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Resumo

Embora estudos tenham demonstrado a inatividade da hidroxicloroquina (HCQ) em relacao ao
novo corona virus SARS-CoV-2, este composto foi um dos mais prescritos por organizacdes
médicas para o tratamento de pacientes hospitalizados durante a pandemia da COVID-19. Em
resultado disso, 0 HCQ tem sido considerado como um potencial contaminante emergente em
ambientes aquaticos. Neste contexto, propomos um dispositivo eletroquimico completo
composto por célula e eletrodo de trabalho fabricado pela tecnologia de manufatura aditiva
(impressdo em 3D) para monitoramento de HCQ. Para isto, um eletrodo de trabalho impresso
em 3D feito de PLA contendo o condutor negro de fumo (conhecido como carbon black),
montado numa célula impressa em 3D, usando voltametria de onda quadrada (VOQ) para a
determinagdo rapida e sensivel de HCQ. Apds um simples procedimento de ativacao de
superficie, o sensor impresso em 3D proposto mostrou uma faixa linear para a detecgdo do HCQ
(0,4-7,5 pmol L") com um limite de deteccdo de 0,04 umol L™ e uma precisio de 2,4% (n =
10). A aplicabilidade deste dispositivo foi demonstrada para a analise de amostras
farmacéuticas e de agua. Na recuperacdo foram atingidos valores entre 99 e 112% para amostras
de 4gua da torneira e, além disso, a concentracdo de valores obtidos para comprimidos
farmacéuticos acordados com os valores obtidos por espectrofotometria (regido UV) a 95% do
nivel de confianca. O dispositivo proposto combinado com instrumentacao portatil ¢ promissor

para a detecgdo de HCQ no local.

Palavras chaves: FDM, Manufatura Aditiva, Sensores, Eletroanalises, Fabricacao de

filamentos fundidos.



Abstract

Although studies have demonstrated the inactivity of hydroxychloroquine (HCQ) towards
SARS-CoV-2, this compound was one of the most prescribed by medical organizations for the
treatment of hospitalized patients during the COVID-19 pandemic. As a result of it, HCQ has
been considered as a potential emerging contaminant in aquatic environments. In this context,
we propose a complete electrochemical device comprising cell and working electrode
fabricated by the additive manufacture technology (3D-printing) for HCQ monitoring. For this,
a 3D-printed working electrode made of a conductive PLA containing carbon black assembled
in a 3D-printed cell was associated with square wave voltammetry (SWV) for the fast and
sensitive determination of HCQ. After a simple surface activation procedure, the proposed 3D-
printed sensor showed a linear response towards HCQ detection (0.4-7.5 pmol L) with a limit
of detection of 0.04 umol L' and precision of 2.4% (n =10). The applicability of this device
was shown to the analysis of pharmaceutical and water samples. Recoveryvalues between 99
and 112% were achieved for tap water samples and, in addition, the obtained concentration
values for pharmaceutical tablets agreed with the values obtained by spectrophotometry (UV
region) at a 95% confidence level. The proposed device combined with portable

instrumentation is promising for on-site HCQ detection.

Keywords: FDM, Additive manufacturing, Sensors, Electroanalysis, Fused filament

fabrication.



Lista de Abreviaturas e Siglas

3D CB-PLA
AAS

ABS
AdSDPV
AZI

BDD

BR

CB

CFN

Ep
EPC/CNNS

FDM

FFF

GCE

GCE-PMPD SAM

GCE-
PMPDASAM
Gr

HCQ

IUPAC

LD

MEV
MWCNT/EPC

PA
PB
PC
PE
PLA

Eletrodo de Negro de Fumo e Acido Polilatico Impresso em 3D

Acido acetilsalicilico

Acrilonitrilo Butadieno Estireno

Voltametria de Pulso Diferencial com Redissolugao Adsortiva
Azitromicina

Diamante Dopado com Boro

Britton-Robinson

Negro de fumo

Cafeina

Potencial de pico

Eletrodo de pasta de Carbono modificado com Nanofolhas de Nitreto
de Carbono

Modelagem por Deposi¢cdo Fundida

Fabricagdo por Fusao de Filamento

Carbono Vitreo modificado

Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com N,N-bis[(E)-(1-
piridil)metilideno]-1,3-propanodiamina monocamada automontada
Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com Grafite N,N-bis[(E)-(1-
piridil)metilideno]-1,3-propanodiamina monocamada automontada
Grafeno

Hidroxicloroquina

International Union of Pure and Applied Chemistry

Limite de Detec¢ao

Microscopia Eletronica de Varredura

Eletrodo de pasta de Carbono modificado com Manotubos de Carbono
de Paredes Multiplas

Poliamida

Polibutileno

Policarbonato

Poliestireno

Acido Polilatico



PRT
R
rGO-TiO2/GCE

SARS-CoV-2
SDSMCNTPE

TNT

VC
VOQ
VPD
VPN
XPS

Paracetamol

Constante universal dos gases

Eletrodo de Carbono Vitreo modificado por Nanocompésito e Oxido de
Grafeno Reduzido — TiO2

Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2

Eletrodo de Pasta de Nanotubo de Carbono Modificado com Dodecil
Sulfato de Sodio

Temperatura

2,4,6-trinitrotolueno

Velocidade de varredura

Voltametria Ciclica

Voltametria de Onda Quadrada

Voltametria de Pulso Diferencial

Voltametria de Pulso Normal

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

Coeficiente de transferéncia eletronica

10



Lista de Figuras

Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Estrutura molecular do HCQ.

Esquema ilustrativo do funcionamento de uma impressora 3D do tipo FDM
Imagens reais dos componentes da célula impressa em 3D (vista superior): (A)
corpo da célula; (B) tampa superior; (C) tampa inferior; (D) parafuso; (E)
eletrodo de trabalho CB-PLA impressao em 3D; (F e G) vista superior e frontal
da célula impressa em 3D montada.

1** usando 0,1

Voltamogramas ciclicos registados para 1 mmol L' [Fe(CN)e
mol L' KCI como eletrélito de suporte, antes (linha preta) e depois (linha
vermelha) do tratamento eletroquimico. As linhas tracejadas sdo os respectivos
brancos. Condicdes voltamétricas: velocidade de varredura: 50 mV s’
incremento de potencial: 5 mV

Perfis voltamétricos ciclicos obtidos para 28 pmol L' de HCQ usando o eletrodo
CB-PLA impresso 3D antes (linha preta) e depois do tratamento eletroquimico
(linha vermelha), utilizando tampdo BR 0,12 mol L (pH = 7,0). As linhas
tracejadas sdo os respectivos brancos. Condigdes voltamétricas: velocidade de
varredura: 50 mV s’ incremento de potencial: 5 mV.

Imagens MEV obtidas (A) antes e (B) depois da ativagdo eletroquimica do
eletrodo de trabalho CB-PLA impresso em 3D.

Espectros XPS obtidos (A) antes e (B) depois da ativagdo eletroquimica do
eletrodo de trabalho CB-PLA impresso em 3D.

(A) Respostas voltamétricas ciclicas obtidas para 28 pmol L™! HCQ em tampio
BR 0,12 mol L™! de diferentes pHs (linha roxa, pH = 6,0); (linha verde, pH =
7,0); (linha azul, pH = 8,0); (linha vermelha; pH = 9,0); (linha preta, pH = 10,0).
(B) Relagdo entre pH e potencial de pico (Ep) para o primeiro (linha preta) e
segundo (linha vermelha) processos de oxidacdo do HCQ. Parametros
voltamétricos: velocidade de varredura de 50 mV s™! e incremento de potencial:
SmV

(A) Respostas voltamétricas ciclicas obtidas para 28 pmol L' HCQ em Tampio
BR 0,12 mol L' (pH = 9,0) variando as velocidades de varredura (10-50 mV s°
1. (B) Relagio do potencial de pico (Ep) em fun¢do do log v para o primeiro

(linha preta) e segundo (linha vermelha) processos eletroquimicos
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Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Relagdo da resposta de corrente em fun¢do da velocidade de varredura para (A)
primeiro e (B) segundo processos eletroquimicos obtidos através de VC na
Figura 6 A.

