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Porque Dele e por Ele, e para Ele, sdo todas as coisas; gloria, pois, a Ele eternamente.
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Romanos 11.36
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RESUMO

A disseminacdo dos medicamentos falsificados, contrabandeados e de baixa qualidade
tem gerado preocupacao nas autoridades sanitarias de varios paises devido aos inimeros
riscos que apresentam para a populagdo. As técnicas eletroanaliticas sdo uma alternativa
rpida e de baixo custo para realizar a triagem de medicamentos ilegais no local de
apreensdo. No Capitulo 11 sdo apresentadas duas metodologias para a determinacdo e
triagem rapida de tadalafila (TAD), usando uma célula de Andlise por Injecdo em
Batelada (BIA) impressa em 3D com detec¢do por amperometria € amperometria de
maltiplos pulsos, respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados com a
determinacéo de TAD por espectrofotometria e os dados estatisticos confirmam que nédo
houve diferenca entre os valores obtidos por ambas as técnicas. JA& no segundo
procedimento foi realizada a triagem de amostras de TAD adulteradas e por meio da
normalizac&o (raz&o) das correntes de pico foi possivel distinguir as amostras auténticas
e as adulteradas. No Capitulo Ill, foi proposta uma célula eletroquimica impressa em
3D compativel com varios eletrodos planares, composta por reservatério, bastdo e
tampa com os eletrodos de pseudo-referéncia e auxiliar feitos com filamento
condutivo extrusado por uma caneta 3D. A 3D-MSEC foi aplicada na triagem de
principios ativos em medicamentos com historico de falsificacdo/adulteracdo, como o
citrato de sildenafila (SC), losartana, tadalafila e 17 a-etinilestradiol. Neste
procedimento de triagem, foi realizada a abrasdo direta do pé de cada droga no eletrodo
de folha de grafite (GS), seguida da montagem na 3D-MSEC e registro do perfil
voltamétrico na presenca de apenas 500 uL de eletrélito. Este conjunto é promissor
para a triagem rapida e pratica de medicamentos ilicitos para identificar a auséncia ou
presenca do principio ativo, bem como de impurezas eletroativas. No Capitulo 1V, a
3D-MSEC/GS foi aplicada na triagem e determinacdo de SC em medicamentos
brasileiros e paraguaios, e 0s resultados foram comparados com HPLC. Este
dispositivo também foi aplicado na triagem de medicamentos de SC apreendidos
pela Policia Civil de Belo Horizonte-MG. Os resultados mostraram a presenca apenas

de SC em algumas amostras e combinado com outras substancias em outras.

Palavras-chave: Impressdao 3D; Manufatura aditiva 3D; Modelagem por fusdo e

deposicdo (FDM); Caneta 3D; Triagem de medicamentos falsificados.



ABSTRACT

The spread of counterfeit, smuggled and low-quality medicines has raised concern
among health authorities in several countries due to the numerous risks they pose to the
population. Electroanalytical techniques are a quick and low-cost alternative to
performing the screening of illegal drugs at the place of seizure. In Chapter II, two
methodologies for rapid determination and screening of tadalafil (TAD) are presented,
using a 3D printed Batch Injection Analysis (BIA) with amperometry detection and
multiple pulse amperometry, respectively. The results obtained were compared with the
determination of TAD by spectrophotometry and the statistical data confirm that there
was no difference between the values obtained by both techniques. In the second
procedure, the screening of adulterated TAD samples was performed and, through the
normalization (ratio) of peak currents, it was possible to distinguish between authentic
and adulterated samples. In Chapter 111, a 3D printed electrochemical cell compatible
with several planar electrodes was proposed, consisting of a reservoir, rod and cap with
pseudo-reference and auxiliary electrodes made with conductive filament extruded by a
3D pen. 3D-MSEC was applied in the screening of active ingredients in drugs with a
history of counterfeiting/tampering, such as sildenafil citrate (SC), losartan, tadalafil
and 17 a-ethinylestradiol. In this screening procedure, direct abrasion of the powder of
each drug was performed on the graphite sheet electrode (GS), followed by mounting
on the 3D-MSEC and recording the voltammetric profile in the presence of only 500 uL
of electrolyte. This set is promising for the rapid and practical screening of illicit drugs
to identify the absence or presence of the active ingredient, as well as electroactive
impurities. In Chapter 1V, 3D-MSEC/GS was applied in the screening and
determination of SC in Brazilian and Paraguayan drugs, and the results were compared
with HPLC. This device was also applied in the screening of SC drugs seized by the
Civil Police of Belo Horizonte-MG. The results showed the presence of SC alone in

some samples and combined with other substances in others.

KEYWORDS: 3D printing; 3D additive manufacturing; Fusion and Deposition
Modeling (FDM); 3D pen; Screening of counterfeit drugs.
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1.1 Panorama: medicamentos falsificados, contrabandeados ou de baixa
qualidade

O uso de remédios contrabandeados, falsificados ou de ma qualidade vem
crescendo em escala mundial, o que vem causando transtornos no mundo ha milénios.
No ano 1500 a.C. foi relatado pela rainha egipcia Hatshepsut a existéncia de
terapéuticos falsificados circulando pelo pais. Outro relato antigo ocorreu na Europa, no
século XVIII, quando houve a circulagdo de casca de quina falsa que era usado para
tratar o paludismo!. Todavia, somente em 1985 no Quénia foi realizada a conferéncia
sobre 0 Uso Racional de Medicamentos onde foi discutido pela primeira vez sobre os
riscos do consumo de medicamentos falsificados?.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um medicamento falsificado
produzido ilegalmente sem a garantia das boas préticas de higiene e seguranca, possuli
informagdes falsas na embalagem a fim de ludibriar o consumidor®®. Por isso, o
comércio, a venda, a producdo e a distribuicdo desses medicamentos falsificados €
considerado crime contra a saude publical®. Também existem os medicamentos de
baixa qualidade que sdo produzidos por fabricante registrados, mas que estdo fora dos
padroes de qualidade devido falhas no processo de producdo, embalagem ou
transporte’. Ja4 os medicamentos contrabandeados, sdo produtos transportados a um
pais e ndo apresentam registro para serem comercializados legalmente .

O consumo de medicamentos, suplementos e/ou anabolizantes falsificados, de
baixa qualidade ou contrabandeados vem crescendo no Brasil e no mundo®*. Mas, a
ingestdo destes produtos é um grande risco a salde, pois podem conter contaminantes,
principios ativos diferentes, principio ativo em dosagem distinta da declarada na
embalagem ou n&o possuir o principio ativo 124°,

As consequéncias do consumo desse tipo de remédio podem causar descrenca da
populacdo no sistema de saude, nos médicos, nos farmacéuticos e nos
medicamentos™’8, A periculosidade dos produtos fraudados também pode ocasionar
outros danos como o prolongamento das doengas, falha no tratamento, danos a saude
por causa dos contaminantes e 6bitos "*°. Em 2017, estimou-se que 169 mil criangas
poderiam morrer anualmente devido ao uso de antibioticos falsificados para pneumonia
e que aproximadamente 116 mil pessoas morreriam de malaria por causa de
antimalaricos fraudados °. De acordo com a OMS, em paises de média ou baixa renda, a
cada 10 medicamentos vendidos um ¢é falsificado ou de baixa qualidade 81112,
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Entre os anos de 2013 a 2017 as regifes com maiores notificacBes de
medicamentos falsificados foram Africa Subsaariana (42%), Américas (21%), Europa
(21%), Pacifico Ocidental (8%), Mediterraneo Oriental (6%) e Sudeste Asiatico (2%)*°.
Neste mesmo periodo, as principais classes de medicamentos falsificados e de baixa
qualidade notificadas a OMS foram os antipaltdicos (19,6%), antibioticos (16,9%),
anestésicos e analgésicos (8,5%), produtos de bem-estar (8,5%), medicamentos para o
cancro (6,8%), medicamentos para o coragdo (5,1%), medicamento psiquiatricos
(3,1%), vacinas (2%), contraceptivos (2%) e medicamentos para diabetes (0,8%). Nessa
classe de produtos para o bem-estar estdo inclusos os remédios para impoténcia sexual,
cosméticos, musculacéo e dieta .

No Brasil, frequentemente a midia promulga casos de medicamento de baixa
qualidade, tal como o caso do anticoncepcional Microvlar® (Schering do Brasil) em
1998 que estava sendo comercializado sem principio ativo (17a-etinilestradiol +
levonorgestrel), causando varios casos de gravidez ndo planejada. Nesse caso, 0S
comprimidos foram fabricados na propria empresa apenas para testar um equipamento,
porém as pilulas indcuas foram comercializadas®®.

Em 2017, a eficacia dos trés medicamentos genéricos mais vendidos no Brasil
foi investigada, no qual em algumas marcas contendo o anti-hipertensivo losartana foi
encontrada uma dosagem menor do que a declarada'®. E recentemente em 2019, a
ANVISA recolheu aproximadamente 200 lotes de medicamentos para hipertenséo
(valsartana, losartana e irbesartana) que estavam contaminados com nitrosamina
(substancia cancerigena)>®.

Outros casos envolvendo um farmaco de ma qualidade ocorreram no Paraguai
(2013) e no Paquistdo (2012 - 2013). O medicamento em questdo era indicado para
tratar tosse e deveria conter dextrometorfano, entretanto com a piora do quadro clinico
dos pacientes o caso foi notificado a OMS e verificou-se a presenca de levometorfano.
Ou seja, o farmaco foi produzido com o principio ativo incorreto e como consequéncia
60 pessoas faleceram apés a sua ingestao®1"18,

Em marco de 2021, foram divulgados casos envolvendo as pilulas
anticoncepcionais, Anulette® (17 o-etinilestradiol + levonorgestrel) e Minigest®
(17 a-etinilestradiol + gestodeno), que séo fabricadas pelo mesmo laborat6rio. Segundo

analises, no Minigest® a quantidade de horménio é menor do que a descrita no rotulo e
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0 Anulette® apresentou problemas na sequéncia de acondicionamento dos comprimidos
na cartela. Essas falhas provocaram 170 gestacdes ndo planejadas no Chile!®2,

No Brasil, os dados mostram que entre 2007 e 2010 os estados brasileiros com
maior nimero de apreensdes de medicamentos falsificados foram Paranad (50%), Sao
Paulo (16,6%) e Santa Catarina (6,2%). Dentre as apreensfes de medicamentos
falsificados nesse periodo, 69% foram medicamentos para impoténcia sexual (Cialis® e
Viagra®), 26% esteroides anabolizantes (Hemogenin®, Deca Durabolin® e Durateston®),
3,5% misoprostol (Cytotec®) e 0,7% outros medicamentos (Glivec®, Xenical®, Peb
one®e Peb two®)*4 Analises quimicas realizadas nestas amostras apreendidas
revelaram uma grande variedade de substancias presentes nesses medicamentos ou
auséncia de substancia ativa, divergindo das informacdes declaradas nos rétulos*. Mais
recentemente foram promulgados os principais medicamentos falsificados apreendidos
no periodo de 1998-2015. As dez classes terapéuticas mais confiscadas foram
vasodilatador (17,4%), analgésico (10,1%), anabolizante (9,4%), antibacteriano (8%),
anti-inflamatorio (6,3%), suplementos (5,6%), antiparasitario (4,2%), anorexigeno
(2,4%), suplementacéo vitaminica (2,1%) e antifingico (2,1%)2.

Casos de falsificacdo ocorreram na Guiné-Bissau (2013) e na Libéria (2015)
com o anticonvulsivo fenobarbital. Em ambas as situacbes os médicos observaram o
aumento das crises convulsivas nos pacientes. Posteriormente, os testes quimicos
constataram a auséncia do principio ativo nos comprimidos®. Entre 1997 e 2000 foram
também descobertos casos de placebo no farmaco Androcur (Schering do Brasil)
utilizado no tratamento do cancer de prostata. Essa falsificacdo culminou na morte de
pacientes e na prisdo dos integrantes da quadrilha>*3,

Em 2014, na Republica Democratica do Congo, houve a circulacdo de Diazepam
falsificado que resultou em 930 internacGes e 11 Obitos. Foi constatado que nesses
medicamentos ndo havia Diazepam, mas foi detectada a presenca de haloperidol que é
utilizado para tratar esquizofrenia. Em 2015, no Niger e na Nigéria, houve a distribuigdo
de vacinas falsificadas durante o surto da meningite C, esse crime resultou em quase
600 mortes?.

Os fatores que contribuem para este cenario sdo o facil acesso, 0 baixo custo,
sites ilegais e a compra sem receita médica®. A falta de rigidez na regulamentagéo, falha
na fiscalizacdo e sansBes penais fracas também auxiliam para o crescimento de vendas

ilegais de medicamentos®>?4, Estima-se que estas redes criminosas alcancam lucros
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maiores do que os obtidos no trafico de drogas*?® e de acordo com a Organizagio
Internacional de Policia Criminal (INTERPOL) este dinheiro também é usado para
custear outras atividades clandestinas®. Segundo o relatério divulgado em 2010 pelo
Centro de Medicamentos no Interesse Publico, essa renda gerada ilicitamente poderia
alcangar US$75 bilhdes*1° em 2020 e com aumento de 90% nos ltimos 5 anos*®.

Diante desse cenario preocupante de falsificacGes, falhas e contrabando de
farmacos é necessario desenvolver metodologias para detec¢do e controle de qualidade
dos medicamentos comercializados como, por exemplo, o 17 a-etinilestradiol (EE2),
citrato de sildenafila (SC), tadalafila (TAD) e a losartana (LOS). Os dois principios
ativos SC e TAD sdo encontrados no Viagra® e no Cialis®; respectivamente, segundo
Hurtado e Lasmar* esses foram os campedes do contrabando no Brasil entre 2007 e
2010. J4 0 EE2 esta presente em inimeros anticoncepcionais®®, inclusive nas pilulas que
ja apresentaram falhas na composicio hormonal como por exemplo, Microvlar®,
Anulette® e Minigest®. Os medicamentos para hipertensdo contendo LOS ja foram
comercializados sem o principio ativo ou com contaminantes, sendo necessario
monitorar a qualidade dessa classe de farmacos. Com base nessas premissas, essas
quatro moléculas foram selecionadas para desenvolver esse trabalho.

Todo este cenério evidencia a necessidade de metodologias para a andlise da
composicdo dos medicamentos para detectar os produtos falsificados ou irregulares. A
OMS desenvolveu 0 passo-a-passo para analisar medicamentos suspeitos em Varios
aspectos que abrangem desde exames organolépticos até a andlise quimica dos

comprimidos. Estes protocolos serdo descritos mais detalhadamente no préximo topico.

1.2 Protocolo adotado pela Organizacdo Mundial da Salde para analise de

medicamentos suspeitos

De acordo com as recomendacdes da OMS, o procedimento para anélise de um
produto suspeito pode seguir 0s seguintes passos: exame organoléptico, testes
qualitativo de triagem e métodos analiticos quantitativos>?4%°. O exame organoléptico
consiste na avaliagdo preliminar de um medicamento comparando-se distintas
caracteristicas entre os produtos verdadeiro e suspeito. As caracteristicas a serem
observadas devem ser ndmero de registro na Anvisa, nimero do lote presente na
embalagem e no frasco, tinta reativa, lacre de seguranca, nome e endereco do fabricante,

erros gramaticais na embalagem, instrucdes mal escritas, odor, cor, formato e tamanho
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da pilula, textura, rachaduras, manchas superficiais, data de validade, entre
outr032'24'25'27'28.

Os falsificadores podem cometer erros 6bvios que podem ser identificados pelo
consumidor ou erros discretos que sdo detectados somente por especialistas. Um
exemplo ocorreu na Hungria, onde foi apreendido Viagra® falso que possuia cor rosa ao
invés da tradicional cor azul, posteriormente analises quimicas confirmaram a auséncia
do principio ativo e a presenca de anfetaminal®?®®. Caso a verificagdo visual seja
inconclusiva, é necessaria uma analise quimica do principio ativo presente na
formulacédo, podendo ser realizada de modo qualitativo (triagem) ou quantitativo.

Se o exame organoléptico ndo fornecer evidéncias conclusivas, o farmaco
suspeito pode ser submetido a um método de diagndstico simples como, por exemplo,
colorimetria, cromatografia em camada delgada (CCD), dissolucdo e
desintegracdo®?4?°, Obrigatoriamente um teste qualitativo deve fornecer a identificacio
do principio ativo, todavia o resultado mostra apenas o indicio da presenca do farmaco.
Além disso, este diagnostico pode ou ndo fornecer evidéncia de contaminantes na
formulacdo®. E importante salientar que o teste diagndstico ndo exclui a realizacdo de
testes oficiais encontrados em farmacopeias, pois uma avaliagdo completa do
medicamento exige um conjunto de analises qualitativas e quantitativas®*2°. Além disso,
0 diagnostico tardio colabora para o atraso na apreensdo desses medicamentos
falsificados/adulterados e consequentemente contribui para 0 maior niimero de vitimas’.

A colorimetria é um teste simples, rapido, barato e pode ser feito no local da
apreensdo fornecendo um resultado positivo para a presenca do analito por meio de uma
reacdo que promove uma rapida mudanca de cor??42°3° Com esse método é possivel
verificar a presenca ou a auséncia do principio ativo e também obter informacdes semi-
quantitativas como, por exemplo, se a mudanca de cor for radical ou mais profunda a
quantidade do ingrediente ativo pode estar elevada’-2>3t,

E possivel obter medicdes quantitativas por meio da colorimetria usando um
fotdmetro portatil que mede a concentragdo do farmaco em funcdo da absorcdo da
cor’?43031 "Um exemplo de teste colorimétrico realizado com antimalaricos é o uso do
corante Fast Red TR que torna-se amarelo na presenca do principio ativo?*3!, Outro
exemplo muito conhecido é a triagem de cocaina usando o teste de Scott, que utiliza
tiocianato de cobalto em meio acido que em contato com a droga torna-se azul®?. Apesar

da técnica apresentar simplicidade, baixo custo e facil manuseio ela possui limitagdes
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como, por exemplo, o falso positivo na presenca de interferentes e também inutilizar a
amostra?®3?,

Outros testes qualitativos que podem ser utilizados na anélise de farmacos
suspeitos sdo os testes de desintegragdo e dissolugdo do comprimido®2°33, Esse tipo de
investigacdo auxilia na identificacdo de erros comuns na formulacdo de medicamentos
adulterados/falsificados?®33. Os testes de desintegracdo sdo adequados para analise em
campo, mas para realizar os testes de dissolucéo é necessario utilizar instrumentagdo?.
Os testes de desintegracdo avaliam a velocidade de desintegracdo de uma formulacao
solida em solucdo. Os testes de dissolucdo fornecem informacbes sobre a
biodisponibilidade do farmaco?®34%,

Quando o medicamento apresenta baixa dissolucdo isso sugere que a dose do
principio ativo pode ndo estar disponivel para o organismo do paciente?®%®. Além disso,
este resultado indica se a formulacdo estd fora dos padrdes de qualidade, se a
composicdo do excipiente estd correta e se as condicbes de armazenagem estdo
adequadas. Esses testes de desintegracdo e dissolucdo sdo eficazes até mesmo para
discernir se o medicamento adulterado/falsificado possui a quantidade correta do
ingrediente ativo?®343,

Esses testes sdo comumente utilizados na indudstria para controle de qualidade,
pois permitem observar a reprodutibilidade entre lotes de medicamento, uniformidade
do produto, falhas na fabricacdo, comportamento da liberacdo do principio ativo, detecta
diferencas sutis na fabricacdo, entre outros. Estas informacbes sdo de extrema
relevancia na industria, pois influenciam diretamente no mecanismo de acéo do farmaco
no corpo humano3+3°

Outra analise que pode ser empregada na triagem de farmacos suspeitos € a
cromatografia em camada delgada (CCD)%?#2°%  Essa técnica utiliza uma fase
estacionaria composta por uma placa revestida com uma camada fina de adsorvente
solido (alumina ou silica) e uma fase movel que consiste em um solvente adequado para
a analise. Esta placa é inserida no recipiente onde foi adicionado o solvente e a fase
movel vai eluir pela camada adsorvente promovendo a separa¢do dos componentes da
amostra de acordo com a polaridade e as intera¢fes quimicas de cada um com a fase
movel e a estacionaria®!%3"38 Qs testes CCD sdo os mais utilizados na triagem de
farmacos falsificados/adulterados®®, visto que permitem a identificagio da composicéo
do medicamento, fornecem informacéo semiquantitativa do principio ativo e a deteccéo

de impurezas no medicamento®*%°,
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Quando o solvente elui pela fase estacionaria arrastando consigo a amostra,
ocorre a separagdo dos componentes do medicamento®’1%2° Todas a informacdes
obtidas nessa analise cromatogréafica como a cor, intensidade e a distancia percorrida
pela mistura devem ser semelhantes ao padrdo de referéncia?®®. As impurezas presentes
na formulacdo do medicamento também podem ser detectadas pela CCD e também héa
menos risco de interferéncia dos excipientes?* como ocorre na colorimetria.

J4 a intensidade da cor da mancha estd relacionada com a quantidade do
principio ativo presente na amostra®® e pode ser discernida visualmente quando
comparada com o padrdo de referéncia®®3+%, Por isso, a CCD é considerada semi-
quantitativa®® mesmo se os falsificadores adicionarem uma pequena quantidade do
ingrediente ativo, a CCD fornece essa informacdo de baixa dosagem?*%. Varios
trabalhos ja foram publicados utilizando essa técnica cromatografica na triagem de
medicamentos falsificados, no trabalho de Sherma e Rabel é apresentada uma revisdo
sobre os artigos divulgados empregando a CCD®.

A CCD é um método de triagem presente no kit de analise desenvolvido pelo
German Pharma Health Fund (GPHF)%° conhecido como GPHF-Minilab, esse projeto
é financiado pela Merck Germany*®. O manual do Minilab possui todas as etapas que
devem ser seguidas na analise do farmaco falsificado/adulterado sendo: o exame visual
da embalagem e da pilula para detectar erros 6bvios, uniformidade da massa, teste de
desintegracdo e por ultimo o teste CCD para verificar o conteddo do medicamento e a
estimativa da dosagem®”*2. Dados recentes mostram que esse Minilab ja é utilizado por
quase 100 paises dos quais Mianmar, Tanzania e Uganda ja o elegeram como kit oficial
para monitorar a qualidade dos antipaltdicos, no total existem aproximadamente 900
Minilabs pelo mundo®?.

O Minilab contém um manual para a triagem de 102 medicamentos? sendo
antissépticos, antibidticos,  vermifugos, antitubercul6ticos, antipaludicos,
antibacterianos, anti-inflamatorios, antirretrovirais, entre outros®°, Este kit de analise é
portatil, de baixo custo, permite uma rapida triagem, ndo depende de energia elétrica
(possui bateria), adequado para analise em campo e ndo necessita de muito treinamento,
todas essas caracteristicas tornam viavel o uso desse kit em locais remotos e nos paises
em desenvolvimento®!°, Além disso, o kit possui todos os solventes (ndo toxicos)
necessarios para realizar a inspecdo do farmaco®!2, padrdes de referéncia, vidrarias,
lampadas UV, placas descartaveis para CCD, camara de revelacdo, balanca de bolso,

régua, lapis e placa de aquecimento. A quantidade desses itens é o suficiente para
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realizar 1000 andlises por € 3 cada uma e o manual foi escrito em trés idiomas (inglés,

francés e espanhol)?2,

Na literatura encontra-se aproximadamente quarenta dispositivos que foram

desenvolvidos para triagem em campo de medicamentos falsificados/adulterados’®.

Esses dispositivos apresentam variacdo quanto ao custo, tipo de analise, resultado, e

experiéncia do usuério. Todos esses métodos de triagem podem ser classificados em

quatro categorias’:

1)

(2)

(3)

(4)

Triagem de formulacéo: dispositivos que analisam tanto o principio ativo
qguanto os excipientes presente na forma farmacéutica. Sdo baseados em
dados espectrais e necessitam de uma biblioteca de referéncia, além disso
alguns fornecem informacdes quantitativas do principio ativo. Exemplos:
TruScan RM (Thermo Scientific), SCiO (Consumer Physics), TruDefender
FT (Thermo Scientific), Metrohnm Instant Raman Analyzer (MIRA,
Metrohm), entre outros.

Deteccdo do principio ativo: a maioria desses dispositivos fornecem
informacBes semi-quantitativas enquanto outros sO identificam o principio
ativo. Todos esses métodos destroem a amostra apos a analise e muitos
exigem o pré-tratamento do medicamento. Exemplos: GPHF-Minilab,
Dispositivo Analitico de Papel (PAD), IONSCAN-LS (Smiths Detection),
NIR (D-NIRS), etc.

Propriedades fisicas: esse tipo de dispositivo discerne entre 0 medicamento
auténtico e o adulterado/falsificado com base na aparéncia visual do
comprimido e da embalagem. E importante enfatizar que esses testes néo
verificam a presenca ou a auséncia do principio ativo. Exemplos:
Dispositivo de Deteccdo de Falsificacdo CD3+, refratbmetro digital
AR200 (Leica Microsystems), Indicador de Medicamentos
Falsificados (CoDlI), SOC-410 (Surface Optics Corporation), etc.
Contaminacdo Microbiana: é citado somente um dispositivo desenvolvido
com o propdsito de detectar essa contaminacao. Esse teste é conhecido como
Speedy Breedy (Bactest), um respirdmetro portatil que avalia o contagio

microbiano ou a esterilidade em meio liquido.

