mmol L! (CRQ,
Brasil) e NaHCO3 1,0 mmol L' (Merck, Alemanha). Durante as analises foi utilizado um fluxo
do eluente de 0,7 mL min~' e volume de inje¢io de 20 uL. Para o preparo da amostra utilizou-
se balancga analitica modelo M254Ai (Bel Engeneering, Italia), banho ultrassonico modelo
30LTS (Thornton — Inpec Eletronica S.A., Brasil) e vortex, modelo Voértex 1 (IKA®,
Alemanha). Para separacao das fases das amostras foi utilizado uma centrifuga microprocessada
modelo Q222TM216 (QUIMIS).

A estrutura do Si4DMAP'CIl™ foi investigada com um difratdmetro multiuso
PanAnalytical Xpert na geometria Bragg-Brentano, equipado com uma fonte Cu Ka (A =
0,15418 nm), fendas de 0,04 rad soller, 1° divergente fixo e 1° fendas anti-dispersdo (ou %2 o e
%2 0, ou 2 0 e 1° respectivamente) e um monocromador de grafite acoplado a um detector
rapido de estado solido (Xcelerator). Configuragdes do gerador: 45 kV, 40 mA. Apos o
alinhamento, as medi¢des foram realizadas no intervalo 260 de 4-93 ° com um tamanho de etapa

de 0,05 ° e tempo de contagem de 600 s por etapa.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do 4-DMAP como pro-ligante da matriz silsesquioxano foi instigada pelo
potencial material resultante, que, por semelhanga estrutural aos ligantes de materiais
silsesquioxanos ja conhecidos na literatura (piridina, 4-metilpiridina, 3-metilpiridina, dabco,
4,4’-bipiridina, 4-aminometilpiridina) [35,38,39,120,121], ofereceram variadas aplicacdes em
estudos eletroquimicos, adsortivos, de sintese de nanoparticulas metalicas e na formagdo de
filmes finos. Além disso, o 4-DMAP apresenta fluorescéncia [122], ¢ utilizado como
estabilizante de nanoparticulas metalicas [123] bem como catalisador de reagdes organicas
[124]. Dessa maneira, esse composto poderia se apresentar como um candidato favoravel ao

processo de sintese de um novo material, visto que ndo hd nenhum material dessa classe
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reportado na literatura que em jun¢do com a matriz inorganica, podem resultar em um material
hibrido com novas propriedades e consequentemente, inimeras aplicagdes que podem reger
variados campos da quimica. Observando-se as estruturas moleculares ressonantes do 4-DMAP
mostradas na Figura 20, pode-se verificar que a estrutura em (C) torna-se favoravel a uma
reacdo Sn2, pois o nitrogé€nio mais basico das quatro estruturas apresentadas ¢ o nitrogénio
piridinico, sendo o N-aminico o grupamento da molécula que age como um n-doador.

Grupos de aminas conjugadas influenciam a basicidade de uma amina existente.
Embora a 4-DMAP possa parecer ser uma base similar em for¢a a piridina ou a N,N-
dimetilanilina, ela ¢ na verdade mais de dez mil vezes mais forte, gracas a deslocalizacdao da

carga no seu acido conjugado (pKa = 5,2 (piridina); pKa =9,2 (4-DMAP))[125].

Figura 20: Estruturas de ressonancia da molécula 4-(dimetilamino)piridina.

(A) (B) © (D)

\+/ \,:’l/

O-0-0-0

Fonte: O autor.

Como mencionado anteriormente, as aplicagdes dos materiais silsesquioxanos variam
com a solubilidade de acordo com os solventes que possuem diferentes constantes dielétricas.
O tempo de reacdo e a propor¢do do pro-ligante organico utilizado na funcionalizacdo do
xerogel de partida sdo os pardmetros-chave para a obtencdo de um material final com
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas diferentes, o que permite a diversificada aplicagao
em diferentes campos.

Desta maneira, optou-se por realizar uma sintese com um tempo reacional alto e
bastante quantidade do pro-ligante para que a funcionalizacdo do material de partida fosse
alcangada. Com base em outras sinteses de silsesquioxano utilizando aminas terciarias [17,126],
optou-se por uma reagdo de 24 horas. A sintese ocorre, primeiramente, com a hidrolise e
condensagdo do precursor TEOS com catalise acida. Nesta etapa da sintese, ha a formagao de

uma rede de silica que servird de matriz inorganica para a incorporagdo da parte organica no



60

material. A adigdo do organossilano CPTMS ocorre posteriormente, para que 0s grupos
organicos reativos fiquem expostos na superficie da matriz, como visto na Figura 7 da se¢do
1.2.1. Desta maneira, esses grupamentos estarao disponiveis para sofrer reacdes de substituicao
nucleofilica com diversas moléculas. O xerogel formado sofre reacdo com a 4-DMAP e os
materiais obtidos sdo so6lidos de coloragao branca.

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para a caracterizagdo da incorporagao
da 4-DMAP na estrutura da matriz silsesquioxano. Como pode ser visto na Figura 21, as
principais bandas do xerogel ndo funcionalizado sdo referentes aos estiramentos simétricos e
assimétricos da ligagio oxo Si—O-Si observadas na regiio de 1028 cm!. Estiramentos da
ligagio Csp°—H foram observados em 2956 e 2892 cm™!, além do estiramento —OH dos grupos
silanois em 3621 cm™! e C—Cl em 695 cm™'. Quando ocorre a funcionalizagiio do xerogel com
a 4-DMAP, ha o aparecimento de bandas de estiramento em 3026 cm™!, 1651 cm™ e 1570
cm ! referentes aos estiramentos v(Cs,> — H), v(C=C) e v(C=N), respectivamente, além das
bandas ja presentes no material de partida sem a funcionaliza¢do. Entretanto, verifica-se que a
banda referente ao estiramento C—Cl em 697 cm™' nio estd presente, indicando que todos os

grupamentos n-propilcloro foram trocados por N-piridinicos do 4-DMAP.

Figura 21: Sobreposicdo dos espectros de infravermelho com transformada de Fourier do

material de partida sem funcionalizagdo e o material silsesquioxano funcionalizado com 4-
DMAP (Si4DMAP'CI") obtidos em pastilha de KBr.
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Fonte: O autor.
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A Tabela 1 apresenta os valores de numero de onda com suas respectivas atribuigdes

para o pro-ligante, o silsesquioxano com e sem funcionalizagao.

Tabela 1: Atribuigdes dos estiramentos observados no material Si4DMAP CI, xerogel € o0 4-
DMAP.

Atribuicdo 4DMAP  Si4dDMAP'ClI  Xerogel
cem [127] cm™! cm’!
v (O-H) - 3430 3621
v (Csp> — H) do CH 3032 3026
vas (Csp®— H) do CH; 2995 2964
vs (Csp® — H) do CH; 2864 2869
vs (Csp® — H) do CH, - 2892 2956 € 2892
v (C=C) 1602 1651
v (C=N) 1536 1570
Stes (C—H) do CH, 1445 1475 1437
v (Si—O-Si) - 1130-1070 1028
v (CCI) - - 697

v = estiramento; 0 = deformagao; as = assimétrico; s= simétrico; tes = tesoura.

Foram realizados ensaios termogravimétricos para a verificacdo do comportamento
térmico do material resultante Si4DMAP'CI", assim como do TEOS/CPTMS conforme
mostrado na Figura 22. Pelo termograma do TEOS/CPTMS, verifica-se a primeira perda de
massa na regido de 290 °C referente ao grupamento cloropropil e apdés em torno de 700°C
referente a desidroxilacao da rede de silica. No silsesquioxano verificou-se a presenga de agua
na estrutura que esta associada a perda de, aproximadamente, 2% de massa, de 30 a 160 "C.
Pode-se observar que a curva apresenta mais trés estagios de perda de massa: entre 250 e 376
°C h4 uma perda de 27% de massa que pode estar associada a perda do grupo n-cloropropil;
entre 377 e 570 'C a perda de 9% de massa refere-se ao grupo 4-DMAP; e por fim, entre 571 e
850 °C a perda de 4% de massa est4 associada ao processo de desidroxilagdo da rede de silica
[126]. Dessa maneira pode-se verificar que o silsesquixano e o xerogel sdo estaveis
termicamente até aproximadamente 220 °C, mas a partir de 300°C até 600 °C ¢ atribuida 4

perda de decomposig¢do orginica e desidroxilagdo da rede da silica no Si4DMAP'CI .
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Figura 22: Andlise termogravimétrica do (a) TEOS/CPTMS e do (b) Si4DMAP'CI™
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Fonte: O autor.

O espectro UV-Vis do Si4DMAP'CI™ (Figura 23) apresentou duas bandas na regido
do ultravioleta, uma de menor energia na regido de 256 nm referente a transi¢ao n—n* do anel
piridinico [128] e outra em 220 nm, de maior energia, atribuida a transicao do tipo n—x stacking
dos diversos grupamentos piridinicos presentes no material. Esta atribuicao foi feita devido a
proximidade destes grupamentos organicos no material final. O mesmo ja foi observado por
Doshi et al. em complexos de cobre tetranucleares com os grupamentos piridina e
pentafluorofenil [129]. Além disso, o espectro UV-Vis de Si4DMAP'Cl" mostra um
deslocamento batocrémico quando comparado a banda de 4-DMAP relacionada a transi¢ao
n—n* do anel da piridina. Isso pode estar associado a carga positiva apds a incorporacao da
matriz de silsesquioxano que afeta a energia de transi¢do eletronica para regides de

comprimento de onda mais elevados.

Figura 23: Espectros UV-Vis do (a) 4-DMAP e do (b) Si4DMAP'CI

0.16
0.121
0,08 -
<
0,041
0,00 &‘ ()
’ (a)
200 300 400 500 600 700 800

A/ nm

Fonte: O autor.
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A quantidade de grupamentos 4-DMAP incorporados na estrutura silsesquioxano foi
verificada indiretamente através das andlises de cloreto através de cromatografia idnica.
Verificou-se que a quantidade de cloretos presentes como contra-ion do material foi de 3,91 +
0,22 mmol CI/g material (n=3), como mostra o cromatograma da Figura 24. Esse resultado
corrobora com as analises de nitrogénio através da analise elementar, que foi de 7,86 mmol N/g
material. Como a molécula de 4-DMAP possui dois centros de N, verifica-se que a propor¢ao
de nitrogénio catidnico corrobora com a quantidade de cloretos como contra-ion presentes no
material. Na literatura, outros silsesquioxanos catidonicos com grupamentos piridinicos,

utilizando a mesma rota sintética, obtiveram um resultado similar de funcionalizac¢do [17,121].

Figura 24: Cromatograma ionico de analise de cloreto para o material Si4DMAP Cl™
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Fonte: O autor.

No espectro de '"H NMR do silsesquioxano, Figura 25a, verifica-se dois tripletos
referentes aos grupamentos metilénicos do grupamento n-propil (6 0,72 ppm ¢ & 3,98 ppm) e
um multipleto em 6 1,79 ppm do outro grupamento -CH» do n-propil. Dois dupletos do anel
piridinico sdo observados com deslocamentos quimicos em 6 6,62 ppm e 6 7,85 ppm. Os
grupamentos metil ligados ao N terciario encontram-se em 9 3,02 ppm. Os sinais com * podem
estar relacionados aos hidrogénios dos grupamentos etéxi do TEOS que nao foram hidrolisados,
assim como podem se referir ao etanol residual ndo evaporado apds a lavagem do material (&
1,00 ppm e 3,02 ppm). Os sinais corroboram com o espectro de 'H NMR do 4-DMAP (Figura
25b) entretanto com hidrogénios adjacentes ao N* em regides mais desblindadas, o que verifica

a influéncia dessa carga positiva na absor¢ao desses hidrogénios.
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Figura 25: Espectros de "H NMR do (a) Si4DMAP'CI™ e do (b) 4-DMAP. A referéncia interna

foi 0 TMS nas condigdes normais de operagao.
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O espectro de '*C NMR do Si4DMAP'CI, Figura 26, mostra que a incorporacgdo da

4-DMAP a matriz do TEOS/CPTMS foi realizada com sucesso. O sinal em 59,5 ppm indica

que houve a reagdo do nitrogénio piridinico com o C-a do grupamento n-propil. Isto €

confirmado mediante a auséncia do sinal referente a ligagdo C—Cl, que aparece em torno de 47

ppm do CPTMS [130].

Figura 26: Espectros de NMR de *C do material Si4DMAP'CI” em DO, e para o 4-DMAP
em CDCl; utilizando TMS como referencial interno.
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Além disso, a carga positiva do nitrogénio confere um deslocamento dos sinais dos
carbonos do anel piridinico, deslocando-se em torno de 4 a 10 ppm quando comparado a 4-
(dimetilamino)piridina isolada [127].

A Tabela 2 mostra os deslocamentos quimicos do Si4DMAP'CI™ comparado com o

pro-ligante 4-DMAP.

Tabela 2: Atribuicdes de '*C NMR do Si4DMAP*CI™ e do 4-DMAP.

Atribuigdo do Si4dDMAP*CI 4ADMAP
carbono o / ppm (D20) 8 / ppm (CDCl)
Ci 8,2 B
C, 239 -
G 59,5 -
Cq4 141,3 149,7
Cs 107,5 106,4
Cs 156,4 154,4
Cy 39,3 38,9
Cs 57,4 -
Co 16,9 -

A Figura 27 mostra o espectro de 2°Si NMR CP-MAS para Si4DMAP*CI~. Os dados
relativos a estrutura e aos ambientes dos atomos de silicio da estrutura do silsesquioxano e dos
grupos pendentes de ligagdao foram verificados. O sinal em —110 ppm ¢ atribuido a unidades
Q*, também conhecidas como unidades de silicato, ligadas a quatro fragdes —OSi=, [(=Si0)4Si].
Em —101 ppm, o sinal ¢ atribuido a atomos de silicio ligados a um grupo —OH e trés fragdes
—OSi=, que correspondem a unidades Q. Um sinal proeminente em aproximadamente —67 ppm
foi atribuido a unidades T (C—SiO s), caracteristica de materiais de estrutura silsesquioxano.
O ombro em —58 ppm corresponde as unidades T2, C—Si(OSi=),OH [131]. A auséncia de
espécies T! e as intensidades de pico mais altas para T? e T*> quando comparadas as espécies Q

sugerem um maior grau de reticula¢do entre o cloropropil polimérico e o precursor de silica

hidrolisada [132].
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Figura 27: Espectro de NMR de ?°Si CP-MAS de estado solido para Si4DMAP'CI. A
frequéncia de rotagdo para a atribui¢do das bandas laterais foi de 8.000 Hz. O tempo de contato
foi de 10 ms e o intervalo de pulso aplicado foi de 2 s.
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Fonte: O autor.