(A) VOQ com correagao da linha de base registrada na presenga de 3,75 umol
L' de HCQ em tampdo BR 0,12 mol L (pH = 9,0) para avaliar o efeito da
amplitude na corrente de pico. (B) corrente de pico vs. amplitude. Demais

condi¢des de VOQ: frequéncia: 30 s™!; incremento de potencial: 5 mV.

(A) VOQ com correagdo da linha de base registrada na presenca de 3,75
pumol L' HCQ em tampao BR 0,12 mol L! (pH = 9,0) para avaliar o efeito
do incremento de potencial na corrente de pico. (B) corrente de pico vs
incremento de potencial. Demais condi¢des de VOQ: frequéncia: 30 s’';

amplitude: 50 mV.

(A) VOQ com correagdo da linha de base registrada na presenca de 3,75
pumol L' HCQ em tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 9,0) para avaliar a
influéncia da frequéncia na corrente de pico. (B) corrente de pico vs.
frequéncia. Demais condi¢des de VOQ: amplitude: 50 mV; incremento de
potencial: 5 mV.

(A) Respostas por VOQ com correacdo da linha de base obtidas para
concentragdes crescentes (0,4-15 umol L) de HCQ usando 0,12 mol L de
Tampao BR (pH = 9,0) em eletrodos CB-PLA impressos em 3D e respectivo
gréfico de calibracdo (B). Condi¢des VOQ: amplitude = 70 mV; incremento de
potencial = 4 mV; frequéncia = 30s™.

1*7* usando

Voltamogramas ciclicos registrados para 1 mmol L' [Fe(CN)s
0,1 mol L' de KCI1 como eletrolito de suporte, antes (linha preta) e depois
(linha vermelha) da constru¢do da curva de calibracdo de HCQ. As linhas
tracejadas sdo os brancos da andlise. Condig¢des voltamétricas: velocidade

de varredura: 50 mV s’'; incremento de potencial: 5 mV.

(A) Respostas por VOQ com correacao da linha de base para medigdes
sucessivas (n = 10) de 3,4 umol L' de HCQ e a respectiva variagio de

corrente de pico para replicagdes sucessivas (B).
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Figura 20

Variacdo da corrente de pico do HCQ na presenga de espécies interferentes,
paracetamol (PRT), cafeina (CAF), acido acetilsalicilico (ACS) e azitromicina
(AZI), usando a relacao HCQ/agente interferente (1:1).

Variagdao da corrente de pico do HCQ na presenca d espécie interferente
azitromicina (AZI), usando a relagdo HCQ/agente interferente (1:1).

Respostas por VOQ com correacdo da linha de base para a andlise de (A)
comprimido farmacéutico (amostra A) e (B) comprimido farmacéutico (amostra
B) diluidas em Tampao BR 0,12 mol L™! (pH = 9,0) antes (eletrdlito suporte,
linha tracejada) e apds a adicdo de amostra (linha vermelha) e respectivas
concentragdes crescentes de HCQ (linhas verde, azul escuro e azul claro).
Inserido: os respectivos graficos de calibragdo. Condi¢des VOQ: amplitude =

70 mV; potencial de passo =4 mV; frequéncia =30s"'.

Respostas por VOQ com correagdo da linha de base para a andlise de (A)
Amostra de agua da torneira fortificada (amostra A) e (B) Amostra de agua
da torneira fortificada (amostra B) diluidas em Tampao BR 0,12 mol L'
(pH = 9,0) antes (eletrolito suporte, linha tracejada) e apos a adicdo de
amostra (linha vermelha) e respectivas concentracdes crescentes de HCQ
(linhas verde, azul escuro e azul claro). Inserido: os respectivos graficos de
calibracao. Condi¢cdoes VOQ: amplitude = 70 mV; potencial de passo = 4

mV; frequéncia =30 s,
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Comparacdo do desempenho analitico obtido usando eletrodo CB/PLA
impresso em 3D com outros sensores eletroquimicos relatados na literatura para
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1. Introduciao

O medicamento Hidroxicloroquina (HCQ), assim como a cloroquina, pertece
a classe 4-aminoquinolina, este ultimo por sua vez ¢ extraido da cinchona (Cinchona
pubescens) e inicialmente foi usado como antimalarico no periodo da Segunda Guerra
Mundial[1]. Em 1950 a cloroquina passou a ser comercializada e o uso elevado de sua
dosagem foi empregado no tratamento do lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide. No ano de 1955 o HCQ, derivado da cloroquina porém menos toxico, foi
introduzido no mercado para o tratamento de doencas cronicas da pele e doencas do

colageno [26-30].

O HCQ, estrutura quimica mostrada na Figura 1, ¢ um composto derivado da
cloroquina, que se diferencia pela presenca de um grupo hidroxila [8, 9]. Tem sido
utilizado como drogas antimaléricas e imunomoduladoras (liipus eritematoso sistémico e
cutdneo), bem como aplicado em diversas doencas reumaticas devido as suas
propriedades anti-inflamatérias [10-14]. Além disso, o HCQ possui propriedades
antivirais e, por causa disso, algumas organiza¢des médicas recomendaram seu uso no
tratamento do coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) [15-
20]. No entanto, efeitos adversos graves, como hipoglicemia, cardiomiopatia, toxicidade
gastrointestinal e reacdes neuroldgicas tém sido relatados quando esse medicamento ¢
usado no tratamento de pacientes infectados com SARS-CoV-2 [18, 21-24]. De fato,
embora prescrito, esse composto ndo confere protecdo contra a infec¢do por COVID-19,

conforme destacado em alguns estudos [25-28].

Figura 1. Estrutura molecular do HCQ
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Petrie e demais autores [29] demonstram numa revisdo que os sistemas de

tratamento de aguas e esgoto tradicional ndo eliminam ou reduzem a concentragdo de
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farmacos em aguas tratadas, o que pode ocasionar em teores acima de partes por bilhdo
destes farmacos em daguas de consumo humano. Considerando o possivel descarte
inadequado de farmacos pela industria farmacéutica e sociedade, assim como a excre¢ao
natural destes de forma inalterada pela populagao consumidora, a concentragdo destes
contaminantes de preocupacao emergente em aguas torna-se relevante [30]. No Brasil, o
HCQ foi um dos principais firmacos empregados no tratamento SARS-CoV-2 e,
portanto, residuos desta molécula podem ser encontrados em aguas naturais e agua
potavel, uma vez que o tratamento tradicional de aguas e esgoto pode nao ser eficiente

para a remog¢ao ou degradagdo do HCQ [31].

1.1 Uso e deteccao da Hidroxicloroquina (HCQ)

O HCQ ¢ administrado como um sulfato conhecido quimicamente como 2-[4-
[(7-cloro-4-quinoil)aminoJpentilJetilamino]etanol sulfato [26]. Este composto, além de
ser metabolizado em dois metabdlitos comum com a cloroquina (desetilcloroquina e
bidesetilcloroquina), ¢ metabolizado principalmente em N-desetil-hidroxicloroquina e
apresenta meia-vida terminal significativamente longa, variando de 30 a 50 dias[3].
Considerando sua ampla utilizagdo durante o cenario de pandemia e que 25% do
composto sdo excretados na forma ndo metabolizada em urina de acordo com dados
farmacocinéticos [3, 32], o HCQ foi reconhecido como um potencial contaminante de
preocupacao emergente. Portanto, € essencial desenvolver métodos analiticos sensiveis,
rapidos e simples para monitorar o HCQ em formulagdes farmacéuticas e outras matrizes,

como em aguas.