Os testes organolépticos e qualitativos sdo recomendados pela OMSY?* mas

para se obter informacGes mais detalhadas sobre a composi¢cdo do medicamento é

necessario submeter o farmaco a analises cromatograficas e/ou espectroscopicas’ 1931,
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Essas técnicas podem ser mais sofisticadas, dispendiosas, necessitam de usuario
treinado para manusear o0 equipamento e um laboratoriol’82, Entretanto, algumas
regibes ndo tém acesso e nem condicGes para adquirir esses equipamentos para
monitorar a qualidade dos medicamentos. Essa situacdo contribui negativamente, pois
esses locais sdo os principais alvos de medicamentos falsificados®:"1%2°,

A cromatografia é considerada uma técnica de referéncia para a analise de
farmacos sendo classificada como uma técnica ouro®3! e ainda é recomendada pela
Farmacopeia Brasileira*'. Existem dois tipos de cromatografia empregadas na anélise de
farmacos que sdo conhecidas como liquida (HPLC) e gasosa (CG), a diferenca basica
entre elas é o estado fisico da fase mével®¥42, O HPLC é um método de separagio onde
0s componentes de uma mistura sdo separados ao passarem pela coluna que retém os
compostos de acordo com as interacGes de cada molécula com a fase estacionaria e com
a fase movel'®#?4 A medida que os compostos sdo liberados da coluna eles s&o
identificados por um detector®® como, por exemplo, de indice de refragdo’*,
fluorescéncia’*?, eletroquimico®#?, ultravioleta’3!, espectrometro de massa (MS)?°3!,
entre outros. Por meio dessa técnica € possivel quantificar os componentes do
medicamento com base na altura ou area do pico’.

Ja na CG a fase mdvel é um gés inerte e os analitos sdo separados de acordo com
a interacdo com a fase estacionaria. A ordem de eluicdo dos componentes esta
relacionada com a volatilidade e a interacdo com a coluna capilar, ou seja, 0s
constituintes mais volateis eluem primeiro seguido dos analitos que possuem maior
tempo de retencdo®*“2. Os detectores utilizados na CG podem ser de ionizagdo em
chama, de condutividade térmica, captura de elétrons®®, de espectrometria de massa*?,
entre outros.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS) é uma
técnica que alia a separacdo de moléculas por HPLC e a identificacdo da substancia por
MS042 E uma ferramenta muito utilizada na analise de medicamentos falsificados e de
baixa qualidade®“, além disso é considerada uma andlise de rotina no laboratdrio*®6.
Essa técnica combina a cromatografia liquida com a alta sensibilidade e seletividade da
espectrometria de massa'®®. A HPLC-MS ¢ capaz de separar misturas complexas*>*® e
fornecer informag@es estruturais das moléculas presentes na formulagdo®3?, visto que a
MS separa as moléculas segundo a sua razdo massa/carga e subsequentemente permite a
sua identificacdo®®. Essa técnica permite a andlise qualitativa e quantitativa de

formulagBes conhecidas e também a elucidacio de amostras desconhecidas®®4®,
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A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) é a
técnica mais empregada para caracterizar e detectar medicamentos falsificados'®*® ou de
baixa qualidade®®. Além disso, a CG é mais eficiente do que a HPLC, ja que as colunas
utilizadas na CG sdo mais extensas e proporcionam maior ndmero de pratos
teoricos®®#2, Em andlise quantitativa a CG-MS permite encontrar pequenas quantidades
do analito na ordem de picogramas®. Outro ponto positivo da GC-MS é a sua
capacidade de tracar perfil das impurezas presentes nos farmacos e por meio destes
resultados € possivel descobrir se diferentes amostras falsificadas provém de uma
mesma fonte. Essa técnica também pode diferenciar lotes de farmacos genuinos e
discernir entre produtos falsificados e de baixa qualidade?.

Todavia, existem alguns inconvenientes na CG-MS como, por exemplo, 0
analito deve ser volatil e no pode se degradar antes ou na temperatura de analise?®4®.
Se o componente ndo for volatil ou termolabil é necessario submeté-lo a
derivatizagdo®“®. Como a natureza dos constituintes do farmaco geralmente séo
termicamente instaveis e se degradam na faixa de 180 a 200°C é essencial a sua
derivatizacdo®%®. Esse procedimento de preparo de amostra prolonga o tempo da
andlise, aumenta a probabilidade de erros, torna o procedimento complicado e aumenta
0 custo da analise3°%, Apesar de seus méritos a CG-MS apresenta inconveniéncias
em relacéo a simplicidade e tempo de analise*®.

As técnicas espectroscopicas fornecem informacGes a respeito da estrutura e da
composicdo por meio da interagdo da matéria com a radiacdo eletromagnética®, pois
cada molécula possui interacdo exclusiva com a radiacdo’. As técnicas mais conhecidas
sdo Raman, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) , ressonancia magnética nuclear (RMN)
e espectroscopia na regido UV-VIS1%31 A MS também é empregada em analises de
medicamentos suspeitos, mas difere das outras técnicas espectroscopicas, pois € uma
técnica fundamentada na formagdo e deteccdo dos ions provenientes das espécies
injetadas®.

Essas técnicas espectroscopicas permitem ao analista distinguir medicamentos
falsificados ou de baixa qualidade por meio de comparagdes entre o espectro da amostra
com espectro de referéncia presente numa biblioteca de dados?®33. A OMS disponibiliza
digitalmente a Farmacopeia Internacional, esse guia possui 0 espectro infravermelho
dos medicamentos mais usuais®. Vale ressaltar que cada amostra fornece uma
impressdo digital espectral que auxilia na sua identificacdo, pois Vvarios principios
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ativos, alguns excipientes organicos e 0s contaminantes possuem picos espectrais bem
caracteristicos’?%%°,

As técnicas espectroscopicas ndo destroem a amostra, fornecem dados
qualitativos, possuem alta velocidade e ainda podem ser quantitativas como UV-Vis e
RMN3L3, A FTIR é uma técnica que possibilita identificar os grupos funcionais das
moléculas presentes no medicamento por meio das bandas de absor¢do, essa técnica
mede as vibragdes moleculares na regido de 400 a 4000 cm™ 10314° Essa técnica
apresenta alta especificidade devido as bandas de absorgéo finas e intensas®®. Ja a NIR
varia de 12500 a 4000 cm™33, por isso suas bandas de adsor¢do sdo mais largas, mais
fracas, com baixa resolucéo e baixa especificidade!?3, consequentemente as diferencas
entre os espectros dos medicamentos sdo muito discretas'®3!. Para contornar essa
limitacdo os espectros NIR sdo submetidos a quimiometria para discriminar as amostras
suspeitas3t33,

Ao contrario das espectroscopias FTIR e NIR que envolvem a absor¢do, a
técnica espectroscopica Raman detecta o espalhamento da luz irradiada na amostra por
um laser®’. Essa energia interage com as vibraces liberadas pelos constituintes da
amostra, esse processo altera a energia dos fétons e consequentemente os modos
vibracionais das moléculas podem ser detectados!®®*4%, O espectro Raman fornece
bandas de absorcéo finas, essa caracteristica confere alta especificidade a técnica®,

A espectroscopia RMN € uma técnica interessante para analisar a qualidade de
amostras suspeitas, visto que elucida as estruturas moleculares e a sua
composicdo’®*#4’. Na RMN o medicamento é submetido a um campo magnético
externo onde uma onda eletromagnética causa excitacdo no nucleo do dtomo. Entdo, o
nucleo com spin diferente de zero (*H e *3C) ira produzir seu proprio campo magnético
e produzird o sinal de ressonancial®?. Essa técnica é quantitativa por natureza, visto
que a area do pico é proporcional ao nimero de nlcleos?®333, Entretanto, a RMN ¢
dispendiosa, requer uso de solventes, temperatura controlada, energia estavel e de um
analista com qualificagdo'®?, Algumas dessas desvantagens pode ser superadas usando
0 RMN de bancada que pode ter um preco menor e € mais compacto, mas € menos
sensivel®®,

As técnicas espectroscopicas FTIR, NIR e Raman possuem varias opcdes de
equivalentes portateis e que sdo adequados para a analise em campo®®347 tais como
Exoscan (A2 Technologies®), MicroPhazir (Thermo Scientific®) e Truscan (Thermo

Scientific®), respectivamente’3!, Esses dispositivos portateis sdo ferramentas
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promissoras que vem ganhando destaque no combate aos medicamentos falsificados e
de baixa qualidade em paises de baixa e média renda*’. Os dispositivos miniaturizados
apresentam resultados satisfatorios na andlise em campo, pois discriminam e
identificam medicamentos falsificados e de baixa qualidade quanto a quantidade do
principio ativo, a presenca de contaminantes e em relagio aos excipientes’.

Vaérios testes podem ser empregados nos procedimentos organolépticos, de
triagem e confirmatdrios, ndo obstante foram apresentados os principais métodos
relatados na literatura, como alternativa novos métodos, com menor custo, estdo sendo

utilizados como, por exemplo, a impresséo 3D.

1.3 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos fazem parte da quimica analitica e por meio destes
obtém-se informacGes qualitativas e quantitativas sobre a espécie eletroativa de
interesse*®4°, Estes métodos fundamentam-se na relagdo direta entre a quantidade da
substancia com a respectiva propriedade elétrica como, por exemplo, condutividade
elétrica, potencial, corrente ou carga®®.

Existem vérios tipos de técnicas eletroanaliticas tais como, voltametria,
potenciometria, amperometria, condutometria, etc*>. Dentre estas, as técnicas
voltamétricas sdo muito utilizadas em diversos tipos de analises®. A voltametria é
realizada usando uma célula com trés eletrodos, onde cada eletrodo exerce a sua
funcdo*®. Em suma, mede-se a corrente entre o eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho
enquanto que aplica-se a diferenca de potencial entre o eletrodo de referéncia e o
trabalho*?. A reacdo de oxirreducdo do analito ocorre na superficie do eletrodo de
trabalho e a corrente faradaica gerada é proporcional a concentragdo dessa espécie®. As
informagdes sobre o potencial e a corrente sdo registradas simultaneamente e exibidas
em um voltamograma“®.

A técnicas supracitadas diferem quanto ao tipo de sinal elétrico empregado na
analise da espécie eletroativa e também na aplicacdo do potencial em funcdo do
tempo?®*, Nesse sentido, as técnicas voltamétricas pulsadas (como a voltametria de
pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada) possuem maior sensibilidade, visto
que o potencial aplicado ndo é uma funcéo linear do tempo. Entéo, as técnicas pulsadas
promovem a melhor discriminacéo entre as correntes capacitiva e a faradaica resultando

na menor contribuicdo da capacitiva no sinal eletroquimico*®>t,
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A voltametria de onda quadrada (VOQ) é a técnica que alia rapidez e alta
sensibilidade, além de fornecer baixos limites de deteccdo que sdo comparaveis aos
obtidos por cromatografia e a espectroscopia*®®!. A programacdo da voltametria de
onda quadrada esté ilustrada na Figura 1, onde uma onda quadrada é sobreposta a uma
rampa escalonada. A corrente € registrada no fim do pulso (incremento de potencial)
catodico e do anddico quando a corrente capacitiva é negligencidvel. Na VOQ, como as
componentes direta e reversa sdo realizadas na mesma varredura, entdo o sinal
registrado corresponde a corrente resultante. Por isso, que a corrente de pico obtida pela

VOQ é mais intensa do que nas outras técnicas voltamétricas*4%52,

Figura 1 — Modo de perturbacdo do eletrodo de trabalho na voltametria de onda

quadrada.
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Fonte: Adaptado de Harris, 20162,

Os métodos voltamétricos, principalmente as técnicas pulsadas, oferecem muitas
vantagens como a seletividade, especificidade, sensibilidade e baixo limite de
detecgdo®®. Vale ressaltar, que o método adotado pelos compéndios nacionais e
internacionais®® é a cromatografia que é uma técnica robusta e confiavel, contudo
apresenta as suas desvantagens como o preparo de amostra, tempo de analise, alto custo
e o elevado consumo de reagentes®. Ja as técnicas eletroanaliticas possuem baixo custo
instrumental, baixa geracdo de residuos, fornece resultados mais rapidos e na maioria

das vezes ndo necessita de preparo de amostra®®>. Entdo, esses métodos tem potencial
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para serem empregados na andalise qualitativa e quantitativa de medicamentos
falsificados, pois identificam a presenca ou a auséncia do farmaco, detectam
interferentes e permitem a quantificacdo do principio ativo.

Além disso, as técnicas voltamétricas podem ser utilizadas em conjunto com
outras tecnologias como, por exemplo, a impressdo 3D°. Recentemente, diversos
pesquisadores tem utilizado as impressoras 3D para produzir células e eletrodos como,
por exemplo, na construcdo de dispositivos eletroquimicos portateis® . A utilizagio
desta tecnologia na voltametria tem contribuido para reduzir ainda mais os custos dos

aparatos empregados na eletroanalitica®%2,

1.4 Impressdo tridimensional: breve historico e tipos de tecnologias de
impressdo 3D

A impressdo 3D, manufatura aditiva ou prototipagem répida é uma tecnologia
inovadora e que é considerada a nova revolugdo industrial®®%, pois permite projetar e
fabricar materiais personalizados com rapidez, menor custo e sem desperdicio®667,
Além disso, a manufatura aditiva possui outras vantagens tais como precisao,
versatilidade, reprodutibilidade, durabilidade, fabricagdo em uma Unica etapa e
customizacao®®®®. A impressdo 3D permite a construcdo dos objetos 3D por meio de
adicdes sucessivas (camada por camada) até se obter o resultado final’®"2, todo esse
processo é controlado digitalmente’®,

Para imprimir uma estrutura fisica por meio da manufatura aditiva é necessario
criar o modelo digital por meio de um software de desenho assistido por computador
(CAD), scanner 3D ou fotogrametria®”%7-"> Apds o desenvolvimento do desenho
tridimensional é preciso converté-lo no formato de arquivo estereolitografico (arquivo
STL)%7476 onde as informagbes do desenho serdo transformadas em triangulos que
descrevem a geometria superficial do objeto’>"3'4 Essa etapa ¢ imprescindivel, visto
que o formato .STL € universalmente compativel com o software de qualquer
impressora 3D "7, Em seguida, o software da impressora vai realizar o fatiamento do
modelo desejado, esse processo consiste em fatiar o objeto em sucessivas camadas
gerando um arquivo G-CODE. A impressora 3D segue as coordenadas presentes no G-
CODE para imprimir a pega tridimensional camada por camada e esse processo se
repete até o término da construcdo do objeto®*®37375 Todo esse processo estd resumido

na Figura 2 abaixo.
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Figura 2 — Etapas envolvidas desde a elaboracdo até a impressdo de uma peca

tridimensional.
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Fonte: Adaptado de Agrawaal et. al. 20217,

Como o software de fatiamento define apenas a superficie externa da peca, 0
preenchimento das camadas é determinado pelo usuério’. A forma de deposicdo de
cada camada no momento da impressdo, o tempo e a resolucdo sdo determinados pelo
tipo de tecnologia presente na impressora 3D'173">7® Dependendo da estrutura 3D
almejada é necessario incluir uma parte sacrificial na construcdo do modelo para atuar
como suporte, mas posteriormente esse suporte é eliminado para se obter o resultado
final’®*. Outros tipos de pds-processamento também podem ser incluidos como, por
exemplo, pintura, polimento, colagem, acabamento com produtos quimicos, etc’>7".

Existe uma variedade de processos e tecnologia de impressao tridimensional que
surgiram nas ultimas décadas, cada uma tem um método diferente para depositar as
camadas do material’>7®. Esses métodos podem ser divididos em quatro categorias
principais com base em suas semelhancas: (1) extrusdo: Modelagem por fusdo e
deposicdo (FDM) e Robocasting (DIW); (2) laminacdo: Manufatura de objetos
laminados (LOM); (3) & base de p6: Sinterizacdo seletiva a laser (SLS), Fusdo seletiva
a laser (SLM), Fus&o por feixe de elétrons (EBM), Jato de aglutinante e Sinterizac&o de
inibicdo seletiva (SIS) e (4) fotopolimerizacdo: Estereolitografia (SLA), Jato de tinta,
Producéo continua em interface liquida (CLIP) e Polimerizacao por dois
fotons (2PP)**73, Essas técnicas ainda podem ser subdividas em dois grupos: (1)

métodos que causam o amolecimento ou a fusdo do material tais como SLS, SLM e
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FDM; (2) métodos que fazem a cura de materiais liquidos como, por exemplo, SLA e
LOM75'78.

O primeiro relato de uma impresséo tridimensional surgiu em 1977 e foi descrito
na patente do pesquisador W. K. Swainson’t. Em 1981 Hideo Kodama, do Instituto de
Pesquisa Municipal de Nagoya, também desenvolveu um método para fabricar objetos
3D usando o método que seria nomeado como Estereolitografia (SLA). Nesse método
Kodama utilizou luz ultravioleta para solidificar o polimero fotoendurecivel camada por
camada até o resultado almejado®%:">7880 Somente em 1984, Charles Hull (ou Chuck
Hull), criou o primeiro equipamento 3D e em 1986 conseguiu a patente para 0 método
da SLA7798 - Além disso, Hull fundou a empresa 3D Systems’®’®, em 1987
comercializou a primeira impressora 3D® e também criou formato .STL para vincular o
modelo digital com a impressora 3D,

Os materiais utilizados na SLA s&o resinas acrilicas ou epoxi®”’"2, O esquema
de funcionamento da SLA estd ilustrado na Figura 3. Existem vérias configurac@es de
impressoras SLA, entretanto na maioria das vezes consiste em uma cuba preenchida
com resina fotocuravel, uma plataforma mével e uma fonte de luz (UV, LED, laser Hg-
Cd, etc.). A fotopolimerizagdo ocorre quando uma fonte de luz, com energia suficiente
para solidificar a resina, interage com a superficie do fotopolimero realizando a cura.
Apos a camada ser fotopolimerizada, a plataforma de fabricacdo desce a profundidade

de uma camada e 0 processo se repete até a formacio da estrutura tridimensional®”.%74,
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Figura 3 — Diagrama ilustrando os componentes e o funcionamento da Estereolitografia
(SLA).
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Fonte: Adaptado de Awad et al. 2018.7

ApOs o processo de impressdo SLA, geralmente, os objetos necessitam de um
procedimento de poOs-processamento para limpar a resina ndo curada de sua
superficie®” %4 A SLA é uma técnica que fabrica pecas 3D com alta resolucio e
complexidade mesmo em escalas pequenas®’®. Essa resolucdo é influenciada pelas
propriedades da fonte de luz e pelas caracteristicas da resina’®. Outra vantagem da SLA
é que ela ndo possui bico extrusor e consequentemente ndo apresenta problemas de
entupimento®’. Todavia, as dimensdes do objeto ¢ limitado pelo volume da cuba’™, as
impressoras SLA sdo de alto custo®” e as pecas produzidas por esta técnica ndo séo
resistentes devido os fotopolimeros serem suscetiveis a degradacdo’.

Na década de 80, Carl Deckard académico da Universidade do Texas e o Dr. Joe
Beaman desenvolveram e patentearam um novo método de impressdo 3D nomeado
como Sinterizagdo Seletiva a Laser (SLS)™""®. A SLS é uma técnica que usa um laser
de alta energia para amolecer, fundir e solidificar um pd para formar uma estrutura
3D7L7375T8T0 - Esse feixe de laser funde o material obedecendo o modelo
programado’>".

O funcionamento de uma impressora 3D SLS esta ilustrado na Figura 4. O pé
que sera sinterizado é espalhado uniformemente na cama de fabricacdo pelo rolo. Em

seguida o feixe de laser funde as particulas do pé de acordo com as informagdes do
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projeto 3D, ou seja, atinge pontos especificos. Para padronizar a energia do feixe de
laser sdo empregados lentes e espelhos para este proposito. Quando a camada é
finalizada a cama de construcdo se abaixa na altura da espessura de uma camada e 0
leito de alimentacdo sobe para fornecer po para a proxima camada. Essa nova camada
de po é uniformizada pelo rolo antes do laser sinterizar a proxima camada da estrutura
tridimensional %747,

Como o feixe de laser sinteriza apenas pontos especificos do p6 para formar o
objeto 3D, o p6 ndo sinterizado pode atuar como material de suporte’>’*. Entdo, na
impressdo SLS ndo é necessario utilizar suportes para produzir as pecas, essa
caracteristica permite a construcio de pecas com geometrias complexas® . Esse p6 é
removido ap6s o término da impressdo usando uma escova de cerdas macias®”’* e pode
ser reutilizado apds o estagio de recuperagdo evitando o desperdicio de material’>",

Entretanto, o alto custo de uma impressora SLS é uma desvantagem’®"3:74,

Figura 4 - Esquema de funcionamento de uma impressora de Sinterizagdo Seletiva a
Laser (SLS).
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Fonte: Adaptado de Gokhare et al. 2017.7°

As impressoras 3D SLS sdo comumente conhecidas por produzirem pegas com
superficie aspera/rugosa’, entdo costuma-se empregar um tratamento pos-impressao
como, por exemplo, polimento mecanico ou um tratamento quimico’™. A resolugdo e a
rugosidade do objeto 3D fabricado com SLS depende do tamanho da particula, quanto

maior a particula menor a resolucéo e maior a rugosidade®”"%"*, Outros fatores também
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podem influenciar na resolugdo da SLS tais como o a poténcia do feixe de laser e dos
parametros da impressora (velocidade do rolo, poténcia e ética do laser, espagamento e
a velocidade de varredura)®”."%74,

Os materiais utilizados na SLS podem ser de plastico, madeira, metal (aluminio,
tithnio, bronze, etc.), cerdmica, polietileno, acrilico, proteina, liga de aco,
policaprolactona, poliamida (néilon), entre outros®”’7%73  Em 1992, Carl Deckard
criou a sua primeira empresa Desktop Manufacturing Corporation (DTM) para produzir
e comercializar impressoras 3D baseada em SLS. Porém, a concorrente 3D Systems
acabou adquirindo a empresa DTM">7°, Carl Deckard conseguiu fundar outra empresa
Sinterstation 2000 para comercializar a tecnologia 3D no mercado’®.

No final dos anos 80, S. Scott e Lisa Crump patentearam um novo método de
impressdo tridimensional chamado de Modelagem por Fusdo e Deposicdo (FDM)"3757°
ou Fabricacdo com Filamento Fundido (FFF)®>%.74 No ano seguinte ambos criaram a
Stratasys para comercializar o produto’®. Com a expiragdo da patente da Stratasys em
2009%7 o uso da FDM ganhou grandes proporgdes em varias areas devido a maior
disponibilidade, simplicidade, alta velocidade, impressdo multimaterial, ampla gama de
filamentos, compactagdo das impressoras 3D e precos acessiveis®” 8717380 Todos esses
fatores contribuiram para a FDM ser a técnica de manufatura aditiva mais utilizada em
impressdes 3D707480,

O funcionamento de uma impressora FDM é apresentado na Figura 5 a seguir. O
filamento termoplastico ou fio de metal presente no carretel é guiado para a cabeca de
extrusdo onde é aquecido até o estado fundido ou semi-fundido. Posteriormente, o
polimero é extrusado pelo bico dispensador camada por camada na superficie da
plataforma movel formando a estrutura desejada. A medida que as camadas sdo
depositadas na base de construcdo elas se solidificam formando uma camada firme e
uniforme sobre a camada anterior>*67.68.71.73-7578-80 ' Ag jmpressoras FDM viabilizam o
uso de uma segunda cabeca de extrusdo para imprimir um objeto utilizando,
simultaneamente, dois filamentos. Isso permite imprimir o material suporte juntamente

com a peca de interesse®” 17374,
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Figura 5 — Diagrama esquematico de funcionamento de uma impressora 3D de

Modelagem por Fuséo e Deposicédo (FDM).
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Fonte: Adaptado de Ambrosi e Pumera, 2016."

O diametro do bico dispensador, o preenchimento da peca, a complexidade da
geometria, as dimensdes do objeto, a espessura e 0 preenchimento da camada,
influenciam diretamente na velocidade de impressdo de uma impressora FDM,
entretanto o aumento da velocidade compromete a resolucdo e a resisténcia da
estrutura™>’. A temperatura do bico extrusor deve ser alta o suficiente para fundir
completamente o material para evitar desvios na estrutura final. Além disso, quando a
temperatura excede o ponto de fusdo do material ocorrera a reducéo da viscosidade e do
tempo de solidificacdo do filamento. Outro fato relacionado a temperatura é que a
velocidade de impressdo deve permitir o contato por tempo suficiente entre 0 material e
a cabeca de extrusdo’™.

O pos-processamento de pecas produzidas por FDM podem requerer um
polimento ou vapor para alisar a superficie, remocéo do material suporte por ruptura ou
trituragdo, preenchimento de lacunas, lixamento para arredondar os cantos e corre¢do de
falhas com acetona ou resina epoxi’*". As impressoras FDM geralmente apresentam
menor custo do que outros tipos de impressoras 3D disponiveis’*°.