Um difratograma foi obtido para confirmar a natureza estrutural do material. Observa-
se na Figura 28 um pico em regides de angulacao baixa que (4,96 °) que podem estar associados
as reflexdes caracteristicas de compostos silsesquioxanos com silica lamelar [121]. Na regiao
de 22°, observa-se o caracteristico halo da silica amorfa. Resultados similares foram observados

por Ribicki et al. na sintese de um silsesquioxano com o ligante 4-(aminometil)piridina.
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Figura 28: Difratograma em p6 do Si4DMAP'CI.
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Fonte: O autor.

Além disso, a descoberta sem precedentes ¢ que este novo material mostra
propriedades fluorescentes, como pode ser visto na Figura 29. Duas bandas foram observadas
em 400 e 530 nm, caracteristico das emissoes do grupamento 4-DMAP. Como ja relatado na
literatura, o 4-DMAP possui propriedades fluorescentes duais [133,134]. Isso foi observado no
material resultante. Essa descoberta pode ser uma nova perspectiva para o material em atuar

como sensor fluorescente de algum analito alvo que precisa ser estudado com mais cautela.

Figura 29: Espectro de fluorescéncia do Si4dDMAP*CI
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Fonte: O autor.
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Dessa maneira, pode-se prever a estrutura do material formado, como ilustrado na

Figura 30, junto com o esquema de sintese realizado para o xerogel e o silsesquioxano obtido.

Figura 30: Esquema de sintese do TEOS/CPTMS e do material Si4DMAP'CI".
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CAPITULO 4

CONSTRUCAQO DE UMA PLATAFORMA
ELETROQUIMICA BASEADA EM SILSESQUIOXANO
E FTALOCIANINA DE COBALTO (II) PARA
DETERMINACAQO DE NIFEDIPINA E O SEU
PRINCIPAL METABOLITO
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CAPITULO 4 - CONSTRUCAO DE UMA PLATAFORMA ELETROQUIMICA
BASEADA EM SILSESQUIOXANO E FTALOCIANINA DE COBALTO (II) PARA
DETERMINACAO DE NIFEDIPINA E O SEU PRINCIPAL METABOLITO.
Publicado em Journal of Materials Chemistry C, v. 8, p. 6838 — 6850, 2020

4.1 INTRODUCAO

Este capitulo ir4 abordar a aplicagdo do silsesquioxano sintetizado e caracterizado no
capitulo anterior na modificacao de eletrodos de carbono vitreo, juntamente com a ftalocianina
tetrassulfonada de cobalto (II), como dois materiais versateis para a aplicagdo de uma nova
plataforma eletroquimica para a determinacdo inédita de um farmaco anti-hipertensivo
nifedipina, juntamente com o seu principal metabodlito, dehidronifedipina. O material serviu
como um material catidnico, formador de filme, recobridor de espécies eletroativas anionicas,

tais como a CoTsPc.

4.2 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados sdo todos de grau analitico e estao listados no Quadro 2.

Quadro 2: Reagentes utilizados nos processos de sintese e aplicagao no Capitulo 4.

Reagentes e Solventes Formula Procedéncia Pureza
Nifedipina C17H18N206 Merck 98,0%
Ferrocianeto de potassio Ka[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich 99,0%
Ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich 98,5%
Metanol CH;OH Dinamica > 98,0%
Cloreto de sddio NaCl Vetec >99,0%
Bicarbonato de sodio NaHCOs3 Dinamica 99,7%
Glicina C2Hs5NO2 Sigma-Aldrich >99,0%
Triptofano C11H12N202 Sigma-Aldrich 99,0%
Tirosina 4-(HO)CsH4CH2CH(NH2)CO2H Sigma-Aldrich >98,0%
Serina HOCH2CH(NH2)CO:H Sigma-Aldrich >98,0%
Fenilalanina CeHsCH2CH(NH2)CO2H Sigma-Aldrich >98,0%
Lisina hidratada H2N(CH2)4«CH(NH2)CO2H xH20 Sigma-Aldrich >97,0%
Histidina CsHoN3O2 Sigma-Aldrich >99,0%
Acido aspartico HOOCCH2CH(NH2)COOH Sigma-Aldrich >98,0%
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Arginina monohidrocloridrico CsH14N4O2 .HC1 Sigma-Aldrich > 98,0%
Alanina CsH7INO2 Sigma-Aldrich >98,0%
Cisteina HSCH>CH(NH2)CO:H Sigma-Aldrich >97,0%
Urina Sintética Surine™ Sigma-Aldrich -

Metanol CH3;OH Dinamica >98,0%

A amostra de soro sanguineo sintética foi preparada de acordo com um protocolo
estabelecido na literatura [135]. Os reagentes foram todos adicionados em um baldo
volumétrico de 250 mL: NaCl (1,3 g), NaHCO; (0,16 g), glicina 52 (2,3 mg), triptofano (3,5
mg), tirosina (3,7 mg), serina (3,2 mg), fenilalanina (6,6 mg), lisina (9,1 mg), histidina (6,3
mg), acido aspartico (0,029 g), arginina (10 mg), alanina (9,1 mg) e cisteina (7,0 mg). Todos os
aminoacidos utilizados foram utilizados como isomeros L.

A urina sintética utilizada foi a Surine™ Negative Urine Control, um material de
referéncia certificado (Sigma-Aldrich).

O metabolito dHNIF foi obtido em parceria com a aluna Giovana Wecker e o professor

Dr. Ricardo Affeldt do Laboratorio de Catalise e Fenomenos Interfaciais (Lacfi — UFSC).

4.2.2 Sintese e caracterizacio da dHNIF

O padrao da dHNIF nao ¢ conhecida comercialmente. Portanto, foi feita a sintese da
molécula partindo-se da NIF adaptando-se a sintese de acordo com Affeldt et. al. [136]. Em um
baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 48,3 mg (0,14 mmol) de nifedipina e 10
mL de acetonitrila. Em seguida foram adicionados 74,8 mg de iodo molecular (0,29 mmol) e a
mistura reacional foi refluxada em banho de 6leo por 7 horas. Ap6s o refluxo, a acetonitrila foi
rotaecvaporada obtendo um 6leo de coloragao avermelhada. Este 6leo foi solubilizado em aprox.
50 mL de acetato de etila e transferido para um funil de separagao. Foram adicionados 50 mL
de solugio de tiossulfato de sodio (0,1 mol L™!) para remogdo do iodo em excesso. A fase aquosa
foi extraida com acetato de etila (8 x 50 mL). A fase organica recuperada foi seca com sulfato

de sddio anidro e rotaevaporada, obtendo cristais amarelo palido. Rendimento: 89,5%.
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'"H NMR (200 MHz, CDCls): 2,65 (s, 6H, CH3); 3,50 (s, 4H, OCH3); 7,56
(m, J43 =8 HZ, J45 =10 HZ, 2H, H4; 7,65 (m, J56 =6 HZ, J54= 8 HZ, 2H, Hs);
8,16 (ddd, J34 = 8 Hz, J35 = 2 Hz, 1H, H3) ppm. O Hs ndo foi identificado

devido a sobreposic¢ao de seu sinal com o do solvente utilizado em 7,2 ppm
(CDCl3).

13C NMR (400 MHz, CDCl3): 167,89 (C=0 éster); 159,18; 147,78; 146,52; 134,08; (CH);
130,63 (CH); 129,25 (CH); 124,42 (CH); 120,62 (CH); 52,19 (OCH3); 24,51 (CH3) ppm.
GC-MS (CH:Cl; HPLC): O cromatograma contém um sinal com tempo de retencao de 14,32

min. Os fragmentos mais intensos no espectro de massas estdo atribuidos abaixo:
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Chemical Formula: C;.H,,NO? Exact Mass: 239,09 Exact Mass: 283 08

Exact Mass: 202,08
UV-Vis e Fluorescéncia: O dHNIF foi analisado de forma qualitativa em acetonitrila,
apresentando bandas de absor¢ao em 225 nm, 265 nm e 350 nm (bem pouco intensa). Ao excitar
a solugao em 308 nm, foi obtido espectro de fluorescéncia com um méaximo de emissao em 420

nm [137].

4.2.3 Modificacao de eletrodos de carbono vitreo

Para a preparagdo dos eletrodos modificados foi utilizado o método drop-coating. Um
eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode) foi empregado como
substrato (4rea geométrica de 0,031 cm?). Uma aliquota de 2 pL de CoTsPc (2 g L) foi
gotejada no GCE até secar (T =40 °C, t =5 min). Para fins de recobrimento e evitar a lixiviagao
da CoTsPc, gotejou-se uma aliquota de 2 uL de Si4DMAP*CI™ (4 g L) e deixou-se secar em
estufa & mesma temperatura e tempo. O eletrodo modificado final foi designado como
GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI™. Para fins de comparagio, o GCE limpo e os eletrodos
modificados somente com Si4DMAP*CI™ (GCE/Si4DMAP*CI") e com o polimero Nafion®
(GCE/CoTsPc-Nafion) foram preparados nas mesmas condi¢des. A Figura 31 ilustra o processo

de preparo dos eletrodos esquematicamente.
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Figura 31: Esquema de modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com (a) a solugdo de
CoTsPc; (b) o recobrimento com Si4DMAP CI e (c) a plataforma eletroquimica pronta para a
analise.
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Fonte: O autor.

4.2.4 Eletroanalise de nifedipina e dehidronifedipina

Medidas de voltametria foram realizadas com GCE, GCE/Si4DMAP'CI,
GCE/CoTsPc-Nafion e GCE/CoTsPc/Si4DMAP'CI, em uma célula contendo 10,0 mL de
eletrolito de suporte e metanol (80:20), na faixa de pH compreendida entre 2,0 ¢ 8,0 a
temperatura ambiente (23 £ 1 °C). A fim de evitar a interferéncia de oxigénio molecular nas
analises, N> gasoso foi borbulhado durante 10 minutos. Foram realizados estudos de velocidade
de varredura, efeito de pH e diferentes técnicas voltamétricas. Os pardmetros da técnica
voltamétrica escolhida foram otimizados e utilizados na construcao de curvas de calibragao para
NIF e dHNIF.

As solugdes estoque de NIF e dHNIF foram preparadas diariamente antes da realizagao
das medidas eletroquimicas. As solugdes de 1 x 10 mol L' foram preparadas em metanol.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
EmStat2® (Palm Instruments BV, The Netherlands), interfaceado a um computador com o
software PSTrace versdo 5.3 para a aquisicdo e processamento de dados. Uma célula
eletroquimica convencional de trés eletrodos foi utilizada, sendo o eletrodo de calomelano

saturado, SCE (do inglés, saturated calomel electrode) como eletrodo de referéncia; fio de
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platina (Pt) como contra eletrodo, e os eletrodos de trabalho GCE, GCE/Si4PDMAP'CI,
GCE/CoTsPc-Si4aDMAP'CIl™ ¢ GCE/CoTsPc/Nafion

A determinagdo de NIF e dHNIF em amostras sintéticas de urina e soro foi realizada
de acordo com o seguinte procedimento: uma aliquota de 1,0 mL da amostra foi diluida em
PBS (pH 8,0) com uma concentra¢ao conhecida de NIF e dHNIF. Entdo, uma aliquota de 100
pL foram adicionados a célula eletroquimica. A quantificagdo foi realizada por condigdes

voltamétricas de pulso diferencial otimizadas com adi¢des sucessivas de solugdes padrao NIF

e dHNIF.

4.2.5 Meétodos Computacionais

As geometrias das moléculas de NIF e da dHNIF foram otimizadas sem restri¢des no
pacote Gaussian 16 (Rev B.01) [138] O modelo de solvatacdo baseado na densidade (SMD)
[139] foi usado para reproduzir o ambiente quimico exibido pelo solvente (agua). As geometrias
foram obtidas pela resolu¢do das equagdes de Kohn-Sham implementadas no funcional de
correlagdo de troca de Becke e Perdew (BP86) [140,141], e usando o conjunto de base Pople
(6-311+G(d, p)) [142—146]. O potencial molecular eletrostatico, MEP (do inglés, molecular
electrostatic potential) foi processado no pacote Avogadro 1.1.1.[147]. A energia de ionizagao
(I) e a afinidade eletronica (E.c) foram calculadas de forma adiabatica; assim, as diferengas de
energia entre as geometrias relaxadas dos estados i0nicos ¢ a geometria relaxada do estado

fundamental das estruturas NIF e dHNIF foram calculadas.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacio eletroquimica dos eletrodos modificados

O Si4DMAP'CI foi utilizado como um formador de filme de um eletrodo de carbono
vitreo, uma vez que consegue estabilizar espécies ativas, tais como a CoTsPc, e apresenta
propriedades redox que podem facilitar o processo de transferéncia eletronica. Dessa forma,
para investigar as propriedades elétricas da interface eletrodo-solugdo em diferentes
arquiteturas de eletrodos realizaram-se medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS). A Figura 32 mostra os diagramas de Nyquist (-Z’’ vs. Z’) para (a) GCE, (b) GCE/
Si4DMAP'Cl e (¢) GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI™ utilizando K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s como

sonda redox. Os valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rc) obtidos para os trés



75

diferentes eletrodos foram: GCE (673 Q); GCE/Si4DMAP'CI™ (522 Q) e GCE/CoTsPc-
Si4DMAP'CI (385 Q). Observa-se que ap0s a incorporagio do silsesquioxano, a resisténcia a
transferéncia de carga diminui, o que pode estar associado ao grupo organico presente, devido
as ligacdes m presentes no material, tornando o eletrodo mais condutor. Na presenca da
ftalocianina, a diminui¢@o da R é ainda maior, devido as propriedades condutoras do complexo
atribuidas a deslocalizacdo eletronica da estrutura das ftalocianinas, que em conjunto com o

polimero, fazem com que o eletrodo se torne ainda menos resistivo.

