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““Your assumptions are your windows on the world. Scrub them off
every once in a while, or the light won't come in.”

Isaac Asimov
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RESUMO

Atualmente verifica-se que o desenvolvimento de células eletroquimicas
miniaturizadas constitui uma &rea de elevada aplicacdo no @mbito da analise de
farmacos e outras drogas. O presente trabalho desenvolve-se neste contexto.

Recorrendo a voltametria ciclica e voltametria de varrimento linear, e a
utilizacéo de elétrodos de carbono de tinta impressa comerciais, revestidos com
nanotubos de carbono de paredes multiplas, este trabalho centra-se na
investigacao eletroanalitica pioneira do farmaco bilastina, um anti-histaminico de
segunda geracdo. No trabalho investiga-se o comportamento anddico da
bilastina num meio hidrometandlico e desenvolve-se uma metodologia
voltamétrica com potencial para ser utilizada na detecdo e quantificacdo da
bilastina em amostras reais.

Os resultados mostraram que a bilastina sofre um processo de oxidacéo
irreversivel, que depende do pH do meio. O método de quantificacdo
desenvolvido possui boas caracteristicas analiticas, sendo que o sensor pode
ser reutilizado. Na quantificacdo da bilastina nas amostras reais obtém-se boas

taxas de recuperacao.

Palavras-chave: Anti-histaminico, Nanotubos de carb  ono de paredes mudiltiplas,

elétrodos de carbono de tinta impressa, quantificac do voltamétrica



Electroanalysis of drugs in miniaturized electochemical cells

ABSTRACT

Currently, it is verified that the development of miniaturized
electrochemical cells constitutes an area of high application in the field of
pharmaceuticals and other drug analysis. The present work is developed in this
context.

Using cyclic voltammetry and linear scanning voltammetry, and the use of
commercial screen-printed carbon electrodes coated with multi-walled carbon
nanotubes, this work focuses on pioneering electroanalytical research of the drug
bilastine, a second-generation antihistamine. In this work we investigate the
anodic behaviour of bilastine in a hydro-methanolic medium, and a voltammetric
methodology with potential to be used in the design and quantification of bilastine
in real samples is developed.

The results showed that bilastine undergoes an irreversible oxidation
process that depends on the pH of the medium. The quantification method
developed has good analytical characteristics, and the sensor can be reused. In
the quantification of bilastine in the actual samples, good recovery rates are

obtained.

Key-words: Anti-histaminic, Multiple Wall Carbon Na notubes, Screen Printed
Carbon Electrode, Voltammetric Quantification
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1. Problematica

Atualmente, é importante estudar aprofundadamente os farmacos existentes,
nao so a nivel dos seus efeitos e do controlo de processos conducente ao fabrico
dos mesmos e da comercializacdo (incluindo contrafacdo), mas também
relativamente aos seus impactos, ou analise no sistema bioquimico onde atuam.

Devido ao constante desenvolvimento de farmacos inovadores com principios
ativos novos e a sua crescente introducdo no mercado, torna-se importante
desenvolver novas metodologias analiticas que permitam obter informacfes
mais completas e rigorosas sobre estas novas classes de substancias.

Os principais métodos utilizados na monitorizacdo e quantificacdo destes
compostos sdo, essencialmente, técnicas cromatograficas, que sédo bastante
sensiveis e seletivas com limites de detecdo baixos, contudo sédo técnicas
demoradas e relativamente complicadas de executar, além dos custos
associados a equipamentos, materiais e consumiveis utilizados. Em alternativa,
tem vindo a ser desenvolvido nos ultimos anos um interesse em técnicas, com
sucesso, neste tipo de quantificagbes, denominadas de técnicas eletroanaliticas.
A grande vantagem preza-se pelas quantidades infimas de amostra, reagentes
e solucdes auxiliares que podem ser utilizadas, a simplicidade e rapidez nos
processos envolvidos, bem como o baixo custo e portabilidade do equipamento
eletroquimico utilizado (Rossier, Vollet, Carnal, & Lagger, 2002; Sripirom, Sim,
Khunkaewla, Suginta, & Schulte, 2018).

A miniaturizacdo das células eletroquimicas torna-se vantajosa dado os
pequenos volumes de amostra a utilizar para a analise qualitativa, bem como
guantitativa tornando-se assim mais barata, facil e rapida de montagem. Aliado
aos potenciostatos controlados por software, todos os tipos de voltametria
aplicados a eletroandlise sdo  exequiveis nestas  minicélulas
eletroquimicas(Chang, Xie, Li, & Zhu, 2016; Sripirom et al., 2018).

A bilastina, daqui em diante designada por BIL, € um farmaco anti-histaminico
de uso crescente, para o qual se conhece um numero escasso de métodos
analiticos para a sua determinacdo, quer nas formulacdes farmacéuticas que

constitui, quer em fluidos biol6gicos humanos. Neste sentido torna-se importante



Eletroanalise de farmacos em células eletroquimicas miniaturizadas

desenvolver e estabelecer novas metodologias rapidas e precisas para a
determinacao de bilastina em aplicagbes, como o controlo de qualidade das
proprias preparacdes farmacéuticas e controlo clinico de consumidores de BIL.

Entre os métodos analiticos bem descritos para determinacdo de bilastina,
estdo incluidos muito poucos métodos cromatograficos (Berrueta, Bakkali,
Gonzalo, Lucero, & Orjales, 2001; Lasseter, Sologuren, La, & Stacy, 2013;
Ouarezki, Guermouche, & Hassane, 2019; Popovi & Staji, 2016), que sé&o
eficazes, mas relativamente demorados e caros, e 0S métodos
espectrofotométricos mais simples com base na medicdo de absorvancia
molecular na regido UV (Ouarezki et al., 2019; Rambabu, 2020).

Cientes desta limitacdo e do fato de que atualmente os métodos
eletroanaliticos possuem créditos bem estabelecidos e constituem uma forte
alternativa para a detecdo e determinacdo de moléculas biologicamente
relevantes (Gumustas & Ozkan, 2011; Ozkan, 2015), um dos principais objetivos
deste trabalho, foi desenvolver uma nova metodologia eletroquimica simples e
sensivel, para a quantificacdo de BIL em formula¢cdes farmacéuticas e amostras
biolégicas, nomeadamente na urina uma vez que a BIL é maioritariamente
excretada sem metabolizacdo hepatica. Outro objetivo relevante deste trabalho
foi obter um entendimento preciso sobre o comportamento de eletrooxidagéo da
molécula alvo, contribuindo assim para ampliar o conhecimento sobre esta
molécula organica e abrir caminho para outros desenvolvimentos

eletroanaliticos, para determina-la.
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2. Introducao
2.1 BILASTINA

A bilastina (llustragéo 1) € quimicamente conhecida por acido 2-[4-(2-(4-[1-(2-
etoxietil)benzimidazole-2-il] piperidin-1-il)etil)fenil]-2-metilpropandico, ou de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como acido p-[2-[4-[1-(2-
etoxietil)-2-benzimidazolil] piperidino] etil]-a-metilhidratrépico).

-
TN E Y

N

llustragdo 1. Molécula de Bilastina. acido 2-[4-(2-(4-[1-(2-etoxietil)benzimidazole-2-il] piperidina-1-
il) ]-2-metilpropandico.