Os materiais mais utilizados em FDM sdo polimeros como, por exemplo,
policaprolactona (PCL), alcool polivinilico (PVA), polipropileno (PP), poliestireno de
alto impacto (HIPS), politereftalato de etileno (PET), policapoliamida (PA),
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elastbmeros termoplasticos (TPE) e polietileno tereftalato de etileno glicol
(PETG)>*0869.71-15.7880  Qutros tipos de filamentos puros também podem ser
empregados tais como fio de cobre e vidro®® 179, O pré-requisito para um filamento ser
selecionado para a FDM € a sua inerente viscosidade. Quando o filamento é submetido
ao aquecimento a sua viscosidade deve alta o suficiente para fornecer o suporte
estrutural da camada e baixa o suficiente para permitir a sua extrusdo no bico
dispensador®’. Outra caracteristica dos polimeros empregados na FDM ¢ a sua
capacidade de ser remodelado, ou seja, um termoplastico que amolece sob aquecimento
e solidifica rapidamente com o resfriamento®384,

Os filamentos termoplésticos acido polilatico (PLA), acrilonitrila butadieno
estireno (ABS) e policarbonato (PC) dominam o universo FDM visto que possuem
baixa temperatura de fusdo e menor custo®” 4788 O ABS é o termoplastico mais
utilizado desde os primordios da impressdo 3D, pois além do baixo custo o ABS ¢é
durével, resistente, pode ser reutilizado, é leve e é facilmente extrusado®®>7".
Entretanto, necessita de alta temperatura de impresséo 210 — 250°C (baixa
condutividade térmica), libera gases toxicos durante a impressdo e a plataforma de
construcio deve estar aquecida para evitar o empenamento do objeto”>78:8586,

O PLA é considerado um polimero ambientalmente amigavel em relacdo aos
outros termoplasticos, pois € um material biodegradavel derivado de fontes renovaveis
como o milho, cana-de-acUcar, trigo e arroz >*7># A temperatura de fusdo do PLA é
varia de 180 - 230°C®, mais baixa do que a temperatura de impressdo do ABS, pois a
temperatura de transi¢do vitrea do PLA (60 - 65°C) é menor do que temperatura do
ABS (105°C)**™87  Esse termoplastico custa aproximadamente 5 euros (kg), é
biocompativel com o corpo humano, ndo necessita de plataforma aquecida na impressao
e € reciclavel>* 78587,

Muitos trabalhos relatam o uso de materiais compositos que conferem
condutividade ou o aumento da resisténcia mecanica do objeto como, por exemplo,
PLA/grafeno, PLA/carbon black, PP/fibra de vidro, ABS ou PP/cristal liquido
termotropico, ABS ou PLA/fibra de carbono, ABS/nanotubos de carbono de parede
simples, entre outros®*%7°8 O preco dos filamentos termoplasticos mais utilizados na
FDM sdo mais acessiveis, porém o valor de materiais que possuem catalisadores,
reforcos ou outros tipos de produtos em sua composicéo sdo dispendiosos®* 7,

A Fabricacdo de Objetos Laminados (LOM) é uma técnica que combina

manufatura aditiva e manufatura subtrativa’®. A LOM foi desenvolvida pela empresa
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Helisys Inc. em 1991 e consiste no empilhamento de folhas laminadas para formar um
objeto 3D7%3™7 A Figura 6 apresenta 0 esquema de uma impressora LOM.
Primeiramente o material laminado é espalhado sobre a plataforma de construcéo pelo
rolo de laminacédo que é responsavel por comprimir e aquecer o material para aderi-lo na
plataforma. Posteriormente um laser de CO2 ou sistema de laminas corta a folha
laminada de acordo com o G-CODE. Em seguida a plataforma de construcdo desce e
uma nova camada de folha laminada é espalhada sobre o leito. Esse processo € repetido
camada por camada até o fim da impressdo’>">">7"_ A unido de cada camada é definida
pelo tipo de material utilizado na impressdo podendo ser coladas por adesivos ou
técnicas de soldagem’. O material laminado excedente é removido facilmente no pos-

processamento do objeto’”.

Figura 6 — Esquema de funcionamento de uma impressora LOM.

Raio laser
Laser

E‘ : A Espelho

L,

Rolo de laminacao

Material laminado

Rolo de alimentacio Rolo coletor

Plataforma de
construcao

Fonte: Adaptado de Ambrosi e Pumera, 201672,

A resolucdo das pecas impressas empregando LOM depende do material
empregado na fabricagio™ e rolos maiores favorecem a colagem completa devido a
homogeneizagio da tensdo’®. A temperatura, a velocidade do feixe de laser e a
espessura das camadas influenciam na aspereza da superficie’*. Os objetos impressos
usando LOM ndo necessitam de material suporte’!, ja que o material excedente
proporciona apoio para as partes pendentes e para as paredes com espessura fina’’. A
LOM possui outras vantagens como, por exemplo, imprime pecas grandes com maior
velocidade de impressdo do que outros processos de prototipagem rapida’ e apresenta

versatilidade™ . Apesar de suas vantagens, a impressora LOM gera muito desperdicio
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de material’®, nfo permite imprimir uma peca multimaterial, possui algumas limitacoes
de design e também limitacGes nas propriedades mecanicas’". Os materiais utilizados
na impresséio LOM podem ser compositos, papel, tecidos, materiais sintéticos,
ceramicas, metais e plésticos’®"73.77,

A manufatura aditiva tem contribuido fenomenalmente para diversas areas
como, por exemplo, em engenharia eletrdnica, arquitetura, industria, moda,
eletroquimica, educacdo, medicina, estudos ambientais, pilhas a combustivel,
informatica, aeroespacial, inddstria nuclear, instrumentos agricolas, biomedicina, area
alimenticia, implante dentario, etc®*®"">77-8087-89  Esses objetos sdo0 impressos
empregando a técnica de impressdo mais conveniente de acordo com a complexidade da
peca, fator econdmico e o tipo de aplicagdo®. A Figura 7 apresenta alguns exemplos de

objetos 3D empregado em situacdes do cotidiano.
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Figura 7 — Os capacetes utilizados pelos astronautas Bob Behnken e Doug Hurley em
uma missdo espacial com pegas impressas em 3D (A); Tipicos materiais de laboratério
(B); Protdtipo para treinar a coleta de exame de COVID-19 (C); Modelo cardiaco de um
paciente real para simulacdo pre-cirurgica (D); Peca construida usando uma impressora
3D a bordo do foguete chinés Chang Zheng 5B (E) e garras desenvolvidas para capturar

espécies marinhas em &guas profundas (F).

Fonte: Adaptado de Hartings e Ahmed,
201978,

Fonte: Adaptado de Kumar e Pumera,
20218,

Fonte: Adaptado de Liu et al., 20218 Fonte: Adabtado de Liu " 202188,

Recentemente, a tecnologia de impressdo 3D foi extremamente relevante para
suprir a escassez de equipamentos na pandemia da COVID-19. A manufatura aditiva foi
empregada na fabricacdo de méscaras de prote¢do, equipamento de protecéo individual,
ventilador mecéanico, respirador (N-95 ou similar), éculos de seguranca, camaras de
isolamento, vidros de protecdo, cotonetes para teste de COVID-19 e protetor
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facial 88890 A Figura 8 mostra algumas pecas que foram impressas usando tecnologia

3D e que foram distribuidas nos centros médicos.

Figura 8 — Protetores faciais (Prusa®) (A); Mascara de protecdo facial com filtro
substituivel (B); Valvulas respiratorias (Isinnova®) (C); Mascara de mergulho adaptada

com uma valvula Charllote impressa em 3D para atuar como respirador (Isinnova®) (D)

e cotonetes/swab de baixo custo desenvolvidos para exame de COVID-19 (E).

Fonte: Adaptado de Kumar e Pumera, 2021,

As canetas 3D foram lancadas mais recentemente no mercado como uma
alternativa as impressoras FDM e tem sido utilizadas mais comumente por entusiastas
da impress&o 3D, artistas e criancas®®*°. Embora as canetas 3D tenham comegado como
passatempo, atualmente ela tem sido utilizada também no campo do ensino (por
exemplo na construcdo de modelos matematicos e quimicos) e pesquisa (por exemplo
em Quimica Analitica e Eletroanalitica).

O funcionamento das canetas 3D é similar as impressoras FDM, no qual o
filamento termoplastico é fundido e depositado em uma superficie mais fria>>%-°2,
Entretanto, as canetas 3D possuem limitacdes no intervalo de velocidade de impresséo e
na faixa de temperatura do bico (60-220°C) bem como na reprodutibilidade da
impressdo (artesanal, dependente da habilidade do operador®®®°, A Figura 9 ilustra as

diferencas entre um objeto fabricado com a impressora 3D% e um mesmo design
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fabricado artesanalmente com uma caneta 3D%. Nesse sentido, o operador no consegue
reproduzir as mesmas variaveis de impressdo tais como a distancia entre o bico e a
plataforma, as dimensdes do objeto (tamanho e forma) e as posi¢des dos eixos X, y e z°°.
Uma estratégia para contornar a falta de reprodutibilidade das canetas 3D é o emprego
de moldes para padronizar a producdo das pecas®®°1®2% Uma das vantagens das
impressoras 3D FDM € o baixo custo ( a partir de US$ 189), porém o valor das canetas
3D mais simples é consideravelmente menor (US$ 10 a 25)%.

Figura 9 — Comparacdo do design de uma impressdo tridimensional da torre Eiffel

realizada por uma impressora 3D (A) e por uma caneta 3D (B).

Fonte: Adaptado de Mercado livre,

Fonte: Adaptado de Tecmundo, 2021%,
2021%,

Além disso, as canetas 3D sdo portateis, de facil manuseio, ndo precisam de
softwares, possuem menor tempo de impressao, facil manutencdo e consumo reduzido
de filamentos®®°>%2, todos esses fatores corroboram para a caneta 3D ser considerada
uma impressora FDM portatil®>®. A Figura 10A mostra as partes internas e a Figura
10B é ilustracdo da caneta 3D com o filamento inserido. Os componentes internos dessa
ferramenta sdo: (1) polimero termoplastico; (2) motor com engrenagem; (3) tubo para
guiar o filamento; (4) botdes de comando; (5) bico aquecido (60-220°C) e (6) polimero

fundido®-92,
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Figura 10 — Representacao simplificada de uma caneta 3D.

AT 'Be

Fonte: Adaptado de Jo3o et al. 2020%.

1.5 Aplicacdo da tecnologia 3D na eletroanalitica no desenvolvimento de

células, sensores e eletrodos

Na Quimica Eletroanalitica, a impressio 3D FDM € a tecnologia mais
empregada para a construcdo de sistemas eletroquimicos devido ao menor custo
(impressoras e filamentos poliméricos) em comparacdo as outras tecnologias de
manufatura aditiva®*®98%92 A impressdo 3D é interessante tanto para a construcdo do
corpo de células eletroquimicas poliméricas (1), quanto para a fabricacdo de eletrodos
(2)°*%, desde que sejam utilizados filamentos poliméricos adequados tais como:
(1) polimeros termoplasticos isolantes (p.ex. ABS e PLA) e (2) filamentos
termoplasticos condutores provenientes da mistura de PLA ou ABS isolante com
material condutor, como grafite, grafeno (GR) ou carbon black (CB)>*°9:66:80,

Assim, dispositivos eletroquimicos de analise podem ser projetados de modo
personalizado e impressos no proprio laboratério a baixissimos custos. Logo, o
desenvolvimento de novas células eletroquimicas personalizadas fabricadas por
impressdo em 3D é uma tendéncia na Eletroquimica e Eletroanalitica. A Figura 11
mostra o resultado da pesquisa usando os termos “electrodes and 3D printing”, “3D
printing” e “Cell and 3D printing” no Web of Science em 10/02/2022. Observa-se que 0
namero de publicagcdes aumentou consideralvemente a partir de 2015, demonstrando a
relevancia da tecnologia de impressdo 3D na pesquisa cientifica de modo geral e na

Eletroanalitica e Eletroquimica.
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Figura 11 — Ndmero de artigos publicados encontrados apds pesquisa no Web of
Science usando as palavras chaves “electrodes and 3D printing”, “3D printing” e “Cell

and 3D printing “na area de eletroquimica.
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. - 3D printing
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E fundamental que filamentos termoplasticos empregados na fabricacdo de
sensores eletroquimicos sejam eletricamentes condutores®”. Esses filamentos
compositos podem ser obtidos pela mistura de materiais carbonéaceos (nanotubos de
carbono, carbon black, grafite e grefeno)®®%% ou metais com a matrix polimérica®.
Compasitos de PLA ou ABS com material condutor séo atualmente comercializados por
varias empresas tais como ProtoPasta® (CB-PLA), Black Magic® (GR-PLA), 3DEdge®
(C-ABS) e Amolen®(C-PLA)®5966,

Em geral, os sensores impressos em 3D construidos usando os filamentos
condutores apresentam desempenho eletroquimico inicial ruim por causa de suas altas
resistividades elétricas devido a maior quantidade do polimero isolante nos compdsitos
(tipicamente maior do que 80% em massa)*>®. A perfomance desses sensores vem
sendo aprimorada com o uso de pré-tratamentos que envolvem o uso de solventes (DMF
ou acetona), ativacdo quimica/eletroquimica, polimento mecénico, modificacdo da
superficie, processo Fenton, laser de CO2 ou tratamento térmico, entre
0outros®65%:60.69.90.9 ' pNe modo geral, quando o eletrodo é submetido ao pré-tratamento o
polimero isolante é removido parcialmente da superficie do sensor expondo as

particulas condutoras®®6%90:91,
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Um exemplo de ativacdo usando solvente € o uso de dimetilformamida
(DMF)59:20.100.101 g1e remove o polimero isolante superficial por meio de um processo
de entumescimento®1%2, A remocdo fisica do PLA usando DMF por dissolugdo é o
processo de ativacio empregado nos eletrodos GR-PLA%%:101102 Tampém foi relatado
que usar o DMF e sequencialmente realizar a ativacao eletroquimica € mais eficaz do
que somente a imersédo do eletrodo GR-PLA em DMF!%, Todavia, pode ser dificil usar
o DMF em ambientes menos formais devido a sua inerente toxicidade hepatica®®°?.

Outro exemplo é a ativacdo quimica/eletroquimica do filamento comercial de
CB-PLA (Protopasta® condutivo), que utiliza hidroxido para promover uma reacao de
saponificacdo com o PLA e simultaneamente € aplicada uma sequéncia de potenciais
elétricos para auxiliar a remocdo do polimero presente na superficie do sensor®6:6%9192,
Além disso, Wirth et al. constatou que a remocao do PLA por saponificacdo é melhor
do que utilizar somente o processo fisico (DMF) no CB-PLA. Esse processo de ativacdo
€ menos toxico e mais rapido do que tratamentos com solventes organicos®®.

A tecnologia 3D tem sido explorada em outras &reas da quimica como, por
exemplo, na producdo de supercapacitores, reatores fotoeletrocataliticos, dispositivo
colorimétrico, baterias de ion litio, evolucdo de hidrogénio, processo de separacdo de
agua, microsclpia eletroquimica de varredura, células a combustivel, eletrossintese
organica, células espectroeletroquimicas, biossensores, células eletroquimicas
miniaturizadas e dispositivos microfluidicos, entre outros>®6%69.91.96,100.104.105 A Tapela 1
apresenta alguns exemplos de células eletroquimicas (sensores + corpo da célula)
impressas em 3D encontrados na literatura para diversas aplicacGes eletroanaliticas.

Por meio da Tabela 1, observa-se que ja foram construidos dispositivos, células
e sensores usando impressora 3D. Existem dispositivos e células que foram impressos
totalmente usando uma impressora 3D. Nestes casos foram utilizados dois tipos de
filamentos diferentes, sendo que no corpo da célula foi utilizado filamento isolante e
para fabricar os eletrodos (ET, ER e CE) foram utilizados filamentos compdsitos
COﬂdUtOr6855_58'60’61’69’91’96.

Em outros trabalhos apenas o corpo foi impresso usando a impressora 3D, A
caneta 3D foi utilizada no artigo de Oliveira et al. e Cardoso et al. para fabricar somente
os eletrodos (ET, ER e CE)>*°%, Os beneficios da impressdo 3D estdo sendo explorados
de diversas maneiras pelos pesquisadores da forma mais conveniente em cada caso, seja

utilizando apenas a impressora 3D, apenas a caneta 3D ou combinando ambos
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instrumentos. Além disso, células e/ou eletrodos impressos em 3D tem sido empregado

em analises de espécies organicas e inorganicas.
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Tabela 1 — Dispositivos eletroquimicos impressos em 3D com suas respectivas técnicas, volumes, matérias-primas e procedimentos de ativacao.

Impresséo 3D Volume Material Design Ativacdo do ET Analito(s) Ref.
Céadmio,
Impressora Néo Eletrodos: CB-PLA Eletroquimico + chumbo, acido  Silva-Neto
N _ , Fenton . 60
ED” FDM informado Corpo da céelula: ABS aricoe etal.
midazolam
Impressora Néo ER e EA: Carbono-PLA N3o se aplica _ Livas et
Cadmio
ED* FDM informado Corpo da célula: PLA al .t
Impressora Néo se Eletrodos: Carbono-PLA Eletrodeposicao de _ Katseli et
. . ourono ET Glicose -
ED” FDM aplica Anel: TPU al.
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1° Polimento

Paracetamol,
Eletrodos: CB-PLA et 3
Impressora - 2° Solucao de NaOH vitamina C, Richter et
5000 uL Corpo da célula: ABS™ ou - @ i d 4 |60
FDM + aplicacdo de acido Urico e al.
PLA . _
W potencial dopamina,

kK

Impressora Eletrodos: Carbono-ABS Cafeina e Katseli et
1980 pL - Néo houve

ED* FDM Corpo da célula: PLA Paracetamol al®®.

. 3D-printed device Cafeina, )
Impressora Néo se Eletrodos: Carbono-PLA ) Katseli et

) _ - 74 Né&o houve Mercdrio e
ED” FDM aplica Corpo da célula: PLA _ al.%®
poeg e Glicose
I Flow out

Impressora 75 uL Eletrodos: GR-PLA™™™ Flow in Ouro Catecol e O’Neil et
ED" FDM (canal) Corpo da célula: PLA™™ ‘ \>ORCE eletrodepositado Ferroceno al.%

WE
Channel
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Impressora

ED*FDM

Impressora

FDM

Caneta 3D
FDM

Caneta 3D
FDM e
impressora
FDM

500 pL

10000 -
80000 pL

50 L

Nao

informado

*kkk

Eletrodos: PLA™" com
carbono

*kkk

Corpo da célula: PLA

Eletrodo (ET): GR-PLA

*kk

Corpo da célula: ABS

Eletrodos: CB-PLA
Corpo da célula: fenolite

(ndo impresso em 3D)

Eletrodos: CB-PLA
Corpo da célula (molde):
ABS™

Back

Top View

Transversal view

Eletrodeposicéo de

ourono ET

Né&o houve

1° Polimento com
lixa
2° Solucdo de NaOH
+ aplicacdo de

potencial
1° Polimento

2° Solucdo de NaOH
+ aplicacdo de

potencial

Mercurio

Dopamina e

Catecol

Acido
Ascorbico e

Paracetamol

Ferricianeto e

Ferrocianeto

Katseli et

al 56

Cardoso et

al 80

Oliveira et

al 59

Cardoso et
al.%!

(2020)
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Caneta 3D
Eletrodos: CB-PLA
FDMe
100 pL Corpo da célula (molde):
impressora
resina acrilica
DLP™

Top View

Transversal view

1° Polimento 246-

2° Solucéo de NaOH Trinitrotolueno
(TNT)

+ aplicacdo de

potencial

Cardoso et
a| 91

(2020)

“ED: extruséo dupla

““DLP: Processamento de luz digital

*k*k

ABS: Acrilonitrila estireno butadieno
“PLA: Acido polilatico

Fkkkk

GR-PLA: Acido polilatico com grafeno
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo geral

Uso de uma célula BIA impressa em 3D e o desenvolvimento de uma célula
impressa em 3D miniaturizada para a triagem e quantificacdo de farmacos em
amostras de interesse farmacéutico (legais) e forense (contrabandeadas,

falsificadas ou adulteradas).

1.6.2 Objetivos especificos

Capitulo I1:

1. Desenvolver uma metodologia para a determinagéo de tadalafila em formulagdes

farmacéuticas empregando uma célula BIA impressa em 3D com detec¢édo
amperométrica (BIA-AD);

Desenvolver uma metodologia para triagem de tadalafila em amostras genuinas
e adulteradas empregando uma célula BIA impressa em 3D com deteccdo por

amperometria de maltiplos pulsos (MPAD).

Capitulo I11:

Modelar e fabricar uma célula eletroquimica em ABS (3D-MSEC) usando a
impressora 3D FDM;

Produzir os eletrodos de trabalho (usando um filamento condutivo - CB-PLA),
com a caneta 3D e um molde para padronizacdo das dimensdes;

Otimizar os eletrodos de pseudo-referéncia e auxiliar impressos com CB-PLA
empregando a caneta 3D;

Caracterizacdo superficial dos eletrodos de trabalho por meio das técnicas de
microscopia eletrénica de varredura (SEM), e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) na presenca de ferricianeto e ferrocianeto;

Caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos por meio de técnicas voltamétricas
na presencga de ferricianeto de potassio, paracetamol e cafeina;

Investigar a aplicabilidade do conjunto 3D-MSEC e sensor para amostragem
direta e eletroandlise do pé de cada droga (etinilestradiol, losartana, citrato de

sildenafila e tadalafila) por meio de técnicas voltamétricas;
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Capitulo IV:

1. Explorar a célula eletroquimica impressa em 3D (3D-MSEC) para a triagem e
determinacdo de citrato de sildenafila em medicamentos legais e ilegais
(contrabandeados e falsificados) fornecidos pela Policia Civil de Belo Horizonte
- MG;

2. Investigar o comportamento eletroquimico do SC na folha de grafite (GS)
usando a 3D-MESC para determinacdo desta espécie em amostras genuinas;

3. Submeter os medicamentos a andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

4. Realizar a triagem de medicamentos falsificados por meio da amostragem direta

do pdé da respectiva droga no GS (sem dilui¢éo prévia);
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Capitulo I1: Triagem rapida e determinacéao de tadalafila em produtos
farmacéuticos por analise de injecdo em batelada (BIA) com deteccéo
amperomeétrica
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Triagem répida e determinacdo de tadalafila em produtos farmacéuticos por

analise de injecdo em batelada (BIA) com deteccdo amperométrica

Essa metodologia contém uma adaptacdo do artigo publicado intitulado: “Fast screening
and determination of tadalafil in pharmaceutics by batch injection analysis (BIA) with
amperometric detection” de autoria de Fabiano Mendonca de Oliveira, Priscila Alves
Ferreira, Camila Garcia Neves, Tamires Macedo Rosa, Wallans Torres Pio dos Santos,
Edmar lIsaias de Melo e Rodrigo Amorim Bezerra da Silva. Disponivel online:
DOI:10.1002/elan.202060106

2.1 Introducao

A disfuncdo eretil (DE) é definida como a persisténcia ou incapacidade
recorrente de um homem para obter e/ou manter uma erecdo peniana suficiente para um
desempenho sexual satisfatorio. De acordo com o estudo de Massachusetts sobre o
envelhecimento masculino, estima-se que a DE atingird 322 milhGes de homens em
20251%_ O citrato de sildenafila (SC) e a tadalafila (TAD) sdo os medicamentos mais
vendidos para o tratamento da disfuncdo erétil. Ambos atuam pela inibicdo da enzima
fosfodiesterase tipo 5 (PDES), que permite a dilatacdo dos vasos sanguineos do pénis,
aumentando o fluxo sanguineo e a erecdo sob estimulagio sexual'®’. A estrutura
quimica da TAD, (6R,12aR)-6-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-metil-2,3,6,7,12,12a-
hexahidropirazino[1',2":1,6]pirido[3,4-b]indol-1,4-diona, é apresentada na Figura 12.

Figura 12 - Estrutura quimica da tadalafila.

O

0
0

Fonte: adaptado de Oliveira et al.*% 2020.

O SC (Viagra®) foi introduzido no mercado farmacéutico em 1998 pelo
laboratério Pfizer e o TAD (Cialis®) em 2003 pelo laboratério Eli Lilly. O Cialis®

oferece os mesmos efeitos do Viagra®, porém, o Cialis® tem um efeito mais prolongado
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(até 36 horas), que é 6 vezes maior do que fornecido pelo Viagra®, assim o Cialis® ficou
conhecido como a pilula do fim de semana. Atualmente, ambos os ingredientes
farmacéuticos ativos (API) sdo comercializados em diferentes dosagens e com uma
variedade de formulacbes farmacéuticas genéricas, o que contribui para a consideravel
diminuicdo do custo de aquisicdo. No entanto, os inibidores da enzima fosfodiesterase
do tipo 5 (PDE5) ainda sdo um dos medicamentos mais falsificados do mundo, com um
grande nimero de apreensdes nos Gltimos quinze anos*199-111,

O comércio ilegal de medicamentos ilicitos € um problema de salde publica,
uma vez que a autenticidade de tais produtos é completamente desconhecida, pois a
composi¢do quimica pode ser distinta do valor do rétulo como, por exemplo, outro API,
sem o API, o API correto com a dosagem errada ou o API com adulterantes?4524,
Assim, a analise quimica de TAD (qualitativa e quantitativa) e outros inibidores de
PDE5 em produtos farmacéuticos é essencial para as ciéncias farmacéuticas e forenses.
No entanto, ndo existe um método oficial para controle de qualidade de TAD em
nenhum compéndio farmacéutico em todo o mundo.

Um grande numero de métodos analiticos para determinacdo de TAD em
produtos farmacéuticos auténticos ou falsos foram propostos: espectrofotometria UV**2,
cromatografia capilar'®, eletroforese capilar''*, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)M® e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)6,
Embora tais métodos de separacdo tenham nobre confiabilidade, eles apresentam
limitacGes como o alto custo e protocolos de alto consumo de tempo. Para triagem de
TAD, métodos mais portateis, como calorimetria de varredura diferencial e
espectroscopia Raman, combinados com ferramentas quimiométricas, também foram
propostostt’118,

Nesse cenario, 0os métodos eletroanaliticos sdo atrativos, pois apresentam
simplicidade, sensibilidade, baixo consumo de reagentes, baixo custo relativo e
instrumentos portateis. Poucos métodos eletroanaliticos foram relatados na literatura
para determinacdo de TAD em produtos farmacéuticos, usando detec¢do voltamétrica
pulsada em condicbes estacionarias em eletrodos de carbono nio modificados'®® e
modificados?®122, Além disso, esses trabalhos ndo visam a triagem de TAD, somente a
determinacdo de TAD em produtos farmacéuticos auténticos para fins de controle de
qualidade. Algumas desvantagens tipicas estdo relacionadas a voltametria estacionaria,
baixa frequéncia analitica e passivacdo dos eletrodos de trabalho, o que reduz a

sensibilidade, reprodutibilidade e faixa linear do métodos'%.