De acordo com a literatura, métodos cromatograficos e espectrofotométricos
sao amplamente divulgados para determinag¢dao de HCQ [33—38]. Embora esses métodos
apresentem precisdo e sensibilidade, eles exigem instrumentagdo cara, uso de grande
volume de solventes , analise demorada e algumas vezes de mao de obra especializada.
A HCQ ¢ um composto eletroquimicamente ativo e pode ter sua concentracao
determinada por métodos eletroquimicos, que levam vantagens sobre as técnicas
cromatograficas. Métodos eletroquimicos t€ém sido empregados para detecgdo de HCQ
em diferentes matrizes usando eletrodos convencionais, como o diamante dopado com

boro (BDD) e eletrodos de carbono vitreo modificados (GCE) com diversos materiais
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como nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido, dodecil sulfato de s6dio, nanofolhas

de nitreto de carbono ¢ etc. [39-43].

1.2 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos compreendem um grupo de métodos analiticos
quantitativos que se baseiam nas propriedades elétricas das moléculas, como diferenca
de potencial, reagcdes de oxidagdo e redugdo, intesidade de corrente elétrica e outras
caractericas decorrentes de interagdes entre as espécies quimicas e eletrodo de trabalho
(conhecido como o sensor dos métodos eletroanaliticos), proporcionando uma riqueza
informacdes de um analito de interesse, incluindo sua concentragdo [44]. Os métodos
eletroanaliticos mais comuns sdo os nao-interfaciais (condutimetria e titulagdes
condutimétricas) e os interfaciais que sao subdivididos em métodos estaticos
(potenciometria, titulagdes potenciométricas) e dindmicos com potencial controlado
(coulometria, voltametrias, titulagdes amperométricas, eletrogravimetria) e com corrente

constante (titulagdes colombimetricas e eletrogravimetria) [44, 45].

Os métodos dindmicos sdo os mais usados na eletroanalitica e baseiam-se no
conceito de alterar continuamente os potenciais aplicados a interface eletrodo-solucao e
registrar a corrente medida resultante. Dentre estes métodos destacam-se as técnicas
voltamétricas devido a sua vasta aplicagdo em estudos e investigagoes de analitos. As
voltametrias mais aplicadas sdo a ciclica (VC), onda quadrada (VOQ), pulso diferencial
(VPD) e voltametria de pulso normal (VPN) que possuem perfis de acordo com a forma
dos sinais de excitagdo aplicados [46], além de uma vasta aplicacdo na andlise de
combustiveis [47-49] controle de qualidade de alimentos[50, 51], monitoramento de

medicamentos farmacéuticos [14, 42, 52—54] e assim por diante.

A VC tornou-se uma técnica amplamente usada para estudos eletroquimicos
iniciais de novos sistemas e tem se mostrado muito util na obtencdo de informagdes sobre
reacoes em eletrodo bastante complicadas. A VC proporciona informagdes variadas
como, a transferéncia de elétrons, cinética, processos reversiveis ou ndo € possui
parametros cruciais os potenciais de pico e intensidade da corrente de pico[46]. Enquanto
a VC ¢ aplicada para estudos prévios de uma espécie quimica eletroativa, a VOQ € usada
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para estudos mais minuciosos, uma vez que proporciona limites de deteccdo comparaveis
aos das técnicas cromatograficas e espectroscopicas em decorréncia dos efeitos da
corrente de fundo serem reduzidos e analises serem realizadas a presen¢a de oxigénio
dissolvido (desde que o pico voltamétrico seja mais catédico do que o da redugdo do
oxigénio) [55]. A VOQ foi aplicada a varios compostos farmacéuticos devido a baixos
limites de deteccdo, sensibilidade e rapidez, assim este método ¢ promissor para analise

de drogas em formula¢des farmacéuticas, amostras biologicas e aguas [42, 45, 54].

1.3 Manufatura Aditiva e suas aplicacoes na eletroquimica

A tecnologia de manufatura aditiva (também associada a impressao 3D) serd
consolidada como tecnologia lider em numerosos setores num futuro proximo e também
¢ considerada como um dos principais pilares da industria 4.0 [56]. A impressdao 3D vem
sendo empregada na industria de alimentos, construgdo civil, aeroespacial,
automobilistica, satde (medicina e ortopedia), eletronica entre varias outras areas. Na
quimica, a impressao 3D também vem sendo empregada desde a contru¢do de
equipamentos simples comuns a um laboratorio até a fabricagdo de reatores para a
realizacdo de sintese inorganica ou organica com emprego de materiais compativeis aos

solventes empregados[57].

A impressao 3D ¢ definida como uma tecnologia de manufatura aditiva criada
para construir objetos tridimensionais. Nesse sentido, a manufatura aditiva ¢ um processo
que produz objetos 3D (ocos ou preenchidos) pelo depdsito da matéria-prima camada por
camada [55]. O exemplo mais popular de manufatura aditiva € a alvenaria: a constru¢ao
de estruturas usando unidades conectadas ou nao, como paredes de tijolos. Algumas
pecas podem ser construidas retirando a matéria-prima, como esculpir um objeto em
madeira, técnica conhecida como manufatura subtrativa. Muitas maquinas, como tornos
e centros de usinagem, usam controle numérico computadorizado (CNC) para realizar os

processos de fabricagdo subtrativos [58].

Vale destacar que ha diferentes técnicas de impressdao 3D que empregam
materiais diferentes de acordo com o tipo de manufatura, desde a impressao de metais,
biomateriais (tecidos, 6rgaos etc.) a polimeros. O uso de filamentos poliméricos para a

manufatura aditiva ¢, provavelmente, o método mais comum de impressao 3D (conhecido
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popularmente por fabricagdo por fusdo de filamento, FFF, ou ainda por modelagem por
deposicao fundida, FDM) e isso se deve ao baixo custo deste sistema (impressora 3D e
material empregado) [59]. A Figura 2 abaixo apresenta um esquema de funcionamento
de uma impressora 3D do tipo FDM onde o laptop mostra a imagem (I) do objeto a ser
impresso; (F) o carretel com o filamento usado para a produgdo do objeto final (O); (E)

bico extrusor e (M) representa a mesa de impressao.

Figura 2. Esquema ilustrativo do funcionamento de uma impressora 3D do tipo FDM

Fonte: Pixabay (site com imagens livres para download)

Atualmente, a eletroquimica tem abragado a inova¢do da impressdao
tridimensional (3D), incluindo a aplicacdo ndo s6 em células eletroquimicas, mas também
em eletrodos com aplicagdio para baterias, supercapacitores e sensores
eletroquimicos[60—63]. Com o advento da Manufatura Aditiva estes materiais podem ser
produzidos nos proprios laboratorios, tornando a fabricacdo destes mais acessivel e
simplificada. Nesse sentido, a impressao em 3D, parece ser uma tecnologia promissora
para o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos devido as suas caracteristicas,
como prototipagem rapida com producdo em larga escala, baixa demanda energética e

impressoras 3D acessiveis, especialmente ao usar modelos de FDM ou FFF [61, 64, 65].

19



No processo FDM, materiais tridimensionais sdo construidos com filamentos
termoplasticos que sdo aquecidos, extrudados e depositados camada por camada em uma
plataforma aquecida [66]. Dentre os filamentos usados destacam-se os termoplasticos como
Acido Polilactico (PLA), Acrilonitrilo Butadieno Estireno (ABS), Polibutileno (PB),
Policarbonato (PC), Poliamida (PA), e Poliestireno (PE) [67-69]. A area de sensores
eletroquimicos foi bastante beneficiada usando filamentos condutores disponiveis
comercialmente feitos de compdsitos a base de PLA contendo um agente condutor
(Proto-Pasta® que contém negro de fumo (CB) e Black-Magic® que contém grafeno
(Gr)) que, por sua vez permitiram a producdo de sensores com alto desempenho na

deteccao de moléculas de interesse farmacéutico, forense e ambiental [61, 70-74].