Figura 32: Diagramas de Nyquist obtidos por espectroscopia de impedancia eletroquimica para
(A) GCE; (B) GCE/Si4DMAP'CI" (C) GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI™ utilizando a sonda
K3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)s 5,0 mmol L™! em KC1 0,2 mol L.
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4.3.2 Comportamento eletroquimico da nifedipina sobre a superficie dos eletrodos

O comportamento eletroquimico da NIF, um dos farmacos mais utilizados no
tratamento de hipertensdo e de grande relevancia, foi realizado através de CV. Com uma
concentragio de NIF de 65 pmol L™! em solugdo tampio B-R (pH 8,0) sobre a superficie das
diferentes plataformas eletroquimicas construidas: (a) GCE; (b) GCE/Si4DMAP'CI; (c)
GCE/CoTsPc-Nafion e (d) GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI™ com uma velocidade de varredura de
50 mV s!, os voltamogramas obtidos para as diferentes arquiteturas de eletrodos sdo
apresentados na Figura 33. Na faixa de potencial entre — 0,2 V e — 1,2 V verifica-se um processo
irreversivel com um pequeno pico de redu¢do em — 0,85 V para o GCE. Ao modificar o eletrodo
com o polimero, observa-se 0 mesmo pico de redugdo com um aumento na resposta da corrente
de pico, em um potencial mais negativo (— 0,87 V). A partir da modificacdo com o complexo
de cobalto verifica-se um pico mais definido, com um sinal de corrente mais pronunciado no
potencial de — 0,89V mostrando que a CoTsPc em conjunto com o material Si4DMAP CI~
presentes na superficie do GCE aumentam a intensidade do sinal voltamétrico para a NIF.
Como pode ser observado, a incorporagdo do CoTsPc potencializa a resposta eletroquimica
para a NIF, conforme ja confirmado pelos dados do EIS. No entanto, quando o polimero de
camada de recobrimento mais usado relatado na literatura, Nafion, é recoberto em uma camada
de CoTsPc, o sinal de redugao do NIF ¢ afetado. Essa resposta pode estar relacionada a repulsao
[148] causada tanto pelo CoTsPc quanto pelo Nafion carregados negativamente, o que
compromete a estabilidade do filme. Portanto, Si4DMAP'CI™ também se apresenta como um
agente de recobrimento para espécies eletroativas anionicas. Exemplos semelhantes foram
encontrados na literatura com outras ftalocianinas metaladas e polimeros do tipo
silsesquioxano. Dessa forma, 0 GCE/CoTsPc—Si4DMAPCI™ foi escolhido como a arquitetura

eletrodica para os testes subsequentes.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos para 65 pmol L' de NIF (pH 8,0), v =50 mV s'. (a)
Eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo; (b) modificado com o Si4DMAP'CI; (¢) com o
CoTsPc-Nafion e (d) modificado com GCE/CoTsPc-Si4DMAP CI™
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Fonte: O autor.

4.3.3 Efeito do pH no comportamento eletroquimico da NIF

Para verificar o efeito do pH no comportamento eletroquimico da NIF e propor um
mecanismo de reagdo para tal analito na superficie do GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI, foi
realizado um estudo utilizando voltametria ciclica, com tampdo B-R 0,2 mol L™!, em uma faixa
de valores de pH entre 2,0 e 8,0.

Pelos voltamogramas apresentados na Figura 34A, observa-se um deslocamento do
potencial de pico de redu¢do da NIF para valores mais negativos quando se aumenta o valor de
pH. Verifica-se a obtengdo de uma resposta mais acentuada de corrente em pH 8,0. Os valores
de pH acima de 8,0 ndo foram estudados, uma vez que h4 uma possibilidade de quebra da rede
de silica do Si4DMAP'CI, portanto, esta foi a faixa limite de trabalho. Ressalta-se que os
proximos estudos foram realizados em pH 8,0. No grafico que relaciona potencial e valor de
pH, mostrado na Figura 34B, verifica-se uma relagdo linear representada pela equagdo da reta

E (V) =—-0,051 pH - 0,049 (R? = 0,990). Observa-se um valor de coeficiente angular (51 mV)
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préximo ao caracteristico de processos que envolvam o mesmo nimero de protons e elétrons

(59,2 mV), sugerindo entdo um processo com z protons e n elétrons [ 149].

Figura 34: (A) Voltamogramas ciclicos para 32 pmol L' de NIF sobre o GCE/CoTsPc-
Si4DMAP'CI” em tampdo B-R 0,2 mol L™! em diferentes valores de pH (2,0-8,0), v =100 mV
s (B) Variagio dos potenciais de pico de reducdo da NIF em funcio do pH do eletrélito.
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Fonte: O autor.

4.3.4 Influéncia do eletrolito de suporte na redugao da NIF

Fez-se o estudo da influéncia do eletrolito de suporte ¢ da concentragdo do mesmo
sobre a resposta eletroquimica da NIF com o eletrodo GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI™. Na Figura
35, podem ser observados os voltamogramas ciclicos referentes a reducdo da NIF no tampao
B-R 0,2 mol L™! e no tampdo PBS 0,2 mol L', ambos em pH 8,0. Verifica-se que a resposta
que apresenta melhor compromisso entre intensidade de corrente e defini¢ao do pico de redugao

é obtida em PBS 0,2 mol L.
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Figura 35: Voltamogramas ciclicos para NIF 30 umol L' sobre 0 GCE/CoTsPc¢-Si4DMAP*CI-
em tampdo B-R 0,2 mol L™! e tampdo PBS 0,2 mol L™! (pH 8,0) com velocidade de varredura
de 50 mV s,
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Fonte: O autor.

Visto que o tampao PBS ¢ o que confere maior resposta de corrente para a NIF, fez-se
um estudo variando a concentragio do eletrolito de suporte de 0,1 até 0,4 mol L™! de tampio
PBS, mostrado na Figura 36. Verificou-se que em concentragio de 0,2 mol L', a resposta
eletroquimica da NIF ¢ mais pronunciada. A partir do momento que se aumenta a concentragao
do eletrdlito para 0,3 mol L' e 0,4 mol L' a resposta de corrente decai. Isso pode estar
associado a alteracdo da viscosidade da solugcdo aquosa e ao proprio raio da molécula
(admitindo uma forma esférica). Fatores estes que afetam o coeficiente de difusdo da espécie
de acordo com o modelo de Stokes-Einsten [150] e, consequentemente a intensidade de

corrente.
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Figura 36: Voltamogramas ciclicos para a NIF 30 pmol L™ sobre o GCE/CoTsPc-
Si4DMAP'Cl™ em diferentes concentragdes de tampdao PBS (pH 8,0) com velocidade de
varredura de 50 mV s,
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Fonte: O autor.

4.3.5 Influéncia da velocidade de varredura

Para avaliar o processo de transporte de massa da NIF para a superficie do eletrodo
modificado, o estudo de velocidade de varredura foi realizado por voltametria ciclica em uma
faixa de 10 a 80 mV s}, em tampdo PBS 0,2 mol L' (pH 8,0) com concentragio fixa de 30
pumol L de NIF. Observa-se na Figura 37A um deslocamento no sentido de potenciais mais
negativos a medida que a velocidade de varredura aumenta.

Uma maneira de determinar se o processo de reducao da NIF na superficie do
GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI ¢ controlado por difusdo ou adsor¢do, consiste na correlagdo do
duplo logaritmo entre a corrente de pico catddica (I,c)e a velocidade de varredura, v, assim
como demonstrado por Shih e colaboradores, seguindo uma metodologia baseada nas seguintes

dedugodes [151].

(1) Processos irreversiveis controlados por difusio [l o v”*] sdo descritos pela
equacao:
1 1 1 ~
Le = (2,99 x 10°) z(an,)2AD2Cv?2 Equagéo 1

Aplicando-se o logaritmo de base 10 na equacdo (1) obtém-se:
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1 1 1 ~
log(I,c) = log[(2,99 x 10%) z(an,)2ADzC] + log (v2) Equacdo 2

Esta equacdo pode ser reduzida a:

1 E 503
log(lpc) = constante + Elog(v) quagao
Aplicando-se derivadas parciais e rearranjando, obtém-se:
M - Equa(;ﬁo 4

=0,5

incli 5 —
incinacgcao 3 IOgV

(i1) Processos controlados por adsorc¢ao [Ipc o v] sdo descritos pela equacdo:

z’F? Equacao 5
log(Iyc) = 10g<4RT A F> + logv
logl,. = constante + logv Equagio 6
dlog(l E 5o 7
inclinagao = M =1,0 quagao
dlogv

Sendo z o numero de elétrons envolvidos no processo, A a area eletroativa e D o

coeficiente de difusdo para uma dada espécie.

Portanto, segundo as dedu¢des demonstradas, em processos difusionais a inclinag@o

do grafico de log I, vs. log v € igual a 0,5, enquanto para processos adsortivos, ¢ obtida

inclinacdo de 1,0 para o mesmo grafico. Entretanto, inclinagdes com valores entre 0,5 e 1,0

indicam a ocorréncia de processos mistos, controlados tanto por difusdo quanto por adsor¢ao

[149].

Plotando-se um gréfico da correlagdo entre o log I,c vs. log v, mostrado na Figura 37B,

verifica-se a equacio da reta como log I,c = 1,363 + 0,563 log v (R? = 0,998). O valor do
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coeficiente angular (0,56) proximo a 0,5 confirma o processo difusional do analito NIF para a

superficie do eletrodo proposto.

Figura 37: (A) Voltamogramas ciclicos para a NIF 30 pumol L' sobre 0 GCE/CoTsPc-
Si4DMAP'CI” em tampio PBS 0,2 mol L™! (pH 8,0) com variacdo da velocidade de varredura
de 10 — 80 mV s!. (B) Gréfico de log Iy vs. log v.
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Fonte: O autor.

De acordo com a Equagdo de Laviron [152] para uma reagdo eletroquimica

irreversivel, a relacdo entre o potencial de pico de redu¢do (E;r) e o log v € expresso por:



&3

E _ Fo4 (2,303RT>l RTk® N (2,303RT)l . S0 8
pr azF 8 \"azF azF o8Y quacao

Onde E° ¢é o potencial de redugio padrio, k® é a constante de velocidade da reacio, a
¢ o coeficiente de transferéncia de elétrons, z € o niimero de elétrons envolvidos na etapa
determinante da reagdo, R, T e F sdo notacdes padrdes (R = 8,314 Jmol ' K™}, T=296,15 K, F
= 96485 C mol ™). De acordo com a correlagio linear de E,: vs. log v (Figura 38) o coeficiente
angular de — 0,02935, ¢ igual a 2,303RT/azF. Considerando uma reacao irreversivel, a = 0,5,
desta maneira pode-se determinar o nimero de elétrons (z) envolvidos na semirreagdo de
reducdo da NIF sobre a superficie do GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI, sendo z igual a 3,98, i.e,
um valor muito proéximo a 4. Assim, considera-se que z = 4 elétrons estdo envolvidos na

semirreagao de reducao da NIF.

Figura 38: Correlagdo de Ep vs. log v do GCE/CoTsPc-Si4dDMAP CI na presenga de 30 pmol
L' de NIF.
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Fonte: O autor.

Como visto na Figura 34, que indica que o numero de elétrons envolvidos na
semirreacdo de reducdo ¢ igual ao nimero de protons envolvidos, sendo z igual a 4, sugere-se
que o mecanismo de redugdo da NIF na superficie do GCE/CoTsPc-Si4dDMAP'CI™ envolve 4

prétons e 4 elétrons. Como ja havia sido observado por Mokhtari et al. [153].
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4.3.6 Estudo computacional

De acordo com célculos teoricos, as perdas dos dois hidrogénios no anel
dihidropiridino afetam a nitro-reatividade e permitem a determinagdo simultdnea de NIF e
dHNIF (Figura 39A e B). Ha fortes evidéncias de quao labil a estrutura da dHNIF deve ser
reduzida, em comparagdo com a estrutura da NIF. A energia liberada no processo de redugao,
medida pelos valores E,e, mostrou que dHNIF (85,51 kcal mol™!) tem um valor E,e maior que
NIF (79,31 kcal mol ™). Esta diferenca (6,20 kcal mol™') é bastante semelhante aos valores
obtidos tomando o valor negativo do orbital molecular mais baixo desocupado (LUMO) como
0 Eae, onde 85,55 kcal mol ™! foi obtido para a NIF e 90,17 kcal mol ! para a dHNIF.

Outra caracteristica molecular esta relacionada com o processo de oxidagdo, que foi
mais favoravel em NIF (I = —122,86 kcal mol ') do que em dHNIF (I =—-152,61 kcal mol!). A
conformacdo dos orbitais moleculares de fronteira de ambas as estruturas (APENDICE A)
mostrou que ndo ha diferencas significativas entre os locais onde estdo localizados em ambas
as moléculas. Assim, apenas a diferenca de energia entre eles ¢ um descritor putativo para
descrever o potencial redox nas estruturas da NIF e dHNIF. Como a localizagdo e conformagao
dos orbitais moleculares de fronteira ndo apresentam diferengas significativas, outros
parametros quanticos também se mostraram semelhantes em ambas as estruturas, conforme
demonstrado pelo potencial eletrostatico (Figura 39C ¢ D e APENDICE B) e mapas de
densidade de spin (APENDICE C).

Figura 39: (A) Conformacao geométrica da NIF e (B) dHNIF e (C) Mapas de potencial
eletrostatico molecular plotados em densidades BP86//6-311+G (d, p) de NIF e (D) dHNIF.

(A) (B)
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Fonte: O autor.

(D)

Com todas as evidéncias, pode-se verificar na Figura 40 o mecanismo proposto para a

reducdo da NIF e dHNIF na superficie do GCE/CoTsPc-Si4DMAP CI .

Figura 40. Mecanismo da reagdo de redugcdo da NIF na superficie do GCE/CoTsPc-
Si4DMAP'CI.
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Fonte: O autor.
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4.3.7 Otimizacao dos parametros experimentais da voltametria de pulso diferencial

Com a técnica de DPV, escolhida para a determinacdo da NIF, otimizou-se os
parametros experimentais, sendo eles: velocidade de varredura (v: 10 — 100 mV s!), tempo de
aplicagdo do pulso (t, = 5-10 ms) e amplitude de potencial de pulso (Epuzse: 10 — 200 mV). O
efeito dos parametros foi investigado utilizando 50 umol L™! de NIF, em tampdo PBS 0,2 mol
L' (pH 8,0). Como podem ser observados na Figura 41, os sinais voltamétricos mais bem
definidos e com maior intensidade de corrente foram obtidos em velocidade de varredura de 80

mV s}, tempo de pulso de 5 ms e amplitude de 100 mV.

Figura 41: a esquerda: Voltamogramas de pulso diferencial com a variacao dos parametros
experimentais e; a direita: dependéncia da corrente resultante com (A e B) a variacao da
velocidade de varredura; (C e D) variagdao do tempo de pulso e (E e F) variacao da amplitude.
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Fonte: O autor.