64 |



Para melhorar essas limitacdes, sistemas hidrodindmicos como a analise por
injecdo em batelada com deteccdo amperométrica (BIA-AD)!?* tém sido utilizados. Nas
metodologias por BIA-AD, um pequeno volume de solucdo de analito (ordem de
microlitros) é injetado de forma rapida e reprodutivel por uma micropipeta eletrénica
sobre o eletrodo de trabalho polarizado e, em seguida, bastante diluido em um maior
volume de eletrolito (ordem de mililitros). Como resultado, sdo produzidos sinais de
corrente transiente (proporcionais a concentracdo do analito). O BIA-AD é um sistema
simples, robusto e portatil e apresenta respostas mais precisas, sensiveis e rapidas do
que os métodos eletroquimicos estacionarios. Eletrodos de diamante dopado com boro
(BDD) também tém sido usados em uma infinidade de métodos eletroanaliticos, devido
a sua superficie relativamente inerte, baixa resistividade e ampla faixa de trabalho. Uma
revisao recente resume as aplicacbes do BDD com sistemas BIA-AD para muitas
eletroanalises qualitativas e quantitativas de drogas*?®.

Neste capitulo, dois novos métodos eletroanaliticos sdo propostos utilizando um
eletrodo de trabalho BDD acoplado a um sistema BIA: um para determinagéo e outro
para reconhecimento (triagem) de TAD, ambos em produtos farmacéuticos. O método
quantitativo foi realizado utilizando a deteccdo amperométrica (potencial constante) e a
potencialidade deste método foi demonstrada para a determinacdo de TAD em
comprimidos genuinos e genéricos e os resultados foram comparados com um método
espectrofotométrico. O método qualitativo foi realizado por meio da deteccdo
amperométrica de mualtiplos pulsos (MPAD), em que o perfil quimico do farmaco
combina trés razOes entre as correntes de pico obtidas de trés amperogramas
independentes (obtidos a cada pulso de potencial aplicado no eletrodo BDD). Para
demonstrar essa abordagem, as proporc¢des de Cialis® foram comparadas ao Cialis®

adulterado com outra API.
2.2 Metodologia

2.2.1 Reagentes, SolucGes e Amostras

Todos os produtos quimicos eram de grau analitico e as solugdes foram
preparados usando agua deionizada (resistividade superior a
18 MQ cm) fornecida por um Sistema Milli-Q (Millipore®). O padrdo de TAD foi
obtido da Sigma-Aldrich®. Dimetilsulfoxido (DMSO), acido acético (99% m/m), borico

(99% m/m) e fosforico (85% m/m), e hidréxido de sodio foram obtidos da Vetec®. As
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amostras farmacéuticas comerciais foram adquiridas de uma drogaria local (Cialis® e
trés formulacdes genéricas).

O eletrdlito suporte composto pela solucdo tampdo Britton-Robinson (BR), foi
preparado pela mistura de acético, borico e acido fosforico (0,04 mol L cada). Depois,
o pH foi ajustado de 2,0 a 12,0 com uma solucdo de NaOH 2,0 mol L%, Devido a baixa
solubilidade da TAD em &gua, uma solucdo estoque de TAD 10,0 mmol L? foi
preparada em DMSO. Esta solucdo estoque foi diluida em tampdo BR e ajustada para
5,0% (v/v) de DMSO para eletroanélise.

Para o preparo das amostras comerciais, cinco comprimidos de cada foram
pesados e pulverizados em almofariz. Para simular formulacdes falsas, o Cialis® foi
adulterado com outros API’s (cafeina, dipirona, citrato de sildenafila ou paracetamol).
Para isso, 0,1000 g de p6 de Cialis® foi misturado homogeneamente com o padrio
analitico de outro API (peso <0,0200 g): cafeina, dipirona, citrato de sildenafila ou
paracetamol. A quantidade exata de cada adulterante adicionado destinava-se a fornecer
uma propor¢do molar igual (14 pmol de TAD: 14 pumol de adulterante). Cada pé foi
pesado e transferido para frascos volumétricos de 10,0 mL contendo DMSO. Apds, as
solucdes foram devidamente diluidas em tampdo BR (5,0% v/v de DMSOQO) e foram
realizadas as medidas estacionarias (voltametria) ou hidrodindmicas (BIA-AD e BIA-
MPAD).

2.2.2 Instrumentacéo

As medicdes eletroquimicas usando voltametria e deteccdo amperométrica
foram realizadas em um mini potenciostato Emstat 1 (PalmSens®) controlada pelo
software PSTrace 5. A deteccdo amperométrica de maultiplos pulsos (MPAD) foi
realizada usando um potenciostato/galvanostato pAutolab III e software GPES versdo
4.9.007 (Metrohm Autolab®). Uma pequena placa (1 cm x 1 cm) contendo um filme
espesso de diamante dopado com boro (BDD) com nivel de dopagem de 8000 ppm
(Neocoat®) foi usado como o eletrodo de trabalho. Um fio de platina (Pt) e
AgIAgCIIKClsat. foram usados como eletrodos auxiliar e de referéncia, respectivamente.

As celulas eletroquimicas foram construidas em uma impressora 3D (Core Al
GTMax3D®) que realizou a extrusdo controlada de um filamento polimérico de ABS
(Acrilonitrila Butadieno Estireno) com diametro de 1,75 mm. Essas células sdo
apropriadas para o uso de qualquer eletrodo de trabalho planar, bem como em condicdes

de fluxo e batelada®. Para as medidas eletroquimicas no sistema BIA, a tampa superior
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da célula era constituida por quatro orificios para montagem do fio de Pt (EA),
AgIAgCIIKClsat. (ER), agitador mecénico e um suporte para acomodacgdo da ponteira
(1,0 mL) da pipeta eletronica (Eppendorf® Multipette XStream)®. Esta ponteira foi
colocada em um orificio na direcdo da placa de BDD colocada no fundo da célula
(configuragdo “wall jet”), mantendo uma distancia de 2 mm para garantir uma dispersédo
minima da amostral?®. Essa placa de BDD foi pressionada por uma placa de ago
(contato elétrico) contra um anel de borracha (O-ring) que define a &rea do eletrodo de
trabalho de BDD (0,2 cm?) e evita 0 vazamento da solugdo. O volume interno da célula
BIA e célula estacionaria foi cerca de 80 mL e 10 mL, respectivamente.

Antes da eletroandlise, o eletrodo BDD foi tratado catodicamente pela aplicacdo
de -0,1 A durante 300 s em solugdo de &cido sulfdrico 0,5 mol L™, o que gera uma
superficie funcionalizada com grupos hidrogénio (H-BDD)!?’. Posteriormente, 20
voltamogramas ciclicos foram realizados em acido sulfdrico 0,10 mol L™ de +0,20 a

+1,80 V (vs. AgIAgCIIKClsa) para a estabilizagdo da superficie do eletrodo.

2.2.3 Procedimentos de medicao eletroquimica

A voltametria ciclica (VC) foi empregada para estudos preliminares do
comportamento eletroquimico da TAD no eletrodo BDD. A deteccdo amperométrica
(AD e MPAD) foi realizada enquanto as solucdes eram injetadas de forma reprodutivel
no BDD colocado na célula BIA (modo “wall-jet”). A AD foi usada para determinacao
de TDA no sistema BIA, no qual um potencial constante otimizado foi aplicado no
eletrodo BDD para conversdo redox de TAD. O MPAD foi usado para a triagem de
formulacGes farmacéuticas contendo TAD pura a partir da formulagdo misturada com
outro API. Desse modo, uma sequéncia de trés pulsos de potencial ciclico em funcdo do
tempo foi aplicada em um eletrodo BDD: +1,00, +1,20 e +1,50 V (40 ms em cada).
Apos as injecdes, um amperograma independente por pulso foi adquirido. Assim, trés
razdes entre as correntes de pico de cada amperograma (R1 = ipa12v/ipat.ov; R2 = ipatsv/
Ipar2v € R3 = iparsv / Ipatov.) foram calculados para obter um perfil relativo de cada

amostra.

2.2.4 Metodo Comparativo (Espectrofotometria UV)

As amostras de TAD também foram quantificadas por um método
espectrofotométrico adaptado de Yunoos e colaboradores!*?, em que os padrdes e

amostras de TAD foram adequadamente dissolvidos em DMSO e diluidos em tampéo
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BR (0 mesmo meio de ensaio eletroquimico). Por isso, TAD foi medida no
comprimento de onda de 284 nm em uma célula de quartzo (b = 1 cm) com um
Espectrofotdmetro DR/4000 UV-VIS (Hach Instruments, Loveland, EUA).

2.3 Resultados e discussoes

2.3.1 Estudos VVoltamétricos

O comportamento eletroquimico da TAD foi investigado por voltametria ciclica
no eletrodo BDD, ap6s o tratamento catodico, em tamp&o BR 0,04 mol L™ no intervalo
de pH de 2,0 a 10,0. A Figura 13A mostra os voltamogramas ciclico obtidos na auséncia
e presenca de TAD e Figura 13B a variagdo dos potenciais de pico anddico (Epa) €
correntes de pico anddico (ip)) em funcdo do pH. A TAD apresentou apenas um
processo de oxidacdo com um pico anddico em torno de + 1,0 V e nenhum processo na
varredura reversa na faixa de pH estudada (Figura 13A), mostrando um processo
eletroquimico irreversivel.

Conforme apresenta a Figura 13B, as correntes de pico mais baixas foram
encontradas nos pH de 7,0 a 10,0, devido a precipitacdo da TAD. A maior corrente de
pico foi obtida em pH 4,0, por isso foi escolhido como o valor de pH para o eletrolito
suporte. Assim, a solugdo tampéo de acetato 0,10 mol L™ ! (pH 4) também foi avaliada
para determinacdo de TAD. A melhor corrente e repetibilidade foram obtidas com a
solugdo tampdo BR 0,040 mol L (pH 4,0), sendo utilizado para os experimentos
hidrodinamicos BIA (AD e MPAD).

Além disso, observou-se uma relacdo linear da variacdo do pH com o potencial
de pico, sendo que o potencial de pico anddico se desloca para valores menos positivos
ao longo de toda a faixa de pH de modo constante (Figura 13B). Este comportamento é
consistente, pois a TAD n&o apresenta nenhum valor de pKa neste intervalo de pH'%. A
partir deste estudo, uma inclinagio de - 37,0 mV por unidade de pH (R? = 0,995) foi
obtido. Este valor esta proximo de - 30 mV, 0 que sugere que 0 mecanismo deste
processo de oxidacdo envolve um numero de elétrons duas vezes maior que 0 numero
de préotons*?,

O numero de elétrons (n) envolvidos na oxidacdo da TAD foi investigado
usando a equacdo Ep —Epz = 47,7 mV/a.n'®® (Ep: potencial de pico, Epz: potencial de
meio pico, a: coeficiente de transferéncia). Usando a VC para oxidacdo de TAD em pH
4,0 a 50 mVs? (Figura 13A), o valor de Ep —Ep2 € de 85,9 mV e usando a = 0,5 (para

sistemas irreversiveis'?®), n foi estimado como dois. Assim, dois elétrons e um préton
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estdo envolvidos na oxidacdo de TAD usando BDD em solugdo tampdo BR (pH
4,0). Estas conclusdes corroboram com um trabalho anterior para deteccdo de TAD em
um eletrodo de carbono. Nesta investigacdo, foi proposto que a oxidacdo ocorre no

atomo de nitrogénio no grupo indol, levando & hidroxilacio do anel benzeno?°.

Figura 13 - (A) Voltamogramas ciclicos em meio de tamp&o BR 0,04 mol L (pH 4,0)
com 5% de DMSO antes e apos a adigdo de 5,0 pmol L TAD no eletrodo BDD pré-
tratado catodicamente. (B) Dependéncia do potencial de pico anddico (Epa) € corrente de

pico anddico (ipa) de TAD como fungdes do pH. v: 50 mVs L.

A —— 5.0 umol L' TAD
F1.0

Eletrolito

0.7

0.4 06 08 1.0 12 2 4 6 8 10
E (V) vs Ag/AgClI pH

Fonte: adaptado de Oliveira et al.*% 2020.

2.3.2 Determinacdo de TAD em produtos farmacéuticos por BIA-AD

Para a investigacdo da resposta eletrogquimica de TAD no sistema BIA com
deteccdo amperométrica, uma solucdo de 20,0 umolL™ foi injetada em triplicata na
célula BIA preenchida com tampdo BR 0,04 molL? (pH 4,0), enquanto um potencial
constante foi aplicado no eletrodo BDD (0,0 a 1,6 V). O voltamograma hidrodinamico
mostrado na Figura 14A foi obtido a partir dos valores médios das correntes de pico
(xSD) adquiridas em cada potencial. Conforme apresentado, a TAD inicia sua oxidagao
em +0,9 V e atinge um valor méximo de corrente em +1,4 V. Em valores de potencial
acima disso, foram notados maiores desvios para correntes de pico devido ao aumento
da corrente de fundo, como consequéncia da descarga anddica do eletrdlito. Assim, o
potencial de +1,3 V foi escolhido em estudos posteriores.

Os parametros de BIA (volume de injecdo e velocidade de injecdo) foram
avaliados a fim de obter um sinal com o melhor compromisso entre intensidade e
precisdo. Tais estudos foram realizados injetando uma solucdo de TAD 50,0 umolL™

em triplicata (em cada condicdo) e utilizando uma agitacdo constante (1400 rpm) da
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solucéo na célula BIA, visto que a agitacdo aumenta a frequéncia analitica e minimiza a
passivacdo do analito (ou produtos de oxidacdo) na superficie do eletrodo.
Primeiramente, foram avaliados 0 volume de injecdo de 10 a 300 pL. Conforme
mostrado na Figura 14B, a corrente de pico aumentou quando valores de 10,0 a 50,0 puL
da solucdo de TAD foram injetados. No entanto, volumes superiores a 50 pL geram
maior desvio padrdo, como resultado da adsorgéo de TAD (ou produtos de oxidacdo) na
superficie do BDD. Assim, um volume de 50,0 pL foi selecionado nos proximos
experimentos.

Mantendo o volume de injegdo de 50,0 uL, variou-se a velocidade de injecao da
micropipeta eletronica (25 a 270 pL s™). Na Figura 14B observa-se que os valores de
corrente de pico sdo proporcionais as velocidades de dispensa. No amperograma, tal
efeito é resultado de picos mais finos e mais intensos, devido a diminuicdo da camada
de difusdo de Nernst e a reducéo da dispersdo da amostra sobre 0 BDD'?6. No entanto,
notou-se uma menor precisdo nas maiores velocidade de injecdo (200 e 270 pLs™)
devido a rapida passagem de TAD sobre BDD, o que ndo permitiu registrar um nimero
adequado de pontos de corrente no pico transiente. Assim, a velocidade de injecdo de

175 uL s foi usada nos experimentos subsequentes.

Figura 14 - Médias das correntes de pico anddico (£SD) para cinco inje¢es de TAD
50,0 umol L no sistema BIA em uma faixa de (A) potenciais aplicados (0 a 1,6 V) e
(B) volumes de injecdo (10 a 300 pL) e velocidade de injecdo
(25-270 uLs™). Eletrélito: Tampédo BR 0,04 mol L (pH 4,0) com 5% (v/v) de DMSO;
Agitacdo mecéanica: 1400 rpm; E=+ 1,3V (em B).
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Fonte: adaptado de Oliveira et al.*% 2020.
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A Figura 15A mostra 0 amperograma para injecbes em quadruplicadas das
solugbes de eletrdlito (E) e de TDA (0,50 a 20,0 umoL™) no sentido crescente e
decrescente de concentracOes (a-e e e-a, respectivamente) e de quatro comprimidos
contendo TAD dissolvidos e diluidos no eletrdlito suporte (s1-s4). Como apresentando,
pequenos picos de corrente foram observados nas injecdes da solucdo eletrolitica,
provavelmente devido a mudancas de dupla camada elétrica em condicbes de fluxo
neste potencial aplicado (+1,3 V). Assim, as correntes de pico anddicas (ipa) de todas as
solucdes de TAD foram subtraidas das correntes médias de pico do branco (eletrolito).

A Figura 15B mostra as respectivas curvas de calibracdo para as concentragdes
crescentes e decrescentes de TAD. Como na Figura 15B, ambas as curvas mostraram
boa correlacéo linear entre a concentracdo de TAD e as correntes de pico anddicas (ipa)
na faixa de 1,0 a 20,0 pmol L™ (R=0,998) e a inclinacdo semelhante (0,191 e 0,194 uA
umol L%, respectivamente), significando que os efeitos de memaria foram despreziveis
neste intervalo de concentrag&o.

O limite tedrico de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram
0,270 e 0,890 umolL™, respectivamente. O LOD foi calculado como 3 SDg/ S e LOQ
como 10 SDge /' S, em que SDg é 0 desvio padrdo obtido a partir de dez injecdes da
solucdo do branco (eletrolito) e S é a inclinacdo da curva de calibracdo (crescente). No
entanto, conforme presente na Figura 15A, a menor concentracdo de TAD detectada
(discriminavel dos picos de eletrdlito) é de 1,0 pmol L™ que pode ser considerado um
valor de LOD mais realista. A frequéncia analitica estimada a partir do amperograma da

Figura 15A foi em torno de 270 h%, o que é adequado para anélises de rotina.
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Figura 15 - (A) Amperograma (ap0s correcdo da linha de base) para injecdes do
eletrolito (E), das solugdes de TAD (a: 0,5; b: 1,0; c: 5,0; d: 10,0; e: 15,0; f: 20,0
umol L) e comprimidos diluidos de TAD (s1-s4); (B) respectivas curvas de calibraco
crescente (preto) e decrescente (cinza). E: tamp&o BR 0,04 mol L (pH 4,0) com 5%
(v/v) de DMSO; Volume de injecdo: 50 pL; Vazdo: 175 pLs™. E: +1,3 V.
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Fonte: adaptado de Oliveira et al.*% 2020.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos para a determinacdo de TAD em quatro
comprimidos comerciais (Cialis® e genéricos) por BIA-AD e pelo método UV
comparativo*'?. Como pode ser visto, os valores calculados de F(Fcac) foram inferiores
ao critico, demonstrando que o método proposto (BIA-AD) apresenta precisdo
semelhante quando comparado ao método UV em um nivel de confianca de 95%. Para o
teste t pareado, o t calculado (tcac) foi inferior ao valor t critico, confirmando que nédo

houve diferenca significativa entre os resultados de ambos os métodos ao nivel de
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confianca de 95%. Esses resultados demonstram a exatiddo do método BIA-AD para

determinacdo de TAD em produtos farmacéuticos.

Tabela 2 - Comparacdo dos resultados para determinacdo de TAD em comprimidos por
BIA-AD e por espectrofotometria (UV).

Teor de TAD (mg por comprimido)

Rétulo BIA-AD? uve E (%)°
20 22,9 (0,7) 24,8 (0,8) 7,7
20 21,4 (0,2) 22,5 (0,2) -4,9
20 20,7 (+0,8) 22,5 (0,8) -8,0
20 27,2 (+0,8) 25,8 (0,8) +5,4

aMédia de 4 medigbes +SD; °E (%) = (método BIA - método UV/método UV) x 100; Feac (Seia?/Suv?) =
0,248. Valor critico F = 0,355 (nivel de confianca de 95%; n = 12); teac = 1,796. Valor critico t = 2,074

(nivel de confianga de 95%; n = 12)
2.3.3 Triagem de TAD puro por BIA-MPAD

A BIA também pode ser usada como um sistema portatil para a triagem rapida
de drogas usando MPAD. Cardozo et al.!®*® mostraram que perfis eletroquimicos
comparativos de cada formulacdo podem ser obtidos rapidamente usando razfes entre
as correntes de pico obtidas com a técnica de amperometria de multiplos pulsos
(MPAD). Tal estratégia permitiu a discriminacdo entre alguns comprimidos de citrato
de sildenafila (Viagra® genéricos, contrabandeados e Viagra® adulterado). A
discriminagdo de amostra usando as razfes entre as correntes de pico da MPAD foi
estatisticamente semelhante ao obtido usando voltametria combinada com quimiometria
(Anélise de Componentes Principais). Uma vez que as formulagfes de TAD tém um
historico de falsificagdo em todo 0 mundo*1%%-1!1 aqui também propomos BIA-MPAD
e razbes de corrente de pico para a discriminacdo de formulagdes contendo TAD de
amostras adulteradas. Para simular amostras adulteradas, o Cialis® foi misturado no
laboratério com outros API (cafeina, dipirona, SC ou paracetamol).

Na Figura 16A sdo apresentados os amperogramas por BIA-MPAD em trés
pulsos de potenciais apos trés injeces de solugdes contendo o padrdo de TAD em
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concentragdes na faixa de 5,0 a 150,0 umol L (a—g), seguido por injecdes de solucdes
de Cialis® (1), e Cialis® adulterado com (2) cafeina, (3) dipirona, (4) citrato de
sildenafila e (5) paracetamol. A Figura 16B apresenta as trés razdes entre as correntes
de pico obtidas nos trés amperogramas da Figura 16A (R1: ipa1.2v/ipat.ov; R2: ipa15v/ipa.2v,
Rs: ipat.5v/ipatov). As relagfes sdo necessarias para a normalizagdo das correntes de pico,
evitando eventuais erros na etapa de preparacdo da amostra (p.ex. dilui¢do incorreta)*3°,

Como observado na Figura 16B, as correntes de pico das solucgdes do padrdo de
TAD apresentam uma dependéncia direta no intervalo de concentracdo avaliado (Figura
15A), enquanto as trés razbes de pico sdo praticamente constantes, considerando um
RSD de 5%. No entanto, correntes de pico e razdes muito diferentes foram obtidas em
todas as amostras adulteradas (Figura 16B), devido a oxidacdo simultanea de outros API
eletroativos nestes pulsos de potencial. Por outro lado, as razdes (R1, R2 e R3) obtidas
para as injecdes de solugdo de Cialis® foram as mesmas das solucdes padrdo de TAD.
Este resultado sugere que o comprimido de Cialis® contém TAD puro, 0 que esta em

consonancia com a indicagdo no rétulo do medicamento®.
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Figura 16 - (A) Amperogramas por BIA-MPA obtidas nos trés pulsos de potencial
(+1,0, +1,2 e +1,5 V) apos injecdes em triplicata de solucbes com concentragdes
crescentes de TAD (a— g: 10-150 umol L), Cialis® (1), Cialis® adulterado com cafeina
(2), dipirona (3), citrato de sildenafila (4) e paracetamol (5); (B) Respectivas razdes
médias (£SD) entre as correntes de pico (Ri: ipat2v/ipatov; R2: ipatsvliipaov, Ra:
ipa15v/ipatov). Tempo de pulso: 40 ms; Velocidade de injecdo: 70 uLs™; Volume de
injecdo: 75 pL. Eletrdlito suporte: Tampdo BR 0,04 mol L (pH 4,0) com 5% (v/v) de
DMSO.
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Fonte: adaptado de Oliveira et al.*% 2020.

Portanto, uma simples comparacdo das proporc¢des atuais pode anunciar se a
formulacdo contém apenas TAD ou composicdo diferente (por exemplo, TAD
adulterado com outro API). Assim, o método BIA-MPAD poderia ser usado como uma
etapa preliminar de triagem rapida de amostras (ensaio qualitativo), distinguindo as
amostras contendo apenas TAD daquelas com composi¢do quimica diferente. Assim,
apenas as amostras contendo TAD puro seriam quantificadas usando BIA-AD (se¢éo
2.3.2). Tais metodos s@o promissores para a triagem de TAD puro e sua determinacgéo
em produtos farmacéuticos. No entanto, a real eficacia de tais métodos propostos devem

ser avaliados em amostras apreendidas.
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2.3.4 Proposta de BIA / Amperometria vs Literatura

A Tabela 3 compara algumas figuras de mérito de BIA-AD e outros metodos
eletroanaliticos para determinacdo de TAD em formulagfes farmacéuticas propostos na
literatura. Como mostrado, o valor de LOD obtido pelo sistema proposto nao foi tdo
baixo quanto os obtidos com muitos trabalhos que utilizaram eletrodos modificados. No
entanto, tal valor é suficiente para a determinagdo de TAD na dosagem encontrada em
medicamentos comerciais (5 ou 20 mg por comprimido). Entretanto, a faixa linear
obtida para TDA com o método BIA proposto foi uma das maiores em compara¢ao com
métodos voltamétricos estacionarios. Como prova do conceito, a faixa linear do método
BIA-AD com o BDD pré-tratado catodicamente foi aproximadamente 120 vezes maior
em comparacdo com um método estacionario com deteccdo por VOQ empregando o
mesmo eletrodo!?®,

Este resultado destaca a capacidade de sistemas hidrodindmicos em minimizar a
adsorcdo no eletrodo, devido ao menor tempo de contato entre o agente passivante
(analito ou seus produtos de oxidacao) e o eletrodo de trabalho3!. Os dois métodos BIA
propostos (MPAD e AD) sdo mais versateis (investigacao qualitativa de pureza de TAD
e determinacdo de TAD puro), mais simples (ndo requer procedimentos complexos para
modificacdo de eletrodos) e apresenta a maior frequéncia analitica (270 injecbes por
hora) em comparacdo com outros métodos eletroanaliticos relatados para TAD,
resultado da alta velocidade do transporte de massa hidrodinamico (BIA) e da oxidacao

instantanea de TAD sobre a superficie H-BDD (deteccdo amperométrica).
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Tabela 3 - Parametros analiticos obtidos para a determinacédo de tadalafila por BIA-AD

e outros métodos eletroquimicos da literatura.

Faixa linear LOD? Frequéncia

(umol L) (umol L) analitica (1>  Rereroncia

Técnica (eletrodo)

Muratt et al.13?