Devido a baixa quantidade de material condutor presente nos filamentos
comerciais a resposta eletroquimica de eletrodos impressos a partir desses filamentos ¢
relativamente pobre se comparada a outras superficies carbonaceas (carbono vitreo, pasta
de carbono etc.). Em virtude disso, para ter sua performance melhorada os eletrodos
produzidos por impressdo 3D necessitam de execugdo de protocolos de tratamento de
superficie da regido a ser usada como sensor [75]. Pesquisadores de diferentes grupos de
pesquisa tém explorado e proposto protocolos variados, desde a imersdao em solventes
organicos a tratamento eletroquimicos com a aplicag@o de potenciais com tempo médio
superior a 30 minutos, o que pode ser desvantagem no desenvolvimento de sensores

eletroquimicos em larga escala [76].

Apesar das multiplas aplicagdes e grande potencial para desenvolver sensores
eletroquimicos para espécies de interesse ambiental, a literatura nao possui exemplos
desta tecnologia aplicada ao monitoramento de contaminantes de preocupacao emergente
em aguas naturais. A maior parte das aplicagdes na 4rea ambiental foi voltada a detec¢ado
de metais em aguas [77]. Jodo et al. [75] mostraram a detec¢do de atropina em amostras
de bebidas, e Cardoso et al. [78] mostraram a detec¢do de diferentes moléculas (catecol,
dopamina) usando eletrodos Gr-PLA impressos em 3D. Além disso, Cardoso e
colaboradores usaram o mesmo eletrodo impresso em 3D para a detec¢do do explosivo
2,4,6-trinitrotolueno (TNT) [79]. No entanto, o filamento comercial composto por Gr-
PLA apresenta maior custo quando comparado ao filamento CB-PLA [79]. Nesse
sentido, o grupo de pesquisa demonstrou que a deteccdo de TNT também foi possivel
usando eletrodos CB-PLA impressos em 3D com desempenho eletroanalitico

semelhante. Além disso, métodos eletroanaliticos para a deteccdo de cloranfenicol [80],
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naproxeno [81], antioxidantes [82], sulfanilamida [83] 4cido urico e zinco[84], adrenalina
[85], hormonios esterdides [74] e didxido de carbono [86] também foram demonstrados

com desempenho analitico adequado.

Na presente pesquisa, a molécula de interesse ¢ o HCQ cuja detecgdo ja foi
realizada em diferentes matrizes usando eletrodos tradicionais como de carbono vitreo
modificado com diferentes modificadores e BDD. De fato, esses métodos eletroanaliticos
mostraram caracteristicas de sensoriamento atraentes, no entanto, os eletrodos BDD e
GCE modificado ndo sdo facilmente implementados em analises em campo devido ao
seu custo (pouco econdmico para produgdo em larga escala) e requisitos de modificacao
de superficie. Por esta razdo, a Manufatura Aditiva, ¢ uma tecnologia promissora para o
desenvolvimento de eletrodos CB-PLA impressos em 3D para serem aplicados, pela
primeira vez na determinagao do HCQ em amostras farmacéuticas e de agua da torneira

por voltametria de onda quadrada (VOQ).
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2. Objetivos

Este trabalho tem como principal objetivo demonstrar, pela primeira vez, que os
eletrodos a base de negro de fumo (em inglés carbon black) e PLA (CB-PLA) impressos
em 3D podem ser aplicados para a detec¢do eletroquimica de HCQ em formulagdes
farmacéuticas e agua da torneira por voltametria. Com a finalidade de alcancar o

objetivo pricipal, foram realizados os seguites objetivos especificos:

1) Fabricagdo dos eletrodos de trabalho CB-PLA em forma planar por

impressao 3D, usando uma impressora do tipo FDM;

2) Anadlise do desempenho eletroquimico dos dispositivos impressos em 3D
com tratamento de superficie a base de NaOH e aplicagdo de diferentes

potenciais para detec¢do do HCQ;

3) Otimizacao de um método por VOQ para a determinagdo rapida e sensivel

do HCQ;

4) Aplicagdo dos sensores de CB-PLA impressos em 3D para a detecgdo
eletroquimica do HCQ em formulagdes farmacéuticas e amostras de agua da

torneira.
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3. Parte Experimental

3.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes empregados apresentavam pureza analitica e foram
utilizados sem purificacdo adicional. Sulfato de hidroxicloroquina (98% m/m) e
azitromicina (98% m/m) foram comprados da Sigma Aldrich (Darmstadt, Alemanha).
Paracetamol, Cafeina (99% m/m), ferricianeto de potassio, e acido fosforico (85% m/v)
foram obtidos da Labsynth (S@o Paulo, Brasil). O cloreto de potassio (99,5% m/m) foi
comprado da Carlo Erba (Emmendingen, Alemanha). Etanol (99,3% v/v) foi obtido a
partir da Sciavicco (Minas Gerais, Brasil). Acido acético (98% m/v) foi comprado da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O acido borico (99,8% m/m) e hidréxido de sodio (98%
m/m) foram obtidos da AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha). O é&cido
acetilsalicilico foi obtido a partir da Esséncia (Uberlandia, Brasil). Todas as solugdes
aquosas utilizadas foram preparadas diariamente, utilizando agua desionizada de alta
pureza com a resistividade de pelo menos 18 MQ cm, obtida a partir de um processo de

purificagdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos).

O tampdo Britton-Robinson (BR) (0,12 mol L) foi utilizado como eletrélito
de suporte para todas as medi¢des eletroquimicas. Este tampao era composto por uma
mistura dos acidos acético, borico e fosforico, todos com uma mesma concentracao (0,04
mol L. Foi utilizada uma solugdio de hidréxido de sodio (1 mol L) para ajustar os

valores de pH diferentes..

Solugdes estoque de HCQ (1,5 mmol L) foram preparadas diariamente para
prevenir a fotodegradagao [87], através da dissolucao em agua desionizada e diluicao em
eletrolito de suporte adequado. Duas amostras farmacéuticas (comprimidos) foram
obtidas em drogarias locais. As amostras eram do mesmo laboratorio, variando apenas o
lote de fabricacdo. Dez comprimidos da mesma amostra de farmaco (400 mg por
comprimido) foram pulverizados num almofariz com pestilo e uma quantidade de 4 mg
foi dissolvida e diluida 2000 vezes em suporte eletrolitico e imediatamente analisado.

Duas amostras de dgua da torneira foram recolhidas utilizando um tubo de centrifugacao
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de plastico e, fortificadas subsequentemente com niveis de HCQ (10 e 15 pmol L)

respectivamente, seguido de um processo de diluicdo (9 vezes) no eletrélito de suporte.

3.2 Instrumentacio para medic¢oes eletroquimicas e
espectrofotométricas (UV-vis)

Foram realizadas medi¢des por voltametrias ciclicas e de onda quadrada
utilizando um potenciostato/galvanostato u-AUTOLAB tipo III (Metrohm Autolab BV,
Utrecht, Holanda). Os dados de aquisi¢do e processamento foram adquiridos utilizando
o software NOVA 2.1.4. Estes dados foram tratados usando o software OriginPro8.5
(OriginLab®, Northampton, MA, EUA). Todas as medidas eletroquimicas foram
realizadas a temperatura ambiente e na presenca de oxigénio dissolvido em solu¢do (ndo
foi necessario remover o oxigénio das solugdes). Um fio de platina imobilizado em
ponteira de micropipeta e um eletrodo (vs. Ag|AgCl| KClsa:.) feito em laboratorio, foram
utilizados como contra eletrodo e eletrodo de referéncia, respectivamente. Um
espectrofotomometro (FEMTO 600s, Brasil) equipado com uma célula de quartzo de 1

cm a 342 nm, foi utilizado para medi¢des UV, tal como descrito por Ferraz et al. [88].