E um anti-histaminico de 22 geracdo, uma importante classe de inibidores
reversiveis com elevada seletividade para os recetores histaminicos-hl. Uma
das caracteristicas deste anti-histaminico é o fato de né&o ter propriedades
sedativas, ou fracamente sedativas, e ter auséncia de capacidade de atravessar
a barreira sangue-cérebro, atuando principalmente fora do sistema nervoso
central (Canonica et al., 2003; Jauregui, Garcia-lirio, Soriano, & Gamboa, 2012;
Kawauchi, Yanai, Wang, & Itahashi, 2019). Pertencendo ao grupo dos anti-
histaminicos piperidinicos e classificado como potente e ndo sedativo, possui
também um perfil de seguranca excelente (El-kommaos, El-gizawy, Atia, & Hosny,
2015; Jauregui et al., 2012). A bilastina é prescrita como posologia oral para
alivio sintomatico de urticaria espontanea ou cronica e rinoconjuntivite alérgica
(Canonica et al., 2003; Corcostegui, Labeaga, Berisa, & Orjales, 2005; EI-
kommos et al., 2015). A nivel das fases ed ADME, a bilastina € rapidamente
absorvida e nao interage com o sistema citocromo P450 (Cy-P450), ndo sofrendo
por isso uma metabolizacdo significativa em humanos e por isso é excretada
maioritariamente como composto original na urina (Jauregui et al., 2012),
(Bachert, Kuna, & Zuberbier, 2010; Lasseter et al, 2013)(
https://go.drugbank.com/drugs/DB11591, acedido a 4 junho). A bilastina ndo &

nenhum derivado estrutural, metabolito ou enantiomero de nenhum histaminico
conhecido, € sim uma molécula projetada e desenvolvida pela farmacéutica
espanhola FAES Farma, com a intengcédo de atingir todos os requisitos de um
anti-histaminico de segunda geracao (Jauregui et al., 2012). A BIL apresenta

uma eficacia semelhante a outros farmacos anti-histaminicos tais como a
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cetirizina, levocetirizina e fexofenadina (Church & Labeaga, 2017; Jauregui et al.,
2012), e é comercializada sob a forma de comprimidos ou xarope sob diferentes
nomes como por exemplo, Bilaxten®, Blexten®, Bilacad® entre outros

[https://www.drugs.com/international/bilastine.html, acedido a 4 junha].
2.2 ANALISE DE PA's EM FARMACOS

Nos ultimos anos, houve um extraordinario progresso na descoberta, sintese
e meios de distribuicdo dos principios ativos (PA), utilizados no diagnostico
prevencao e tratamento de doencas (De la Guardia & Esteve-Turrilas, 2019).

Contudo, € necessario controlar os processos de fabrico das formulacdes
farmacéuticas, bem como adequar a dosagem das mesmas, e ainda assegurar
a qualidade do PA. Um dos pontos importantes é assegurar a dosagem eficaz e
controlar a sua concentracéo no fluido de transporte ou tecido alvo, apés a sua
administracdo. E necessario, por isso, a recolha de dados quantitativos bem
como qualitativos.

As técnicas utilizadas, recorrentemente, possuem elevada exatidao e
precisdo, como é o caso da cromatografia liquida (Wren & Tchelitcheff, 2006),
eletroforese capilar (Suntornsuk, 2010), métodos espetroscopicos diretos
(Weston et al., 2005) ou métodos eletroquimicos (Gil & Melo, 2010). Sendo estes
altimos suportados pelos principios da biosustentabilidade.

De uma forma geral, muitos dos principios ativos dos farmacos, tém
elevado potencial de se oxidarem ou reduzirem prontamente, ao contrario dos
excipientes da formulagdo farmacéutica (revestimento, cdpsula, entre outros),
nos meios complexos em que estdo inseridos. Estes processos envolvem a
transferéncia de eletrbes, que estdo acopladas as reacfes quimicas, sendo por
iSSo as técnicas eletroanaliticas as mais apropriadas, como € 0 caso por exemplo
da voltametria ciclica.

No caso da avaliacdo da formulacéo terapéutica, a preparacao da amostra
consiste em dissolver o farmaco num solvente adequado, e a andlise pode ser
executada diretamente, sem que exista qualquer interferéncia dos excipientes,
mostrando-se estas técnicas superiores as convencionais e métodos

espectroscopicos.
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3. Técnicas Analiticas

3.1. Técnicas Voltamétricas

O termo voltametria refere-se a um conjunto vasto de técnicas
eletroquimicas, onde por inducdo de um potencial elétrico variavel controlado
numa célula eletrolitica, ocorrem processos de transferéncia de eletrdes, em
alguns casos de ides, e também processos interfaciais ndo-faradaicos.

Por norma, a voltametria € utilizada com o objetivo de determinar e
caracterizar analiticamente espécies com capacidades para serem reduzidas ou
oxidadas num elétrodo, isto €, espécies eletroativas (Mirceski, Skrzypek, &
Stojanov, 2018). No entanto, a aplicacdo deste tipo de técnicas estende-se
também a caracterizacdo, detecdo e quantificacdo, direta ou indireta, de
espécies quimicas, ou processos, em gque ndo ocorrem processos faradaicos.

As técnicas voltamétricas, atualmente, requerem quantidades de amostra
muito reduzidas, desde os microlitros até aos mililitros, de solugéo eletrolitica,
uma vez que os elétrodos utilizados tém uma area superficial inferior ao
centimetro quadrado, e também ja existem conce¢des miniaturizadas como
elétrodos impressos num suporte inerte, elétrodos desenvolvidos em pontas de
pipeta, ou elétrodos interdigitados com dimensdes micrométricas. Na seguinte
ilustracdo (llustracdo 2) apresenta-se um sistema eletroquimico usual, uma
célula voltamétrica composta por trés elétrodos, o elétrodo de trabalho, elétrodo
de referéncia e pelo contra-elétrodo. No contra-elétrodo ocorrem reacgfes
eletroquimicas desconhecidas, ou sem interesse, no entanto sdo tomadas
medidas de modo a torna-las irrelevantes néo perturbando o sinal eletroquimico
obtido. O elétrodo de referéncia, deve apresentar sempre uma COmMpOSIcao
guimica constante, o que permite que o seu potencial elétrico também o seja.
Por sua vez, o elétrodo de trabalho é o elétrodo passivel (ou ndo) de modificacéo,
onde o potencial € induzido ao sistema e onde se produzem as reagdes ou

fendbmenos em analise.
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llustracdo 2. Representacdo de uma célula eletroquimica convencional (a), e de um elétrodo
impresso de carbono (b). (WE) elétrodo de trabalho, (CE) contra-elétrodo, (RE) elétrodo de
referéncia. (adaptado)

3.2. Voltametria Ciclica e Voltametria de varriment o linear

Os métodos de varrimento de potencial, como é o caso da voltametria de
varrimento linear (Linear Sweep Voltammetry, LSV) e da voltametria ciclica
(Cyclic Voltammetry, CV), sdo os mais utilizados para o diagndstico de processos
eletrodicos, ou identificacdo e quantificacdo de espécies eletroativas (Ozkan et
al., 2015).

A diferenca entre estes dois métodos, LSV e CV, é que o primeiro envolve
apenas um varrimento unidirecional, enquanto a CV é bidirecional formando um
ciclo, ou multiplos ciclos. A CV, é comumente utilizada em fases iniciais de
estudos de sistemas eletroquimicos, pois fornece informacao qualitativa, permite
um rapido escrutinio sobre pares redox, elucida a cinética das reacdes
eletroquimicas e permite a rpida determinacdo de potenciais rea¢des quimicas
que precedam ou sucedam a transferéncia de eletrdes, na superficie do
elétrodo(De la Guardia & Esteve-Turrilas, 2019; Ozkan et al., 2015).