- _ *
HPLC-PAD (Au) 26-179.8 0,59 4 i
AdSSWV . Demir et al 1%
(TiO-MWCNTP) 0,3-152 0,08 nm. (2014)
VPD 0,1-50,0/ i B Zhao et al.'?
(SCX6@RGO/GCE)  50,0-1000,0 ! M- (2017)
Sartori et al.11®
_ * %k
VOQ (BDD) 0213 0,02 n.m. 2017
133
VPD (PtNPGR-120/GC) 130,0-489.0 0,27 nm, s Sdanetal
(2018)
Xin et al.13*
—_ * %k
LSASV (3DG/GCE) 0,1-250 0,01 n.m. 2019)
BIA-AD 1,0-150,0 0,27 270 Este trabalho

2 OD: limite de deteccéo, calculado como trés vezes o desvio padréo da solugdo em branco dividido pela
inclinagdo da curva de calibragdo (sensibilidade); ®Frequéncia Analitica: Ntimero de injecGes por hora.
*QOs valores de frequéncia analitica para métodos de HPLC foram obtidos com base no tempo de
retencdo. **n.m.: ndo mencionado. Técnicas eletroquimicas: PAD: Deteccdo Amperométrica Pulsada;
AdSSWV: Voltametria de onda quadrada de redissolugdo adsortiva; VPD: Voltametria de pulso
diferencial; VOQ: Voltametria de onda quadrada. LSASV: Voltametria de varredura linear por
redissolugdo adsortiva. BIA-AD: Analise de Injecdo em batelada com detec¢do amperométrica. Eletrodos
de trabalho: Au: ouro; TiO.-MWCNTP: Pasta de nanotubos de carbono de paredes multiplas modificada
com TiO,. SCX6@RGO/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com p-sulfonatedcalix[6]areno;
Pt/NPGR-120/GCE: Carbono vitreo modificado com nanoparticulas de Pt ancoradas em poros dopados

com nitrogénio. 3DG/GCE: GCE modificado com grafeno diretamente tridimensional.
2.4 Conclusdes

Neste trabalho demonstrou-se o uso de um eletrodo BDD acoplado a célula BIA
de baixo custo impressa em 3D para o desenvolvimento de dois novos métodos
amperométricos, o primeiro para determinagdo de TAD e o segundo para triagem de
TAD puro em produtos farmacéuticos. Na primeira metodologia, o BIA-AD foi
explorado para a determinacdo de TAD em comprimidos farmacéuticos comercializados
(Cialis® e genéricos). Sob condigbes otimizadas, o sistema apresentou LOD e

linearidade adequados, bem como a maior frequéncia analitica da literatura com
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precisdo semelhante de um método espectrofotométrico a um nivel de confianca de
95%. No segundo, o Cialis® (contendo apenas TAD) e o Cialis® adulterado foram
discriminados apenas pela comparagdo entre as relagfes entre as correntes de pico
obtidas dos amperogramas em trés niveis de potencial. Além disso, o sistema BIA ¢
mais simples, rapido, barato e portatil do que os protocolos analiticos por HPLC,
normalmente preteridos para andlises de rotina em laboratérios farmacéuticos e

forenses.

2.5. Perspectivas

Embora o sucesso da célula BIA impressa em 3D e do método BIA-AD, este €
um sistema adequado para triagem e determinacdo de tadalafila pura para um grande
conjunto de amostras como, por exemplo, na industria farmacéutica para fins de
controle de qualidade devido a sua elevada frequéncia analitica. Entretanto, pensando na
realidade do perito forense que faz analise em campo, um sistema menor e mais pratico
e que ndo requeira tratamento de amostra (por exemplo dissolucdo ou diluicdo) é muito
mais pratico e atraente. Assim, no capitulo Il apresentamos o desenvolvimento de uma
célula eletroquimica impressa em 3D miniaturizada, pratica, de baixo custo e
compativel com vérios eletrodos de trabalho planares, além de um protocolo réapido e
pratico para triagens diretas de comprimidos de interesse forense com deteccdo

eletroquimica.

78 |



Capitulo I11: Uma célula eletroquimica impressa em 3D pratica, portatil e
compativel com varios eletrodos: um estudo para amostragem direta de drogas
solidas e triagens voltamétricas
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Uma célula eletroquimica impressa em 3D pratica, portatil e compativel com
varios eletrodos: um estudo para amostragem direta de drogas sélidas e triagens

voltamétricas

Essa metodologia contém uma adaptacdo do artigo publicado intitulado “Multi
sensor compatible 3D-printed electrochemical cell for voltammetric drug screening”, de
autoria de Priscila Alves Ferreira, Fabiano Mendonga de Oliveira, Edmar Isaias de
Melo, Adriana Evaristo de Carvalho, Bruno Gabriel Lucca, Valdir Souza Ferreira,
Rodrigo Amorim Bezerra da Silva. Disponivel online DOI 10.1016/j.aca.2021.338568.

3.1 Introducéo

A impressdo tridimensional (3D) ou tecnologia de manufatura aditiva é uma
tecnologia emergente que tem criado novos caminhos no desenvolvimento de objetos
personalizados em muitas areas, como alimentos, engenharia, medicina, eletronica,
indUstria e ciéncia. A modelagem por deposi¢do fundida (FDM) tem sido a tecnologia
de impressdo 3D preferida, devido aos custos acessiveis das impressoras e filamentos
poliméricos e facil acesso a softwares de codigo aberto.

Recentemente as canetas 3D foram propostas como um instrumento alternativo
as impressoras 3D para fabricacdo de eletrodos!'?t3, Apesar das canetas 3D
funcionarem por um mecanismo semelhante ao das impressoras 3D FDM, a impressédo
em uma caneta 3D é uma operacdo artesanal, ndo automatizada como nas impressoras
3D. Assim, para obter boa reprodutibilidade de fabricacdo, a caneta 3D deve extrudar o
filamento condutor em moldes do mesmo tamanho. Além disso, uma vez que a
operacdo da caneta 3D ndo é continua (camada por camada) como nas impressoras 3D,
ela pode ser usada para depositar filamentos condutores sobre modelos previamente
cobertos com materiais coesivos (por exemplo, cola ou resina epoxi), resultando em
uma adesdo mais simples entre duas superficies diferentes. Esta estratégia simples foi
usada para melhorar a adesdo entre 0 composito impresso em  caneta
3D condutor (eletrodo) e uma placa fendlica (substrato ndo impresso em 3D)'2. A
caneta 3D também foi usada para extrudar filamentos condutores em impressdes
3D personalizadas**11°,

Os filamentos condutores mais usados para impressdo 3D FDM de sensores
eletroquimicos sdo Blackmagic® (Gr-PLA) e Protopasta® (CB-PLA). No entanto,

a cinética de transferéncia de elétrons desses materiais quando usados sem tratamento
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ainda é baixa devido a baixa condutividade elétricat®

, em funcéo da baixa proporc¢éo de
particulas condutoras na mistura polimérica (<20% p / p)>°. Assim, para melhorar as
propriedades eletroquimicas, a superficie do eletrodo deve ser tratada
previamente®. Apesar de tais tratamentos melhorarem o desempenho eletroquimico em
comparacdo com a superficie original, as propriedades de transferéncia de elétrons
dos eletrodos impressos em 3D tratados podem ser ainda mais baixas em comparagéo
com outros eletrodos de carbono (por exemplo, carbono vitreo ou diamante dopado com
boro).

Assim, espera-se que em um futuro proximo alguns filamentos condutores
possam estar disponiveis no mercado para imprimir eletrodos que podem ser usados
sem etapas de tratamentos, com desempenho compardvel aos eletrodos de trabalho
tradicionais. Portanto, o desafio é desenvolver um material em que a proporcdo de
particulas condutoras e matriz polimérica seja ideal para obter o melhor compromisso
entre a condutividade elétrica e a capacidade de impressdo. Até o momento, a
associacdo de impressdao 3D com distintos instrumentos (impressoras e canetas) para
fabricar células personalizadas adaptaveis a qualquer eletrodo de trabalho € uma
possibilidade empolgante na eletroquimica atual.

Assim, neste trabalho é proposta uma nova célula eletroquimica impressa em 3D
compativel com varios sensores (3D-MSEC) e de facil manuseio. O dispositivo é
composto por trés pecas independentes impressas em ABS facilmente rosqueavel:
bastdo, tampa (contendo os eletrodos de referéncia e contra eletrodos de CB-
PLA extrusados por caneta 3D) e um recipiente para solucdo. Esta célula é pequena,
prética, requer menores volumes de eletrolitos do que a maioria das células impressas
em 3D relatadas na literatura e pode ser montada com qualquer eletrodo de trabalho em
forma de placa (comercial ou impresso em 3D). Além disso, um protocolo alternativo
para produzir eletrodos de trabalho impressos em 3D usando apenas uma caneta 3D e
um molde ¢é proposto. O desempenho eletroquimico de cada sensor
avaliado (diamante dopado com boro, folha de grafite e CB-PLA) é comparado por
deteccdo voltamétrica da sonda redox de ferricianeto, paracetamol e cafeina. As
aplicacdes analiticas do 3D-MSEC sdo demonstradas por meio da amostragem direta de
medicamentos em po (com historico de falsificacdo ou adulteragdo) seguida por
deteccdo voltamétrica rapida usando sensores flexiveis e de baixo custo.E a
determinac¢do de 17a-etinilestradiol em uma pilula anticoncepcional pelo método de

adicéo padrao.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Reagentes, amostras e solucdes

As solucdes foram preparadas em agua deionizada (resistividade superior a
18 MQ cm) a partir de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore) e com
reagentes de grau analitico. Os reagentes acido fosférico (85% m/m), acido borico (99%
m/m), acido acético (99% m/m), etanol, cloreto de potassio, hidréxido de sodio,
ferricianeto de potassio (Il1), ferrocianeto de potassio (II) foram adquiridos da
Synth®. Os padrdes de paracetamol, cafeina, citrato de sildenafila (SC), tadalafila
(TAD), losartana potéssica (LOS) e 17a-etinilestradiol (EE2) foram adquiridos da
Sigma Aldrich®. As amostras farmacéuticas de SC 50 mg (Viagra®, Pfizer), TAD 20 mg
(Genérico, Medley), LOS 50 mg (Genérico, Teuto) e EE2 0,05 mg (Neovlar®, Bayer)
foram adquiridas em farmécias locais. Dois comprimidos de cada amostra foram
pesados, pulverizados em almofariz de &gata e armazenados em frasco escuro. Para 0s
experimentos quantitativos, a solucdo estoque de amostra de EE2 foi preparada no dia
por dissolucdo de EE2 em etanol seguida de diluicdo adequada em tampao Britton-
Robinson (BR) (pH 8,0).

3.2.2 Instrumentacao

As medidas por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés
“electrochemical  impedance  spectroscopy”) foram  realizadas em um
potenciostato/galvanostato/EIS pocketSTAT portatil (Ivium®) controlado pelo software
IviumSoft® e usando a célula proposta. As demais medidas foram conduzidas em um
potenciostato/galvanostato pAutolab 111 (Metrohm®) interfaceado com software NOVA
2.1. Os eletrodos de diamante dopado com boro (BDD), folha de grafite (GS) e o
composito CB-PLA impresso com caneta 3D foram usados como eletrodos de
trabalho (Secdo 3.2.4). Dois CB-PLA impressos com caneta3Dna tampa da
célula foram usados como eletrodos de pseudo-referéncia e auxiliar (Se¢do 3.2.3). Para
fins de comparagdo, um ER de AgIAQCIIKCls. € um fio Pt foram usados como
eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente.

Foi utilizado um pHmetro lon modelo pHB 500 em conjunto com um agitador
magnético IKA Color para ajustar o pH dos eletrdlitos. Para dissolucéo dos padrdes foi
utilizado um aparelho ultrassom UltraCleaner US-800 (Unique®). A pesagem dos

padrdes e amostras foram realizadas em uma balanca analitica de quatro casas decimais
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modelo M214Ai (BEL Engineering®). Para transferir os volumes para a célula
eletroquimica foram utilizadas micropipetas manuais Labmate Soft e uma micropipeta
eletrénica Eppendorf.

As medidas por EIS foram realizadas utilizando os seguintes parametros: faixa
de frequéncia entre 1 Hz a 50 kHz, amplitude de 10 mV, 10 pontos de dados por década
de frequéncia e aplicacdo de tensdo AC correspondente ao potencial de meia
onda. Imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) foram adquiridas pelo

instrumento Tescan (Vega 3).

3.2.3 Projeto e fabricacéo da 3D-MSEC

As trés partes (tampa, bastdo e reservatério de solucdo) da célula eletroquimica
impressa em 3D compativel com varios sensores (3D-MSEC) foram modeladas
independentemente no software de codigo aberto FreeCad® e convertidos no modelo de
linguagem padrdo, arquivo .STL (Figura 17). Posteriormente, cada objeto foi fatiado
pelo software Simplify3D® (Cincinnati, EUA) e convertido para G-Code, a extensdo de
arquivo usada para controlar a impressora 3D FDM (Creality Ender-3). A célula foi
impressa utilizando o filamento ABS (Slim 3D®), no qual foram utilizados os seguintes
parametros de impressdo: temperatura do bico 225°C, temperatura do leito 105 °C,
velocidade de impressdo 35 mm s, altura da camada 0,05 mm e preenchimento de
100%.

Figura 17 — Projeto de fabricacdo da 3D-MSEC (formato .STL) usando o software de

codigo aberto FreeCad®.

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.
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A 3D-MSEC é mostrada na Figura 18, e o processo de construcdo da célula no
esquema da Figura 18A. A célula consiste em trés pecas impressas em 3D usando ABS:
bastdo (la), tampa (lla) e reservatorio de solucdo (I11). O bastdo contém uma cabeca
externa rosqueavel e um canal interno (la), adequado para a insercao de um fio de cobre
flexivel previamente soldado a uma placa redonda de metal (Ib). A tampa contém
parafusos nas paredes interna e externa, bem como um orificio central e duas cavidades
(moldes) na parte superior (Ila) da tampa. Cada cavidade possui um pequeno orificio
para a insercdo de um fio de cobre fino e flexivel (11b), que depois foi preenchido com o
filamento condutor extrusado pela caneta 3D (Kuman, Shenzhen, China) (llc).

Esta etapa levou menos de 1 minuto, uma vez que o filamento foi rapidamente
extrusado utilizando a velocidade méxima de impressdo da caneta (temperatura do bico
de 210 °C) e solidificado em temperatura ambiente (em torno de 25 °C). Antes da
deposicdo, as bordas das cavidades foram recobertas com um pouco de resina epoxi
(Araldite® Hobby, Teakbond) para melhorar a adesdo entre os dois polimeros (CB-
PLA e ABS). Ap6s 10 minuto (cura do epoxi), o plastico sobressalente na superficie foi
removido com uma lixa (granulacdo 80) embutida em uma ponta giratoria proveniente
do micro retifica (Einhell® BT-MG 135). Em seguida, a superficie da cobertura foi
polida manualmente com lixas mais macias (granulacdo 400 e 1200 respectivamente) na
presenca de agua deionizada (I1d).

Conforme mostrado na Figura 18B, cada componente (b, 1ld e 111) é facilmente
montado rosqueando uma peca sobre a outra. No entanto, o eletrodo de trabalho planar
(por exemplo, BDD, GS ou CB-PLA) deve ser colocado entre a placa metalica (contato
elétrico com o potenciostato) e um anel de borracha (@i = 0,5 cm), que define a area de
superficie (= 0,20 cm?) e evita 0 vazamento da solugio do eletrdlito. A imagem
ampliada da célula 3D-MSEC, detalhando o posicionamento de ambos os eletrodos CB-
PLA (CE e PRE) natampada célulabem como o eletrodo de trabalho planar
imobilizado e 0s respectivos contatos elétricos sdo mostrados na Figura 18B. Um
esquema e uma imagem real da célula montada sdo mostradas nas Figuras 18C e 18D,
respectivamente.

Esta célula impressa em 3D deve ser usada varias vezes para medigdes
eletroquimicas em eletrdlitos aquosos e pode ser lavada (montada ou desmontada) com
agua e etanol comercial (50-70 % m/m). Este enxague € necessario Se picos
voltametricos inesperados aparecerem em medicOes voltamétricas de solugbes em

branco. A célula é barata (US$ 0,30), pequena, impressa rapidamente (90 min),
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compativel com qualquer eletrodo de trabalho em formato de placa e requer baixos
volumes de eletrolito para medigdes eletroquimicas (0,5 - 3,0 mL). Outras imagens
adicionais da 3D-MSEC sdo apresentadas na Figura 19.

Figura 18 - (A) Representacdo esquematica do processo de construcdo da 3D-
MSEC, mostrando cada peca impressa em 3D : bastdo antes (I a) e depois (I b) da
insercdo de um fio de cobre soldado a placa metalica (contato elétrico); (Il a) tampa
com cavidades e orificios, ap6s (Il b) inser¢do dos fios de cobre nos orificios, (Il c)
deposicdo do filamento condutor com a caneta 3D e (Il d) polimento mecénico e
ativacdo eletroquimica; (I11) Recipiente de solucdo. (B) Esquema da 3D-MSEC
desmontada | b, Il d, 11l com O’ring de borracha e eletrodo de trabalho plano e (C)
célula totalmente montada. (D) Imagem real da 3D-MSEC sustentada por um suporte

universal (tamanho comparado a uma moeda de R$ 1,00).
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.
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Figura 19 - Fotos complementares da 3D-MSEC com os trés componentes (bastao,
tampa e recipiente) desmontados (A) e montados (B); vistas da tampa: vista lateral (cl),
superior (c2) e interna com O’ring encaixado (c3); (D) Tampa (vista interna), O’ring e
os eletrodos de trabalho (CB-PLA, GS e BDD); (E) Arranjo opcional da 3D-MSEC com
RE comercial (AgIAgCIIKCI) e CE (Pt); (F) Disposicdo para triagem de drogas apés a
adicéo de solugéo (500 uL) sobre a tampa.

= Cover
“ (Back view)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

3.2.4 Eletrodos de trabalho avaliados na 3D-MSEC

Trés eletrodos de trabalho planares foram montados individualmente na 3D-
MSEC: diamante dopado com boro (BDD), folha de grafite (GS) ouo compdsito
de carbon black-acido polilatico impresso em caneta 3D (CB-PLA). A GS foi obtida
cortando um pequeno pedaco (1 x 1 cm) de GS comercial (Panasonic®, 70 um de
espessura) adquirida na Mouser Electronics (Mansfield, Texas). De acordo com o
fabricante o conteudo de grafite na GS é superior a 99% (m/m). O BDD foi adquirido da
Neocoat® (La Chaux-de-Fonds, Suica) em formatos de placa (1 x 1 cm) que consiste em

um filme espesso de BDD (nivel de dopagem de 8000 ppm) sobre um substrato de

86 |



silicio policristalino, que contém um filme de ouro na parte de tras para melhorar o
contato elétrico. Antes das medidas eletroquimicas o BDD foi submetido ao tratamento
anodico (+1,5 V por 150 s) seguido do catodico (-3,0 V por 300 s) em H2SO4 0,5 mol L
! para remover incrustagdes, impurezas adsorvidas e funcionalizar a superficie com
grupos funcionais. Além disso, a ativacdo anodica introduz grupos funcionais com
oxigénio na superficie do BDD e ja ativacdo catddica provoca a hidrogenagdo
superficial do eletrodo®®®.

O eletrodo CB-PLA foi fabricado artesanalmente em formato circular usando
caneta 3D e outros instrumentos simples (Figura 20). Um disco de policarbonato, obtido
apos a remocgdo de um filme metélico (por polimento com lixa 80) de um antigo disco
compacto gravavel (CD-R) foi perfurado com uma micro retifica elétrica (Einhell® BT-
MG 135) equipada com uma broca com didmetro de 0,8 cm (Figura 19A). Cada orificio
é um molde para criar eletrodos no padrdo dimensional desejado. Conforme mostrado
(Figura 20A), muitos moldes podem ser perfurados em um mesmo CD, permitindo a
confec¢do rapida de um conjunto de eletrodos de trabalho (oito nesse esquema).

Assim, cada orificio foi preenchido com o filamento condutor
CB-PLA (Protopasta®, Protoplant, Washington, EUA) extrusado pela caneta 3D usando
uma temperatura de bico de 210°C e minimo velocidade de dispensacéo (Figura 20B) e
prontamente pressionado usando uma espatula rigida para evitar a formacgdo de
pequenas cavidades entre o compdsito e as bordas de policarbonato. Como mostrado na
Figura 20C, o compdsito extrusado pela caneta 3D exibe superficies irregulares. Assim,
o0 pléastico sobressalente de ambas as superficies (frente e verso) foi lixado (granulacéo
80) com a micro retifica seguido de polimento manual com lixas d’agua na granulagdo
400 e 2000, respectivamente (Figura 20D).Finalmente, cadatarugo de CB-
PLA (diametro: 0,8 cm; espessura: 0,1 cm) foi removido manualmente (Figura 20E) e
fixado na 3D-MSEC. A area geométrica (0,196 cm?) foi definida pelo O’ring de
borracha (@i = 0,5 cm).

Esse protocolo de fabricacdo alternativo € mais portatil, mais rapido, mais
simples e consome menos filamento do que o método usual com impressoras 3D. Antes
das medidas eletroquimicas esse sensor necessita ser submetido ao polimento mecanico
e ativacdo eletroquimica (+1,4 V /200 s e -1,0 V / 200 s em 0,5 mol L* NaOH) para
expor as particulas condutoras de CB para melhorar a cinética de transferéncia de
elétrons e diminuir a resistividade®»®%91.13¢ Essa ativagdo também foi realizada no CE e

PRE da tampa apenas uma vez antes da primeira medi¢&o eletroquimica. Neste caso, foi
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realizado um curto-circuito entre os dois fios e depois conectado com o cabo (ER) do
potenciostato. Em todas as ativagbes eletroquimicas do CB-PLA foram utilizados
eletrodos comerciais de referéncia (AgIAgCIIKClss) e auxiliar (fio de Pt).

Para comparar a reprodutibilidade de fabricacdo deste protocolo alternativo
(caneta 3D), cinco eletrodos de trabalho CB-PLA (forma circular com a mesma
dimensdo) foram impressos usando uma impressora 3D (Creality Ender-3, Shenzhen,
China) usando os seguintes parametros: didmetro do bico 0,4 mm a 210°C; temperatura
do leito 55°C; velocidade de impressdo 30 mm s; altura da primeira camada de 0,2
mm; e orientacdo de impressio vertical®. Esse CB-PLA em forma circular foi montado

na célula e tratado exatamente como o eletrodo impresso em caneta 3D.

Figura 20 - Imagens das etapas de construgdo dos eletrodos CB-PLA impressos com
caneta 3D: (A) Perfuracdo do policarbonato (moldes padronizados); (B) extrusdo do
filamento condutor com a caneta 3D nos moldes; (C) CB-PLA depositado; (D) CB-
PLA apds polimento superficial (lixamento manual); (E) Tarugos removidos prontos
para serem montados na 3D-MSEC.

e

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

88 |



3.25 Amostragem de drogas sélidas e deteccdo eletroquimica na
mesma plataforma

A Figura 21 mostra o procedimento de friccdo realizado, no qual o pé de cada
droga (peso = 0,7 mg para padrdes, <13 mg para amostras SC, TAD e LOS e 1,3 g para
amostra EE?2) foi espalhado sobre um papel filtro (@ = 12,5 cm). Em seguida, o p6 foi
amostrado de forma abrasiva (sem diluicdo) sobre o sensor flexivel e de baixo
custo (GS ou CB-PLA impresso em caneta 3D) por meio de movimentos circulares com
as maos enluvadas por 10 segundos. Os brancos foram realizados com o mesmo
procedimento, porém com papel filtro limpo (superficie ndo contaminada com pé do
farmaco). Apos a coleta o sensor foi montado na 3D-MSEC e 500 uL do eletrélito

suporte foram adicionados sobre a tampa para realizacdo da deteccgéo eletroquimica.

Figura 21 - Procedimento adotado para a amostragem no solido de cada droga usando
os sensores flexiveis: abrasdo entre o sensor e a droga no papel filtro (A), sensor
montado na 3D-MSEC (B) e por ultimo a medida eletroguimica (C).

Mao com luva

C

POTENCIOSTATO COMPUTADOR

= i\o‘-“? —8 B—

Papel Sensor
filtro flexivel

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

Assim, para essa triagem de drogas o recipiente de solucdo é dispensavel (Figura
19F), uma vez que o volume de eletrdlito necessario para manter o contato com os trés
eletrodos (ET, CE e PRE) é baixo. Toda a deteccdo eletroquimica foi realizada por
voltametria de onda quadrada (VOQ) usando eletrodos flexiveis de baixo custo (GS ou
CB-PLA). Antes da amostragem, cada eletrodo CB-PLA impresso com caneta 3D foi
polido mecanicamente e ativado eletroquimicamente e o GS foi usado como
recebido, como descrito na secdo 3.2.4. Os parametros VOQ e eletrélitos suporte para

cada analito s&o os seguintes: LOS: f = 20 Hz, Ea = 30 mV, Es =9 mV e tampéo BR pH
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9,087, SC: f =20 Hz, Ea =30 mV, Es = 9 mV e tampdo BR pH 4,0'%:; TAD: f = 30 Hz,
Ea =20 mV, Es= 10 mV e tampdo BR pH 4,0!%; EE2: f =30 Hz, Ea=40 mV, Es=5
mV e tamp&o BR pH 8,01

3.3 Resultados e discussdes

3.3.1 Caracterizagao superficial dos eletrodos de trabalho utilizados na 3D-MSEC

A Figura 22A apresenta a vista superior da 3D-MSEC montada com o0s
respectivos eletrodos BDD, GS ou CB-PLA impresso com caneta 3D. A imagem
permite observar dois CB-PLA embutidos na tampa atuando como pseudo-
referéncia (PRE) e contra eletrodo (CE). O aspecto das superficies dos trés eletrodos de
trabalho (ET) é visivelmente diferente a olho nu (Figura 22A) e também por MEV
(Figura 22B).