3.3 Fabricacao dos eletrodos CB-PLA impressos em 3D

Um filamento comercial composto pela mistura do material condutor CB e do
termoplastico PLA (Protopasta, WA, EUA) foi utilizado para a constru¢ao dos eletrodos
impressos em 3D. A peca retangular (38 mm de comprimento x 11 mm de largura) foi
impressa empregando uma impressora do tipo FDM, a Flashforge Dreamer NX e os
pardmetros de impressdo usados estdo descritos na Tabela 1. Os desenhos utilizados

como modelo de eletrodo de trabalho estdao disponiveis em trabalhos prévios [68, 78].
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Tabela 1: Condi¢des de impressao para fabricar os eletrodos CB-PLA

Parametros de impressao Condigdes
Orientacio Vertical
Preencimento por camada/ mm 0,05
Densidade de enchimento/ % 100
Bico de extusao/ mm 0,4
Nuimero de perimetro/ paredes 2
Velocidade de impressio/ mm s™! 30
Temperatura da mesa/ °C 70
Temperatura de extrusao / °C 220

A célula eletroquimica impressa em 3D (volume interno de 10 mL) foi

fabricada como descrito por Cardoso et al. [78]. Basicamente, a cé¢lula impressa em 3D

foi produzida utilizando um acrilonitrilo butadieno estireno (ABS, GTMax, Sao Paulo,

Brasil). Uma imagem real da célula impressa ¢ demonstrada na Figura 3.

Figura 3. Imagens reais dos componentes da célula impressa em 3D (vista superior): (A)

corpo da célula; (B) tampa superior; (C) tampa inferior; (D) parafuso; (E) eletrodo de

trabalho CB-PLA impresso em 3D; (F e G) vista superior e frontal da célula impressa em

3D montada.

(B)

(C) (D) (E)

(F)
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As partes da célula incluem: (A) recipiente da célula; (B) tampa superior com
dois orificios para colocar os eletrodos de referéncia e contra; (C) parte inferior contendo
trés orificios para a insercao de (D) parafusos; (E) eletrodo de trabalho impresso em 3D.
Imagem de cima (F) e frontal (G) da célula impressa em 3D. Um O-ring de borracha, que
limitava a 4rea geométrica (0,18 cm?) do eletrodo de trabalho, foi fixado no orificio ao

fundo do recipiente da célula.

Os eletrodos planares impressos em 3D (eletrodo de trabalho), antes da sua
utilizagdo, tinham suas faces submetidas a um polimento utilizando uma lixa (de 1200
grit) umedecida com agua desionizada até a obten¢ao de uma superficie homogénea. Em
seguida, o tratamento eletroquimico destes eletrodos impressos em 3D foi feito antes dos
experimentos subsequentes, usando NaOH 0,5 mol L como eletrélito de suporte,
aplicando o potencial de +1,4 V (vs. Ag|AgCl|KClsat.) por 200 s, seguido pela aplicagao
de -1,0 V (vs. Ag|AgCl| KClsat.) por 200 s de acordo com a literatura [71].
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4. Resultados e Discussao

4.1 Efeito do tratamento eletroquimico de superficie sobre
oxidacao eletroquimica do HCQ

Apos o procedimento de polimento mecanico com lixa e dgua desionizada, o
sensor CB-PLA impresso em 3D também foi submetido a estudos preliminares por
voltametria ciclica, usando a sonda redox de ferricianeto de potéassio, com a finalidade de
investigar a influéncia do tratamento eletroquimico no sensor, como demonstrado na

P

Figura 4. Para este estudo preliminar, usou-se o par redox [Fe(CN)s como sonda

eletroquimica que possui comportamento eletroquimico bem conhecido.

Figura 4. Voltamogramas ciclicos registados para 1 mmol L [Fe(CN)s]** usando 0,1
mol L' KCI como eletrélito de suporte, antes (linha preta) e depois (linha vermelha) do
tratamento eletroquimico. As linhas tracejadas sdo os respectivos brancos. Condigdes

voltamétricas: velocidade de varredura: 50 mV s™! incremento de potencial: 5 mV.
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De acordo com os resultados mostrados na Figura 4 ¢ possivel observar no

eletrodo impresso sem o tratamento eletroquimico (linha preta continua) uma resposta
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pouco intensa de corrente e baixa reversibilidade eletroquimica para ferricianeto de
potassio (ou seja, processos de oxidagdo e reducdo ocorrem nos potenciais extremos
positivo e negativo da janela de potencial). Resultados semelhantes aos obtidos com
eletrodos de trabalho impressos em 3D nao tratados (linha preta continua) foram
observados em trabalhos prévios [78, 89, 90]. Por outro lado, o comportamento
eletroquimico no eletrodo de trabalho CB-PLA ¢ significativamente melhorado apo6s o
tratamento eletroquimico (linha vermelha continua), aproximando-se do sistema ideal
para este par redox (picos de oxidagdo e reducdo bem definidos e razdo da corrente de

oxida¢ao pela corrente de redugdo proxima a 1).

Também foram realizados estudos prévios por voltametria ciclica com a
finalidade de investigar a influéncia do tratamento eletroquimico, no eletrodo CB-PLA
impresso em 3D, frente a resposta eletroquimica do HCQ. Para tal, foram realizados
voltamogramas ciclicos na presenca de 28 pmol L' de HCQ, usando eletrodo tratado e
eletrodo ndo tratado, em tampao BR (0,12 mol L™ pH = 7,0) como eletrélito de suporte

(Figura 5).
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Figura 5. Perfis voltamétricos ciclicos obtidos para 28 pmol L' de HCQ usando o eletrodo
CB-PLA impresso 3D antes (linha preta) e depois do tratamento eletroquimico (linha
vermelha), utilizando tampdo BR 0,12 mol L (pH = 7,0). As linhas tracejadas sdo os
respectivos brancos. Condi¢des voltamétricas: velocidade de varredura: 50 mV s

incremento de potencial: 5 mV.
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Como pode ser observado, um processo de oxidagdo de baixa intensidade
(cerca de +1,2 V vs. Ag|AgCl| KClsa.) foi obtido utilizando um processo de oxidacao
sem tratamento do eletrodo (linha preta continua). Em contraste, um melhor perfil
voltamétrico foi conseguido na superficie tratada do CB-PLA impresso em 3D (linha
vermelha continua), onde dois sinais de oxidagdo bem definidos foram observados (em
cercade +0,9 Ve +1,2 V vs. Ag|AgCl| KClsat.). Este ultimo resultado € mais compativel
com outros estudos que utilizam eletrodos a base de carbono para a detec¢cao do HCQ
[43, 54]. Como discutido em estudos anteriores relatados pelo nosso grupo de
investigacao [69, 71, 91], o tratamento etroquimico ultilizando uma solucao alcalina
(NaOH 0,5 mol L) resulta no consumo do material isolante (PLA) por meio da reagio
de saponificagdo e expde uma maior quantidade de CB locais condutores, o que contribui
para aumentar a area de resposta dos eletrodos e, consequentemente, 0 acesso aos sitios

condutores.
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Richter et al. [71] demonstraram por meio de técnicas microscopicas que 0s
sitios condutores se tornam mais disponiveis apds o tratamento eletroquimico de
superficie. As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) apresentadas na
Figura 6 A ¢ B demonstraram uma porosidade maior apos a ativagdo eletroquimica
(Figura 6 B), que ¢ explicado por Richter et al. [71] como a remorc¢do parcial do PLA
através da reagdio de saponificagao decorrida do uso da solugdo de NaOH 0,5 mol L

durante o procedimento de ativagao.

Figura 6. Imagens MEV obtidas (A) antes e (B) depois da ativag¢do eletroquimica do
eletrodo de trabalho CB-PLA impresso em 3D.