Com os parametros otimizados verificou-se que com a constru¢do da curva de
calibracao os valores de limite de detecgao e quantificagdo ficaram com valores que nao seriam
atrativos para aplicacdo pratica. Dessa maneira, utilizou-se da técnica de pré-concentragao do
analito na superficie do eletrodo para a obtencao de valores de LOD e LOQ menores. Utilizando
as condigoes voltamétricas da DPV otimizadas anteriormente, fez-se a otimizac¢ao do potencial
de deposicdo e tempo de deposi¢do para a NIF utilizando GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI . Pode-
se verificar nas Figura 42A e B que o potencial de deposicao (E4) que apresentou maior sinal
de corrente foi o de — 0,50 V. Utilizando esse parametro fixo, fez-se a otimizagdao do tempo de
deposigao, verificando o tempo de 5 s 0 que se obteve a maior resposta de corrente frente os

outros tempos estudados, como visto em Figura 42C e D.
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Figura 42: Voltamogramas de pulso diferencial com as varia¢des de (A) potencial de deposi¢ao
e (B) tempo de deposicao; Grafico de barras da correlacdo entre a corrente obtida com o (C)
potencial de deposi¢do aplicado e (D) tempo de deposicao.
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Fonte: O autor.

Dessa forma, a determinacao da NIF individualmente pode ser utilizada com esses
parametros voltamétricos e de pré-concentracdo. Uma vez que a determinagdo da NIF
juntamente com o principal metabolico dHNIF ¢ de grande relevancia, fez-se a otimizacao dos
parametros da DPV utilizando a NIF e a dHNIF simultaneamente para verificar a influéncia de
outro analito frente a determinacao da NIF, utilizando j& os pardmetros previamente otimizados
da pré-concentragdo. A Figura 43 mostra os resultados obtidos para a otimizagdo dos

parametros da voltametria de pulso diferencial para a aplicacdo simultanea da NIF e dHNIF.
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Figura 43: (A) Voltamogramas de pulso diferencial da NIF e dHNIF para as variagdes de
velocidade de pulso aplicadas com os parametros de pré-concentragdo otimizados (B) grafico
de barras das correntes obtidas com a variacao da velocidade; (C) DPV para variagdo de tempo
de pulso, (D) resposta das correntes obtidas com as variagcdes dos tempos de pulso; (E) DPV
com a variagdo da amplitude de pulso e (F) correntes obtidas com as variagcdes das amplitudes
de pulso.
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Fonte: O autor.

Os parametros experimentais otimizados para serem utilizados na determinagdo de

NIF e dHNIF estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3: Otimizacao dos parametros experimentais para a determinagao da NIF e dHNIF com
os parametros de pré-concentracdo fixados (E4=—0,5 Vetg=55s).

Parametro Intervalo Valor escolhido
pH 2,0-8,0 8,0

Velocidade de varredura (v) 10-100mVs!' 70mVs!
Amplitude de pulso (a) 10 —200 mV 80 mV

Tempo de pulso (t) 5—10ms 5 ms

4.3.8 Curva de Calibracao

Condigdes otimizadas da DPV foram empregadas (v=70 mV s'; ¢ =80 mV, t, =5
ms). Os voltamogramas correspondentes obtidos para diferentes concentracdes de NIF usando
GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI™ sdo mostrados na Figura 44A. Além disso, usando um tempo de
deposigdo (tq) de 5 s em uma deposi¢ao potencial (Eq) de — 0,50 V, um pico bem definido foi
observado em aproximadamente — 0,85 V. Como pode ser visto, a corrente aumenta com o
aumento das concentracdes de NIF. As curvas de calibragdo para NIF foram construidas a partir
das correntes de pico vs. concentragdes de NIF e sdo descritas a seguir: I/ pA = 85,50 [NIF] —
1,81 x 107 (R* = 0,987) e I / pA = 5,99 [NIF] — 8,35 x 10°° (R? = 0,996) (Figura 44B). Da
mesma forma, as curvas de calibracao individual para dHNIF foram construidas a partir de um
grafico das correntes de pico vs. concentragdes de dHNIF, expressas por: I/ pA = 61,5 [dHNIF]
+1,55x 107 (R?=0,986) e I / pA = 2,08 [dHNIF] + 5,97 x 1078 (R = 0,983) (Figura 44D).

Devido as aplicagdes clinicas, o foco principal foi a determinacao de NIF na presenca
de dHNIF. A Figura 44E mostra as adi¢cdes consecutivas de NIF no intervalo de 0,015-1,75
pumol L' na presenga de 0,023 umol L' dHNIF. A reducdo da corrente de pico do NIF foi
quase constante com um RSD de 6,7%. A relagdo linear entre a corrente de pico e as adi¢des
de NIF pode ser descrita como segue: I/ pA = 66,15 [NIF] + 5,32 x 107 (R2=0,999) e I / pA
= 4,17 [NIF] + 3,31 x 10°° (R? = 0,983), como mostrado na Figura 44F. A resposta para dHNIF
no mesmo intervalo de concentragdo e na presenca de 0,025 mmol L' NIF est4 representada
na Figura 44G. O pico de reducdo da corrente de NIF permaneceu quase constante com RSD =
6,3%. A avaliagdo da altura do pico com o aumento da concentra¢do de dHNIF ¢ representada
como I/ pA = 52,0 [dHNIF] + 2,03 x1077 (R?> = 0,985) e I / pA = 1,96 [dHNIF] + 2,95 x107¢
(R?=10,987) (Figura 44H). Esses resultados revelaram que niio h4 interferéncia significativa de
cada analito na determina¢do de seu par. Desta forma, a determinacdo voltamétrica individual
de NIF e dHNIF ¢é adequada. E importante notar que os processos de redugio eletroquimica de
NIF e dHNIF na superficie do eletrodo sdo independentes. Além disso, tanto o NIF quanto o

dHNIF foram determinados alterando simultaneamente suas concentragdes. Como pode ser
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visto na Figurad44l, o eletrodo modificado proposto foi capaz de detectar NIF e dHNIF
simultaneamente; o primeiro a — 0,89 V e o ltimo a — 0,73 V. A separacao entre os potenciais
de pico foi de 0,16 V. O pico de reducao tanto do farmaco anti-hipertensivo quanto de seu
metabolito aumentou com concentragdes crescentes na faixa de 0,015 a 1,75 pmol L™!, como
mostrado na Figura44]. Para NIF, as regressdes lineares sdo expressas por I/ pA = 73,58 [NIF]
+2,35 x10° (R2=10,983) e I / pA = 1,73 [NIF] + 6,51 x107° (R? = 0,989), enquanto que para
dHNIF as equagdes sdo I / pA = 64,25 [dHNIF] + 8,38 x107% (R*> = 0,996) e I / nA = 2,01
[dHNIF] + 4,09 x107® (R? = 0,997). Os resultados obtidos indicam que mesmo quando ambos
os analitos estdo presentes na amostra nenhuma interferéncia mutua ¢ observada e a
determinagdo simultanea ¢ mantida, de fato.

Considerando o limite de deteccao (LOD) como trés vezes o desvio padrao do
intercepto/inclinagdo e o limite de quantificagdo (LOQ) como dez vezes o desvio padrao da
intercepto/inclinagdo [154], os valores de LOD e LOQ foram calculados para determinagao
simultinea como sendo 6,2 e 22 nmol L' para NIF e 4,5 e 15 nmol L' para dHNIF,
respectivamente. Resultados anteriores relatados na literatura [100,155,156] destacam que a
concentracdo plasmatica tipica de NIF e dHNIF apds uma dose oral de 30 mg de NIF
(formulacdo de controle liberado) varia de 1 a aproximadamente 100 ng mL™! [157] (que
corresponde a 2,88 nmol L' a 0,288 pmol L"). Desta forma, o novo sensor apresenta a

sensibilidade necessaria para aplicagdes clinicas.
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Figura 44: (A) voltamogramas DP para NIF e (B) a curva de calibracdo. (C) voltamogramas
DP para dHNIF e (D) a curva de calibragdo. (E) DP voltamogramas para NIF na presenga de
0,025 umol L' dHNIF e (F) a curva de calibra¢io. (G) voltamogramas DP para dHNIF na
presenca de 0,025 pmol L' NIF e (H) a curva de calibragdo. (I) voltamogramas DP para NIF e
dHNIF e (J) as curvas de calibragdo. Condi¢des experimentais: GCE/CoTsPc—Si4DMAP CI .
Tampdo PBS (0,2 mol L™!, pH 8,0). ta=5s; E4=— 0,50 V vs. SCE.
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O tnico trabalho na literatura que faz a determinagdo simultdnea desses dois analitos

utiliza do sinal redox da oxida¢do do produto da redugdo da NIF e dHNIF [158]. Dessa maneira,

a interferéncia de compostos tais como acido ascorbico, dopamina e o acido Urico, comumente

presente em matrizes reais, ¢ evitada utilizando o novo sensor criado. Além disso, o

GCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI apresenta um dos melhores desempenhos em comparagdo com as

demais arquiteturas de eletrodos, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Comparagdo da performance de diversas arquiteturas eletrodicas frente ao
GCE/CoTsPc-Si4DMAP CI para a determinagio de NIF.

Faixa Linear Processo LOD
Arquitetura Eletrodica Referéncia
pumol L Eletroquimico pumol L
CPE/MWCNTs/B-CD 0,07 -15 RED 0,025 [159]
GCE/GRs-IL-hPdAg 0,1-4,0 RED 0,004 [160]
BDDE 3,98 - 107 OXI 0,612 [161]
CNTPE/B-CD 0,047 -20 OXI 0,0148 [162]
SPCE/MgO 0,2 -104 OXI 0,032 [163]
GCE/MWCNTs 0,1-100 RED 0,017 [158]
GCE/Polyfurfural 0,01-7,0 RED 0,005 [164]
HMDE 0,002 - 0,02 RED 0,000342 [165]
CPE/PVP 0,075-50 OXI 0,020 [166]
SPCE/SrCeO3;NPs 0,02-174 RED 0,0064 [167]
ITO/MWCNT/PANI 1,0 -100 OXI 1,00 [168]
m-AgSAE 0,2-20,0 RED 1,2 [169]
GCE/AgNPs 0,8 -60,0 RED 0,72 [170]
GCE/CoTsPc-Si4ADMAP*Cl™ 0,015-1,8 RED 0,0062 Este trabalho

CPE/MWCNTSs/B-CD — Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de carbono e B-ciclodextrina;
GCE/GRs-IL-hPdAg — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofitas de grafeno, brometo de 1-(3-

aminopropril)3-metilimidazolio e liga de paladio e prata;
BDDE - Eletrodo de diamante dopado com boro;

CNTPE/B—CD - Eletrodo de pasta de nanotubos de carbono modificado com B-ciclodextrina;
SPCE/MgO — Eletrodo impresso de carbono modificado com nanopratos de 6xido de magnésio;

GCE/MWCNTs — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas;

GCE/Polyfurfural — Eletrodo de carbono vitreo modificado com file do polimero polifurfural;

HMDE —Eletrodo gotejante de mercurio;

CPE/PVP — Eletrodo de pasta de carbono modificado com polivinilpirrolidona;

SPCE/SrCeO3;NPs — Eletrodo impresso de carbono modificado com nanoparticulas de cerato de estroncio;
ITO/MWCNT/PANI — Eletrodo de 6xido de estanho dopado com indio modificado com nanotubos de carbono de

paredes multiplas e polianilina;
m-AgSAE — Eletrodo sélido de amalgama de mercurio e prata;

GCE/AgNPs — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de prata estabilizadas em p-ferc-butil-

calix[4]areno.
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A seletividade foi investigada a fim de verificar a potencial interferéncia de espécies
coexistentes [171-173] de componentes das matrizes na resposta durante a deteccdo de NIF e
dHNIF. Para este fim, concentragdes de glicose em excesso de 50 vezes e alguns aminoacidos
como triptofano, arginina, alanina, acido aspartico, cisteina, glicina, histidina, lisina, metionina,
fenilalanina, serina, tirosina além de NaHCO3 e NaCl, todos presentes em a matriz da amostra
de soro, foram investigados. Nao se observou nenhuma interferéncia dessas espécies, uma vez
que nenhuma possui centros que podem sofrer redu¢do, dessa maneira nao influenciando no
potencial de pico da NIF e dHNIF. Além disso, cinco eletrodos foram modificados e usados em
medicoes sucessivas no mesmo dia e medigdes consecutivas por cinco dias usando uma
concentragio fixa dos analitos (ambos 0,3 umol L™!). Um RSD de 5,2 % foi obtido no sinal
voltamétrico de cada analito. Os resultados mostraram repetibilidade e reprodutibilidade

aceitaveis dos eletrodos modificados para o anti-hipertensivo e seu metabolito.

4.3.9 Determinaciao de NIF e dHNIF em amostras de urina e soro simuladas

Amostras sintéticas de urina e soro enriquecidas com NIF e dHNIF foram analisadas
para validar o procedimento proposto por meio do método de adi¢ao padrao (diluidas 100 x).
Dessa forma, diferentes concentragdes de NIF e dHNIF foram adicionadas as duas amostras
clinicas, em trés niveis (Tabela 5). As correntes de pico de reducao foram medidas por
condigdes voltamétricas de pulso diferencial otimizadas (como visto na sec¢ao 4.3.7). Os dados
foram obtidos em triplicata para ambas as amostras utilizando o eletrodo proposto. Testes de
recuperagdo foram realizados. O percentual de recuperacdo variou de 101 a 108% (Tabela 5),

demonstrando resultados satisfatorios de acordo com o diagrama de Horwitz [174].
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Tabela 5: Determinagdo de NIF e dHNIF simultaneamente em soro e urina sintética utilizando
o a plataforma eletroquimica GCE/CoTsPc-Si4DMAP CI . *

Amostra NIF dHNIF Recuperacio
umol L™! umol L™! %
Adicionado  Encontrado  Adicionado  Encontrado NIF dHNIF
0,85 0,91+0,04 0,88 0,94+0,08 107 106
Urina 0,98 1,03+0,06 1,04 1,08+0,12 105 104
1,32 1,34+0,09 1,36 1,43+0,11 102 105
0,85 0,93+0,05 0,88 0,97+0,07 109 110
Soro 0,98 0,99+0,03 1,04 1,09+0,11 101 105
1,32 1,36+0,12 1,36 1,48+0,14 103 108

*n = 3. Com a técnica de DPV
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CAPITULO 5

SINTESE DE UM NOYO MATERIAL TERNARIO
COMPOSTO POR POSS, NANOPARTICULAS DE
PALADIO E OXIDO DE GRAFENO
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CAPITULO 5 — SINTESE DE UM SILSESQUIOXANO ORDENADO E
FORMACAO DO COMPOSITO DE NANOPARTICULAS DE PALADIO E
OXIDO DE GRAFENO

5.1 INTRODUCAO

Assim como o silsesquioxano com estrutura desordenada, o silsesquioxano com
estrutura ordenada do tipo Ts-POSS, foi modificado com o pro-ligante 4-DMAP. Ambos os
materiais sdo inéditos na literatura e por possuirem caracteristicas interessantes em campos da
quimica e da ciéncia dos materiais, sdo materiais atrativos e que podem ser explorados nas mais
diversas areas. Nesse capitulo, sintetizou-se um material de estrutura do tipo poliédrica com
oito atomos de silicio rodeados em uma estrutura definida com oito grupamentos pendentes 4-
DMAP, que assim como o Si4DMAP'CI", forma um material catidnico. O material cloreto de
octakis(3-n-propil(4-dimetilamino)piridinio) silsesquioxano designado como POSS(4-
DMAP")3(Cl)s serviu como um estabilizante nanoreator de nanoparticulas de paladio. A
formagdo de um compdsito com o 6xido de grafeno também foi preparado para que possa ser

utilizado como um material modificador de eletrodos, descrito no Capitulo 6.