Para BDD foi registrada uma morfologia regular da estrutura piramidal (Figura
22B), que se refere ao crescimento texturizado ao longo da direcdo dos planos. Além
disso, a deposicdo quimica a vapor formou um filme fino continuo ao longo da
superficie do substrato4°,

A micrografia revelou que a superficie do GS (Figura 22B) € constituida de
particulas de grafite em contato proximo com as folhas de grafite adjacentes aos planos
basais'**. Além disso, nota-se uma superficie brilhante de GS (Figura 22A), o que
evidencia a presenca de alto teor de grafite na composicéo. Esse fato corrobora com o
teor de 99% de grafite na composicao da folha comercial indicado pelo fabricante.

A imagem MEV do CB-PLA foi registrada ap6s o polimento e ativacdo
eletroquimica (EA) (Figura 22B). Foi observada uma superficie porosa contendo
algumas particulas de CB parcialmente presas na matriz de PLA. No entanto, se
nenhuma EA for realizada, poucas particulas CB estardo disponiveis na superficie do
eletrodo, visto que todas as particulas condutoras estdo cobertas por PLA, diminuindo o
desempenho do eletrodo, conforme relatado anteriormente®#°9:69.136,

Na Figura 23 sdo apresentadas imagens por MEV comparativas do CB-PLA com
polimento manual (P) e CB-PLA com polimento manual seguido de ativagdo
eletroquimica (P/EA). E possivel observar que somente o polimento manual (Figura
23A) ndo remove o PLA superficial, mas esse procedimento & imprescindivel para
homogeneizar a superficie do tarugo ap6s a impressdo com a caneta 3D. A Figura 23B
mostra que polimento e a ativacdo eletroquimica fornece uma superficie mais porosa,

devido ao aumento da exposicio das particulas condutoras de “carbon black” (CB)%®,
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Figura 22 - Vista superior da 3D-MSEC com diferentes eletrodos de trabalho planares
(BDD, GS ou CB-PLA impresso com caneta 3D e dois CB-PLA na tampa atuando

como PRE e CE (A) com zoom na superficie de cada ET para ilustrar as respectivas

imagens obtidas por MEV (B).

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

Figura 23 — Comparacdo entre os eletrodos CB-PLA ap6s polimento (P) e ap6s

polimento mais ativacéo eletroquimica (P/EA) por MEV.

CB-PLA (P) CB-PLA (P/EA)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.
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Na Figura 24 sdo apresentadas as caracterizacfes eletroquimicas do CB-PLA
submetido apenas ao polimento (P) e polimento seguido de ativacdo eletroquimica
(P/EA). A Figura 24A apresenta 0s resultados de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) na presenca de sonda redox ferro/ferricianeto para ambas as
condicdes, na qual pode-se observar que o eletrodo tratado apenas com polimento
apresenta uma maior resisténcia a transferéncia de carga (semicirculo maior). Estes
resultados corroboram com o0s voltamogramas ciclicos na presenga de sonda redox
ferri/ferro (Figura 24B), na qual pode-se observar que o P/EA melhorou o desempenho
eletroquimico do eletrodo, devido a remocdo parcial do PLA isolante da superficie,
expondo o CB condutor (Figura 23B). Por isso, 0 CB-PLA utilizado no decorrer desse

trabalho foi submetido ao P/AE antes das medidas.

Figura 24 — Comparacdo entre os eletrodos CB-PLA ap6s polimento (P) e ap0s
polimento e ativacdo eletroquimica (P/AE) por EIS (A) e por voltametria ciclica (B).
Condigdes (A, B): 1:1 mmol L KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em KCI 0,10 mol L?; (A) Faixa
de frequéncia = 0,001 a 50 kHz, Amplitude = 10 mV, Pontos por década = 10; (B) v =
50 mV s?, AE:+1,4V/200se - 1,0v/200 s em NaOH 0,5 mol L.
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

3.3.2 Desempenho eletroquimico da 3D-MSEC e eletrodos de trabalhos avaliados
na presenca de substéancias eletroativas modelo

Para investigar o desempenho da 3D-MSEC como dispositivo eletroquimico
para triagem de medicamentos suspeitos é necessario estudar a configuragdo proposta
na célula tal como o CB-PLA, construido com filamento comercial e a caneta 3D,
atuando como PRE e CE. Na literatura estdo disponiveis varios trabalhos envolvendo o
uso de PRE em dispositivos eletroquimicos. O PRE difere do RE devido a auséncia da
solugéo salina no PRE e de um equilibrio quimico definido. Todavia, um bom PRE
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deve controlar o potencial no ET por um certo intervalo de tempo e de modo
reprodutivel, assim como ao observado em um RE*2. Um RE muito utilizado nos
estudos eletroquimicos é o AgIAgCIIKClsa, sendo empregado nesse trabalho para
avaliar o desempenho eletroquimico do PRE confeccionado com CB-PLA.

O desempenho da 3D-MSEC foi investigada inicialmente comparando as
respostas por voltametria ciclica (VC) de analitos modelo (ferricianeto de potéssio e
paracetamol) sobre o BDD, visto que esse eletrodo possui comportamento bem
estabelecido na literatura. Nestes estudos foram utilizados dois conjuntos de eletrodos
de referéncia e contra eletrodo: dois CB-PLA da tampa da célula ou comerciais
(AgIAgCIIKClsqt. e fio de Pt). As curvas voltamétricas obtidas no BDD na presenca de
solucdo de ferricianeto de potassio 1,0 mmol L™ em KCI 0,10 mol L? e de solugéo de
paracetamol 0,20 mmol L*em tamp&o acetato 0,1 mol L (pH 4,70) usando cada
conjunto de eletrodos sdo apresentadas na Figura 25.

Conforme observado, os potenciais de pico (Ep) no eletrodo PRE/CE da tampa
(CB-PLA) apresentaram um deslocamento de aproximadamente 300 mV no sentido
negativo em comparacdo com o RE/CE externo (Figura 25A), enquanto que um
deslocamento de 150 mV foi observado para o paracetamol em tampdo acetato
0,10 mol L™ pH 4,70 (Figura 25B). Em ambas as medidas o PRE deslocou os sinas do
paracetamol e do ferricianeto na direcdo negativa®>*®°. O valor do deslocamento do
potencial de pico é variavel, dependendo do pH e da forca idnica do eletrdlito de
suporte®®.

No entanto, usando ambos os conjuntos, CB-PLA da tampa ou externo, os
valores de potencial de pico, bem como a razéo das correntes de pico anddica e catddica
(ipa /ipc) foram mantidos. Para ambos os conjuntos de eletrodos a separagdo de pico do
ferri foi de AEp: 105 mV e lp/lpc = 1 e para o paracetamol AEp: 670 mV e
lpa/lpc = 1,6. Esse resultado indica o bom desempenho do CB-PLA atuando como CE e
PRE na 3D-MSEC.
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Figura 25 - Voltamogramas ciclicos obtidos com BDD usando PRE e CE da tampa da
célula (CB-PLA) e os eletrodos comerciais fio de Pt e AgIAgCIIKClsa. na presenca de
1,0 mmol L de ferricianeto de potassio (A) e 0,20 mmol L de paracetamol (B).
Eletrdlitos: (A) KCI 0,10 mol L' e (B) Tampio de acetato 0,10 mol L*

(pH 4,70). As linhas tracejadas correspondem aos respectivos brancos. v =50 mV s™.
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

Além disso, apds 50 voltamogramas ciclicos na presenca de ferricianeto em
KCI 0,1 mol L?, os potenciais de pico deslocam 12 mV usando ambos CB-PLA da
tampa,um valor maior em comparacdo ao obtido o RE externo
(1 mV). Contudo, a variacdo encontrada no CB-PLA (PRE) pode ser considerada
desprezivel, o que demonstra a sua capacidade em controlar o potencial da célula
eletroquimica.

Para avaliar a reprodutibilidade dos eletrodos de pseudo referéncia, foram
realizadas medidas com trés células (3D-MSEC), ou seja, trés eletrodos de CE e PRE
diferentes. Deste estudo obteve-se RSD de Epa= 4,1%, valor semelhante ao obtido
usando trés diferentes eletrodos de referéncia convencional RSD de Epa = 3,1%. Assim,
a configuracdo da célula proposta usando o conjunto de eletrodos da tampa exibiu
resultados semelhantes aos eletrodos comerciais. Além disso, a montagem desse sistema
de trés eletrodos € mais pratica e mantém uma distancia proxima entre os trés eletrodos,
0 que favorece a obtencdo de resultados reprodutiveis. Todos os estudos realizados
quanto a estabilidade e a reprodutibilidade do PRE da 3D-MSEC demonstram que o
PRE pode ser empregado em medidas eletroquimicas para controlar o potencial do ET.

A Figura 26 mostra os resultados por EIS dos trés eletrodos de trabalho
avaliados, no qual observa-se que o GS apresenta a menor resisténcia a transferéncia de

carga (Ret: 231 Q) em comparagdo aos outros eletrodos de carbono avaliados (BDD:
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490 Q; CB-PLA: 804 Q). Tal resultado pode ser explicado devido ao alto teor de
particulas de grafite condutiva (carbono sp?) na composicdo do eletrodo e pequena

espessura (70 um).

Figura 26 - Espectroscopia de impedancia eletroquimica (diagrama de Nyquist) para
BDD, GS e CB-PLA impresso em 3D na presenca de 1:1 mmol L%
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em KCI 0,1 mol L' e modelagem de circuito equivalente
(inser¢do) com elementos de circuito (C: capacitor, R: resistores, W: impedéncia de
Warburg). Condicdes: Faixa de frequéncia: 1 Hz a 50.000 Hz, Amplitude: 10 mV,

Pontos por década: 10.

800

m BDD
® GS
600

| —, 4
@ °
]
400 - o
K Cy
] . &
L} ] o ] Rs
200 - L u —
| g W —w
i 2y Ret
o] WY
T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
Z' (Q)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

A repetibilidade do protocolo alternativo para confeccionar eletrodos CB-
PLA foi investigada por voltametria ciclica em solugdo de ferricianeto de potéssio 1,0
mmol Lte KCI 0,5 mol L com cinco eletrodos CB-PLA impressos com caneta
3D (Figura 27A). A partir deste estudo, foram obtidos valores de RSD de 10,6% (ipa) €
4,5% (Epa). Quando os mesmos experimentos foram realizados com cinco eletrodos CB-
PLA produzidos em uma impressora 3D (Figura 27B), valores RSD de 6,8% (ipa) €
1,8% (Epa) foram obtidos. Assim, embora as superficies impressas produzidas pela
caneta 3D possam néo ser tdo uniformes como nas impressoras 3D, a reprodutibilidade
de fabricag&o deste protocolo alternativo (caneta 3D) é comparavel ao usual (impressora
3D). Provavelmente, essa reprodutibilidade semelhante foi obtida uma vez que todas as
superficies impressas foram submetidas aos mesmos tratamentos (polimento mecéanico e

ativacdo eletroquimica).
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos realizados na presenca de Ka[Fe(CN)s]
1,0 mmol L usando cinco CB-PLA diferentes fabricados em caneta 3D (A) e
impressora 3D (B). Eletrdlito: KCI 0,50 mol L; v=50 mV s.
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

A Figura 28 apresenta a dependéncia entre as correntes de pico de ferricianeto
com a raiz quadrada da velocidade de varredura. Conforme apresentado, uma relacéo
linear entre as duas variaveis indica que a transferéncia de massa para os trés materiais é
um processo controlado por difusdo. Além disso, a razdo entre ipal/ipc foi proxima a
unidade para os trés eletrodos de trabalho. Estes comportamentos s&o semelhantes aos
obtidos para sistemas reversiveis controlados por difusdo em células eletroquimicas

convencionais.
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Figura 28 — Voltamogramas ciclicos em 1,0 mmol L™ de ferricianeto de potassio e KCI
0,10 mol Lt em diferentes velocidades de varredura (v) (A) e as respectivas ipa vs. v¥2 e
inc VS. V2 para BDD, GS e CB-PLA impresso com caneta 3D (B).
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

A Tabela 4 apresenta o custo e alguns parametros eletroquimicos calculados a
partir de medidas por voltametria ciclica na presenca de sonda redox de ferricianeto de
potassio 1,0 mmol Lt para os trés eletrodos de trabalho investigados. Adicionalmente,
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observou-se que durante cinquenta medicGes sucessivas, 0Ss potenciais de pico
apresentaram pequenas variagdes para todos os eletrodos de trabalho (RSD's <15%),
indicando novamente o bom desempenho do CB-PLA para controlar o potencial
da célula impressa em 3D. E interessante ressaltar que o CB-PLA e o GS que s&o
materiais alternativos apresentaram desvio préximo ao obtido com o BDD, um eletrodo
bem estabelecido na literatura. Por meio da Tabela 4, também é possivel observar que a
relagdo ipa/ipc ficou proxima de um em todos os eletrodos de trabalho, demonstrando a
boa reversibilidade dessa sonda redox em todos os sensores investigados.

De modo geral, o GS apresentou 0 melhor desempenho eletroquimico (menores
AEp e Rct € maior ECSA), aliado ao baixo custo (US$ 0,17, cem vezes menor que 0
BDD) e ao uso na condicdo de recebido (ndo requer pré-tratamento). Entretanto, um
eletrodo de GS pode ser considerado descartavel**!, enquanto a mesma placa de BDD
pode ser usada varias vezes com obtencdo de resultados reprodutiveis (ap6s ativacao
eletroquimica). Por outro lado, embora o CB-PLA impresso em 3D tenha apresentado o
pior desempenho eletroquimico comparativo, este apresenta custo desprezivel (US$
0,02) e também pode ser utilizado repetidas vezes (ndo descartavel) devido ao
reestabelecimento de sua superficie apdés novos polimentos e ativacdes
eletroquimicas®®. No entanto, tratamentos repetitivos podem diminuir muito a espessura
do sensor, o0 que pode causar a ruptura de eletrodos mais finos (geralmente abaixo de 50
um) durante a montagem na célula (pressdo exercida no ato de rosquear a célula). Neste

caso, um novo eletrodo impresso em 3D é necessario.
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Tabela 4 - Custo e caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos de trabalho

avaliados usando a sonda redox de ferricianeto de potassio.

(Nei?ozt‘@) (Panaclssinic‘@) CB-PLA (Protopasta®)
Va'o(rljg;t)ério* 17,18 0,18 0,020
Epa (MV)** -50 -42 -17
AEp (MV)** 105 76 116
ECSA? (cm?)*** 0,122 0,203 0,150
GAP (cm?) 0,196 0,196 0,196
RF° 0,622 1,036 0,765
Jpa® (LAJCmM?) 198 183 216
ipalipc*™* 0,993 1,022 1,094
RSDepa** (%; n= 50) 10,1 12,5 15,0
Ret(Q) 490 231 804

®ECSA: Area superficial eletroquimicamente ativa; "GA: Area geométrica (cm?), definida pelo O’ring de
borracha (didmetro interno = 0,5 cm); °RF: Fator de rugosidade (ECSA/GA); YJpa: Densidade de corrente
do pico anddico (ipa/ECSA). *Valor do material (excluindo taxas de importacédo e transporte); ** Valores
obtidos de VC na presenca de ferricianeto de potassio 1,0 mmol L (velocidade de varredura: 50 mV s2);
***\/alores calculados substituindo a inclinagdo do grafico ipa vs v¥? na equacdo de Randles-Sevcik e
usando 0S valores constantes para Fe(CN)6* (n = 1 e D =
0,763 x 10° cm? st em KCI 0,1 mol L),

Os perfis voltamétricos obtidos com os trés eletrodos de trabalho também foram
registrados na presenca de analitos modelo orgéanicos. A Figura 29 apresenta 0s
voltamogramas ciclicos na auséncia e na presenca de solugdes de paracetamol (Figura
29A) e cafeina (Figura 29B). Conforme mostrado (Figura 29A), o paracetamol exibiu
picos anddicos e catddicos bem definidos em todas as superficies de carbono, com
melhor reversibilidade e maiores correntes no GS.

No entanto, reversibilidade comparavel também foi observada para CB-PLA.

Para a cafeina (Figura 29B), foi observada apenas uma corrente de pico anddica em
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todos os eletrodos (sistemas irreversiveis), em GS e CB-PLA o0s potenciais de pico
estavam na regido de descarga anddica, com piores respostas para o eletrodo CB-
PLA devido a maior resisténcia de transferéncia de elétrons (Tabela 4, Figura 26). No
eletrodo BDD, o pico de oxidacdo da cafeina tem melhor definicdo (sem sobreposicédo
com a descarga anodica), antes da regido de descarga, devido a sua maior janela de

potencial carcteristical®.

Figura 29 - Curvas VC para diferentes eletrodos de trabalho (BDD, GS e CB-PLA) na
3D-MSEC na auséncia (---) e na presenca (—) de (A) paracetamol 200 umol L e (B)
cafeina 100 pmol L. Eletrdlito suporte (A e B): tampdo de acetato 0,10 mol L™ (pH
4,70). Velocidade de varredura: 50 mV s2.,

(A) (B)

201 90 -

10 : 60

-0.5 . OjO . 0.5 . 1.0 0.0 . 0.5 . 1.0 . 1.5
E (V) vs CB-PLA (PRE) E (V) vs CB-PLA (PRE)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

O desempenho eletroquimico comparativo dos sensores na 3D-MSEC também
foi investigado usando paracetamol como analito modelo, por voltametria de pulso
diferencial (VPD) na presenca de concentracOes crescentes de paracetamol (Figura 30A)
e dez medigdes sucessivas na mesma concentracdo (Figura 30B). As caracteristicas
analiticas (inclinagdo, LOD, faixa linear, coeficiente de correlacdo e desvio padréo

relativo) obtidas destes experimentos estédo resumidas na Tabela 5.
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Figura 30 - Curvas VPD usando a 3D-MSEC com diferentes ET (BDD, GS e CB-
PLA) para concentracOes crescentes de paracetamol (A) e dez medigdes sucessivas de
paracetamol 1,5 umol L'para BDD e CB-PLAe 1,0umol LT para GS (B).As
inser¢bes em (A) mostram as respectivas curvas analiticas para o paracetamol (média
das correntes de pico com desvio padrdo em funcdo da concentracdo de
paracetamol). Condi¢des VPD: Ea: 100 mV,v: 70 mVs?:, t: 7 ms!®, Eletrélito de
suporte: tampéo de acetato 0,1 mol L™ (pH 4,7).
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0.4 0.2 0.4 0.6 0.9

I(A) E(V) vs CB-PLA (PRE) (B) E (V) vs CB-PLA (PRE)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.
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Tabela 5 - Comparagdo entre os parametros analiticos obtidos para paracetamol em
BDD, GS e CB-PLA montados na 3D-MSEC.

BDD GS CB-PLA
Sensibilidade (uA pmol L) 4,62(0,105) 4,05(0,107) 4,16(+0,016)
LOD? (umol L) 0,012 0,019 0,014
Faixa linear (umol L) 0,20 8,0 0,20 - 4,0 0,20 - 4,0
R?2 0,99 0,99 0,99
%RSD® (n=10) 0,83 1,82 2,22

3 OD: Limite de deteccéo, calculado como 3xSDg/S, em que SDg é 0 desvio padrdo de cinco soluges
em branco (eletrélito) e S é a sensibilidade (inclinagdo da curva de calibragio). "% RSD: Desvio padrio

relativo de dez correntes de pico da Figura 30B.

Como mostrado (Figura 30), o paracetamol exibiu a melhor defini¢éo de pico no
eletrodo GS como consequéncia da melhor reversibilidade de pico e menor resisténcia
de transferéncia de elétrons (Tabela 4, Figura 26) e o BDD exibiu maior sensibilidade,
menor LOD, maior faixa linear e melhor precisdo do que os outros sensores (Tabela
5). Contudo, o eletrodo CB-PLA impresso com caneta 3D exibiu desempenho analitico
ligeiramente inferior do que o BDD, o que € relevante considerando seu custo
consideravelmente inferior (USS 0,02 vs 17,18) e facil protocolo de producdo. Além
disso, o LOD obtido para o paracetamol no sensor impresso em caneta 3D foi mais
baixo do que o obtido em um sensor impresso em 3D relatado na literatura que utilizou
um filamento condutor ABS (0,014 umol L vs 2,84 umol L)%,

3.3.3 3D-MSEC na triagem de drogas: sensores flexiveis de baixo custo como
plataformas Gnicas para amostragem direta sobre sélidos e detec¢édo voltamétrica.

Recentemente, sensores flexiveis de baixo custo tem sido propostos como
plataformas Unicas para coleta e detecgdo eletroquimica de amostras em forma de po, o
que é uma estratégia interessante para a triagem direta de amostras solidas sem a

necessidade de complexas etapas de preparacdo de amostra. Nesse procedimento, o
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sensor € friccionado contra a amostra pulverizada e montado em uma célula
eletroquimica, na qual é adicionado o eletrolito para a triagem voltamétrica do analito
impregnado na superficie do sensor!®144, Castro et al.1** verificaram que o eletrodo GS
¢ uma plataforma flexivel, de baixo custo, condutora e descartavel para coleta e
deteccdo de residuos de 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) por VOQ. Usando esta mesma
abordagem, um sensor impresso em 3D (Gr-PLA) também foi utilizado para identificar
TNT® e residuos de disparos de arma de fogo (Pb?*e Sb®")°' em amostras
forenses. Portanto, essa abordagem é promissora para uma investigacdo rapidae no
local da cena do crime. Além disso, a triagem voltamétrica € mais sensivel e seletiva do
que 0s ensaios colorimétricos qualitativos. Entdo, esta estratégia pratica (amostragem no
eletrodo seguida de rapida triagem voltamétrica) também pode ser explorada para a
triagem (“screening”) de medicamentos solidos, o que é uma alternativa mais barata do
que alguns métodos espectroscopicos (infravermelho proximo- NIR e Raman)
comumente empregados em analises forenses na triagem direta de sélidos®.

Conforme recomendado pela Organizacdo Mundial da SaGde (OMS)*, os
métodos de triagem sdo necessarios para fornecer identificacdo ou semiquantificacao de
ingrediente farmacéutico ativo (API) em produtos legais ou falsificados. No entanto,
métodos analiticos quantitativos também podem ser necessarios, nos quais a
cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo de
massa (CG-MS e HPLC-MS) sdo amplamente utilizadas’ 1%,

Para demonstrar o uso da 3D-MSEC para amostragem direta e triagem
eletrogquimica de drogas em amostras forenses, principios ativos (API’s, do inglés
“active pharmaceutical ingredients””) com histérico de falsificacdo ou adulteracéo:
citrato de sildenafila (SC), tadalafila (TAD), losartana (LOS) e 17a-
etinilestradiol (EE2).

As Figura 31 mostram as curvas VOQ para o branco (linhas tracejadas) e a
primeira varredura realizada imediatamente ap0s a amostragem de cada farmaco
nos eletrodos GS e CB-PLA. Conforme mostrado na Figura 30, 0 GS apresentou curvas
voltamétricas mais evidentes para todos os analitos como consequéncia da melhor
cinética de transferéncia de elétrons em comparacdo com CB-PLA (Tabela 4).

Em ambos os sensores, GS e CB-PLA (Figuras 31), os perfis voltamétricos (Ep)
das formulagdes farmacéuticas comerciais (linhas pretas) e dos padrbes de referéncia
(linhas azuis) foram semelhantes. I1sso sugere apenas a presenca do API esperado nos

produtos farmacéuticos investigados. Apesar disso, as magnitudes das correntes de pico
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eram diferentes, as vezes mais altas para os padrbes de referéncia ou vice-versa.
Provavelmente ocorreram diferencas na massa amostrada em cada pedago do sensor
resultando nessa discrepancia. Por outro lado, a definicdo de todos os picos (largura e
altura) era menos evidente no eletrodo CB-PLA impresso em caneta 3D, 0 que poderia

levar a conclusdes duvidosas no caso de seu uso em aplicacdes praticas.

Figura 31 — Curvas VOQ realizadas ap6s a amostragem de cada droga (LOS, SC, TAD
e EE2) em GS e CB-PLA impresso em caneta 3D com os padr@es analiticos (linhas
azuis) e formas farmacéuticas (linhas pretas). Os respectivos brancos (abrasdo do sensor
em um papel filtro sem a droga) sdo mostrados como linhas tracejadas. Condicdes:
Secdo 3.2.5.

CB-P

LA

0.3 ' 0.6 . 09 ' 1.2 . 1.5 0.3 . 016 I 0?9 I 112 I 1.5
E (V) vs CB-PLA (PRE) E (V) vs CB-PLA (PRE)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

A Figuras 32 mostra as medidas realizadas usando as solu¢des aquosas com 0
padrdo de cada analito (EE2, SC, TAD e LOS) empregando o GS e CB-PLA. Esses
resultados mostram que 0s processos eletroquimicos observados com as medidas no

solido correspondem aos obtidos com a solucéo aquosa.
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Figura 32 — Voltamogramas de onda quadrada realizados com os eletrodos GS/CB-
PLA na auséncia (---) e na presenca (—) de solugdes individuais de LOS (50,0/150,0
umol L), SC (5,0/5,0 umol L), TAD (5,0/5,0 umol L) e EE2 (5,0/20,0 pmol L™).
Condig0es: Secéo 3.2.5.