Fonte: Proprio autor, 2023.

Além disso, as analises por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios
X (XPS) disponiveis na Figura 7 A e B mostraram altera¢des de grupos funcionais de
carbono como a diminui¢do dos grupos C—C, C—O—C e aumento dos grupos
funcionais C==C e O—C==0 na superficie do eletrodo apos o procedimento de ativagao,
assim, estas alteracdes sdo apontadas como explicacdo para a melhora da atividade

eletroquimica do sensor apresentado.
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Figura 7. Espectros XPS obtidos (A) antes e (B) depois da ativacdo eletroquimica do
eletrodo de trabalho CB-PLA impresso em 3D.
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Fonte: adaptado do artigo [71].

Com base nos resultados apresentados, o eletrodo CB-PLA impresso em 3D

eletroquimicamente tratado foi selecionado para estudos posteriores.

4.2 Estudo de pH e da velocidade de varredura

Comportamento eletroquimico do HCQ foi avaliado em tampao BR em
valores de pH variando de 6,0 a 10,0, conforme mostrado na Figura 8 A. Como
observado, em toda a faixa de pH investigada, o HCQ exibiu dois processos de oxidacao
dependentes do pH. A relacdo linear entre o potencial de pico (Ep) e pH para ambos os
processos resultaram em valores de inclinagdao de 70 e 71 mV para primeiro e segundo
processos de oxidagio, respectivamente. Estes valores sdo proximos a 59 mV pH™!, o que
indica que o mesmo numero de elétrons e protons estd envolvido nesses processos

eletroquimicos (Figura 8 B), conforme relatado na literatura [9, 40, 42].
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Figura 8. (A) Respostas voltamétricas ciclicas obtidas para 28 pmol L™! HCQ em tampdo
BR 0,12 mol L™! em diferentes pHs (linha roxa, pH = 6,0); (linha verde, pH = 7,0); (linha
azul, pH = 8,0); (linha vermelha; pH = 9,0); (linha preta, pH = 10,0). (B) Relacao entre pH
e potencial de pico (Ep) para o primeiro (linha preta) e segundo (linha vermelha) processos

de oxida¢do do HCQ. Parametros voltamétricos: velocidade de varredura de 50 mV s ! e

incremento de potencial: 5 mV.
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Considerando que o pH 9,0 proporcionou uma melhor resposta eletroquimica
(forma do pico e altura do pico) e que o potencial do pico de oxidagdo se deslocou para
valores menos positivos (HCQ pode ser detectado em um potencial menor), este pH foi
selecionado. Sob esta condicdo, o transporte de massa das reagdes eletroquimicas de
HCQ (28 umol L) foi verificado variando a velocidade de varredura (v) de 10 a 150
mVs™! (Figura 9 e 10).
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Figura 9. (A) Respostas voltamétricas ciclicas obtidas para 28 umol L' HCQ em Tampdo
BR 0,12 mol L' (pH = 9,0) variando as velocidades de varredura (10-150 mV s). (B)
Relagdo do potencial de pico (E,) em funcdo do log v para o primeiro (linha preta) e segundo

(linha vermelha) processos eletroquimicos.
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Figura 10. Relacdo da resposta de corrente em funcdo da velocidade de varredura para (A)

primeiro e (B) segundo processos eletroquimicos obtidos através de VC na Figura 6 A.
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A relagio linear entre a corrente de pico e a velocidade de varredura (r>>0,99)
para ambos os processos de oxidagdao indicou um transporte de massa controlado pela
adsorcdo de espécies do HCQ (Figura 10). Tal comportamento concorda com outros

estudos envolvendo superficies a base de carbono aplicadas a deteccdo do HCQ [14, 52].
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De acordo com Laviron [92], o potencial de pico (Ep) ¢ dependente de log v

para processo controlado por adsor¢do, conforme descrito acima (Eq.(1)):

2,303 RT
(1-a)nF

Ep=4 + logv (1)

Onde A ¢ uma constante relacionada ao potencial formal do eletrodo (Eo) e a
constante de varredura padrao em (Eo), n € o nimero de elétrons envolvidos na reagao,
R a constante universal dos gases (8,314 J mol K!), F a constante de Faraday, T ¢ a
temperatura (298 K) e a € o coeficiente de transferéncia de elétrons. Portanto, usando a
equagao de Laviron e assumindo um valor de a = 0,5, conforme descrito para espécies
organicas com processos eletroquimicos irreversiveis, o elétron transferido ¢ calculado
em 1,2 e 1,6 para o primeiro e segundo processos, respectivamente (Figura 9B). Esses
valores sugerem que um e dois elétrons estiveram envolvidos no primeiro e segundo
processos eletroquimicos, respectivamente. Tais resultados concordam com outros
trabalhos relatados na literatura para o mecanismo de reagdo do HCQ, em que o primeiro
e o segundo processos de oxidagdo ocorrem na amina aromatica e no grupo hidroxila

desta molécula [9, 41, 53].

Nos proximos experimentos, apenas o segundo processo de oxidacdo (por

volta de + 1,05 V) foi investigado para fins de detec¢ao usando tampao BR (0,12 mol L

' pH = 9,0), uma vez que esse pico de corrente mais alto foi alcangado quando em

comparacao com o primeiro processo de oxidagdao de HCQ.

4.3 Otimizacao do método por Voltametria de Onda Quadrada

A técnica VOQ foi usada para demonstrar a aplicabilidade do eletrodo CB-
PLA impresso em 3D para a detecgdo rapida e seletiva de HCQ. Para tanto, os pardmetros
de VOQ (frequéncia, amplitude e potencial de incremento) foram sistematicamente
otimizados por meio de testes univariados. As condigdes de VOQ foram selecionadas
com base em seu efeito nos perfis voltamétricos, como resposta de corrente, velocidade
de andlise e formato do pico, usando 3,75 umol L' de HCQ e tampdo BR 0,12 mol L™
(pH = 9,0) como eletrdlito de suporte (Figuras 11-13).
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Figura 11. (A) VOQ com correagdo da linha de base registrada na presenga de 3,75 pmol
L' de HCQ em tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 9,0) para avaliar o efeito da amplitude na
corrente de pico. (B) corrente de pico vs. amplitude. Demais condi¢des de VOQ: frequéncia:

30 s7!; incremento de potencial: 5 mV.
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Como ¢ possivel obervar na Figura 11B, a faixa estudada para avaliar a
influéncia da amplitude na corrente de pico foi de 10 a 100 mV e o valor de 70 mV foi
selecionado devido a obtengdo de uma corrente elevada e perfil voltamétrico
(voltamograma linha violeta Figura 11A) mais bem resolvido. Por sua vez o efeito do
incremento de potencial na corrente de pico foi avaliado a partir dos resultados dispostos

na Figura 12.
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Figura 12. (A) VOQ com correagdo da linha de base registrada na presenga de 3,75 pmol

L' HCQ em tampao BR 0,12 mol L! (pH = 9,0) para avaliar o efeito do incremento de

potencial na corrente de pico. (B) corrente de pico vs incremento de potencial. Demais

condi¢des de VOQ: frequéncia: 30 s™!; amplitude: 50 mV.

1 (A)

I/uA

I/uA

0,4

06 08 10
ElVvs AgIAgCIIKCI(sat.J

1,04
(B) :
- n
[ ] L L] [ ] ]
0,8 4
]
0,6 4
[ ]

0,4 T T T v T L3 1 : 1

0 2 4 6 8 10

Incremento de potencial / mV

De forma similar ao valor da amplitude otimizado, o incremento de potencial

foi selecionado variando os valores de 1 a 10 mV. Como o valor de 4 mV de incremento

de potencial apresenstou um perfil voltamétrico bem definido e corrente de pico elevada,

foi escolhido para otimizacdo final do método.