5.2 PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 Reagentes e Solucoes

Todos os reagentes empregados para os processos de sintese e aplicagdes sdo de grau
analitico. As solug¢des aquosas foram todas preparadas com agua ultrapura, obtidas em um
sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MQ cm. No Quadro 3 estdo

descritos os reagentes a serem utilizados durante o trabalho.
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Quadro 3: Reagentes utilizados nos processos de sintese e aplicagcdo do Capitulo 5.

Reagentes e Solventes Formula Procedéncia Pureza
(3-cloropropil)trimetoxissilano CI(CH)3Si(OCHs)3 Sigma-Aldrich >97,0%
Tolueno CsHsCH3 Across Organics 99,8%
Etanol C,HsOH Vetec >99,5%
4-(dimetilamino)piridina (CH3)2NCsHsN Sigma-Aldrich 98,0%
Acido cloridrico HCI Synth 37,0%*
Acido sulfarico H>SO4 Vetec 98%
Acetato de Paladio (1) Pd(OAc), Sigma-Aldrich 98%
Dilaurato de di-n-butilestanho C3,Hp404Sn Sigma-Aldrich 95%
Diclorometano CH,Cl, Vetec 99,5%
Borohidreto de sodio NaBH,4 Vetec 99%
Metanol CH;0H Dinamica 96%
Grafite C Sigma-Aldrich 99,99%
Nitrato de s6dio NaNO3 Dinamica 99%
Permanganato de potassio KMnO, Sigma-Aldrich >99,0%
Peroxido de hidrogénio H,0O, Dinamica 35%v/v
Acetonitrila CH;CN Merck 99,9%

*Teor dissolvido em agua

5.2.2 Procedimentos de sintese e caracterizacio dos materiais

5.2.2.1 Sintese do POSS(Cl)s e POSS(4DMAP")s(Cl)s

O POSS(Cl)s foi sintetizado de acordo com Marciniec et al. [97]. Em um baldo de duas
bocas, 150 mL de metanol e 5 mL de HCI concentrado foram adicionados e agitados durante
dez minutos. A esta solucio foram adicionados, gota a gota, 14 mL de CPTMS durante o
periodo de dez minutos sob agitacdo. A agitacdo foi continuada em temperatura ambiente por
mais 48 h. Apo6s este periodo 0,15 g de dilaurato de di-n-butilestanho foram adicionados como
catalisador de condensacao. A mistura foi mantida em temperatura ambiente por mais dois dias
até um solido cristalino branco surgir. A solucdo foi filtrada e os cristais foram coletados,

lavados com metanol e secos a vacuo. A Figura 45 ilustra o esquema reacional.
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Figura 45: Sintese do POSS(Cl)g a partir do CPTMS utilizando o catalisador dilaurato de di-n-
butilestanho.

OCH;,4

OCH,
i) ii) Ci1Has
C,H P=c”
49 ! /
HCI \SI’III\‘\\O
MeOH / Y0
C4H9 6\\(:
TCyHps

Fonte: O autor.

A reagao do POSS(Cl)s com o 4-DMAP foi feita em tolueno (soluvel tanto para o 4-
DMAP quanto ao POSS(Cl)g), seguindo alguns procedimentos experimentais aos quais ja
utilizaram o POSS(Cl)s como material de partida para a sintese de POSS cationicos com o pro-
ligante 1-metilimidazol [91,175,176]. 0,4 g (0,4 mmol) de POSS(Cl)s foram adicionados com
15 mL de tolueno em um baldo de fundo redondo com agitagdo magnética por trés minutos.
Ap6s 1,16 g (9,5 mmol) de 4-DMAP foi adicionado ao baldo em atmosfera de nitrogénio em
refluxo em um banho de 6leo. Houve a formacao de um solido viscoso com aspecto de cera de
coloracdo transparente, o qual foi lavado com CH>Cl> (3 x 20 mL) e seco em estufa a 50°C. O
material final ficou com o mesmo aspecto viscoso e com coloragdo rosa palido. A reacdo

envolvida esta apresentada na Figura 46.
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Figura 46: Sintese do POSS(4DMAP ")s(CI')s a partir do POSS(Cl)s.

o) \
R S g
0 / \
/\/\\ o / O
Cl S‘i\\\ o— S/ Cl
]
Cl\/\o/\Si\O/Si/\/\Cl
SN~ —
Tolueno /24 h X
»
N
| \
N
\ J cr cr ~ \ AN
—~ ¢r e \ - =
N \ﬁ/\//\\Si/o\\sli/vc?N /
07 7 1\\1

}\I — O\ / / cr o — N/
/@6\/\8}\\0/81\9‘ O/ \ ,
AP s 28 o2
~ Vi
N

\

Fonte: O autor.

5.2.2.2 Sintese de nanoparticulas de paldadio estabilizadas pelo POSS(4-DMAP")s(CI )s

A sintese das nanoparticulas de paladio foi realizada utilizando 1 mL de uma solugao
de Pd(OAc), 4 mmol L' em ACN e adicionados a 5 mL de uma solucio aquosa de
POSS(4DMAP*)s(CI)s de concentragdo 12,6 g L™! (3,7 mmol L™!). Deixou-se agitando por 10
minutos e adicionou-se 5 mL de NaBH4 0,02 mol L' de uma vez s6. A coloragio laranja da
solucdo desapareceu para a formacdo de uma suspensdo de coloracdo marrom claro, que

caracteriza a formagdo de nanoparticulas de paladio [177].
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5.2.2.3 Sintese do oxido de grafeno

O oxido de grafeno foi sintetizado pelo método de Hummers modificado [178—180].
Em um baldo de fundo redondo, utilizou-se 46,00 mL de H>SO4 concentrado contendo 2,014 g
de grafite em pd e 1,017 g de NaNOs. A mistura ficou mantida em banho de gelo durante 15
minutos. Apods isso, 6,017 g de KMnO4 foram adicionados lentamente ao sistema e a mistura
resultante foi mantida sob agitacdo magnética durante 75 minutos. Apds, 92 mL de agua
ultrapura foi adicionada ao sistema e apos 10 minutos mais 280 mL de dgua ultrapura quente
(~100 °C) foi adicionada ao sistema. Para finalizar, 10 mL de uma solu¢do aquosa de H>O> 30
% (v/v) foi adicionada ao sistema e manteve-se em agitacdo por mais 30 minutos. O so6lido
resultante foi separado por filtragcdo, lavado com agua ultrapura durante diversas vezes até¢ o pH

ficar neutro. O sdélido foi seco a 60 °C em estufa por 24 horas.

5.2.2.4 Obtencdo do material ternario Pd-POSS-GO

O composito ternario obtido a partir da mistura do GO com o
Pd-POSS(4DMAP")s(Cl)s foi realizado com a dispersdo de 3,0 mL de GO e 3,0 mL de
Pd-POSS(4DMAP")s(Cl)s e deixados em banho de ultrassom durante 30 minutos. Observou-

se a formagao de uma suspensao homogénea que ficou estavel durante pelo menos um ano.

5.2.2.5 Caracterizacoes dos materiais

Os espectros de UV-Vis foram coletados em uma faixa de comprimento de onda de
800 a 200 nm em um espectrofotometro ultravioleta-visivel da marca Shimadzu modelo UV-
1800 conectado ao software UVProbe (versdao 2.50). As cubetas utilizadas nas medidas foram
de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm.

As medidas de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas em um
espectrofotdmetro da marca Perkin-Elmer, modelo Spectrum-100 na faixa de 550 a 4000 cm ™.
Os espectros foram coletados utilizando a reflectancia total atenuada (ATR, do inglés,
attenuated total reflectance) utilizando 0,01 g de cada amostra para a coleta de dados.

Os espectros de 'H, *C e 2Si NMR foram coletados em um espectrdmetro de
ressonancia magnética nuclear 400 MHz da marca Varian modelo NMR AS 400 utilizando

tetrametilsilano (TMS) como referencial interno e temperatura de sonda mantida a 25 °C nas
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condi¢des tipicas de operagdo. Solubilizou-se 40 mg de cada composto em D>O ou CDCI3. O
espectro de 2°Si NMR foi coletado utilizando um tubo de Teflon ao invés de vidro.

A dispersio de PdNPs estabilizadas em Pd-POSS(4DMAP")s(Cl)s foram
caracterizadas por (-potencial utilizando um espectrometro ZetaSizer Nano ZS da marca
Malvern Instruments em temperatura de 25°C, utilizando uma cubeta com eletrodos de ouro.

As amostras de Pd-POSS(4DMAP")s(Cl)s e Pd-POSS(4DMAP ")s(Cl)s-GO foram
dispersas ultrassonicamente em etanol e uma gota foi revestida em grades de cobre com filme
de carbono para caracterizagdes de TEM. Imagens de TEM e medigdes de Difracao de Elétrons
de Area Selecionada (SAED, do inglés selected area electron diffraction) foram realizadas em
um microscopio eletronico de transmissao JEOL JEM-1011 com uma tensdo de aceleracdo de
100 kV. O software de simulagdao de microscopia eletronica JEMS foi usado para simular o
padrao de difragdo de elétrons de Pd a partir dos dados da base de dados de estruturas cristalinas
(ICSD, do inglés, Inorganic Crystal Structure Database) com o cddigo 648676. O software de
analise ImageJ foi usado para determinar o didmetro das nanoparticulas usando imagens TEM.

Os espectros Raman foram realizados utilizando um espectrometro dispersivo com
janela espectral de 180 a 2000 cm™!, resoluciio de 6 cm™! para excitagdo com a linha 785 nm de
um laser com poténcia desde 5 até 300 mW. Detector CCD TE-cooled. Modelo PeakSeeker
PRO-785 (Agiltron/Raman Systems).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Sintese e caracterizacio do cloreto de octakis(3-n-propil(4-dimetilamino)piridinio)

octasilsesquioxano — (POSS(4-DMAP")s(CI)s

A sintese do POSS(Cl)s ¢ muito conhecida na literatura através de um processo de
condensacdo do precursor CPTMS em metanol e catdlise acida. Entretanto essa sintese ¢
relativamente demorada e gera um rendimento de aproximadamente 37 %. Em 2008, Marciniec
et al. verificaram que a sintese do POSS(Cl)s pode ser realizada com um tempo muito menor
utilizando um catalisador de estanho, j& reportado em outras sinteses de diversos materiais que
utilizam a metodologia sol-gel [181]. Dessa maneira, a sintese foi obtida com sucesso, em um
tempo de quase nove vezes menor € com rendimento de sintese muito parecido (35 % vs. 27%
da sintese pioneira [182]). Desde entdo, a sintese desse precursor POSS ficou muito conhecida
pela comunidade cientifica [183]. A vantagem dessa metodologia frente as ja conhecidas, € que

se obtém o produto puro sem a formagao de oligdbmeros do tipo Tioe T2, por exemplo.
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Técnicas espectroscopicas de UV-Vis, FTIR, 'H, ’C e ?°Si NMR além das
morfologicas tais como SEM e TEM foram utilizadas para a caracterizagdo do novo POSS
sintetizado.

O cloreto de octakis(3-n-propil(4-dimetilamino)piridinio) octasilsesquioxano
[POSS(4-DMAP")3(Cl)s] foi sintetizado a partir do POSS(Cl)s. A Figura 47 mostra o espectro
de FTIR do POSS(Cl)s e do POSS(4-DMAP")s(Cl)s. Verifica-se que na regido de 1568 ¢ 1649
cm ' h4 o aparecimento dos estiramentos v (C=N") e v (C=C) referentes a incorporagio do 4-
DMAP na estrutura Ts, como pode ser observado nas indica¢des azul e laranja da Figura. O
deslocamento observado em ambas as bandas do 4-DMAP livre (v(C=N): 1518 cm™! e v(C=C):
1602 cm™') [127,184] ¢ indicativo de que houve a reagio no Nyy € ndo no Nye. Além disso,
pode-se perceber que a banda em 696 cm™! referente ao estiramento v(C—Cl) do POSS(Cl)s nio
¢ observado no espectro do POSS(4-DMAP")s(Cl)s. Dessa maneira, pode-se inferir que todos
os cloretos presentes na estrutura do material reagente foram substituidos pelos grupamentos

Npy* do 4-DMAP.

Figura 47: Sobreposicdo dos espectros FTIR do (a) POSS(Cl)y e do
(b) POSS(4-DMAP ")3(CI")s obtidos em modo ATR.
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Fonte: O autor.
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A quantidade de cloretos, contra-ions presentes no material final, foi obtida a partir de
andlise de cromatografia idnica de ions cloreto, como pode ser visto no cromatograma na Figura
48. A quantidade de cloretos determinada por grama de material foi de 2,36 + 0,02 mmol de
CI'/ g. Este resultado corrobora com uma quantidade de 8 mols de cloreto por mol do material
(MMca = 3372 g/mol). Desta forma, pode-se inferir que os oito grupos pendentes do POSS(Cl)s

foram trocados por grupamentos 4-DMAP em uma reacgao de substituicao.

Figura 48: Cromatograma ionico de ions cloreto do POSS(4-DMAP")s(CI')s.
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Fonte: O autor.