Nas LSV e CV convencionais, as medi¢cbes eletroquimicas sao
normalmente efetuadas em solu¢cdes em repouso de uma espécie eletroativa
num eletrolito de suporte inerte. A concentracdo destas espécies eletroativas €
normalmente entre 10 yM e 1 mM.

A técnica LSV/CV consistem, portanto na aplicacdo de um potencial, que

aumenta ou diminui linearmente (ou em escada) em funcao do tempo de acordo
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com E= Ei +vt, sendo Ei o potencial inicial, v a velocidade de varrimento (mV/s)
(Figura 1).

O Ei é escolhido, normalmente, para que as espécies quimicas sob
analise ndo estejam inicialmente oxidadas ou reduzidas. Desta forma o potencial
varia para um Emax ou Emin onde depois, no caso da CV faz o percurso inverso
(Janela selecionada, que permite a analise do processo de oxidacéo e reducéo)

registando a corrente (I, amperes (A)) ao longo do potencial aplicado (E, volt (V)).

Eﬁnal

Ein'rtial

0

IEmin "
03 0.0 0.3 0.6 0.9

Ep/\/ vs ECS

Figura 1. Voltametria ciclica (CV): (a) Potencial aplicado ao longo do tempo, (b) curva corrente
vs potencial de um sistema reversivel a diferentes velocidades de varrimento. (adaptado)

A medida que o potencial aplicado se aproxima do potencial associado ao
processo redox, forma-se uma corrente anddica ou catédica, atingindo um pico
méximo, seguido de um decréscimo, associado ao consumo da espécie
eletroativa na superficie do elétrodo.

A vantagem da CV é que esta é capaz de gerar novas espécies, durante
o varrimento de potencial num dado sentido, e no varrimento subsequente no
sentido inverso provar a existéncia das mesmas. Nesta técnica os parametros
mais importantes sdo as magnitudes das correntes de pico, Ipa € lpc, € 0S
respetivos potenciais a que ocorrem Epae Epc. Contudo, a obtengéo de valores
de picos precisos € a tarefa mais complicada, mas atualmente com a ajuda de
programas informaticos adequados e especificamente desenvolvidos para o
efeito, a analise de voltamogramas ciclicos tornou-se mais facil (Mabbott, 1983;
Rountree, Mccarthy, Rountree, Eisenhart, & Dempsey, 2017).

Indo ao encontro de sistemas irreversiveis de CV, quando a cinética tem
maior efeito em abrandar a transferéncia eletronica, os picos diminuem em altura

e ficam mais largos, sendo que 0s potenciais dos picos catédicos e anddicos



Eletroanalise de farmacos em células eletroquimicas miniaturizadas

ficam mais separados. Pode observar-se nos sistemas totalmente irreversiveis,
a auséncia de reacao reversa, como € de notar o caso da maioria dos compostos
farmacéuticos.

Na maior parte das determinac¢des quantitativas, € utilizado apenasa LSV,
obtendo um pico voltamétrico logo no primeiro varrimento. Contudo, alguns
investigadores continuam a preferir usar a CV para quantificar os compostos
farmacéuticos. No entanto, o limite de detecdo (Limit of detection, LOD) em
ambas técnicas é controlado pela razao das correntes faradaicas em relacao a
corrente de carga (correntes capacitivas)(Ozkan et al., 2015).

Estas técnicas sdo apropriadas para a determinacdo rapida, simples e
precisa de principios ativos, com uma sensibilidade suficiente.

As principais vantagens da CV e LSV sao a especificidade, dado a larga
escala de tempo e boa resolucdo dos picos nos voltamogramas, a rapidez com
que sdo produzidas as curvas Corrente vs. Potencial (voltamogramas), e a
sensibilidade analitica. Outra vantagem é, por exemplo, a capacidade de
hifenizacdo com outras técnicas analiticas, como analises por injecdo em fluxo
(FIA), ou acoplamento a técnicas cromatograficas, eletroforese capilar,
espectrometria UV/Vis, espectroscopia Raman, entre outras.

A CV é uma técnica bastante apelativa para o diagndéstico qualitativo das
reacdes quimicas que precedem ou antecedem a transferéncia eletronica,
associada aos principios ativos de formulacfes farmacéuticas, biomoléculas, ou
produtos inorganicos. Permite, também esclarecer os mecanismos redox de
moléculas com elevada importancia bioldgica, permitindo observagbes e a
compreensao dos processos redox in vivo, importantes em neurociéncia e

atividade farmacolégica (Ozkan et al., 2015).

3.3. Elétrodos

Os elétrodos que compdem o sistema sdo de elevada importancia, desta
forma, devem ser concebidos ou modificados de modo a que correspondam as
expetativas do estudo, ou se adequem as analises a efetuar.

Uma das substancias elementares mais utilizada como elétrodo sélido é
o carbono, pouco dispendioso, tendo ja sido utilizados diversos al6tropos de
carbono. A forma como os atomos de carbono se ligam entre eles, ou seja como

4 dos 6 eletrdbes de valéncia do atomo de carbono, preenchem as orbitais
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hibridas, sp, sp2 e sp3, aquando das ligacbes carbono-carbono, originam
alétropos de carbono que séo utilizados em ou como elétrodos, exemplificando:
carbono vitreo reticulado (CVR), carbono vitreo (CV), pasta de carbono (PC),
elétrodos de tinta de carbono impressa (SPCE), e nanotubos de carbono (Carbon
nanotubes, CNT), entre outros. Contudo, as propriedades destes diferem ao
nivel da estrutura da superficie, funcionalidade quimica da superficie, e
propriedades eletronicas, o que pode determinar fortemente a cinética e
mecanismo da reacao redox.(Ozkan et al., 2015).

A utilizacdo dos elétrodos de carbono, em estudos eletroanaliticos de
compostos farmacéuticos eletroativos, deve-se a elevada estabilidade quimica e
eletroquimica dos materiais a base de carbono.

Neste estudo, foram utilizados elétrodos de tinta de carbono impressa
comerciais (Screen-Printed Carbon Electrodes, SPCE).

A tecnologia de impressdo em superficie é utilizada na produgdo em massa
de plataformas sensoras eletroquimicas, normalmente descartaveis, com um
custo-volume de producéo relativamente baixo, e que possibilitam a obtencéo de
resultados altamente reprodutiveis. A configuracdo completa da plataforma
eletroquimica inclui o elétrodo de trabalho, o contra elétrodo e o elétrodo de
referéncia, todos eles sob a forma de um elétrodo impresso. Esta configuragdo
€ bastante conveniente para trabalhar com microvolumes de solucao, ou entéo
para modificar facilmente a superficie do elétrodo de trabalho com diversos
materiais, de modo a otimizar o desempenho analitico deste.

Os SPES também tém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de
biossensores em diferentes configuracdes para um largo espetro de aplicacdes
analiticas (De la Guardia & Esteve-Turrilas, 2019; Ozkan et al., 2015) e podem
ser feitos de carbono, ouro, platina, bismuto ou tintas de nanotubos de carbono
(Diaz-cruz, 2020). A superficie lisa onde s&o impressos é normalmente de
ceramica ou materiais plasticos.

Contudo, por vezes os elétrodos necessitam ser modificados para
obtermos respostas mais eficazes, ou amplificar o sinal elétrico na medicdo. As
modificagdes podem ter diferentes naturezas, desde fisicas a quimicas. Uma das
formas de modificacdo, como a que é proposta neste estudo, foi a utiliza¢do de

nanotubos de carbono de paredes multiplas.
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Os CNT’s sao aldtropos de carbono, como mencionado anteriormente,
com uma nanoestrutura cilindrica. O interesse nos nanotubos € o fato de
aumentarem a superficie especifica do elétrodo de trabalho, melhorando
significativamente o sinal analitico. Existem diferentes tipos de CNTs como por
exemplo os de parede singular (single-walled CNT, SWCNT) e os de paredes
multiplas (multi-walled CNT, MWCNT) (Kolahi-ahari, Deiminiat, & Rounaghi,
2020).