Por fim, a frequéncia de 30s™ foi selecionada por gerar um sinal mais

repetitivo (menor desvio), bem definido e de maior corrente, como pode ser visto na

Figura 13.
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Figura 13. (A) VOQ com correagdo da linha de base registrada na presenca de 3,75 pmol
L' HCQ em tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 9,0) para avaliar a influéncia da frequéncia na
corrente de pico. (B) corrente de pico vs. frequéncia. Demais condigdoes de VOQ: amplitude:

50 mV; incremento de potencial: 5 mV.
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As faixas avaliadas e respectivos valores selecionados estdo listados na

Tabela 2.

Tabela 2. Faixas estudadas e valores selecionados para a deteccio de 3,75 umol L' de

HCQ por VOQ.

Parametros Faixa Estudada Valor selecionado
Amplitude / mV 10-100 70
cremento de Potencial / mV 1-10 4
Frequéncia / s 10-60 30

Apos condigdes selecionadas da VOQ, um grafico de calibragao foi construido
apos sucessivas adi¢des de concentragdes de HCQ usando tampao BR (0,12 mol L}, pH
=9,0) como eletrolito de suporte. Uma resposta linear foi alcangada para solugdes padrao
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de HCQ (0,4-7,5 umol L!) com um bom coeficiente de correlagdo linear (r>0,994), como

notado na Figura 14.

Figura 14. (A) Respostas por VOQ com correcdo da linha de base obtidas para
concentragdes crescentes (0,4-15 pmol L) de HCQ usando 0,12 mol L' de Tampao BR
(pH = 9,0) em eletrodos CB-PLA impressos em 3D e respectivo grafico de calibragao (B).

Condi¢des VOQ: amplitude = 70 mV; incremento de potencial = 4 mV; frequéncia = 30s™.
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Acredita-se que o curto alcance linear pode estar relacionado ao bloqueio dos
sitios ativos na superficie do eletrodo pelo produto de oxidagao do HCQ. No entanto, as
medicdes eletroquimicas foram realizadas usando uma sonda redox de ferricianeto de
potéssio antes e ap0Os a preparagdo da curva de calibragdo. Considerando que os perfis
voltamétricos para a sonda redox foram semelhantes (potenciais de pico de oxidagdo e
de reducdo e resposta de corrente) para medidas antes (linha preta continua) e apds (linha
vermelha continua) os ensaios na presenca de HCQ (Figura 15), ndo ha evidéncia de

bloqueio da superficie do eletrodo por parte do HCQ.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos registrados para 1 mmol L' [Fe(CN)s

1** usando 0,1

mol L' de KCI como eletrolito de suporte, antes (linha preta) e depois (linha vermelha) da

constru¢do da curva de calibragdo de HCQ. As linhas tracejadas sdo os brancos da analise.

Condigdes voltamétricas: velocidade de varredura: 50 mV s™'; incremento de potencial: 5

mV.
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Portanto, o curto alcance linear pode estar relacionado a uma propriedade

intrinseca da molécula, uma vez que o mesmo comportamento ja foi observado quando

se utilizou um eletrodo de diamante dopado com boro [42].

A partir da curva de calibracdo, o limite de detec¢dao (LD) e a sensibilidade

(inclinagdo) foram estimados em 0,04 pmol L' e 0,28 pA L pumol!, respectivamente. O

LD foi calculado com base na definicao IUPAC, (LD = 30/s), onde s ¢ a sensibilidade

(inclinacdo) obtida através do grafico de calibragdo (Figura 16 B) e ¢ ¢ o desvio padrao

do ruido do gréfico de calibracdo. A Tabela 3 resume os parametros analiticos obtidos a

partir dos dados apresentados na Figura 14.
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Tabela 3. Parametros analiticos obtidos para determinacdo de HCQ pelo sensor CB/PLA

impresso em 3D proposto.

Parametros analiticos Valor
R 0,994
“Intercepto / pA 0,07+0,03
"Inclinacdo / pA L pmol ! 0,28+0,01
Faixa linear / pmol L™ 0,4-7,5
LD pmol L! 0,04
‘RSD / % 2,4

2PDesvio obtido da regressdo;

‘Medig¢des repetitivas para 3,4 pmol L de HCQ.

A precisdo foi estimada usando a variacdo de medidas sucessivas por VOQ

para 3,4 umol L' de HCQ (Figura 16). O valor de RSD (2,4%) indica que o método

apresenta boa precisao e estabilidade realizando 10 medidas por eletrodo.

Figura 16. (A) Respostas por VOQ com correagdo da linha de base para medigdes
sucessivas (n = 10) de 3,4 pmol L' de HCQ e a respectiva variagio de corrente de pico para

replicagdes sucessivas (B).
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4.4 Determinaciao de HCQ em amostras farmacéuticas e de agua da
torneira

Antes de realizar as aplicagdes em amostras, foi realizado um estudo de
seletividade na presenca de outros contaminantes de preocupacdo emergente e também
amplamente usados durante a pandemia SARS-CoV-2, como a azitromicina (AZI),

paracetamol (PRT), cafeina (CFN) e o acido acetilsalicilico (ACS), utilizando 1,5 pumol
L~! de HCQ e uma razio HCQ/agente interferente (1:1) (Figura 17).

Figura 17. Variagdo da corrente de pico do HCQ na presenga de espécies interferentes,
paracetamol (PRT), cafeina (CAF), acido acetilsalicilico (ACS) e azitromicina (AZI),

usando a relacdo HCQ/agente interferente (1:1).

140 -

120-.
100-.
80-.
60:
40-.

20 4

Variacao da corrente / %

0 -

HCQ PRT CAF ACS AZl

Agentes interferentes

Como pode ser visto na Figura 17, os resultados indicam uma seletividade
adequada (a variagdo na resposta eletroquimica do HCQ foi menor que 12%) na presenga
de PRT, CFN e ACS. No entanto, a resposta atual do HCQ na presenca de AZI aumentou
em 40%. De acordo com a literatura, AZI tem um processo de oxidacao em torno de +0,9
V (vs. Ag|AgCl| KClsat), como pode ser demonstrando na Figura 18, onde esse processo
se sobrepde a resposta do HCQ (linha preta continua) [93, 94]. Por outro lado, o primeiro

pico de oxidagdo para o HCQ pode ser usado para diferenciar essas espécies.
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Figura 18. Variagcdo da corrente de pico do HCQ na presenca da espécie interferente

azitromicina (AZI), usando a relagdo HCQ/agente interferente (1:1).
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Posteriormente, para demonstrar a viabilidade da aplicacao do sensor CB-PLA
impresso em 3D, amostras de dgua da torneira e farmacéuticas foram analisadas usando

o método de adicdo padrdo. Para isso, a 4gua da torneira foi coletada e fortificada com

dois niveis de concentragio de HCQ (10 e 15 pmol L), diluidas 9 vezes cada, em

eletrélito na célula afim de que a concentracdo final estivesse dentro da faixa linear (0,4
7,5 umol L'). As amostras farmacéuticas foram diluidas 2000 vezes no eletrolito de
suporte. As Figuras 19 e 20 apresentam voltamogramas por VOQ e o respectivo grafico
de calibracdo para amostras A e B de comprimidos farmacéuticos (Figura 19) e amostras
A e B de 4gua da torneira (Figura 20). Os resultados e valores de recuperacio obtidos

neste estudo foram descritos e compilados nas Tabelas 4 ¢ 5.
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Figura 19. Respostas por VOQ com correagcdo da linha de base para a analise de (A)
comprimido farmacéutico (amostra A) e (B) comprimido farmacéutico (amostra B) diluidas
em Tampdo BR 0,12 mol L™! (pH = 9,0) antes (eletrdlito suporte, linha tracejada) e apos a
adicao de amostra (linha vermelha) e respectivas concentragdes crescentes de HCQ (linhas
verde, azul escuro e azul claro). Inserido: os respectivos graficos de calibragdo. Condigdes