CB-PLA

. 0:3 I 0:6 | 019 . ‘1:2 I 1:5 0:3 . 0:6 I 0:9 . 1:2 I 1:5
E (V) vs CB-PLA (PRE) E (V) vs CB-PLA (PRE)

Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

Os perfis voltamétricos obtidos no eletrodo GS foram semelhantes aos obtidos
em outros eletrodos a base de carbono (com excecdo do TAD)20137.146147 Sequndo
esses trabalhos, os seguintes processos redox em solugfes aquosas estdo relacionados
aos picos obtidos no eletrodo GS: (LOS) oxidacdo da hidroxila no grupo imidazol em
um mecanismo envolvendo dois prétons e dois elétrons (Figura 33A)3’; (SC) Oxidagéo
do anel piperazina (1° pico) e adsor¢do-dessorcdo (2°pico) do produto gerado no
primeiro processo (Figura 33B)¢48; (EE2) oxidagdo do grupo hidroxila do fenol em
um mecanismo de um préton e um elétron (Figura 33C)**°; (TAD) Oxidagdo do atomo
de nitrogénio no grupo indol (1° pico) seguida da hidroxilagdo do anel benzénico, em
um mecanismo de um préton e dois elétrons (Figura 33D)'?%7, De acordo com o
conhecimento dos autores, o segundo pico da TAD e o respectivo mecanismo ndo foi

relatado anteriormente em outros eletrodos a base de carbono08119.120.147
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Figura 33 — Mecanismo de oxidagdo eletroquimica para cada droga: (A) losartana, (B)
citrato de sildenafila, (C) 17a-etinilestradiol e (D) tadalafila.
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E importante salientar que somente a primeira varredura da amostragem no
solido foi escolhida uma vez que as correntes de pico se
tornaram consideravelmente menores durante as sucessivas medi¢bes (Figura 34A),
devido a diluicdo gradual (difusdo) das espécies eletroativas da superficie do ET para o
seio da solucdo. No entanto, a queda abrupta da corrente ndo foi observada em medicdes
sucessivas com a solucdo do analito (Figura 34B), devido ao transporte de massa

controlado do analito da solucdo para a superficie do ET.

Figura 34 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com GS para sucessivas
varreduras de (A) SC impregnado na superficie (n = 6) e (B) solucéo de SC 5,0 umol L-
1 (n =3). Eletrdlito suporte: tampdo BR (pH 4,0); Condicbes VOQ: f = 20 Hz, Ea = 30
mV, Es=9 mV.
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.
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Essa abordagem da abrasdo do pé diretamente sobre o sensor de GS tambem foi
explorada na tentativa de quantificacdo ou semi-quantificacdo de citrato de sildenafila,
tadalafila e paracetamol utilizando a célula 3D-MSEC e a equacdo de Faraday para
eletrolise!®14, Nesse procedimento o GS foi friccionado sobre o p6 do padrdo ou da
amostra e logo em seguida o GS foi montado na célula e adicionado o eletrélito para
registro dos voltamogramas. E relevante citar que ap6s a friccdo, visualmente, ndo
restou po sobre o papel filtro. Os resultados obtidos com as amostras e 0s padrdes estdo
presentes na Figura 35 juntamente com os voltamogramas da medida no branco (linha

cinza).

Figura 35 — Voltamogramas de onda quadrada registrados apds a abrasdo do pé das
amostras (linha preta) e dos respectivos padrbes (linha vermelha) de (A) paracetamol,
(B) citrato de sildenafila e (C) tadalafila na superficie do GS. Condigdes: Se¢do 3.2.5.
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E possivel calcular a quantidade de espécies ativas com base nos picos

voltamétricos obtidos por VOQ usando a Lei de Faraday para eletrolise0t144:

108 |



_ MM X Q
™ = 96485,3329 x n

Onde m € a massa do analito (g), Q é carga gerada na oxidacao da espécie (C),
MM é a massa molar (g mol') e o n corresponde ao nimero de elétrons. Como
encontrado em trabalhos anteriores, o nuimero de elétrons transferidos durante a
oxidacdo dos analitos correspondem a 2, 1 e 2 para tadalafilal?®%’ citrato de
sildenafilal®1%® ¢ paracetamol'®®, respectivamente. A equacio de Faraday mostra que a
carga elétrica, gerada durante o processo de oxidacdo do analito, é proporcional a massa

da espécie eletroativa'®*

. O valor da carga elétrica (Q) foi obtido integrando-se a area
dos picos de cada molécula detectada na primeira varredura, tal como utilizado
anteriormente para a semi-quantificacdo de TNT'*4. A Tabela 10 mostra os valores de
massa de paracetamol, citrato de sildenafila e tadalafila calculados usando os dados das
varreduras e Lei de Faraday.

Os valores apresentados na Tabela 6 mostram que as espécies apresentaram
baixa adesdo na superficie do GS, visto que a quantidade de massa utilizada no
momento da friccdo do GS sobre o p6 foi de 0,70 mg. Porém, o valor calculado de cada
espécie na superficie do eletrodo ficou na escala de nanogramas. Este resultado pode
estar relacionado com baixa adesdo do p6 sobre a superficie do GS durante a friccdo ou
talvez boa parte do analito saiu da superficie no primeiro contato com o eletrélito
adicionado. Castro et al.}* também detectaram baixas quantidades (ng) de TNT em
superficies variadas. Contudo, novos estudos serdo conduzidos para melhorar esta
metodologia. Esta abordagem é bem interessante, uma vez que seria possivel quantificar
(ou semi-quantificar) muito rapidamente alguma espécie eletroativa com apenas um
voltamograma, além de dispensar a realizacdo de curvas analiticas ou até mesmo a

aquisicdo de um padrdo analitico.
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Tabela 6 - Valores de massa encontrados na superficie do eletrodo GS calculados

usando a Lei de Faraday para os picos obtidos na primeira varredura apos a coleta.

Teor de SC (ng por comprimido)

Padréo (ng) Amostra (ng)

Citrato de sildenafila 2,57 (£1,70) 3,63 (x0,80)
Tadalafila 0,55 (+0,12) 0,54 (+0,14)
Paracetamol 0,23 (x0,12) 0,14 (+0,10)

3.3.4 Aplicacdo da 3D-MSEC na andlise quantitativa de EE2 em contraceptivo

A andlise quantitativa de principio ativo em medicamentos é necessaria em
muitos casos, seja para o doseamento em amostras apreendidas ou para fins de controle
de qualidade de medicamentos. Objetivando apresentar uma aplicacdo da 3D-MSEC
para a determinacdo de API em medicamentos, foram realizados estudos para
determinar EE2 em pilulas anticoncepcionais com o eletrodo GS, devido ao melhor
compromisso entre prego e desempenho eletroquimico. Em primeiro lugar, as respostas
VOQ foram avaliadas na presenca de solugdes de EE2 em diferentes concentragdes
(0,5 - 4,0 umol L ). Conforme mostrado na Figura 36A, o EE2 exibiu dependéncia
linear satisfatoria entre a corrente de pico e a concentracdo em um curto intervalo de
concentragéo, de 0,50 a 2,0 umol L (R? = 0,9943) com a seguinte curva de calibragio
linear: ip(nA) = 7,983 x 101%(+ 1,953 x 10 + 0,068 (+ 0,003) [EE2] (umol L1). A
partir deste estudo, um LOD tedrico de 0,0081 uM foi calculado (3xSDg/S).

Posteriormente, o EE2 foi determinado em um comprimido comercial via o
método de adicdo de padrdo (Figura 36B). A partir desse estudo, foi encontrado um
valor de 0,052 mg (+ 0,004) de EE2 por comprimido, um valor proximo em comparagdo
ao rotulado (0,050 mg). Por dltimo, a exatiddo foi avaliada por um teste de adicdo e
recuperacdo, no qual uma quantidade conhecida de EE2 foi adicionada ao comprimido
comercial. Neste estudo, foi obtido um valor de recuperacédo aceitavel de 106%, o que
indica a boa acuracia do sistema para determinar EE2.
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Figura 36 — Curvas VOQ obtidas na 3D-MSEC com eletrodo GS para (A) EE2 na faixa
de concentragdo de 0,0 a 4,0 umol L e respectiva curva de calibragéo (insercéo) e (B)
solugdo da amostra (linha vermelha) com trés adi¢cdes do padrédo de EE2 (1,0, 1,5 e
2,0 n mol L) e respectiva curva de adicdo de padrio (inserco). Condicdes: VOQ
(f=30 Hz, Ea=40 mV, Es =5 mV). Eletrdlito suporte: tampéo BR (pH 8,0).
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Fonte: adaptado de Ferreira et al.®? 2021.

3.4 Concluséao

Esse capitulo apresentou uma miniaturizada célula eletroquimica impressa em
3D compativel com qualquer eletrodo de trabalho planar. O corpo da célula (bastdo,
tampa e reservatorio de solucdo) foi fabricado em ABS em uma impressora 3D
enquanto o eletrodo de pseudo-referéncia e o contra eletrodo foram impressos sobre a
tampa da célula usando uma caneta 3D comum e um filamento condutor comercial
(compdsito de CB-PLA). Assim, um sistema eletroquimico completo pratico e
compacto foi construido combinando instrumentos de impressdo 3D mais baratos do

que outros dispositivos fabricados por impressora 3D de extrusao dupla.
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Esta pequena célula impressa em 3D apresenta baixo custo (US$ 0,30) e requer
volumes de eletrdlitos menores (0,50 - 3,0 mL) do que muitas células impressas em
3D relatadas na literatura. O novo protocolo para fabricar sensores impressos em 3D
usando caneta 3D ¢é mais facil e barato do que o usado em impressoras 3D. As respostas
eletroquimicas foram estaveis na presenca da sonda redox (ferricianeto/ferrocianeto) e
de analitos modelo (paracetamol e cafeina) usando RE e CE comercial ou
impresso em 3D na tampa da célula atuando como eletrodos de CE e PRE. O eletrodo
de GS apresentou 0 melhor compromisso entre custo e desempenho voltamétrico do que
outros eletrodos de trabalho avaliados (BDD e CB-PLA impresso com caneta 3D). O
uso analitico dessa célula impressa em 3D foi explorado para a triagem de drogas, em
que sensores flexiveis e de baixo custo foram usados como plataforma Unica para
amostragem e deteccdo eletroquimica de farmacos solidos na presenca de apenas
500 uL de eletrolito.

Assim, medicamentos com histdrico de falsificagdo ou adulteracdo (losartana,
sildenafila, tadalafila e 17 a- etinilestradiol) foram investigados nas formas pura e
farmacéutica. Essa abordagem é atrativa para analises farmacéuticas e forenses, uma
vez que € um protocolo muito pratico que permite uma rapida triagem de drogas no
local. Outra aplicagdo analitica foi demonstrada para a determinacdo de
17 a -etinilestradiol em pilulas anticoncepcionais por meio do método de adigdo
padrdo. Os resultados aqui apresentados demonstram a viabilidade da célula impressa
em 3D para fins analiticos qualitativos e quantitativos, sendo promissora para a

eletroanélise de varias outras substancias.
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Capitulo IV: Triagem direta e determinacao de citrato de sildenafila em
comprimidos auténticos e falsificados empregando eletrodo de folha de grafite e
uma célula eletroquimica miniaturizada impressa em 3D
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Triagem direta e determinacdo de citrato de sildenafila em comprimidos
auténticos e falsificados empregando eletrodo de folha de grafite e uma célula
eletroquimica miniaturizada impressa em 3D

4.1 Introducéo

Segundo o artigo 273 do Codigo Penal Brasileiro™® ! a falsificagdo de
medicamentos € crime contra a satde plblical* e a pena varia de 10 a 15 anos de
reclusdo®™!. Com o advento da pandemia da COVID-19, houve muitas medidas de
biosseguranca entre elas o lockdown. O isolamento social contribuiu com o aumento das
compras online de variadas categorias como, por exemplo, a aquisicdo de
medicamentos. Neste periodo, muitos sites mal-intencionados enganaram 0s
consumidores vendendo medicamentos falsificados. Essa foi uma das circunstancias
que levou a ANVISA alertar sobre o aumento das vendas dos remédios falsificados em
2020%1,

Outro episodio que contribuiu com estes resultados foi a importacdo de
medicamentos de empresas nao idéneas por meio de planos de saude. Ou seja, as
empresas de assessoria optaram por adquirir medicamentos de empresas ndo confiaveis
no exterior almejando pregos mais baixos'*%1°, Os medicamentos de alto custo também
sdo alvos das quadrilhas de falsificacBes, visto que possuem uso restrito e o comércio de
poucas unidades tem retorno favoravel>0-152,

Segunda a ANVISA, os produtos farmacéuticos mais falsificados em 2020
foram Harvoni (hepatite C), Fluarix Tetra (vacina para gripe), Norditropin FlexPro e
Norditropin Simplexx (distarbio do crescimento), Victoza (diabete) e Saxenda
(obesidade), Defitelio (sindrome de obstrucdo sinusoidal) e medicamentos
oncoldgicos'® %2, Recentemente em 2022, a ANVISA apreendeu lotes falsificados de
Inmunoglobulina G Endovenosa®® e autoteste da COVID-19 denominado Novel
Coronavirus (Covid-19) Autoteste Antigeno®,

No periodo entre 2007 a 2010, o Viagra® foi o medicamento campedo de
falsificagdo no Brasil. Dentre as apreensdes, 69% compreendiam os farmacos para
impoténcia sexual (Cialis® e Viagra®)®*. Dados de 1998 a 2015, também mostram o
Cialis® e Viagra® ocupando o primeiro e o quinto lugar, respectivamente, entre as
apreensdes de medicamentos falsificados no intervalo citado?. Apesar dos dados

promulgados, ainda ndo existem metodologias oficiais para doseamento ou triagem do
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citrato de sildenafila. Porém, existem varios trabalhos na area da eletroanalitica
propondo metodologias para investigagéo qualitativa e/ou quantitativa do SC.

Backes et al.'*® empregaram sistemas em fluxo conhecidos como BIA (do inglés
Batch Injection Analysis) e FIA (do inglés Flow Injection Analysis) usando eletrodo
impresso de carbono (do inglés Screen Printed Electrodes - SPE) na deteccdo
amperométrica de SC em amostras de Viagra® e genéricos. Neste estudo, o sistema BIA
apresentou os melhores resultados na determinacdo de SC, visto que consumiu menos
eletrolito, amostra e padrdo além de proporcionar maior sensibilidade e frequéncia
analitica. Os pesquisadores tambem relataram que o sistema BIA é mais simples e
portatil. Em sintese, os métodos em fluxo fornecem resultados répidos e s&o
interessantes para analise de rotina em industrias.

Cardozo et al.** propuseram dois métodos para triagem eletroquimica de SC em
Viagra®, geneéricos, amostras adulteradas e falsificadas. Na primeira estratégia a
sildenafila foi submetida a voltametria de onda quadrada, os resultados obtidos para o
conjunto de amostras foram submetidos a quimiometria. J& na segunda abordagem,
foram empregados o sistema BIA e a deteccdo amperométrica. As amostras foram
discriminadas usando a razdo entre as correntes de pico anddicas obtidas nos trés pulsos
aplicados no eletrodo. De acordo com os autores, 0 segundo método é mais rapido e
portatil podendo ser utilizado no local de apreensdo sem a necessidade de tratamentos
quimiométricos.

A tecnologia de manufatura aditiva tem sido empregada em varios segmentos da
eletroanalitica® 73103155156 O yso da impressdo 3D tem crescido exponencialmente
devido as suas vantagens para a pesquisa, pois conferem independéncia, rapidez,
simplicidade e personalizagdo na produgdo de pecas. Em consonancia a tendéncia, a
tecnologia 3D também foi utilizada na metologia apresentada neste capitulo. Foram
propostos dois métodos para o SC: o primeiro para 0 doseamento e 0 segundo para a
triagem eletroquimica (sem a diluicdo) de SC. Os dois procedimentos foram
desenvolvidos usando a célula 3D-MSEC, proposta no capitulo I1l, que foi impressa
usando uma impressora 3D FDM. Neste capitulo seu uso foi explorado na quantificagdo
de SC em amostras genuinas e ela também foi aplicada na triagem de SC falsificado

obtido em parceira com a Policia Civil de Belo Horizonte-MG.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato
pAutolab (Metrhon®) conectado a um computador contendo o software GPES 4.9 para
o registro das medidas. Foi utilizado um pHmetro digital mPA-210 (MS Tecnopon®) em
conjunto com um agitador magnético HI 190M (Hanna Instruments®) para ajustar o pH
dos eletrdlitos. Para dissolucdo dos padrdes foi utilizado um aparelho ultrassom USC-
1800A (Unique®). A pesagem dos padrdes e amostras foi realizada em uma balanca
analitica de quatro casas decimais modelo M214Ai (Web labor sp®). Para transferir os
volumes foram utilizadas micropipetas manuais (Labmate Soft) e uma micropipeta
eletronica (Eppendorf®). Como eletrodo de trabalho foi utilizada uma folha de grafite
(GS) e como eletrodos de pseudo-referéncia e auxiliar foi utilizado o filamento condutor
CB-PLA integrados na tampa da célula eletroquimica miniaturizada impressa em 3D

(secdo 3.2.3 e sec¢do 4.2.3).

4.2.2 Reagentes, amostras e solucdes

No preparo das solugbes foram utilizados reagentes de grau analitico e agua
deionizada (resistividade superior a 18 MQ cm) obtida de um sistema de Osmose
Reversa OS50 LX (Gehaka®). O tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™, utilizado
como eletrélito suporte durante as medidas voltamétricas, foi preparado pela mistura de
acido acético (Vetec®), acido fosforico (Acros Organics®) e acido bérico (Dinadmica®).
O ajuste do pH desejado foi realizado com hidréxido de sodio 2,0 mol L™ (Acros
Organics®). Os reagentes utilizados na analise cromatogréafica foram metanol
(Dinamica), acetonitrila (Dinamica®) grau HPLC e &cido fosforico 85% (Merck) e
fosfato de potassio monobasico (Nuclear®).

Foram analisados os seguintes comprimidos contendo SC: Medicamentos de
referéncia (Viagra®, Pfizer) e genéricos (EMS, Eurofarma, Althaia, Medley, Neo
Quimica e Sandoz), adquiridos em drogarias locais; Medicamentos contrabandeadas no
Brasil (Procops®, Indufar e Pramil®, Novophar), adquiridos no Paraguai e comprimidos
falsificados apreendidos, doados pela Policia Civil de Belo Horizonte-MG.

Para a determinagdo de SC foi realizado o seguinte procedimento: dois
comprimidos de cada amostra foram pesados, pulverizados em almofariz de agata e

armazenados em frasco escuro. A solucdo estoque do padrao citrato de sildenafila (SC)
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foi preparado em agua ultrapura de modo que a concentracéo final foi de 1,50.10° mol
L. Posteriormente a solugdo foi levada ao ultrassom por 5 min, transferida para frasco
ambar e guardada sob refrigeracdo. A solucdo estoque de SC foi diluida no tampdo BR

(pH 4) para realizar as medidas voltamétricas.

4.2.3 Medidas voltamétricas

Para realizar as medidas eletroquimicas foram utilizadas as técnicas de VC,
VOQ e VPD. Durante as medidas foi utilizada a célula 3D-MSEC usando uma
impressora 3D FDM (Creality Ender-3, Shenzhen, China) e filamento ABS. A célula
contém dois eletrodos de CB-PLA integrados em sua tampa atuando como pseudo-
referéncia e auxiliar, e para construi-los foi utilizada uma caneta 3D (Kuman, Shenzhen,
China) e o filamento condutivo CB-PLA (Protopasta®, Protoplant, Washington, EUA).
Como eletrodo de trabalho foi utilizada a folha de grafite (GS) obtida da Panasonic -
Mouser Electronics (Mansfield, Texas) de espessura 25 um, cortada em pequenos
pedacos (1 x 1 cm) para a montagem na 3D-MSEC. O GS foi submetido a ativacdo
catddica (-8 pA por 150 s) antes de cada medida para minimizar a adsorcédo de SC. De
acordo com o fabricante o contetdo de grafite na GS é superior a 99% (m/m).

O pé de cada droga (massa + 1,0 mg de amostra) foi espalhado sobre um papel
de filtro (@ = 12,5 cm). Em seguida, o pé foi amostrado de forma abrasiva sobre
o sensor flexivel e de baixo custo (GS) por meio de movimentos circulares com as maos
enluvadas por 10 segundos. Os brancos foram realizados com o mesmo procedimento,
porém com papel filtro limpo (superficie ndo contaminada com pé do analito). Apos a
coleta o sensor foi montado na 3D-MSEC e 500 uL do eletrolito suporte foram

adicionados sobre a tampa para realizacdo da detec¢éo eletroquimica.

4.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A analise foi realizada empregando um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu), composto de bomba binéria e deteccdo por arranjo de diodos. A fase
movel foi composta de tamp&o fosfato 10 mmol L (pH 2,3) e acetonitrila na proporgéo
de 70:30 v/v. A fase movel foi filtrada em membrana de acetato de celulose com poros
de 0,2 um (Waters, EUA) e desgaseificada em banho ultrassoénico por 15 min. A
separagdo foi realizada em uma coluna C18 (25 cm x 4.6 mm; 5 pum; Luna,
Phenomenex, Torrance, CA, USA). A vazdo da fase mével foi 1,0 mL mint. As

amostras foram extraidas na propor¢do de 10 mg por mL de metanol em banho
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ultrassénico por 15 min. Foram obtidos espectros de varredura entre 200 e 400 nm, com
monitoramento dos cromatogramas em 290 nm. O padrdo SC foi preparado na
concentragdo inicial de 1000 pg mL? em metanol e permanecendo em banho
ultrassonico por 15 min. O ensaio de linearidade foi realizado de 50-500 pg mL™*
empregando o metodo padrdo externo. Apds a retirada do solvente o processo foi
repetido por duas vezes consecutivas. Apds, os filtrados foram unidos e secos em capela
de exaustdo e ressuspendidos em 1 mL de metanol.

4.3 Resultados e discussoes
4.3.1 Perfil eletroquimico do SC na folha de grafite por voltametria ciclica

Inicialmente foram realizadas medidas com SC por voltametria ciclica para
conhecer o perfil eletroquimico desse analito na superficie da GS em tampdo Britton-
Robinson (BR) pH 4, bem como a reversibilidade do sistema. Conforme é mostrado na
Figura 37, o SC exibe dois picos anddicos em aproximadamente +1,1 e +1,3 V e na
varredura reversa ndo é observado nenhum pico de reducdo, o que é caracteristico de
um sistema irreversivel. Este perfil voltamétrico corrobora com o obtido em outros
eletrodos de carbono (p.ex. GCE, BDD e C-SPE)!30.138.146,157,

Figura 37 - Voltamogramas ciclicos registrados na presenca e na auséncia de SC
1,40 umol L na superficie de GS em TBR 0,04 mol L (pH 4). CondicBes: v =
50 mV s,
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Na literatura é proposto um mecanismo que sugere que o primeiro pico anddico
estéd relacionado a oxidacdo do anel piperazinico (Figura 38) e o segundo pico do SC
corresponde a adsor¢do-dessorcdo do produto gerado do primeiro processo na superficie

do GS?138146.148 Entretanto, também € sugerido que o segundo pico anddico pode estar
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relacionado com a hidroxilagdo do anel aromatico presente no grupo p-

alcoxibenzenosulfonamida®.0

Figura 38 - Mecanismo proposto para o primeiro pico anddico do SC**,
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4.3.2 Estudo da velocidade de varredura

A influéncia da velocidade de varredura no sinal do SC é um estudo que fornece
informagdes a respeito do transporte de massa e sobre a reversibilidade da reacéo
eletroquimica®®®. Os voltamogramas ciclicos obtidos para as diferentes velocidades de
varredura (10 a 150 mV s) estdo apresentados na Figura 39. E possivel observar que a
corrente de pico (ipa) aumentou gradualmente com o aumento da velocidade de
varredura. Além disso, o potencial de pico (Epa) foi levemente deslocado no sentido
positivo com o aumento da velocidade de varredura, um comportamento caracteristico

de sistemas irreversiveis.
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ip (A)

Figura 39 - Voltamogramas ciclicos registrados na presenca de SC 1,40 umol L no
intervalo de 10 a 150 mV st em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 4).
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Para um transporte de massa controlado por adsorcdo observa-se uma relacéo
linear entre a ip e a velocidade de varredura (v), entretanto para um processo controlado
por difusdo a linearidade € encontrada no gréafico da ipa em fungdo da raiz quadrada da
v®. Por meio da Figura 40 é possivel compreender qual processo ocorre na interface
eletrodo/solucdo, visto que a relacao linear é em funcdo da v conforme mostra a Figura
40B (R= 0,998).

limitado pela adsor¢do de SC na superficie do GS.

Este comportamento indica que o transporte de massa do SC é

Figura 40 — Relac&o entre ip vs v’ (A) e ip vs v (B) para a oxidacéo eletroquimica de
SC 1,40 pmol L na superficie de GS em meio de tamp&o BR 0,040 mol L™ (pH 4).
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Outra forma de verificar o transporte de massa de SC até a superficie do GS ¢é
pelo grafico do log ipa Vs log v. Por meio do coeficiente angular dessa relagéo linear é

possivel identificar a natureza do transporte de massa do sistema. Se o valor da
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inclinacdo for proximo de 0,5 corresponde a um processo difusional ou se o coeficiente
for proximo de 1,0 o processo € adsortivo, e para valores entre 0,5 e 1,0, o transporte de
massa é misto, sendo controlado por adsorgéo e difusdo®®®,

Na Figura 41 é apresentado o grafico log ipa vs log v obtido para SC. O
coeficiente de correlacdo linear obtido foi 0,996 e o coeficiente angular de 0,91. Assim,
como a inclinagdo foi proximo a 1, conclui-se novamente que o transporte de massa é

controlado preferencialmente por adsorgéo.

Figura 41 - Relagdo entre log ipa vs log v para a oxidacdo de SC
1,40 umol L na superficie de GS em meio de tamp&o BR 0,040 mol L (pH 4).
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Os demais estudos foram conduzidos usando técnicas de pulsos, ja que possuem

maior sensibilidade do que a voltametria ciclica®.