Os nanotubos de carbono sdo um importante grupo de nanomateriais com
propriedades quimicas, eletronicas, mecanicas e geométricas unicas, resultando
por isso numa elevada conducdo elétrica, resisténcia ao calor, e estabilidade
quimica. Estruturalmente podem ser comparados a uma folha de grafeno
enrolada em forma de tubo (Pellicer, Gomez-caballero, Unceta, & Goicolea,
2010).

A preparagdo com nanotubos requer a sua deposi¢cdo numa superficie
condutora (elétrodo de trabalho), imobilizados de forma orientada ou néo, e
requer por norma, ou a utilizacdo de um agente dispersante de modo a tornar a
superficie/camada homogénea, ou de um polimero que funcione como uma
matriz fixa. Desta forma, o sinal analitico € normalmente maior, do que o obtido
com outros elétrodos constituidos a base de carbono, devido a maior area
superficial criada (Fanjul-bolado, Lamas-ardisana, Hernandez-santos, & Costa-
garcia, 2009; Messina, Bertolino, Salinas, Raba, & Martinez, 2008; Pellicer et al.,
2010; Sims, Li, Kachoosangi, Wildgoose, & Compton, 2009).

O conjunto destas caracteristicas torna os nanotubos de carbono aptos
para o0 desenvolvimento de indmeros sensores/elétrodos e de novas

metodologias, com vista a aplicacdes eletroanaliticas.
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4. Procedimento Experimental

a) Equipamento e medicdes

O equipamento utilizado para as determina¢des voltamétricas, ciclicas e
varrimento linear, foi um potenciostato/ galvanostato AUTOLAB® PGSTAT302N,
acoplado a um computador pessoal, e controlado pelo software NOVA (verséo
2.1). Este software permite o controlo das condi¢cdes exercidas sobre o sistema
eletroquimico em andlise, bem como a aquisi¢cdo, armazenamento e andlise dos
dados obtidos.

Todas as analises foram realizadas numa configuracdo de trés elétrodos
impressos numa plataforma de ceramica, comercialmente designado por
elétrodo de tinta de carbono impressa (SPCE; da Metrohm-DropSens®
(Espanha), ref. DRP-110). Estes continham o elétrodo de trabalho, com 4 mm de
diametro, de tinta de carbono, que foi utilizado simples e modificado com uma
pelicula de nanotubos de carbono de paredes multiplas, um contra elétrodo de
tinta de carbono e um pseudo-elétrodo de referéncia de tinta de prata,
relativamente ao qual sdo medidos todos os potenciais aplicados.

As voltametrias ciclicas foram efetuadas a velocidades de varrimento no
intervalo de 25 a 400 mV s™%, com um passo de potencial de 2,44 mV. A
voltametria linear foi efetuada a velocidades de varrimento de 50 e 100 mV s™.

Ambas as analises séo efetuadas entre 0,100 V e 0,900 ou 1,100V, com um
volume de solucéo a ser analisada de 100 uL sobre os trés elétrodos, a uma
temperatura constante de 21 °C.

O pH das solucdes foi controlado com um medidor de pH (Metrohnm® pH/mV
meter, Model 827) e um elétrodo de vidro combinado, também da Metrohm AG®.

Na homogeneizacdo das solucdes e dispersdes utilizou-se um banho de

ultrassons (Branson, Model 2510 da Bransonic®).

11
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b) Reagentes e solucdes

* Bilastina, >98% pureza *  KH2POyg;
(Tokyo Chemical Industry Co.,  HCI;
Ltd). * NaOH,;
» Bilaxten® (comprimidos « MgClz;
20mg), Laborat6rios Vitoria « CaClz;
 Nanotubos de carbono de e Na2SOus;
paredes mdultiplas, >95% « Ureia;
pureza, (7-15 nm o.d. x 3-6 « Glucose:
nm id. x 0.5-200 pm « Acido ascérbico;

comprimento), Sigma-Aldrich « Agua ultrapura (resistividade
» Diehexadecil hidrogenofosfato, > 18 MQ cm);
Sigma-Aldrich; « MeOH.

¢  Na2HPO4, Merck;

c) Preparacdo de solugdes

Bilastina

A solucéo padréo de trabalho de Bilastina foi primeiro dissolvida numa
quantidade apropriada de metanol e depois diluida com agua ultrapura na
proporcdo MeOH:H20 de 50:50 v/v, de concentracgéo final 20 yg mL™ (= 43 ymol
L™1). A solucéo foi submetida a banho de ultrassons durante 15 min. e preservada

em frigorifico.

Solucéo de eletrolito de suporte

A solucdo de eletrolito de suporte consistiu em 2.5 mL de 0.100 M
Na2HPO4/KH2PO4 e 10% MeOH, com pH 6.76, a qual foi preparada a partir da
solugdo tampéo de fosfato (0.125 M NazHPO4/KH2PO4, pH 6.50) e MeOH:H20
(50:50 viv).

12
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d) Equipamento Auxiliar

Preparacao e otimizacédo do elétrodo modificado com filme de nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTs-SPCE)

Na preparacdo de (MWCNTs-SPCE) foi disperso 1 mg de MWCNTs em 1 mL
de agua ultrapura contendo 1 mg de DHP, e agitou-se em banho ultrassénico
durante 30 min., obtendo assim uma dispersdo de 1 mg/mL.

De seguida, colocou-se em varios SPCEs e sobre a superficie do elétrodo de
trabalho a dispersao liquida de nanotubos de carbono de paredes multiplas,
utilizando um intervalo de 7-20 uL (para descobrir qual a melhor quantidade de
MWCNTSs), que foi depois deixada a secar num exsicador de vacuo.

Para estudar o efeito do DHP* preparou-se de forma semelhante um elétrodo
com DHP sobre a tinta de carbono do elétrodo de trabalho, com uma quantidade

fixa da solucdo preparada de 1mg DHP/1 mL &gua ultrapura.

e) Preparacdo de Solucdes para Analise Voltamétrica

As solucdes de trabalho com as concentracdes pretendidas foram sempre
preparadas antes dos procedimentos de andlise a partir da diluicdo da solucéo
de stock de bilastina e substituicdo da adicdo de MeOH:H20 (50:50 v/v)? pelo
volume necessario da mesma solucao.

Para os ensaios de pH, o ajuste para os valores estudados foi feito por adicdo
de pequenas quantidades de solu¢cdes (da ordem dos pL) de 1 M HCl ou 1 M
NaOH.

Preparacdes farmacéuticas e amostras de urinas dopa  das

Para preparar a solucéo de Bilaxten® utilizou-se um comprimido devidamente
pesado, e depois moido num almofariz com auxilio do pildo. Cada comprimido
pesava cerca de 126 mg, e continha uma quantidade declarada de 20 mg de
bilastina. Para o efeito pesou-se e moeu-se apenas uma fragdo de um
comprimido (5,9 mg), que foi dissolvido em 25 mL de metanol e posteriormente

1O DHP é um agente dispersante, que permite a obtencéo de uma dispersdo homogénea de nanotubos na agua e
uma superficie estavel sob a superficie do elétrodo.

2 Um aumento no contetido de MeOH superior a 10% leva a um aumento indesejado da corrente capacitiva e
degradacao do sensor.
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diluido com 25 mL de &gua ultrapura. A solucdo foi submetida a banho de
ultrassons durante 15 min. antes da utilizacao.