Na Figura 49, pode-se verificar os espectros na regido do UV-Vis da 4-DMAP,
Si4DMAP'CI™ ¢ POSS(4-DMAP ")s(Cl)s. Comparando o espectro do material sintetizado no
capitulo 3 com o POSS desse capitulo, pode-se verificar que nao ha diferenca das bandas de
transi¢do situadas em 288 nm referentes a transicao n-n*, indicando que o material resultante
possui em sua estrutura as cargas positivas que estdo penduradas sob os oito grupos pendentes

na estrutura Ts.
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Figura 49: Espectros UV-Vis da 4-DMAP, Si4dDMAP'Cl™ e POSS(4-DMAP")3(Cl)s obtidos
em solugdes aquosas.
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Fonte: O autor.

Os espectros de 'H NMR do POSS(Cl)s e do POSS(4-DMAP)s(CI™)s estdo mostrados
na Figura 50. Os hidrogénios referentes ao grupamento cloropropil estdo indicados pelos
numeros 1, 2 e 3 da Figura 50A. Os deslocamentos quimicos observados em 0,78-0,81 ppm
com um tripleto (16 H, Si-CH>-); 1,88-1,84 ppm com um quintupleto (16 H; Si-CH»-CH>-) e
3,53-3,51 ppm com um tripleto (16 H, Si-CH»-CH»-CH>-Cl). A reacao do POSS(Cl)s com o 4-
DMAP foi verificada e outros trés sinais apareceram ao espectro de 'H NMR, referentes aos
hidrogénios do pro-ligante 4-DMAP, como pode ser visto na Figura 50B. Os deslocamentos
quimicos referente ao grupamento n-propil diretamente ligado ao silicio estdo em 6(0,42-0,47
ppm, 16 H); 8(1,74-1,79 ppm, 16 H); 5(3,93-3,97 ppm, 16 H). Os sinais observados para os
hidrogénios adjacentes ao Npy" encontram-se em regides mais desblindadas 8(7,87-7,83 ppm,
16 H) e 9(6,74-6,70 ppm, 16 H), enquanto os hidrogénios dos dois grupamentos metil,
diretamente ligados ao nitrogénio, aparecem em 6(3,03-3,01 ppm 32 H). A mudanca nos valores
dos sinais de ressonincia do material sintetizado comparados aos valores do 4-DMAP puro

revelam o sucesso no processo sintético do POSS(4-DMAP)s(Cl)s.
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Figura 50: Espectros de 'H NMR do (A) POSS(Cl)s e (B) POSS(4-DMAP*)s(Cl)s obtidos em
CDCIs e D0, respectivamente.
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Fonte: O autor.

Os trés sinais observados no espectro de '3C NMR do POSS(Cl)s (Figura 51A)
referem-se aos trés carbonos metilénicos presentes nos oito grupamentos pendentes da estrutura
Tg do POSS com deslocamentos quimicos em 9,35 ppm (Si-CH»-), 26,26 ppm (Si-CH»-CH>-)
e 47,07 ppm (Si-CH2-CH2-CH>-Cl). Ap6s a reagao do POSS(Cl)s com o 4-DMAP, a formagao
do POSS(4-DMAP")s(Cl)s ¢ confirmada a partir dos deslocamentos quimicos observados em
59,56 ppm referente ao carbono ligado ao Ny ", confirmando a reagio, € os sinais dos carbonos
do anel piridinico que sofreram deslocamentos quimicos quando comparados ao 4-DMAP livre.
Enquanto o carbono 4 sofre um deslocamento para regides mais blindadas, o carbono-5
deslocou-se para regides mais desblindadas, o que pode ser explicado pelo efeito da carga
positiva no Npy que deslocou a densidade de carga no anel, para os carbonos adjacentes. Na
Figura 51B(b) verifica-se o espectro de DEPT (do inglés, distortionless enhancement by
polarization  transfer) realizado com 4ngulo de 135°, do NMR de ©“C do
POSS(4-DMAP")s(Cl)s. Tal técnica foi projetada para melhorar a sensibilidade de anélises de
NMR para nucleos de 1*C e de '°N, e é comumente utilizada para determinar multiplicidades
de carbono, onde no experimento de DEPT 135°, por exemplo, grupos CH e CH3 apresentam
sinais positivos, grupos CH» apresentam sinal negativo e carbonos quaternarios ndo apresentam
sinal [185]. Observa-se pela Figura 51B(b), que o sinal em 156 ppm, referente ao carbono
quaternario do anel piridinico ndo pode ser observado no espectro de DEPT 135°. Além disso,

todos os sinais de carbono metilénicos apresentam sinais negativos com 0S mesmos
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deslocamentos quimicos observados anteriormente. Os sinais do carbono do anel e as metilas
ligadas ao nitrogénio, estdo em posi¢do positiva no espectro, confirmando, portanto, os sinais

observados pelo espectro de '*C NMR (Figura 51B(a)).

Figura 51: Espectros de '>C NMR para o (A) POSS(Cl)s e (B) POSS(4-DMAP*)s(Cl)s (a) sem
o DEPT e (b) com o DEPT 135 obtidos em CDCI3 e D>O respectivamente.
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Fonte: O autor.

O ambiente quimico do silicio tanto no POSS(Cl)s quanto no POSS(4-DMAP")s(CI")s
foram confirmados através do Si NMR. Para o POSS(Cl)s a analise foi realizada em estado
solido utilizando a técnica CP-MAS, uma vez que o composto foi obtido na forma soélida. Ja
para o POSS(4-DMAP")s(Cl)s ndo foi possivel a obten¢do do mesmo na forma cristalina,
portanto a analise precisou ser feita em estado liquido, em D>O. Verifica-se que o ambiente
silicico do material resultante nao se alterou apds a funcionalizagdo, observado pelo tnico sinal
no RMN, como pode ser visto na Figura 52. Esse sinal em -66 ppm, ¢ caracteristico de um

ambiente quimico da unidade T? do silicio.

0
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Figura 52: Espectro de *Si NMR do (A) POSS(Cl)s utilizando a técnica CP-MAS e (B)

POSS(4-DMAP")s(Cl")s em D:0.
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Fonte: O autor.

As imagens de TEM do POSS(Cl)s quanto do POSS(4-DMAP")s(Cl)s estdo

mostradas na Figura 53. As imagens de TEM mostram zonas escuras que representam zonas

ricas em POSS (devido a presenca de atomos de silicio, as densidades eletronicas sdo maiores)

[186]. As gaiolas de POSS tém uma area de superficie especifica e energia de superficie

maiores, fazendo com que o POSS esteja em um estado de alta ativacdo, formando agregados

de POSS [187]. A andlise de imagem das micrografias TEM mostrou a estrutura interna dos

clusters POSS. A morfologia lamelar foi preservada, mesmo apds a modificagcdo do precursor

com o grupamento 4-DMAP [188].
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Figura 53: Imagens de TEM do (A) POSSCls ¢ (B) POSS(4-DMAP")3(Cl )3
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Fonte: O autor.

As imagens de SEM, juntamente com os espectros de EDS do POSS(Cl)s quanto no
POSS(4-DMAP")s(Cl)s estio mostradas na Figura 54. Nessa magnitude, pode-se observar que
o material inicial de sintese possui morfologia compacta aglomerada de lamelas cubicas (Figura
54A). Além disso o espectro de EDS mostra as energias de ligagdo referentes ao Si, O, C e Cl.
O material modificado, mostrado na Figura 54B ndo perde a esséncia do POSS inicial. Nao se
observa diferenca significativa na morfologia dos materiais, dessa maneira, mantendo-se a

morfologia final de um material do tipo POSS.
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Figura 54: Imagens de SEM do (A) POSS(Cl)s e do (B) POSS(4-DMAP")g(Cl ) juntamente
com os espectros EDS dos materiais.
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Fonte: O autor.

5.3.2 Sintese de nanoparticulas de palddio estabilizadas em POSS(4-DMAP*)s(CI)s

O material com estrutura resolvida na se¢do anterior foi utilizado como um agente
estabilizante de nanoparticulas de palddio. Exemplos de POSS existentes na literatura que
também utilizam dessa estrutura para a estabilizacdo de nanoparticulas sdo bastante relatadas
[99,189,190].

Dentre os precursores de sais de palddio disponiveis, o PdCl, foi escolhido em um
primeiro momento. Portanto, a estratégia inicial foi preparar PdNPs utilizando o
POSS(4-DMAP")s(Cl)s como agente estabilizante e PACl> como fonte de ions Pd**. A redugio
do Pd*" para Pd® ocorreu com a mudanca de coloragdo da solu¢do do precursor metalico, de
laranja claro, para marrom, caracteristico de PANPs. Infelizmente, a dispersdo ficou instavel no
decorrer de duas horas e voltou a sua coloracdo laranja claro (que € caracteristico do precursor
de paladio). Isso pode ser explicado pela alta constante total de estabilidade do complexo
[PACL4]*> (log Ps= 11,54) [191]. Como o cloreto é o contra-ion da solugdo de
POSS(4-DMAP")s(Cl)s, os cloretos presentes na solugdo deslocam o equilibrio do sal de

paladio para a formagdo do complexo tetracloropaladato(II), tornando a dispersao instavel.
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Dessa maneira, utilizou-se outro precursor de paladdio para a realizacdo da sintese. O
acetato de paladio foi escolhido para essa finalidade, uma vez que a constante de equilibrio do
acetato de palddio € menor, ¢ por isso, a reducdo do paladio no meio da suspensdo de
POSS(4-DMAP")s(Cl")s portanto, poderia ficar mais estavel. Isso é o que foi observado e
verificado pela espectroscopia UV-Vis. Observa-se o desaparecimento da banda d-d do
precursor de paladio (Pd*") apods a reducdo, formando Pd’, que niio apresenta nenhuma banda
plasmonica. As tUnicas bandas presentes no espectro da dispersao de Pd-POSS ¢ a do
estabilizante, como ja verificado na Figura 55 com as devidas atribui¢des. Dessa maneira, tem-
se o indicativo de que o paladio foi reduzido e esta estabilizado pelo material POSS formando

uma dispersao estavel, evidenciado pela coloracdo marrom claro.

Figura 55: Espectros UV-Vis do (a) Pd(OAc); e (b) Pd-POSS
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Fonte: O autor.

A Figura 56 mostra o TEM e o histograma do tamanho das nanoparticulas da dispersao
das PANPs estabilizadas pelo POSS(4-DMAP")s(Cl )s. Verifica-se que as nanoparticulas tém
formato esférico e encontram-se dispersas no POSS. O tamanho médio das nanoparticulas foi
de 3,03 + 0,53 nm, de acordo com o histograma de distribui¢cdo das nanoparticulas, inserido na
Figura 56. Dessa maneira, pode-se concluir que o POSS sintetizado tem habilidade de
estabilizar nanoparticulas sem aglomerar, sendo estavel em pelo menos 14 meses (desde o inicio

da primeira sintese).
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Figura 56: Imagens de microscopia de transmissao das nanoparticulas de paladio estabilizadas
em POSS. Inserido: Histograma do tamanho médio das nanoparticulas obtidas através da
contagem de 230 particulas obtidas de diversas imagens de TEM.

20 nm

Fonte: O autor.

Com a realizacdo de medidas de potencial- pode-se estimar o tipo de estabilizagdo e
a estabilidade da dispersdao de PANPs. Desta maneira, realizou-se o ensaio somente do POSS(4-
DMAP)s(Cl )z € da dispersdo Pd-POSS(4-DMAP)s(Cl)s. Os valores obtidos foram de +26,7
mV para o material POSS e de +33,9 mV para a suspensdo das nanoparticulas. Estes resultados
sugerem que as nanoparticulas estdo com cargas positivas em sua superficie, e desta maneira
podem minimizar a agregagao devido a repulsdo eletrostatica. A Figura 57 mostra um esquema

de como as nanoparticulas podem estar sendo estabilizadas no silsesquioxano.
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Figura 57: Representacdo esquematica da estabilizagdo das nanoparticulas de paladio pelo
POSS(4-DMAP")s(Cl)s
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Fonte: O autor.

5.3.3 Obtenciao do material ternario PANPs/POSS/GO

As caracteristicas morfologicas e estruturais das PdNPs estabilizadas em
POSS(4-DMAP )s(Cl )3 juntamente com o GO foram examinadas por TEM e SAED. Na Figura
58A pode-se visualizar a morfologia das folhas ultrafinas de GO, a formacdo de camadas
semelhantes a folhas de grafeno bem esfoliadas e dispersas apresentando amassamentos
parciais. Inserido a Figura esta o padrao SAED do GO. Quando GO ¢ adicionado a suspensao
de Pd-POSS(4-DMAP")s(Cl')s verifica-se que as nanoparticulas nido sofrem alteragdo na
morfologia e tamanho, como pode ser visto nas Figura 58B, C e D, em diferentes
magnifica¢des. A distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de Pd foi obtida com base nas
imagens de TEM (Figura 58E), selecionando-se aleatoriamente cerca de 200 nanoparticulas,
utilizando o programa de processamento de imagens Image]. O tamanho médio das

nanoparticulas de Pd ¢ de cerca de 3,04 £ 0,58 nm. A natureza policristalina das nanoparticulas
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de Pd foi observada a partir do padrao SAED. Além disso, a investigagdo estrutural foi realizada
para confirmar a presenga de Pd pelas simulagdes de difragdo de elétrons usando um software
de analise JEMS. A Figura 58F demonstra os padrdes de difragdo de elétrons simulados com
indices de Miller marcados e intensidades de anel. Como os resultados das simulagdes, o padrao
de difracdo de elétrons investigado combina bem com a estrutura cubica de face centrada do
paladio [192].

Figura 58: Imagens de TEM (A) do GO (inserido: perfil SAED do GO); (B) Pd-
POSS(4DMAP")s/GO com magnificagdo em 10 x; (C e D) 200 x (E) Histograma da distribui¢do
das nanoparticulas de paladio no composito formado e (F) o perfil SAED das PANPs no
composito formado.
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Fonte: O autor.
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O GO apresenta duas bandas caracteristicas no espectro Raman, mostrado na Figura
59. Uma banda G situada em 1600 cm™' € um abanda D em 1330 cm™'. Essas duas bandas sdo
atribuidas a vibragdo em fase da rede do GO ¢ as desordens estruturais nas bordas da folha de
GO, respectivamente. A banda D esta relacionada aos defeitos devido aos dtomos de carbono
tetraédricos, a banda G ¢ atribuido a vibragao dos hexagonos formados pelos carbonos trigonais
sp”. Essas bandas que correspondem a vibrag¢io em fase ativa de Raman dos 4tomos de carbono
ligados sp” e estdo intimamente relacionadas a tensdo com diferentes camadas grafiticas. A
razao Ip/lg € uma medida da densidade dos defeitos da folha de GO e grau de desordem das
estruturas de carbono. A relagdo Ip/Ig para GO foi de 1,24, enquanto para o POSS-GO foi de
1,06 e para o Pd-POSS-GO 0,96, o que implica que as cargas positivas do POSS estao
interagindo e impondo um grau estrutural maior para o compdsito, assim como as
nanoparticulas de paladdio, diminuindo ainda menos o valor da razdo, deixando o material mais

organizado estruturalmente.