VOQ: amplitude = 70 mV; potencial de passo =4 mV; frequéncia =30s'.
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Figura 20. Respostas por VOQ com correacdo da linha de base para a analise de (A)
Amostra de dgua da torneira fortificada (amostra A) e (B) Amostra de agua da torneira
fortificada (amostra B) diluidas em Tampao BR 0,12 mol L™ (pH = 9,0) antes (eletrélito
suporte, linha tracejada) e apos a adicdo de amostra (linha vermelha) e respectivas
concentragdes crescentes de HCQ (linhas verde, azul escuro e azul claro). Inserido: os
respectivos graficos de calibragdo. Condi¢des VOQ: amplitude = 70 mV; potencial de passo

=4 mV; frequéncia =30 s
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Como pode ser visto na Tabela 4, teores de HCQ encontrados nas amostras
farmacéuticas estavam estatisticamente concordantes com o valor obitido pelo método
espectrofotométrico. De acordo com teste-t pareado, o valor calculado (0,95) foi menor
que o valor critico tedrico (4,30, para n = 3), o que indica que os resultados obtidos pelos
dois métodos sdo estatisticamente semelhantes (nivel de confiancga de 95%). Além disso,
valores de recuperacao satisfatorios (de 99 a 112%) foram obtidos para amostras de dgua

da torneira, o que indicou a auséncia de efeito de matriz (Tabela 5).

Tabela 4. Resultados (média + desvio padrao) obtidos para determinagdo de HCQ em
amostras farmacéuticas por VOQ usando o eletrodo CB-PLA impresso em 3D e por

espectrofotometria (regido UV).

Amostras VOQ / mg Espectrofotometria UV / mg
Amostra A 367 £2 367+ 6
Amostra B 359+ 1 364+ 9

De acordo com a Tabela 4, as duas amostras estdo abaixo do valor descrito
por farmaco (400 mg) a cada comprimido. A literatura demonstra que a faixa de variagao
aceitavel seria de £7%, que seria 372 de 428 mg [95]. Por tanto, os valores de HCQ
encontrados nas amostras A e B dos fArmacos analisados pelos dois métodos estao abaixo

do valor minimo que deveria ser encontrado.

Tabela 5. Resultados (média + desvio padrdao) obtidos para determinacdo de HCQ em

amostras de 4gua da torneira por VOQ usando eletrodo CB-PLA impresso em 3D.

Amostras Fortificado / pmol L' Encontrado / pmol L~ Recuperac¢io / %
1
Agua da 10,0 9,9+0,5 99+5
torneira A
Agua da 15,0 16,9+0,1 112+1
torneira B
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O desempenho analitico do método desenvolvido, como faixa linear e LD, foi
comparado a outros sensores eletroquimicos relatados na literatura para deteccdo do
HCQ (Tabela 6). Como pode ser observado, muitos dos sensores utilizam materiais caros
e requerem etapas de modificagdo de superficie trabalhosas, o que proporciona um
aumento no tempo de andlise. Além disso, o desempenho analitico do CB-PLA impresso
em 3D proposto é semelhante ou melhor do que os eletrodos convencionais. E importante
ressaltar que o eletrodo CB-PLA impresso em 3D ¢ um dispositivo descartavel versatil e

barato, com bom potencial para analise no local.
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Tabela 6. Comparacdo do desempenho analitico obtido usando eletrodo CB-PLA impresso

em 3D com outros sensores eletroquimicos relatados na literatura para determinacido de

HCQ.
Faixa
LD/
Eletrodo Método Linear / Amostras Referéncias
umol L!
pmol L!
SDSMCNTPE VC 0,85 1040 Farmacéutica [14]
RGO-Ti0,/GCE vVOQ 0,01 0,25-500  Farmacéutica [54]
GCE- VPD 0,004 10-99 Soro [9]
PMPDASAM sanguineo
EPC/CNNS VPD 0,00016  0,01-7,00 Farmacéutica [52]
e Urina
GCE-PMPD SAM VPD 0,004 12-111 Farmacéutica [53]
€ Soro
sanguineo
BDD VOQ 0,06 0,1-2,0 Urina [42]
MWCNT/EPC AdSDPV 0,006 0,06-100 Soro [43]
sanguineo
3D CB-PLA VOQ 0,04 0,4-7,5 Farmacéutica; Este Trabalho
Agua da
torneira

SDSMCNTPE: Eletrodo de pasta de nanotubo de carbono modificado com dodecil sulfato de s6dio; rGO—
TiO»/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado por nanocompdsito 6xido de grafeno reduzido — TiO»;
GCE-PMPDASAM: Eletrodo de carbono vitreo modificado com N,N-bis[(E)-(1-piridil)metilideno]-1,3-
propanodiamina monocamada automontada; CGE: eletrodo revestido de grafite; EPC/CNNS: eletrodo de
pasta de carbono modificado com nanofolhas de nitreto de carbono; GCE-PMPD SAM: Eletrodo de
cartbono vitreo modificado com N,N-bis[(E)-(1-piridil)metilideno]-1,3-propanodiamina (PMPD)
monocamada automontada (SAM); BDD: diamante dopado com boro; MWCNT/EPC: Eletrodo de pasta
de carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas; VOQ: voltametria de onda
quadrada; VPD: voltametria de pulso diferencial; VC: Voltametria ciclica; AASDPV: Voltametria de pulso

diferencial com redissolugdo adsortiva.
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5. Conclusao

Este trabalho demonstrou um método eletroquimico para a determinagdo de
hidroxicloroquina em agua da torneira e amostras farmacéuticas utilizando eletrodos CB-
PLA impressos em 3D. Foi observado um aumento substancial na resposta eletroquimica
para o composto HCQ ap0s o tratamento de ativacdo da superficie do eletrodo impresso
em 3D, levando a um desempenho analitico semelhante ao dos eletrodos convencionais.
Foi alcancada uma faixa linear (0,4-7,5 umol L!) e uma elevada detectabilidade (LOD
= 0,04 pmol L). Além disso, a viabilidade deste método foi demonstrada através da
andlise de agua da torneira e amostras farmacéuticas em que se mostrou exatiddo
apropriada obtendo valores de recuperagdo entre 99 e 112% para amostras de dgua de
torneira, além disso, apresentou a concentracdo de valores obtidos para comprimidos
farmacéuticos estatisticamente semelhantes aos valores obtidos por espectrofotometria
(regido UV) com 95% do nivel de confianga. Em suma, o método proposto ¢ simples, de
baixo custo, preciso (RSD <2,4% ), realiza até 10 medidas por uso e pode ser utilizado
em laboratorios com requisitos minimos de infraestruturama, pois uma impressora 3D
do tipo FDM ¢é um instrumento de custo baixo (~ 250 U$), ademais, é possivel realizar a
deteccao de HCQ no local através da combinagdo do dispositivo proposto com uma

instrumentagao portatil.
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6. Perspectivas do trabalho

Desenvolver tratamento de superficie no sensor 3D CB-PLA com impressora a laser na

regido do UV-Vis e aplicar sensor para deteccao simultanea de HCQ e PRT;

Produzir novos filamentos a base de grafeno para impressao em 3D com a finalidade de
gerar eletrodos com melhor desempenho analitico para a detec¢do de HCQ e outros

analitos.

7. Producao cientifica

Uso de eletrodos a base carbono impressos em 3D para a deteccdo eletroquimica de
hidroxicloroquina em amostras farmacéuticas e a4gua. Trabalho apresentado em formato
poster no XXXIV Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica (34°ERSBQ-
MG), presencial, dezembro, 2022.

Additively manufactured electrodes for the electrochemical detection of
hydroxychloroquine, 2022. Trabalho publicado na revista Talanta, Volume 250, p 1-7.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123727
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