As amostras de urina foram recolhidas de um voluntario adulto, saudavel,
nunca submetido a administracdo de bilastina ou outro farmaco. O volume de
amostra recolhido foi de 100 mL, os quais foram armazenados no frigorifico a
4°C, por um periodo de tempo nunca superior a 2 semanas.

A amostra de urina foi utilizada sem qualquer tratamento fisico-quimico, e a
sua dopagem foi efetuada com adicdo de uma quantidade apropriada da solugéo
stock, obtendo-se assim duas aliquotas de urina (1 mL) com uma concentracao
tedrica de 2,8 e 3,6 yg mL™%, respetivamente. Ambas as amostras de urina
dopadas, conjuntamente com uma néo dopada, foram designadas por solucéo

de amostra de urina.

f) Quantificacdo

O método adotado para a quantificacdo de Bilastina na solugcdo da amostra
da férmula farmacéutica (Bilaxten®), ou nas solucdes de amostra de urina, foi a
adicao padrao.

Apdbs homogeneizacgéo das solugdes colocou-se 100 yL das mesmas sob
a plataforma do sensor, iniciando-se de seguida os procedimentos voltamétricos
estabelecidos.

Deve ressalvar-se que entre cada medicdo voltamétrica de cada adicédo
padrdo, efetuava-se um teste utilizando apenas o eletrélito de suporte, e apos
cada medicdo, a solucdo |4 depositada era absorvida por papel de filtro e 0
sensor era limpo persistentemente com agua desionizada e seco ao ar.

Para a preparacdo das diferentes solucdes, estao registados os diferentes
volumes utilizados dos diferentes reagentes, nas referidas tabelas de cada
protocolo.
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Protocolo 1

Método da adicdo padrdo para a quantificacdo de BIL em amostra de Bilaxten®
Preparacao de solugdes (Tabela 1):

1. Uma aliquota apropriada (50 ou 25 L) de solucdo da amostra de Bilaxten®
(equivalente a 18.7 ug mL™* BIL, 50% MeOH) foi transferida para uma série de
mini-frascos de 1.5 mL;

2. Adicionou-se a cada mini-frasco solugéo de eletrdlito de suporte,1000 pL;

3. As adicbes padrdes foram feitas nos mini-frascos utilizando a solucao stock
de bilastina (43 yuM = 20.0 yg mL™, 50 % MeOH);

4. Todas as solugdes foram diluidas até um volume final de 1.25 mL (originando
tampédo fosfato 0.1 M, pH 6.76, e 10% MeOH) adicionando uma aliquota
apropriada de 50% de solucdo de MeOH.

Tabela 1. Quantidades de solugdo adicionadas no protocolo 1.

Solucdes So S1 Sz S3 Sa
(BIL adicionada/pug mL-1) (0.0) (0.4) (0.8) 1.2) (1.6)
Solugéo de amostra de 50* 50* 50* 50* 50*

Bilaxten® (uL)
Tampéo Fosfato 0.125 M (pL)

(Solucao stock eletrdlito de 1000 1000 1000 1000 1000
suporte)
Solugéo stock BIL 20.0 pg mL* - 25 50 75 100
(HL)
Solucéo 50% MeOH (uL) 200 175 150 125 100

* Em alguns casos, 25 L.

Protocolo 2

Método da adicdo padrédo para a quantificacdo de BIL em amostra de urina:
Preparacdo de soluc¢des (Nota: Dependendo do pH da urina, se necessério,
ajustou-se previamente para pH 6,76).

1. Procedimento idéntico ao protocolo 1 de acordo com a Tabela 2

Tabela 2. Quantidades de solu¢éo adicionadas no protocolo 2.

Solugdes So S1 S S3 Sy
(BIL adicionada/ug mL-+) (0.0) (0.4) (0.8) (1.2) (1.6)
Solucéo de amostra de urina (uL) 125 125 125 125 125
Tampéo Fosfato 0.125 M (uL
(Solugég stock eletrolito de Sl(,IL;)O)rte) —— Bt e 2l Sl
Solugéo stock BIL 20.0 pug mL-t (uL) - 25 50 75 100
Solucdo 50% MeOH (uL 125 112 100 87 75
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5. Apresentacdo e Discussdo de Resultados
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Figura 2 Respostas voltamétricas ciclicas da bilastina (4.0 ug mL1) em (a) sensor MWCNTs-
SPCE (15 uL de dispersao) e (c) sensor SPCE ndo modificado. As linhas a tracejado (b) e
(d) representam as respostas dos brancos. Potencial inicial (Ei): 0.200 V; Velocidade de
scan: 50 mV s,

Inicialmente comegou por se analisar o comportamento da bilastina numa
composicdo de tampao fosfato 0.1 M, com um pH 6,76, e 10% de MeOH
(metanol), através de voltametria ciclica. As medi¢des foram desenvolvidas num
intervalo de potencial de 0,100 V — 1,000 V a uma velocidade de 50 mV s
Iniciaram-se as medi¢fes apds 10 segundos da deposicao da gota na superficie
do sensor (tempo de repouso em potencial de circuito aberto), seguido de 5
segundos ao potencial de inicio (0,200V). Na Figura 2, sdo apresentados 0s
voltamogramas ciclicos da bilastina (4,0 pg mL?') em elétrodos de tinta de
carbono impressa modificados com nanotubos de carbono de paredes
multiplas(a) e ndo-modificados(b), e os respetivos brancos (c) e (d).

Dentro da janela de potencial estudada, pode observar-se um
comportamento anddico irreversivel por parte da bilastina, sendo possivel
observar um unico pico de oxidacédo por volta dos 0,661 V. Destaca-se o fato de,

no sensor modificado, 0 pico ser cerca de 7 vezes superior ao do sensor nao
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modificado. O que segue a norma do que ja foi demonstrado em iniUmeros
trabalhos, onde séo utilizados os nanotubos de carbono de paredes multiplas
(Veiga, Dordio, Carvalho, Martins, & Ginja Teixeira, 2010), no sentido de
melhorar a dete¢do de moléculas organicas. Desta forma, também se confirma
neste trabalho, que a deposicéo de uma certa quantidade de nanotubos aumenta

a quantidade de troca de eletrdes da bilastina para o elétrodo de trabalho.

6.0 -
5.0
4.0
<
3 3.0
S~
_Q.
2.0

1.0

o0+
0 5 10 15 20

VMWCNTs susp. / U'—

Figura 3 Intensidade corrente de pico vs quantidade de dispersdo MWCNT/DHP na superficie
do SPCE. [BIL] = 4.0 yg mL™* solucéo de eletrélito de suporte (pH 6.76). Mesmas condi¢ces
voltamétricas que na Fig. 2.

De acordo com a informacéo disposta na Figura 3 foi determinado que o
volume 6timo da dispersao de nanotubos de carbono de paredes multiplas, para
a determinacdo analitica da bilastina, € 15 pL. Sendo que para volumes
superiores, o microfilme criado parece ficar mais espesso e menos homogéneo,
obtendo por isso um valor de Ip menor e sendo menos reprodutivel. Por outro
lado, o ensaio voltamétrico com DHP-SPCE mostrou que o agente dispersante,
DHP, néo interferia no sinal da Bilastina, sendo que o voltamograma era bastante
semelhante ao obtido com o SPCE nao modificado.
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A bilastina contém uma amina terciaria ciclica no anel da piperidina na sua
estrutura molecular, um grupo que tem uma grande capacidade de doar eletrdes,
e é provavel que a eletrooxidacéo da Bilastina se inicie nesse atomo de azoto.
Desta forma, é valido também para outras moléculas organicas que contenham
centros eletroativos em atomos de azoto em aminas terciarias, como é o caso
de moléculas com um grupo amina terciaria alifatica, como por exemplo o
tramadol (Kolahi-ahari et al.,, 2020), ou outros casos particulares onde as
moléculas tém um anel de piperazina (Beitollahi, Karimi-maleh, & Khabazzadeh,
2008; Fischer, Gonzalez-Martin, & Dejmkova, 2020; Ghoneim & Hassanein,
2020), ou piperidina (Dogan & Ozkan, 2005; Ott, Cunha-silva, Kuberski, & Cox,
2020), como a bilastina.