Figura 59: Espectro Raman para (a) GO; (b) POSS-GO e (c) Pd-POSS-GO.
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CAPITULO 6

DETERMINAGAO SIMULTANEA DE CLONIDINA E

NOREPINEFRINA UTILIZANDO O MATERIAL TERNARIO
Pd/POSS/G0
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CAPITULO 6 - DETERMINACAO SIMULTANEA DE CLONIDINA E
NOREPINEFRINA UTILIZANDO MATERIAL TERNARIO PD/POSS/GO

6.1 INTRODUCAO

Nesse capitulo serd abordada a determinagao inédita do farmaco clonidina juntamente
com a catecolamina/norepinefrina. A determinagdo simultanea desses dois analitos também ¢
de suma importincia, uma vez que a clonidina compete com a norepinefrina para se ligar ao
receptor a-adrenérgico, fazendo com que a determinagdo simultanea dos dois analitos tragam
respostas ao tratamento anti-hipertensivo de pacientes que tenham resisténcia ao medicamento,

tornando um diagndéstico biomédico rapido, preciso e de confianga.

6.2 PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1 Materiais e Métodos

Os reagentes utilizados sao todos de grau analitico comprados pela Merck/Sigma-
Aldrich: Clonidina (CoHoCl2N3-HCI, Sigma-Aldrich, > 98,0 %), (—)-Norepinefrina (CsH11NOs3,
Sigma-Aldrich, 98%), hexacianoferrato(Il) de potassio (Sigma-Aldrich, 99,0%),
hexacianoferrato(IIl) de potassio (Sigma-Aldrich, 98,5%).

A amostra de soro sanguineo sintética foi preparada de acordo com um protocolo
estabelecido na literatura [135]. Os reagentes foram todos adicionados em um baldo
volumétrico de 250 mL: NaCl (1,3 g), NaHCO; (0,16 g), glicina 52 (2,3 mg), triptofano (3,5
mg), tirosina (3,7 mg), serina (3,2 mg), fenilalanina (6,6 mg), lisina (9,1 mg), histidina (6,3
mg), acido aspartico (0,029 g), arginina (10 mg), alanina (9,1 mg) e cisteina (7,0 mg). Todos os
aminoacidos utilizados foram utilizados como isdbmeros L.

A urina sintética utilizada foi a Surine™ Negative Urine Control, um material de

referéncia certificado (Sigma-Aldrich).
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6.2.2 Construcio das plataformas eletroquimicas utilizando Pd-POSS(4DMAP")s(Cl)s
e GO

As diferentes plataformas eletroquimicas foram construidas pelo método drop-coating.
No total foram cinco plataformas eletroquimicas construidas para o estudo comparativo da
resposta eletroquimica da NOR e CLO frente a estas diferentes arquiteturas: GCE, GCE/POSS;
GCE/POSS/GO; GCE/Pd-POSS e GCE/Pd-POSS/GO. Para todas as arquiteturas eletrodicas
estudadas gotejou-se 5 L sobre a superficie do carbono vitreo e deixou-se secar durante 10

minutos em estufa a 40°C.

6.2.3 Eletroquimica da clonidina e norepinefrina

Medidas de voltametria foram realizadas nas cinco diferentes plataformas
eletroquimicas citadas no item 6.2.2. Todas as medidas foram realizadas em uma célula
contendo 10,0 mL de eletrdlito de suporte, na faixa de pH compreendida entre 5,0 a 10,0 para
a CLO e 5,0 a 8,0 para a NOR, todos a temperatura ambiente (23 + 1 °C). Foram realizados
estudos de velocidade de varredura, efeito de pH e o tratamento de dados foi obtido a partir
dessas medidas. Os parametros da técnica voltamétrica escolhida foram otimizados e utilizados
na construcao de curvas de calibracao para NOR e CLO.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
EmStat2® (Palm Instruments BV, The Netherlands), interfaceado a um computador com o
software PSTrace versdo 5.3 para a aquisicdo e processamento de dados. Uma célula
eletroquimica convencional de trés eletrodos foi utilizada, sendo o eletrodo de calomelano
saturado, SCE (do inglés, saturated calomel electrode) como eletrodo de referéncia; fio de
platina como contra-eletrodo, e os eletrodos de trabalho, os cinco citados anteriormente.

A determinagdao de NOR e CLO em amostras sintéticas de urina e soro foi realizada
de acordo com o seguinte procedimento: uma aliquota de 100 pL. da amostra foi adicionada em
tampao B-R (pH 7,0) com uma concentragdo conhecida de NOR e CLO. A quantificacdo foi
realizada por condi¢des voltamétricas de onda quadrada otimizadas com adi¢des sucessivas de

solucdes padrdao de NOR e CLO.
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6.2.4 Método comparativo: Espectrometria UV-Vis

A espectrometria na regido do UV-Vis foi escolhida como o método comparativo para
avaliar a exatiddo do novo método proposto. Para isso, foi utilizado um Espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, Japao) com largura de banda espectral de 0,2 nm e resolugdo
de 1,0 nm, controlado por computador com software UVProbe (versao 2.50). A analise foi
realizada em uma célula de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. Para a anélise, as amostras
foram submetidas ao mesmo tratamento e diluigdo descritos na se¢do anterior. Diferentes
aliquotas das amostras enriquecidas e 2,5 mL de tampao B-R (pH 7,0) foram adicionados a
célula e os espectros foram coletados em uma faixa de comprimento de onda de 200-400 nm.
A absorbancia maxima foi monitorada em um comprimento de onda de 254 nm para a CLO

como ja reportado [109], assim como em 279 nm para a NOR.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Caracterizacio eletroquimica das diferentes plataformas eletroquimicas

Diferentes plataformas eletroquimicas foram construidas e avaliadas frente a EIS. A
Figura 60 mostra os espectros de impedancia eletroquimica para as cinco diferentes plataformas
eletroquimicas frente a sonda K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s em KCI1 0,1 mol L™! juntamente com o
circuito obtido. Observa-se que o comportamento a resisténcia a transferéncia de carga da
plataforma eletroquimica contendo Pd-POSS/GO ¢ o menor de todas as arquiteturas eletrodicas
estudadas (Ret = 344 Q), seguida da Pd-POSS (Ret = 392 Q), verificando que as PANPs tem
forte influéncia em facilitar a transferéncia de carga. Além disso, o eletrodo somente com POSS
teve pouca influéncia frente ao GCE ndo modificado. Entretanto, quando modificado com
POSS em jung¢do com o GO, teve-se um aumento em 135 Q com relagdo ao GCE limpo, que
pode estar relacionado a repulsdo das cargas da sonda e as cargas negativas do GO fazendo com
que a transferéncia de carga fosse dificultada entre o eletrodo e a sonda redox. Além disso, o
filme formado na superficie do eletrodo pode ndo estar homogeneamente disperso e pode

dificultar a transferéncia eletronica.
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Figura 60: Espectros de Impedancia Eletroquimica das diferentes plataformas eletrodicas: (a)
GCE; (b) GCE/POSS; (c) GCE/POSS/GO; (d) GCE/Pd-POSS; (e) GCE/Pd-POSS/GO.
Inserido: Circuito equivalente onde: Rs =resisténcia da solugdo; Ret =resisténcia a transferéncia
de carga; Zw = Impedancia de Warburg e Cq = capacitancia da dupla camada.
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Fonte: O autor.

6.3.2 Comportamento eletroquimico da NOR e CLO nas plataformas eletroquimicas

Ensaios voltamétrico foram realizados para verificar a influéncia de cada material na
resposta eletroquimica da NOR e CLO, desta forma, foram testadas as mesmas arquiteturas
eletrodicas estudadas na impedancia. Na Figura 61 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos
das diferentes plataformas utilizando o tampdo B-R pH 7,0 com 25 pmol L' de NOR e 20 umol
L' de CLO, em uma janela de potencial de — 0,1 V até 1,4 V, pode-se observar que utilizando
a arquitetura eletrodica GCE/Pd-POSS-GO, a NOR apresentou um par de picos reversivel € um
pico irreversivel para a CLO. Além disso, essa mesma plataforma apresentou sinais mais
definidos e a maior resposta de corrente de ambos os analitos. O GCE/Pd-POSS foi a plataforma
que, em seguida, apresentou maior definicdo nos sinais da voltametria ciclica para a NOR e
CLO, mostrando a eficacia das PANPs nessa resposta. As demais plataformas apresentaram
sinais menos pronunciados para a CLO e NOR, além de uma menor defini¢do no sinal

voltamétrico para a NOR (comportamento quase-irreversivel).
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Figura 61: Comportamento eletroquimico da NOR e CLO nas plataformas eletroquimicas: (a)
GCE; (b) GCE/POSS; (c) GCE/POSS/GO; (d) GCE/Pd-POSS; (e) GCE/Pd-POSS/GO.

(a) ¢

(b)

- 2 .
- 24 -
L} - 2_
1,
0 01
0,4 0,0 0.4 0.8 12 L6 204 0,0 0,4 0,8 12 16
Evs. SCE/V Evs. SCE/V
(C) 16 d
( ) 25_
124 5.
ol 151
< <
== -t
104
e =
5_
04 0-
04 00 04 038 12 1,6 04 00 04 0.8 12 1,6
Evs. SCE/V Evs. SCE/V
(e)
251
20
154 CLO
5
o
— NOR
5_
01 o e e T
i . . . :
04 0,0 04 0.8 1.2 16
Evs. SCE/V

Fonte: O autor.

Pela andlise da Figura 61 ¢ possivel observar diferentes comportamentos
eletroquimicos para NOR, porém o mesmo comportamento irreversivel para a CLO. Na
literatura sdo observados diferentes comportamentos para a NOR, dependendo do sensor
proposto. Jaiswal e Tiwari (2021) verificaram um comportamento irreversivel para a NOR,
indicando que a reversibilidade do processo pode estar sendo influenciada pelo material que foi

modificado, nesse caso com quantum dots de grafeno dopados com enxofre [193]. Em
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contrapartida, Zhang et al. (2009) observaram um comportamento reversivel da NOR atrelado
ao processo de oxidagdo dos grupamentos fenolicos presentes no analito utilizando um material
supramolecular, calix[4]arene 4-¢étercoroa [194]. Dessa forma, a plataforma eletroquimica que
apresentou o melhor compromisso entre o perfil voltamétrico e a intensidade de corrente foi
GCE/Pd-POSS/GO. O desempenho eletroquimico aprimorado das interagdes Pd-POSS/GO
formada pela juncao dos trés materiais e a formac¢ao do compdsito que podem ser atribuidos a
condutividade do GO, rapida transferéncia de elétrons das PANPs e capacidade de reutilizagao
e propriedades de alta estabilidade do material POSS. Portanto, os proximos estudos foram

conduzidos com a plataforma eletroquimica GCE/Pd-POSS/GO.

6.3.3 Estudo de pH na resposta eletroquimica da NOR e CLO

Para avaliar o efeito do pH na resposta eletroquimica da CLO e NOR sobre a superficie
do GCE/Pd-POSS/GO, variou-se os valores de pH de ambos os analitos individualmente, de 5
até 10 paraa CLO, e de 5 até 8 para a NOR. Na Figura 62, verifica-se os voltamogramas ciclicos
da NOR e CLO. Pode-se verificar que o aumento dos valores de pH faz com que os potenciais
de pico sejam deslocados para valores mais negativos. A CLO possui um valor de pK. de 7,7
[195], enquanto que a NOR possui trés valores de pKa: pKai= 8,64 (HsNA'= HaNA); pKax =
9,70 (H-NA= HNA") e pKas = 13,0 (HNA = NA?) [196]. O sinal de corrente vai diminuindo
a medida que se aumenta os valores de pH quanto mais proximo se chega ao valor de pKa de
cada analito. Isso pode ser explicado pelas espécies que estao disponiveis para sofrer as reagdes
de oxirredug¢do naquele intervalo de potencial aplicado, ou seja, a porcentagem de espécies

eletroquimicamente ativas.
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Figura 62: (A) Voltamogramas ciclicos e; (B) Grafico de correlacdo entre o potencial de pico
e o valor de pH para a CLO do pH 5 ao 10; (C) Voltamogramas ciclicos e (D) Graficos de
correlacdo entre o potencial de pico e o valor de pH para a NOR do pH 5 ao 8 Todas as medidas

foram feitas em tampao B-R 0,1 mol L™!
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Fonte: O autor.

A relagdo entre o potencial de pico e os valores de pH sao mostradas na Figura 62B
para a CLO. Ocorre uma relagdo linear entre o potencial de pico de oxidagdo da CLO
estabelecida pela equagio da reta: Ey, =—0,0568 pH + 1,44 (R? = 0,984). Assim como na Figura
62D, a variacdo dos potenciais de pico de oxidacao e redugdo da NOR sofrem variagdes
descritos pelas equagdes: Eyo = —0,048 pH +0,604 (R = 0,986) e E, =—0,050 pH +0,557 (R? =
0,985). Verifica-se que para ambos os casos os potenciais de pico sofrem variagdo negativa com
o aumento dos valores de pH. As inclina¢des de 56,8 mV pH ! paraa CLO e de 48 mV pH ' e
50,0 mVpH ! para a NOR descrevem o comportamento Nerstiano [197,198], indicando o
mesmo numero de mols de elétrons e protons transferidos nas reagdes de oxirredugdo de ambos
os analitos. Como o foco do trabalho é determinacdo de CLO e NOR simultaneamente, de

acordo com os voltamogramas mostrados na Figura 62, a resposta apropriada que define
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potencial de pico e resposta de corrente para ambos ¢ o valor de pH 7,0. Por isso os proximos

estudos foram conduzidos nesse valor de pH no eletrdlito tampao B-R 0,1 mol L.