4.3.3 Deteccao eletroquimica do SC por diferentes técnicas voltamétricas de pulso

A escolha da técnica eletroquimica é uma etapa que determina a melhor
detectabilidade do analito em estudo e na sensibilidade da metodologia. As técnicas
voltamétricas escolhidas foram a voltametria de onda quadrada (VOQ) e de pulso
diferencial (VPD), essas técnicas foram desenvolvidas por Barker e Gardner, na década
de 50, especialmente para reduzir a contribuicio da corrente capacitiva*®1°%1% Todas as
técnicas de pulso sdo fundamentadas na cronoamperometria, ou seja, a medida da
corrente elétrica em funcdo do tempo ap6s a aplicagdo do pulso de potencial*®6t. As

técnicas de pulso apresentam melhor detectabilidade e sensibilidade, pois apresentam
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melhor discriminagéo entre a corrente capacitiva e a faradaica'®?. Como consequéncia,
apresentam melhor limite de deteccéo e quantificagio®1:163,

Os voltamogramas registrados para este estudo estdo presentes na Figura 42.
Como era esperado as técnicas pulsadas (VOQ e VPD) apresentaram sinais intensos e
com boa defini¢do para o SC. Tanto a VOQ como a VPD executam a dupla amostragem

da corrente, ou seja, sdo altamente sensiveis!®3,

Figura 42 — Voltamogramas registrados em diferentes técnicas para eletrooxidagédo de
SC 1,40 umol L frente a0 GS em meio de tampdo BR 0,040 mol L pH 4. CondigGes:
VPD tmodulacio = 0,05 s, intervalo de tempo =0,50s, Es=5mVeEa=100mVeEs=5
mV e para VOQ ver Figura 42.
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A Tabela 7 apresenta mais informacgdes dos resultados registrados para SC na
VOQ e VPD. E possivel observar que a VPD proporcionou menor potencial de pico,
menor separacdo de pico e corrente de pico menos intensas quando comparada com 0s
resultados com a VOQ. Além disso, os picos na VOQ apresentaram melhor defini¢do do
que a VPD. Além disso, a VOQ é mais sensivel do que a VPD, pois as correntes direta e
reversa sio registradas em uma Unica etapa chamada de corrente resultante®®™°, O
limite de deteccdo obtido pela VOQ pode ser comparado ao LOD das técnicas
cromatograficas e espectroscopicas®®. Por isso, a VOQ foi selecionada para o
prosseguimento dos estudos, visto que alia alta sensibilidade a maior velocidade de

varredural60161,164
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Tabela 7 - Correntes de pico e potenciais de pico obtidos para SC na 3D-MSEC em

diferentes técnicas voltamétricas.

Correntes de pico Potencial de pico Separacao de pico

(HA) V) (mV)

VOQ 2,30 (ipaz) 1,13
180

15,3 (ipa2) 1,31

VPD 1,74 (ipa1) 1,08
160

11,4 (ipa2) 1,24

4.3.4 Otimizacdo dos parametros da VOQ

O estudo das variaveis da VOQ é uma etapa imprescindivel na determinacéo de
SC, visto que estas influenciam na intensidade e no perfil do sinal voltamétrico do
analito. Os parametros estudados foram a frequéncia (f), amplitude (Ea) e o incremento
de potencial (Es).

O primeiro parametro estudado foi a frequéncia no intervalo de 10 — 40 Hz, esta
varidvel influencia na intensidade do pico do analito e consequentemente na
sensibilidade do método*. Os voltamogramas sdo apresentados na Figura 43A a seguir,
pode-se observar que a partir de 40 Hz h& muito ruido nas medidas e 0 Epa € deslocado
para potenciais proximo da descarga do eletrélito. Além disso, a separacdo de pico
diminuiu com o aumento da frequéncia.

A Figura 43B mostra a relacdo da intensidade do sinal do analito em funcdo da
variacdo da frequéncia aplicada. A frequéncia selecionada para o desenvolvimento da
metologia foi 20 Hz, pois apresentou boa intensidade de sinal, separacdo de pico
satisfatoria (180 mV) e Ep em potencial menos positivo. O estudo da frequéncia
tambeém fornece informacdes a respeito da reversibilidade do sistema. Como pode ser
visto na Figura 43B a frequéncia variou linearmente com a ipa, €ste comportamento é

tipico de sistemas irreversiveis®.
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Figura 43 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em diferentes frequéncias na
presenca de SC 1,40 pmol Lt em meio de tampdo BR 0,040 mol L pH 4 (A) e
correntes de pico obtidas (B). Condigdes: Ea=25mVeEs=5mV.

30 18
——10Hz || = Pico1 B
26 ] ——20Hz A 154 | ® Pico2
——30Hz ¢
—— 40 Hz
204 124 b3
2 _—
= 15 5:59_ ”
- o
10- 64 °
5 n
31 [
L ]
0 T T * T ¥ T o T T 0 =
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 T T T T
’ ’ i i ’ ’ 10 20 30 40
E (V)

Frequéncia (Hz)

Na sequéncia foi conduzido um estudo sobre a influéncia da variacdo da
amplitude do pulso de potencial na corrente de pico do SC no intervalo de 10 — 50 mV.
Os voltamogramas resultantes da andlise estdo presentes na Figura 44A a seguir. Por
meio desse resultado observa-se que o aumento da amplitude desloca o Epa para
potenciais menos positivos, este comportamento indica que a reacdo redox €
irreversivel. Outra caracteristica relevante é o alargamento do pico proporcionado pelo
aumento da amplitude, isto implica na perda de seletividade!®®.

Na Figura 44B ¢ apresentada a dependéncia entre ip e amplitude, é notdrio que a
ipa aumenta até amplitude de 30 mV e depois mantem-se praticamente constante até
50 mV. Sendo assim o valor de 30 mV foi escolhido, pois proporcionou melhor
sensibilidade para a oxidacao eletroquimica de SC.
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Figura 44 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em diferentes amplitudes na

presenca de SC 1,40 umol L em meio de tampdo BR 0,040 mol L pH 4 (A) e

correntes de pico obtidas (B). Condicdes: f =20 mV e Es=5mV.
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O ultimo pardmetro analisado foi o efeito do incremento de potencial de

varredura na ipa de SC no intervalo de 2 — 15 mV e os resultados estdo presentes na

Figura 45. Analisando-se os dados verifica-se que a variagdo do incremento de

varredura provoca 0 aumento exponencial da ipa até 9 mV. Apos esse valor a ipa

diminuiu e se manteve constante até 15 mV, provavelmente a cinética do transporte de

massa do SC até a superficie do GS foi mais lenta que a velocidade do registro de

corrente. Para o prosseguimento da metodologia foi selecionado o valor de 9 mV, visto

que proporcionou um aumento significativo da ipa do SC.

Figura 45 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em diferentes incrementos de

varredura na presenca de SC 1,40 umol L™t em meio de tampao BR 0,040 mol L pH 4
(A) e correntes de pico obtidas (B). Condicdes: f =20 mV e Ea = 30 mV.
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4.3.5 Estudo da ativacao eletroquimica do GS

Foi conduzido um estudo para verificar a influéncia da ativacéo eletroquimica no
sinal do SC, visto que na literatura este procedimento € amplamente utilizado para
melhorar o desempenho voltamétrico dos eletrodos a base de carbono'®. Dessa forma, o
GS foi submetido a diferentes ativacdes eletroquimicas: ativacao anodica (+8 pA por 30
s), ativacdo catodica (-8 pA por 90 s). A ativacdo eletroquimica foi realizada no tampéo
BR pH 4 antes de cada medida na auséncia do analito.

Na Figura 46 estdo presentes as correntes de pico anddicas obtidas para SC
frente as diferentes ativages do GS. Por meio dos resultados obtidos pode-se concluir
que a inclusdo da etapa de ativacdo eletroquimica ndo proporcionou ganho significativo
de correntes de pico de SC em relacdo ao resultado sem ativacdo eletroquimica (S.A.).
Entretanto, conforme apresentado na Figura 47, as menores correntes residuais (medidas
em eletrélito apos a medida com SC 1,4 umol L™ foram obtidas empregando a ativacio
catodica (-8 pA por 150 s). Deste modo, esta ativacdo catodica eliminou efeitos de

memOria apos as varreduras na presenca de SC, esta foi incorporada na metodologia.

Figura 46 — VVoltamogramas de onda quadrada (A) e respectivas correntes de pico (B)
obtidas para SC 1,40 umol L? sob as diferentes ativagdes do GS. Condigdes VOQ:
tampdo BR 0,040 (pH 4), f=20Hz,Ea=25mVeEs=5mV.
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Figura 47 - Comparacdo das correntes residuais registradas apds as medidas na
presenca de SC 1,40 umol L incluindo a etapa de ativacdo ou sem ativacdo (S.A.) do
GS. Condic¢des VOQ: tampéo BR 0,040 (pH 4), f=20Hz,Ea=25mVeEs=5mV.
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4.3.6 Influéncia do pH do eletrdlito suporte

Foi conduzido um estudo para avaliar a oxidacdo eletroquimica de SC em
funcdo da concentracdo hidrogenidnica (pH), pois esta variavel influéncia na deteccédo
voltamétrica de compostos organicos'%2%, A influéncia do pH na eletroanalise de SC
foi investigada usando o tamp&o universal Britton-Robinson 0,04 mol L em distintos
pHs (2 a 11). Neste estudo, foi utilizado eletrodo de referéncia de AgIAgCIIKClsat. E
relevante que o eletrolito seja adequadamente tamponado, visto que ions H* estdo
envolvidos na reacdo de oxidacdo de SC2. O resultado obtido nesse estudo esta
apresentado na Figura 48.

Por meio da Figura 48, observa-se que 0 Epa Se desloca para potenciais menos
positivos & medida que aumenta o pH do eletrélito. Este comportamento indica que o
aumento da acidez torna a reacdo eletroquimica do SC na superficie do GS mais
dificil*®2, Outro fato de extrema relevancia é a auséncia de sinal do composto em meio
mais basico, isso ocorre devido o sinal do SC corresponder a oxidacdo do anel
piperazinico que se encontra protonado abaixo do pKa (5,6)!". E importante ressaltar
gue nos pHs 2 e 3, apenas o primeiro sinal do SC é observado na janela de potencial,
provavelmente o segundo pico referente a adsorcdo-dessorcdo foi deslocado para

potencial maior.
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Também é possivel observar (Figura 48) que a corrente de pico € mais intensa
nos pHs 2 e 3, visto que existem mais espécies protonadas no meio mais &cido. N&o
obstante o potencial de pico estd muito préximo da descarga do eletrdlito. J& a partir do
pH 4 pode-se observar os dois sinais referentes a oxidacdo do SC. O meio menos acido
(menor concentracdo de H* do que os pHs 2 e 3) proporcionou o adiantamento da
reagdo eletroquimical®? e possibilitou a visualizagdo do pico 2. Por isso, 0 pH 4 foi
escolhido para o prosseguimento dos estudos, ja& que proporciona a visualizagdo dos

dois picos do SC.

Figura 48 - Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca de SC
1,40 pmol L em tampdo BR 0,040 mol L em distintos pHs (2 a 11). Condigdes:
f=20Hz,Ea=30mVeEs=5mV.

4.3.7 Parametros de confiabilidade analitica para deteccédo de SC

Apbs estabelecer os melhores parametros experimentais e instrumentais para a
determinacdo de SC, os parametros de confiabilidade analitica do meétodo foram
investigados. Para isso, foi verificada a dependéncia entre as correntes de pico em
fungdo do aumento da concentragdo de SC na célula, no intervalo de 0,0070 —

1,280 umol L. Os respectivos voltamogramas e as curvas de calibragio sdo
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apresentados na Figura 49. A partir destas curvas os parametros de confiabilidade
analitica foram calculados (Tabela 8).

Por meio da Tabela 8, observa-se que a metologia proporcionou uma faixa linear
para SC apenas em baixas concentra¢des (0,0070 a 1,280 pumol LY). Provavelmente, a
perda da linearidade acima de 1,280 umol L™ ocorreu devido a saturacdo da superficie
do eletrodo causada pela adsor¢cdo do SC na superficie da folha de grafite em
concentragdes maiores. Porém, devido ao baixo LOD a menor concentracdo detectada
(0,0070 umol L), conclui-se que é possivel detectar o SC em baixas concentragdes

(ordem de nmol L™).

Figura 49 - Curvas VOQ obtidas na 3D-MSEC com eletrodo GS para SC na faixa de
concentragdo de 0,0 a 1,280 umol L™ e respectivas curvas de calibragdo (insercio).
Condigdes: f =20 mV, Es =9 mV, Ea=30 mV e tampdo BR 0,040 mol L (pH 4).
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Tabela 8 - Parametros de méritos obtidos para a determinacdo de SC sobre a superficie
de GS na VOQ.

Parametros Pico 1 Pico 2
Faixa linear (umol L) 0,0-1,280 0,0-1,280
Sensibilidade? (LA L umol™) 2,31 (£0,1) 12,3 (x0,3)
Coeficiente de correlacdo (R) 0,99 0,99
LOD® (umol L) 0,089 0,016
LOQE (umol LY 0,27 0,051

aSensibilidade (inclinagio da curva de calibrago). °LOD: Limite de detecgéo, calculado como 3xSDg/S,
em que SDg € o0 desvio padrdo de cinco solugdes em branco (eletrélito). °LOQ: limite de quantificacdo

calculado como 10xSDg/S.

A Tabela 9 apresenta a comparacdo entre metodologias eletroquimicas
desenvolvidas para a determinacdo de citrato de sildenafila. Como pode ser visto, a
sensibilidade obtida com GS é maior do que a encontrada com outros eletrodos de
trabalho a base de carbono. Ndo obstante, os eletrodos com substrato de diamante
exibiram a maior sensibilidade para 0 SC do que o GS. O valor do limite de deteccéo
obtido com o GS esta entre os mais baixos LOD citados na literatura. Em relacéo a faixa
linear, o intervalo mensurado é comparavel ao encontrado por outros pesquisadores.
Vale enfatizar, que os resultados foram obtidos com o GS que € um material alternativo,
de baixo custo e sem modificagéo.
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Tabela 9 - Comparacdo de metodos eletroquimicos encontrados na literatura para a

determinacéo de citrato de sildenafila.

Sensor (Técnica)  Faixa Linear Sensibilidade LOD Ref.
(umol L) (A L pmol?)  (umol L)

GCE? (VOQ) 4,0 — 300 0,019 1,11 Ozkan et al.14
GCE (VPD) 4,0 — 300 0,016 1,05 Ozkan et al.14
SPE-C® (MPAD) 3,0-21,0 0,188 00520  Backes et al.1®
SPE-C (MPAD) 2,5-20,0 0,108 0215  Backes et al. 13
SPCE® (DPV) 2.10%-02 0,016 59.10%  Sasal et al .1
GCE (DPV) 11,0-95,0 0,0105 3,5 Baranowska et
a|.157
LF/GCE“ 0,01-0,15 5,310 4,5.10°  Tyszczuk et al.*®®
DPBE' (VOQ) 1.10%- 0,01 778,6 1107  Staden etal.l”
BDD (VPD) 0,73-7,3 47 0,74 Batista et al.'™
GS 7.10°-1,28 2,31 0,089 Este trabalho

3Eletrodo de carbono vitreo. P°Eletrodo impresso de carbono. “Eletrodo de carbono vitreo modificado com

filme de chumbo. 'Eletrodo a base de pasta de diamante.
4.3.8 Determinacgédo de SC em formulagdes farmacéuticas e em HPLC

A metodologia proposta neste trabalho, usando a 3D-MSEC, foi aplicada na
quantificacdo de SC em amostras farmacéuticas brasileiras (A - F) e duas do Paraguai
(G e H). Para isso, foi realizada a insercao da amostra na célula seguida de duas adi¢Ges
da solucéo estoque de SC e o analito foi quantificado pelo método da curva de adi¢do de
padrdo. Para comparacdo as amostras também foram analisadas em HPLC usando como
fase movel o tampdo fosfato 10 mmol L (pH 2,3) e a acetonitrila (70:30 v/v). Nestas
condigdes, tempo de retencdo para SC foi de 8,85 min.

Os resultados voltamétricos, obtidos para seis farmacos do Brasil e dois

medicamentos do Paraguai, séo apresentados na Figura 50 abaixo. Analisando os dados
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obtidos, observa-se que houve uma boa correlacédo linear entre as correntes de pico e a
concentragéo de CS (R? > 0,98).

Figura 50 — Curvas de VOQ para as solucdes das amostras de Viagra® e genéricos,

(linha rosa) seguida de duas adi¢des de solugéo padrdo de SC (linhas vermelha e azul) e

respectivas curvas de adi¢cdo de padrédo (insercdo). Condigdes iguais a Figura 49.
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Os doseamentos de SC por comprimido obtidos por VOQ (curvas de adigéo de

padrdo) estdo inseridos na Tabela 10. Além disso, também foram inclusos os valores

encontrados por HPLC. Como pode ser visto, os valores calculados de F (Fcac) foram

inferiores ao critico, demonstrando que o método proposto apresenta precisao

semelhante quando comparado ao método cromatogréafico em um nivel de confianca de

95%. Para o teste t, o t calculado (tcac) foi inferior ao valor t critico, confirmando que

ndo houve diferenca significativa entre os resultados de ambos os métodos ao nivel de

confianca de 95% para as amostras A, B, C e H.
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Tabela 10 - Comparacdo entre os teores de SC por comprimido obtidos por VOQ e
HPLC na determinacédo de SC usando 3D-MSEC e GS.

Teor de SC (mg por comprimido)

Amostra Rétulo (mg) VOQ2 HPLC? E (%)°
A 50 59,9 (+0,1) 60,4 (+0,02) 0,8
B 50 80,6 (+0,3) 80,5 (+0,5) 0,1
C 50 62,0 (+0,6) 62,5 (+0,02) 0,8
D 50 77,1 (x0,1) 77,4 (+0,07) 0,4
E 50 83,3 (£0,3) 87,2 (+0,07) 4,0
F 50 58,2 (+0,2) 58,6 (+0,03) 0,7
G 50 356,2 (+0,3) 355,1 (+0,1) 0,3
H 50 66,1 (+0,1) 66,2 (+0,07) 0,2

aMédia de 3 medigBes *SD; "E (%) = (método cromatografico - método voltamétrico/método
cromatografico) x 100; Feaic (Scromat/Svor?). Valor critico F = 19 (nivel de confianca de 95%; n = 3); Valor
critico t = 2,920 (95% confidence level; n =3). Amostra A: Fca = 5,25; teac= 2,8; Amostra B: Fca = 2,33;
teac= 0,0877; Amostra C: Fca = 0,105; tcac= 2,135; Amostra D: Fca = 0,333; tcac= 4; Amostra E: Fea =
0,0357; teaic= 21,355; Amostra F: Fca = 0,111; tcac= 3,478; Amostra G: Fca = 0,120; teac= 6,047 e Amostra
H: Fea = 0,333; teae= 0,5.

4.3.9 Emprego da 3D-MSEC na triagem eletroquimica de citrato de sildenafila em
amostras apreendidas

Neste trabalho a célula eletroquimica impressa em 3D miniaturizada (3D-
MSEC) foi desenvolvida e aplicada para analise qualitativa (Secdo 3.3.3) e quantitativa
(Secdo 3.3.4 e 4.3.8) de medicamentos. A célula eletroquimica (3D-MSEC) é versitil,
de baixo custo, facil de usar, usa baixo volume de eletrélito e € compativel com
qualquer sensor planar. Na Secédo 3.3.3, eletrodos baratos e flexiveis acoplados a célula
3D-MSEC foram utilizados para amostragens diretas em medicamentos sélidos (forma
padrdo e farmacéutica) e deteccdo voltamétrica. Por meio deste estudo foi possivel
observar 0s mesmos picos voltamétricos nos medicamentos e respectivos padrdes
analiticos, levando a conclusdo que havia nas amostras apenas 0 mesmo composto
eletroativo em ambos.

Neste topico uma mesma abordagem serd adotada, porém utilizando o sensor de

folha de grafite e a célula 3D-MSEC para a triagem eletroquimica de citrato de
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sildenafila em medicamentos falsificados obtidos em parceria com a Policia Civil de
Belo Horizonte-MG, sendo cinco de origem brasileira (A - E) e trés contrabandeadas do
Paraguai (F — H). O procedimento da triagem consistiu na abrasdo do p6 de cada droga
(s6lido pulverizado) sob o sensor flexivel de GS. ApoGs essa amostragem o sensor
impregnado com o p6 foi montado na célula 3D-MSEC e foi realizada a medida
eletroguimica em tampdo BR 0,040 mol L™ (pH 4) (Figura 21). Este eletrdlito foi
escolhido, visto que proporcionou o melhor sinal para SG (Se¢do 4.3.6). Os
voltamogramas por VOQ registrados nestes medicamentos falsificados usando a 3D-
MSEC e o GS estdo na Figura 51.

Para todas as amostras falsificadas foram selecionados somente o primeiro
voltamograma das amostragens devido a queda abrupta das correntes de picos
ocasionada pela diluicdo gradual das espécies da superficie do ET para o meio da
solucdo (Figura 34A). Em todos os resultados das oito amostras apreendidas é possivel
observar 0s sinais que sdo referentes a presenca do SC na formulacdo. Esses sinais
encontram-se em 1,15V e 1,30 V.

No entanto, nos voltamogramas das amostras falsificadas B e D observa-se picos
deformados na eletroanalise. Para o Falsificado B, o primeiro pico apresenta ipa maior
que o segundo pico, sendo que no sinal caracteristico de SC ocorre o inverso. Esse
aumento da ipa NO pico um pode indicar a contribuicdo de outra espécie eletroativa na
composicdo. Ja no Falsificado D, ha um discreto sinal sobreposto ao pico dois do SC.
Como este perfil voltamétrico ndo é caracteristico do SC, consequentemente suspeita-se

da presenca de contaminantes nessa formulacéo.
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Figura 51 — Voltamogramas de onda quadrada registrados na presenca (linha preta) e
na auséncia (linha vermelha) dos medicamentos falsificados ap6s a abraséo do pé sobre
o0 sensor GS. Condigdes iguais a Figura 49.
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Os resultados obtidos usando a 3D-MSEC na amostragem dos medicamentos
ilicitos demonstraram que a célula é promissora para triagem eletroquimica de amostras
apreendidas, ja que forneceu os sinais caracteristicos do SC, bem como sugerindo a
presenca de outras espécies eletroativas. Essas caracteristicas sdo coerentes com as
predefinicdes de um teste qualitativo, que devem mostrar indicio da presenca do APl e
pode fornecer a evidéncia de adulterantes na composicio?. Porém, a realizacio deste
teste de triagem com a 3D-MSEC ndo excluiria a realizacdo das demais etapas

recomendadas pela OMS?*?° para amostras duvidosas (por exemplo nas amostras B e
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D), almejando uma determinacdo mais confidvel da composicdo (por exemplo por
métodos HPLC-MS). A 3D-MSEC é promissora para ser empregada para a triagem de
amostras suspeitas de modo répido, pratico e no local da apreensdo, assim contribuindo
para uma apreensdo instantanea desses medicamentos e aceleracdo de aplicacdo das

sancOes penais aos contrabandistas.

4.4 Conclusodes

Os resultados apresentados neste capitulo demonstram a aplicacdo da 3D-MSEC
no desenvolvimento de uma metodologia para a determinagéo de SC em medicamentos
brasileiros e paraguaios. De acordo testes estatisticos (t e F), as dosagens de SC
encontradas nos medicamentos citados foram equivalentes as encontradas pelo método
HPLC, o que indica a boa exatiddo da metodologia proposta.

A 3D-MSEC também foi aplicada na analise de oito amostras falsificadas
cedidas pela Policia Civil de Belo Horizonte-MG. A triagem dessas amostras consistiu
na coleta do p6 sobre a superficie do GS por abrasdo, seguida da montagem do CS na
célula 3D-MSEC e deteccdo voltamétrica. Os voltamogramas registrados mostraram a
presenca de SC nas amostras apreendidas e também a presenca de outros compostos
eletroativos. O conjunto 3D-MSEC e GS demonstraram viabilidade para ser empregado
como um teste rapido e portatil para a triagem eletroquimica de SC em amostras
suspeitas, uma vez que detecta a presenca ou auséncia do farmaco, bem como a

presenca de adulterantes de forma rapida com apenas uma varredura.
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Capitulo V: Conclusao geral
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Nesta tese explorou-se o uso da impressao 3D FDM na eletroanalitica, uma
abordagem recém investigada para a fabricacdo de células e sensores eletroquimicos.
Esta tecnologia foi empregada para desenvolver métodos rapidos e portéteis para a
triagem e determinacdo de farmacos com historico de contrabando, falsificacdo e
adulteracdo no Brasil em comprimidos farmacéuticos legais e ilegais. Em resumo, a
pesquisa foi conduzida para tornar analises eletroquimicas de medicamentos forenses
mais préaticas, portateis e com baixo custo. Neste sentido, partiu-se de uma célula BIA
impressa em 3D j& desenvolvida anteriormente (volume: 10 - 80 mL) que utilizava
eletrodos de referéncia, auxiliar e de trabalho comerciais e finalizou-se com o
desenvolvimento e aplicacdo de uma célula impressa em 3D miniaturizada (volume: 0,5
— 3,0 mL) compativel com qualquer eletrodo de trabalho planar (incluindo materiais
alternativos, como folha de grafite e impresso com caneta 3D) e que continha os
eletrodos de PRE e CE impressos com caneta 3D integrados na tampa da célula. Assim,
a ideia de miniaturizar as dimensfes da célula eletroquimica (reduzindo a quantidade de
reagentes e residuos) e diminuir os custos (construcdo da célula e eletrodos) foi
alcancada, uma vez que houve uma reducdo de vinte vezes no volume minimo para
anélise e de 14 vezes nos custos (US$ 7,0 vs US$ 0,51). Além disso, a amostragem
direta do sélido e deteccdo eletroquimica do medicamento aumentou ainda mais a
praticidade e portabilidade do sistema para triagens em medicamentos, o que é

interessante para analistas e peritos.
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