Posto isto, € muito provavel que o processo anddico observado deva comecar
também com a perda de um eletrdo por parte do atomo de azoto, originando um
radical do catido aminium () que desprotona e forma um radical neutro (II)

(Esquema 1).

Esquema 1. Reagdo proposta da electrooxidacao da molécula de
Bilastina.
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De seguida, este radical perde um eletrdo num passo subsequente para
formar uma base Schiff quaternaria (lll), que € rapidamente hidrolisada para
produzir uma amina secundaria (IV) e um aldeido (V).

Em condicdes de pH em que inicialmente o atomo de azoto ndo esta
protonado, a bilastina sofre provavelmente um processo anddico de 2 eletrbes-
2 protdes. A valores de pH para os quais 0 azoto esta fortemente protonado, o
processo anddico € mais dificil de ocorrer, ou nem sequer ocorre naquele grupo
da molécula.

Contudo, é necessério ainda estudar de forma mais aprofundada, a provavel
conversado da bilastina em aldeido e amina secundaria, de modo a confirmar a
validade e conhecer a verdadeira identidade dos produtos finais da oxidacao
eletroquimica da bilastina.

55.0
45.0 -

35.0 -

i/ HA

25.0 -

1st
15.0

2nd

5.0 1 - 3rd

'5.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.100 0.200 0.300 0.400 0500 0.600 0.700 0.800 0.900 1.000
E/V (vs. Ag)

Figura 4 Trés voltamogramas consecutivos da BIL 4.0 yg mL™* no sensor MWCNTs/SPCE.
Condicdes iguais a Figura 1.

Em varrimentos voltamétricos ciclicos consecutivos, observou-se que os
sinais eletroquimicos da bilastina iam diminuindo consecutivamente no elétrodo
modificado (Figura 4), sugerindo assim que a superficie do elétrodo é bloqueada
pela adsorcdo dos produtos de oxidacgio resultantes da bilastina. E necessario
entdo, tomar medidas que impecam este bloqueio, e que favorecam a

possibilidade de reutilizacao do elétrodo.
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PARTE 2 — OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS
INFLUENCIA DO TEMPO DE REPOUSO E POTENCIAL DE PARTI DA

Considerando que o potencial aplicado e o periodo anterior a medicéo
voltamétrica podem ter impacto no sinal analitico, foi crucial proceder ao estudo
do efeito destes dois fatores, nos valores de corrente e potencial de pico.

Ao aplicar uma velocidade de varrimento de 50 mV s-1, observou-se que para
um potencial de partida mais positivo que 0.250V, e para um dado tempo de
repouso, a corrente de pico diminuia. Selecionou-se entdo um potencial de inicio,
0,200V, onde a corrente de pico variava muito pouco com o aumento do tempo

de repouso de 10 a 65 s.

55.0 4
720 -
710 | *
45.0 - 700 i i
2 690 |
S ¢
350 | wn. 680 - {
< 1 670 -
= ?
660 -
= 250 -
650 : : . : : : )
0 10 20 30 40 50 60 70
tresling/s
15.0 -
5.0
-
-5.0 T T T T T T T T T T 1
0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800 0.900 1.000

E/V (vs. Ag)

Figura 5 Efeito do tempo de repouso no pico anodico da bilastina (4.0 ug mL™1): voltamogramas
ciclicos para trés periodos diferentes e variacdo do potencial do pico com o tempo de
durag&o. Scan rate: 50 mV s2,

Contudo, a observacao mais significante foi que o potencial de pico se tornava
mais reprodutivel e os valores mais positivos com a variacdo do tempo, como
podemos ver na Figura 5. E por isso possivel estimar que, durante este periodo
de repouso, a distribuicdo das moléculas de bilastina seja mais uniforme na
superficie do elétrodo, aléem de que € possivel que ocorra também alguma
adsorcdo, estabilizando as moléculas e tornando-as menos suscetiveis a
oxidacdo eletroquimica. Escolheu-se, portanto, 65 segundos de tempo de

repouso.
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Influéncia do pH

A bilastina contém dois grupos ionizaveis na sua estrutura, nomeadamente o
atomo de azoto no centro piperidina (pKaz = 9.43) e outro no grupo carboxilo
(pKa1 = 4.06) (esquema 1), e por isso o0 pH da solugcdo determina a sua forma
qguimica (por exemplo, a um pH neutro a bilastina existe nas formas parcialmente
ionizadas, bem como na forma zwiteriénica (Kawauchi et al., 2018). Como tal, é
importante estudar o efeito do pH na resposta anddica da bilastina no sensor
modificado. Desta forma, foi levado a cabo uma série de testes a diferentes

valores de pH dentro do intervalo 3.5-9.9, utilizando a soluc¢édo do eletrdlito de

suporte selecionado.
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I/ HA
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Figura 6 (A,B) Voltamogramas ciclicos obtidos a uma velocidade de varrimento de 50mV s1lem

solucédo de eletrolito de suporte a diferentes valores de pH, contendo BIL 4.0 uyg mL, com Ei:
0,200V.
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A pH inferior a 4,2 ndo existe qualquer tipo de resposta anddica associada a
bilastina. Contudo, de acordo com o aumento do pH entre 4,21-6,42 o potencial
de pico (Ep) é alterado para valores menos positivos, variando linearmente com
um declive de -94,5 mV/pH (Figura 7).
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<
1.000 1 35.0 1
=40
0.900 - 3.0
2.0
Ep =-0.0945 pH + 1.408 1.0 i
> R2:09971 . L L L E R B B N B
< 0.800 1 : 345678910
ui” _ ‘ P
0.700 -
0.600 - E, =-0.0622 pH + 1.1347 @ ®
R2 = 0.9964
0.500 +—mr—mrmm—m—m—m1——mm—m—-mm—m—mr—m—m--"+—-"T--r-or—-"7—"—"
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
pH

Figura 7. Dependéncia do potencial de pico em relacdo ao pH da solucao de eletrélito de suporte.
(insercao: dependéncia do pico de corrente com o pH).

Acima deste intervalo, e numa gama muito curta, existe uma variagédo abrupta
dos valores de Ep no sentido de valores menos positivos. Esta alteracéo drastica
€ seguida de outro intervalo de pH (6,76-8,25) onde o Ep varia linearmente,
mudando -62,2 mV/pH. Acima de pH 8,25, o Ep ainda varia com o aumento do
pH, mas mais ligeiramente. A variagao apresentada no intervalo 6,78-8,25, cerca
de 60 mV por unidade de pH, indica que a eletrooxidacéo da bilastina envolve
um numero igual de eletrdes e protdes (Costentin, 2008), o que vai de acordo
com 0 mecanismo proposto no esquema 1. Se for também assumido que o Ep
varia linearmente, no intervalo de pH 9-9,9, a intersecdo entre a equacao da
regressao linear e o intervalo 6,76-8,25 d4 um pH aproximado de 8,48.