6.3.4 Estudo da Velocidade de Varredura

Os comportamentos eletroquimicos da NOR e CLO foram estudados individual e
simultaneamente sobre a superficie do GCE/Pd-POSS-GO sob diferentes velocidades de
varredura. Os voltamogramas referentes a NOR estdo apresentados na Figura 63A. Verifica-se
o comportamento reversivel da NOR, com potenciais de pico de oxidagdao em +0,25 V e de pico
de reducao +0,18 V. Observa-se que os potenciais de pico de oxidacdo e de reducdo ndo se
alteram com a variacdo da velocidade de varredura, caracteristico de processos eletroquimicos
reversiveis [149]. As correntes de pico anddica e catddica aumentam linearmente com a o
aumento da velocidade de varredura na faixa de 10 a 200 mV s'. A partir desses dados,
plotando-se os graficos de logaritmo da corrente de pico anddica (log Ip.) e logaritmo da
corrente de pico catodica (log Ic) versus o logaritmo da velocidade de varredura (log v) (Figura
63B), observa-se um comportamento linear com equacdes das retas representadas por: log Ipa =
0,535 log v — 4,823 (R* = 0,985) e log I,c = 0,738 log v — 4,627 (R* = 0,982) para a NORx e
NOR(eq, respectivamente. Utilizando das mesmas dedugdes observadas na secao 4.3.5, verifica-
se que o processo de oxidacdo da NOR ¢ difusional, observado pelo coeficiente angular
proximo de 0,5, enquanto o processo de reducdo ha uma mistura de difusdo e adsor¢do (a =
0,73). Dessa maneira, de forma individual, tem-se que a etapa determinante da velocidade da
reacdo da NOR sob a superficie do eletrodo modificado ¢ difusional com contribuicdo da
adsor¢do. Alguns exemplos na literatura relatam esse mesmo comportamento misto de
transporte de massa [199,200].

Figura 63: (A) Voltamogramas ciclicos para NOR 25 pmol L' sobre GCE/Pd-POSS-GO em
solu¢ao tampao B-R (pH 7,0) em diferentes velocidades de variagao de potencial (10 — 200

mVs ') e (B) relagio entre log Ipa € Ipc vs. log v.
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O mesmo estudo foi feito para a CLO, utilizando o eletrodo GCE/Pd-POSS-GO,
individualmente. Observa-se pela Figura 64A os voltamogramas ciclicos do processo de
oxidac¢ao irreversivel da CLO, sendo que a corrente de pico anddico aumenta com o aumento
da velocidade de varredura. Fazendo o tratamento de dados, na Figura 64B observa-se que o
log Ia vs. log v é linear com equacdo da reta representada por: log I,a = 0,605 log v — 4,345 (R?
= 0,995). Dessa maneira, pode-se concluir que o processo difusional é a etapa limitante da
reacdo de oxidagdo da CLO sobre a superficie do eletrodo modificado.

Com relagdo ao tratamento de dados obtidos com os potenciais de pico de oxidagao e
o logaritmo neperiano da velocidade de varredura, pode-se verificar na Figura 64C que o
potencial varia com o In v em duas regides lineares. A regressao linear obtida para na primeira
faixa é expressa por: Epo / V =0,0436 In v +1,03 (R? = 0,998). Correlacionando com a equagio
de Laviron [152], para uma reagao irreversivel, utilizando o valor de 0,5 para o coeficiente de
transferéncia de elétrons, obtém-se que o nimero elétrons transferidos na reacao de oxidagao

da CLO ¢ igual a 1,17, ou seja, aproximadamente 1.

Figura 64:(A) Voltamogramas ciclicos para a CLO 20 umol L™! sobre GCE/Pd-POSS-GO em
solu¢ao tampao (pH = 7,0) em diferentes velocidades de varredura de potencial; (B) Relagao
entre o log I vs. log v e (C) Relacdo entre Epo vs. In v.
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Quando se faz o estudo da velocidade de varredura da NOR e CLO simultancamente,
verifica-se que ambos 0s comportamentos individuais permanecem, ou seja, cada analito
permanece com as mesmas caracteristicas eletroquimicas de transporte de massa, como pode
ser observado na Figura 65. Os potenciais de pico de ambos sofrem pequenas variagdes, mas
que ndo alteram o comportamento reversivel da NOR e nem o irreversivel da CLO sobre o
GCE/Pd-POSS/GO. Dessa maneira, pode-se dizer que ambos os analitos ndo influenciam na

resposta eletroquimica um do outro quando estudados simultaneamente.

Figura 65: (A) Voltamogramas ciclicos da NOR e CLO simultaneamente em diferentes
velocidades de varredura; Relagdo entre log I vs. log v para (B) o processo reversivel da NOR;
(C) o processo da CLO e (D) Relagao entre o Eyo vs. In v para a CLO.
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Comparando os resultados obtidos nessa se¢do com os obtidos na se¢do anterior, que
mostra que o mesmo nimero de mols de protons e elétrons estdo envolvidos na reagdo de cada

espécie quimica de interesse, pode-se afirmar que a NOR sofre uma reacao reversivel com a
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transferéncia de 2 H" ¢ 2¢” e a CLO com a transferéncia de 1H" e le". Portanto, as reagdes
propostas que ocorrem na superficie do eletrodo GCE/Pd-POSS/GO estdo mostradas na Figura
66.

Os resultados observados para a NOR corroboram com a literatura existente para esse
analito [201,202]. Entretanto, para a CLO, como € um estudo eletroquimico inédito, ndo se tem
informagdo sobre o mecanismo que realmente pode ocorrer. Propde-se nesse trabalho a saida
do proton e um elétron da unidade -NH que estd mais perto do centro aromatico e dos dois
centros retiradores de elétrons (grupamentos -Cl). Dessa maneira, hd a formagdo de CLO
radical, como mostrado na Figura 66B. Nao se sabe se espécie formada pode ser reativa e formar
um dimero. Assim como, ndo se encontrou na literatura estudos eletroquimicos com essa classe
de farmacos para que se tenha uma nog¢ao sobre o mecanismo esperado. Vale ressaltar que esse
estudo € uma suposi¢do, uma vez que mais estudos atrelados a um espectrometro de massas,
coulometria /ou espectroeletroquimica devem ser feitos para a confirmagao desse mecanismo

de oxidacao.

Figura 66: Esquema de reagao da (A) NOR e (B) CLO no GCE/Pd-POSS/GO de acordo com
os dados obtidos.
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Fonte: O autor.
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6.3.5 Otimizacao dos parametros da voltametria de onda quadrada (SWYV)

Escolheu-se a SWV como técnica voltamétrica para o desenvolvimento do método de
determinagdo da NOR e CLO simultaneamente. A otimizagao dos parametros experimentais da
técnica tais como frequéncia, amplitude de pulso e incremento de potencial, foram verificadas
e estdo plotadas na Figura 67. Variando-se a frequéncia de 20-80 Hz; o incremento de potencial
de 5-10 mV; e a amplitude de pulso de 10-90 mV, escolheu-se os valores de /= 70 Hz; a = 40
mV; AEs = 6 mV. Pelos voltamogramas obtidos, pode-se verificar que as respostas de corrente

e o perfil voltamétrico influenciaram muito na escolha desses valores otimizados.

Figura 67: Otimizacao dos parametros da SWV. (A) frequéncia; (B) amplitude de pulso e (C)

incremento de potencial.
@)
24

20
164
< 124
~
z 84
Z
—
44
04
-0,3 010 0:3 0:6 0:9 1:2 1,5
(B) Evs.SCE/V
30
254
20
< s
~
z
—" 104
5 4
0‘ HV T T T T
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
© Evs. SCE/V
70
60
50
401
e
— 304
Ed
" 204
104
0<

03 00 03 06 09 12 1,5
Evs.SCE/V

Fonte: O autor.



129

6.3.6 Caracteristicas Analiticas

Com os parametros da SWV otimizados, construiu-se curvas de calibragdo para a NOR
e CLO simultaneamente mediante adi¢cdes de aliquotas de solugdo padrdo ao eletrdlito de
suporte. A Figura 68A apresenta os voltamogramas de onda quadrada da curva de calibragdo
simultdnea de NOR e CLO. Foram observados picos voltamétricos definidos em +0,23 V ¢
+1,10 V para a NOR e CLO, respectivamente. Observou-se que as intensidades de corrente
aumentam proporcionalmente com o aumento da concentragdo para ambos os analitos no
intervalo de 0,1 a 8,0 umol L' As curvas de calibracio estio plotadas na Figura 68B.

Para a NOR, obteve-se a regressao linear através da equagdo Isw / pA = 2,96 [NOR]
+2,47 x 107° (R? = 0,983), enquanto para a CLO a regressdo linear é expressa por Isw / pA =
2,69 [CLO] + 1,94 x 107% (R? = 0,990). Os valores de LOD e LOQ de ambos os analitos foram
calculados segundo as recomendac¢des da IUPAC, obtendo-se para a NOR 42 e 143 nmol L™!
respectivamente. Para a CLO, os valores calculados de LOD e LOQ foram de 11 e 112 nmol

L', respectivamente. Os valores obtidos sdo bastante promissores para as aplicacdes desejadas.

Figura 68: Voltamogramas de onda quadrada para NOR e CLO sobre a plataforma
eletroquimica GCE/Pd-POSS/GO em diferentes concentragdes em solugdo tampao BR 0,1 mol
L' (pH=7,0), f= 70 Hz, AEs = 6mV e a = 40 mV e (B) Curvas de calibragiio para NOR e CLO
(n=13).
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Fonte: O autor.

Com a finalidade de aplicar a nova plataforma eletroquimica em amostras de soro

simulado e urina sintética, fez a determinacdo de ambos os analitos na proxima se¢ao.
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6.3.7 Determinaciao da NOR e CLO em amostras de soro e urina sintéticas

A determinacdo voltamétrica da NOR e CLO foi realizada com adi¢ao de padrao em
amostras de soro e urina sintética enriquecidas com os dois analitos. Dessa forma, diferentes
concentracdoes de NOR ¢ CLO foram adicionadas as duas amostras clinicas, em trés niveis
(Tabela 6). As correntes de pico foram medidas por condi¢des voltamétricas de onda quadrada
otimizadas. Os dados foram obtidos em triplicata para ambas as amostras utilizando a
plataforma GCE/Pd-POSS/GO. Como método comparativo, fez-se a determina¢do individual

de ambos os analitos por espectrometria UV-Vis.

Tabela 6: Determinacdo de NOR e CLO em urina e soro sintéticos por voltametria e
espectrometria UV-Vis.

Amostra NOR CLO Erro relativo
umol L™ umol L™ umol L1 %

Adicionado SWv UV-Vis SWV UV-Vis NOR CLO

0,5 0,52+0,02 0,51+0,03 0,55+0,08 0,52+0,02 1,96 5,76

Urina 2,5 2,54+0,13 2,53+0,06 2,51+0,06 2,52+0,04 0,40 0,40
3,5 3,48+0,14 3,50+0,06 3,56+0,14 3,55+0,09 0,60 0,28

0,5 0,54+0,03 0,51+0,01 0,55+0,10 0,51+0,03 5,88 7,84

Soro 2,5 2,47+0,04 2,56+0,08 2,62+0,16 2,60+0,12 3,51 0,77

3,5 3,45+0,06 3,52+0,12 3,55+0,23 3,57+0,13 1,98 -0,57

*n=3.

Erro relativo = [ (SWV — UV-Vis) / UV-Vis] x 100
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste presente trabalho foi apresentado a sintese e caracterizagdo de dois novos
materiais do tipo silsesquioxano, em duas estruturas diferentes, utilizando um pro-ligante em
comum, 4-(dimetilamino)piridina. Ambos sdo inéditos na literatura e foram aplicados como
materiais modificadores de eletrodos de carbono vitreo para a construgdo de novas plataformas
eletroquimicas.

O cloreto de 3-n-propil(4-aminometil)piridinio silsesquioxano apresentou uma
estrutura desordenada e obteve-se excelentes propriedades formadoras de filme mostrando-se
um material bastante versatil no desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos.

A arquitetura eletrodica do Si4DMAP'CI™ juntamente com a CoTsPc¢ apresentou
propriedades eletroquimicas superiores as outras arquiteturas estudadas para a determinagao do
farmaco anti-hipertensivo nifedipina e seu principal metabodlito, simultaneamente. Atingiu-se
sensibilidade e seletividade frente aos principais interferentes propostos, além de limites de
deteccao e quantificagdo comparaveis aos métodos cromatograficos.

O cloreto de octakis(3-n-propil(4-aminometilpiridinio) octasilsesquioxano foi obtido
em sua forma ordenada do tipo POSS. Esse material apresentou sucesso na versatilidade na
formac¢do de nanoparticulas de palddio estaveis e de tamanho pequeno, além da formacao de
um composto ternario com o 6xido de grafeno.

O composito ternario formado foi utilizado na formag¢ao de um novo sensor para a
determinagdo simultanea do farmaco anti-hipertensivo clonidina e para a norepinefrina, uma
catecolamina que compete com a clonidina para se ligar ao receptor a-adrenérgico. O novo
método eletroanalitico proposto foi sensivel e seletivo aos fluidos bioldgicos simulados
estudados, verificado pelos baixos valores de limites de detec¢do e quantificagdo, além da
verificacdo da exatiddo do método, aplicada por espectrometria UV-Vis.

Tais estudos mostram a potencialidade dos materiais silsesquioxanos na formagao de
novas arquiteturas eletrodicas na fabricagdo de novos sensores para monitoramento e avalicao
biomédica de farmacos anti-hipertensivos e seus principais metabolitos verificados no ciclo

bioquimico de cada um.
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APENDICE A — Conformacio dos Orbitais de Fronteira da NIF e dHNIF

Fig. Al: Orbitais de fronteira da NIF, (A) HOMO-1, (B) HOMO, (C) LUMO, (D) LUMO+1.
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Fig. A2: Orbitais de fronteira da dHNIF, (A) HOMO-1, (B) HOMO, (C) LUMO, (D) LUMO+I.
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APENDICE B — Mapas de Potencial Eletrostitico da NIF e dHNIF

Fig. B1: Mapa de potencial eletrostatico da NIF (vista traseira) (A), (vista lateral) (B), estado
oxidado (vista frontal) (C), (vista lateral) (D), estado reduzido (vista traseira) (E), e (vista
lateral) (F).
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Fig. B2: Mapa de potencial eletrostatico da dHNIF ((vista traseira) (A), (vista lateral) (B),
estado oxidado (vista frontal) (C), (vista lateral) (D), estado reduzido (vista traseira) (E), e (vista
lateral) (F).
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APENDICE C — Mapas de Densidade de Spin da NIF e dHNIF

Fig. C1: Densidade de spin da NIF no estado oxidado (A), NIF no estado reduzido (B), dHNIF
no estado oxidado (C) e dHNIF no estado reduzido (D).
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