Supostamente, este valor deve corresponder ao pKa do nitrogénio presente

na amina em meio hidrometandlico, 9.43 em agua pura (Kawauchi et al.,
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2018)(https://www.drugbank.ca/drugs/DB11591, consultado em 2020

Septembro). Por outro lado, o declive maior (-94,5 mV/pH) que se observa no
intervalo de pH 4,21-6,42 indica que o0 processo no elétrodo é mais complexo e
dificil nestas condicdes anddicas mais acidas. De facto, declives de
aproximadamente -90 mV por unidade de pH indicam que a raz&o entre o
namero de protdes e o0 numero de eletrbes envolvidos no processo eletrédico
perto de 1,5. Este resultado € consistente com o mecanismo de eletrooxidacao
proposto, se assumirmos que o atomo de nitrogénio presente no anel piperidina
esta fortemente protonado. Como dito anteriormente, nestas condigcbes mais
acidas, é mais provavel que o atomo de azoto liberte o protdo antes da
transferéncia eletronica, como proposto no Esquema 2.

o N e
@E{Ni{@?OH -H* @ﬁFCN.f@_iOH

Q

Esquema 2. Proposto da perda de protédo antes da transferéncia eletronica da molécula de Bilastina.

O balango final do processo anddico, nestas condi¢des, provavelmente
corresponde a perda de trés protdes e 2 eletrGes (isto €, n° H* / n°e = 1,5). A
variacao abrupta entre as duas regides lineares do Ep-pH confirma que o numero
de protdes envolvidos na reacédo eletrédica muda drasticamente, entre os dois
intervalos de pH. Pode ser observado, também, que a corrente de pico é sensivel
a variacdes entre pH 6,7 e 7,1, atingindo um maximo a cerca de 6,8 (insercéo da

Figura 7). Dados estes resultados, o estudo prosseguiu neste intervalo de pH.
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INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE VARRIMENTO NO PICO ANOD ICO

Foi estudado, de seguida, a dependéncia da corrente de pico (lp) bem como
do potencial de pico (Ep) em relagédo a velocidade de varrimento no intervalo de
25-400 mV s%, utilizando um pH de 6,8 (Figura 8).
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Figura 8 Voltamogramas ciclicos obtidos a velocidades de varrimento de (a) 25, (b) 50, (c) 100, (d)
200, (e) 300 and (f) 400 (mV s1), em solucéo de eletrélito de suporte pH 6.76 contendo BIL 4.0
Mg mL-1. Potencial inicial (Ei): 0.200 V. A insercéo (A) mostra o gréafico de log Ip vs. log v.

Ao analisar o grafico inserido na fig.8 (onde o Ip e v estdo expressos em PA e
V s71, respetivamente), observou-se uma relacdo linear com um declive de 0,74,
0 que d& indicacdo de um processo anddico “misto” de difusdo-adsorcao a nivel
de transferéncia de carga (Bard, Faulkner, Swain, & Robey, 2001; D Pletcher, R
Greff, R Peat, L.M. Peter, 2011).
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Figura 9. Nas Figuras (A) e (B) estédo dispostos, respetivamente, a dependéncia da corrente de
pico com a velocidade de varrimento e com a raiz quadrada da velocidade de varrimento.

De fato quando comparadas as equac¢des das regressoes lineares, Ip versus

a velocidade de varrimento (Figura 9A) e a raiz quadrada da velocidade de

varrimento (Figura 9B), em particular o valor R?, parece que o processo de

adsorcao é predominante em relacéo a difusao da bilastina.
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Observou-se, que a medida que se aumentava a velocidade de varrimento,
os valores de Ep se tornavam mais positivos, provando a irreversibilidade da
reacao de elétrodo em estudo (D Pletcher, R Greff, R Peat, L.M. Peter, 2011).
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Figura 10 Dependéncia do potencial de pico em relagcéo ao logaritmo da velocidade de varrimento.

O grafico de Ep vs log v (Figura 10) assume uma linearidade com um declive
0,0657. Assumindo que o processo de transferéncia de carga é essencialmente
controlado por adsor¢éo, e que a andlise de Laviron (Laviron, 1974, 1979) pode
ser utilizada neste caso em patrticular, € possivel combinar a expresséo tedrica
do declive, 2,303RTF1[(1 — a) ne7]™* (onde R, T e F tém o significado habitual e
(1- a) o coeficiente de transferéncia de eletrées do processo anddico), com o
declive da relacdo Ep vs. log v, para estimar o numero de eletrdes (ne”)
envolvidos na reacao anodica.

Usando os dados obtidos e a aproximacéo (1 — a) = 0,5, geralmente adotado
para processos eletrodicos irreversiveis (Bard et al., 2001), estimou-se que na
oxidacdo da bilastina no MWCNTs/SPCE estavam envolvidos dois eletrbes, de
acordo com o proposto no Esquema 1.

Com base nos dados recolhidos sobre a influéncia do pH na eletrooxidag&o
da bilastina, a pH 6,8 corresponde a perda de 2 e e 2 H* no processo andédico,

engquanto a pH mais acidos, provavelmente, envolve a perda de 2 e e 3 H*.
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INFLUENCIA DA ATIVACAO PRELIMINAR DO ELETRODO

Para saber qual o efeito do passo de ativacdo eletroquimica preliminar na
resposta do elétrodo e para poder antecipar a possivel reutilizagdo do elétrodo
num trabalho analitico de rotina, efetuou-se uma série de voltametrias de
varrimento linear com elétrodos previamente ativados e comparou-se com 0s
dados até agora obtidos e discutidos sem ativacao (Figura 11).
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Figura 11 N&o ativagdo (a, b) vs. ativacdo eletroquimica (c, d) da superficie do elétrodo:
voltamogramas de varrimento linear sem BIL (a, c) e com BIL 4.0 ug mL™ (b, d). Velocidade de
varrimento: 50 mV s™1.

Para obter os voltamogramas de varrimento linear de elétrodos
eletroquimicamente ativados contendo apenas o eletrélito de suporte, utilizou-se
numa segunda analise um elétrodo ja utilizado. Entre as duas utilizacbes o
elétrodo foi lavado com agua desionizada e depois seco.

Os voltamogramas de varrimento linear dos elétrodos ativados com eletrélito
de suporte contendo bilastina foram obtidos da mesma forma. Comparando os
resultados, a resposta anddica da bilastina ndo varia de forma significativa, mas
a corrente de carga/capacitiva diminui favoravelmente, facilitando a
determinacao da corrente de pico (Ip). Desta forma, as medigbes nos ensaios

seguintes iniciaram-se com ativacao na solucao do eletrélito de suporte.
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CURVA DE CALIBRACAO
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Figura 12 Curvas de calibracdo por LSV da bilastina a 50 (azul) e 100 mV st (vermelho).
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Figura 13 Voltamogramas LSV obtidos a 50 mV s em eletrélito de suporte pH 6,76 sob as
condicdes experimentais otimizadas para as concentra¢gdes de BIL (a) 0, (b) 0.2, (c) 0.4, (d) 0.8,
(e) 1.6, (f) 2.0, (g)2.8, (h) 3.6, and (i) 4.0 ug mL1. Potencial inicial: (Ei): 0.200 V.
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Sob as condigbes experimentais otimizadas, como descrito anteriormente,
utilizando velocidades de varrimento diferentes (50 and 100 mV s) construiram-
se duas curvas de calibracéo (Fig. 12) através de voltametria de varrimento linear
(LSV, Fig. 13). Cada curva, resulta da média de trés varrimentos efetuados de
forma independente em diferentes sensores. A uma velocidade de varrimento
menor obteve-se uma boa linearidade, mas no sentido de aumentar a
sensibilidade e diminuir os limites de detecdo (LOD, “limit of detection”) e
quantificacdo (LOQ, “limit of quantification”) da determinagdo da bilastina,
efetuaram-se as analises a uma velocidade de varrimento superior.

Na tabela seguinte (Tabela 3), apresentam-se os dados obtidos, e como pode
ser verificado, o maior ganho com o aumento da velocidade de varrimento foi a
nivel do aumento da sensibilidade e um alcance dindmico ligeiramente maior no
limite inferior. Além disso, foi possivel confirmar que a reprodutividade da
modificacdo do elétrodo de trabalho é bastante aceitavel pois a velocidades de
varrimento de 50 e 100 mV s, os valores de RSD a uma concentragdo de

bilastina de 1.6 yg mL"* foram, respetivamente, 4,37% e 4,51%.

Tabela 3 Caracteristicas analiticas da determinacao de BIL por LSV em duas velocidades
de varrimentos diferentes (3 repeticbes cada).

Caracteristicas Analiticas 50 mV s 100 mV s™ 100 mV s

Alcance Linear (ug mL™) 0.2-4.0 0.1-4.0 0.1-20
R? 0.9994 0.9983 0.9995
Sensibilidade (WA mL pg™) 1.1043 1.6267 1.6717
LOD (ug mL™t / uM)& 0.110/  0.108/0.23  0.059/0.13
0.24
LOQ (ug mL™ / pM)& 0.367/  0.360/0.78  0.197/0.42
0.70

2 LOD e LOQ foram calculados utilizando, respetivamente, as equacoes
LOD = 3s/m e LOQ = 10s/m (onde s é o desvio padrdo do pico de
corrente do branco (n = 3), e m é o declive da curva de calibracéo).

Apesar dos poucos métodos existentes (néo eletroquimicos) oferecerem um
intervalo de concentracdo com uma gama mais larga, o0 método voltamétrico
desenvolvido apresenta uma série de vantagens analiticas que o classificam

como um excelente método para quantificar reduzidas quantidade de bilastina,
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nomeadamente procedimentos simples de preparagao de amostras e sensores,
consumo muito reduzido de reagentes e solucbes, producdo diminuta de
residuos, rapidez e custo reduzido, e portabilidade se for utilizado um mini-

potenciostato portatil.

REUTILIZACAO DO SISTEMA DE 3 ELETRODOS

Para validar se o sensor voltamétrico pode ser reutilizado em analises de
rotina, realizaram-se diferentes procedimentos experimentais para testar a
repetibilidade e reprodutibilidade do sensor.

Sabendo que apos sucessivas voltametrias ciclicas o sinal anddico da
bilastina ficava cada vez mais fraco (Fig. 3), e que o efeito persistia apdés um
procedimento de lavagem e secagem rapida do elétrodo com agua desionizada,
experimentou-se uma etapa de lavagem um pouco mais exaustiva, esguichando
agua de forma intermitente durante cerca de 2 a 3 minutos sobre a superficie do
sensor, deixando depois a secar ao ar. Apos, e sempre antes da analise
voltamétrica com a solucdo de bilastina, procedia-se a um varrimento
voltamétrico com a solucao eletrolitica de suporte (tampéo fosfato 0,1 M, pH
6,76, e 10% MeOH), e repetia-se o0 processo de limpeza.

Este conjunto de procedimentos de recondicionamento foi testado, utilizando

diferentes concentracdes de bilastina.

5.00 - (a) drops 3.7%; RSD: 1.55%
4.50 - ° o o ./
i [ ]
4.00 -
] [ ]
3.50 - ° ® (] °
< 3-00 -
= J
S~
e 2.50 -
2.00 -
1.50 4 drops 0.7%; RSD: 0.31%
1.00 - (c) AN
J ) ° ) ) ) ) ) ) ) °
0.50 -
0.00 T
(1] 2 4 6 8 10

Number of measurements

Figura 14 Repetibilidade do sensor apds ser sujeito a procedimento de recondicionamento para
concentracdes de BIL (a) 4.0 ug mL™%, (b) 2.0 yg mL™1, and (c) 0.8 ug mL™1.
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Na Figura 14, apresentam-se os valores de 10 correntes de pico obtidos (a 50
mV st) a concentragées de 4.0, 2.0 e 0.8 yg mL* de bilastina. E como se pode
observar na figura, a repetibilidade é excelente para baixas concentracfes de
bilastina, mantendo a resposta do sensor a 99,3% da resposta inicial, apos 10
medic¢des seguidas e descontinuadas pelo recondicionamento do sensor.

Para concentracfes superiores, a queda da corrente de pico € maior a medida
que o numero de corridas a que o elétrodo € submetido aumenta. Contudo,
considerando o intervalo de trabalho estabelecido para o sensor e a
concentragéo de bilastina utilizada, os resultados indicam que 0 mesmo sensor
pode ser utilizado varias vezes (pelos menos 4 vezes, para concentracdes
superiores) antes de ser descartado.

O fendbmeno que, provavelmente, ocorre nos processos de
recondicionamento, principalmente na etapa de lavagem, € a libertacdo dos
produtos de oxidacao adsorvidos na superficie do elétrodo.

Para testar a reprodutibilidade (ou se preferivel, a precisdo entre dias ou
intermédia) e a estabilidade ao longo do tempo, um dado sensor foi sujeito
analise voltamétrica semanal, durante um més. Foram aplicados os
procedimentos de recondicionamento durante estas analises, e 0s sensores
foram guardados em locais secos. Os resultados mostraram que a resposta ao
pico anddico da bilastina é bastante reprodutivel e o sensor é estavel (a uma
concentracéo de 1.6 yg mL?, o valor de RSD é 1,26%, mantendo o sensor 98%

da sua resposta inicial ao fim de um més).

EFEITO DE POTENCIAIS INTERFERENTES

Para verificar se o elétrodo proposto permitia uma detecao efetiva da bilastina,
particularmente em amostras de urina, desenvolveu-se um teste preliminar para
avaliar a possibilidade de existir interferéncia de alguma(s) espécie(s)
organica(s). Para a bilastina, utilizou-se a tipica concentragcdo encontrada na
urina apés 12h da administracédo oral, de acordo com literatura (3.2 ug mL™)
(Lasseter et al., 2013). E, para cada interferente virtual utilizaram-se como

valores de referéncia, valores encontrados tipicamente na urina humana (i.e.,
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magnésio (0.1 mg mL™1), célcio (0.5 mg mL™), cloreto (6 mg mL™), sulfato (0.8
mg mL™1), ou excedendo esses limites (i.e., ureia (10 mg mL™1), glucose (1.0 mg
mL™1), e &cido ascérbico (0.2 mg mL™Y))(Zhao, Zhang, & Song, 2001).

A influéncia de cada substancia no sinal anddico da bilastina foi avaliada
individualmente, sobre condigbes experimentais Otimas. Previamente as
medicdes voltamétricas todas as solucbes foram diluidas para metade. Como
mostra a Tabela 4 e a Figura 15, o acido ascorbico parece ser um interferente
forte numa razao de concentragdo AA : Bil = 62,5, sendo que os restantes nao

interferem de forma significativa, de acordo com os racios utilizados.

Tabela 4 Efeito de potenciais interferentes na resposta voltamétrica a uma
concentracao de BIL de 1.6 xg mL2.

Potenciais espécies interferentes na urinaVariacdo de sinal

(razédo de concentracéo: aditivo/BIL) (%) £ SD
Catides: Mg* (62.5); C&" (312.5) ~0
Anides: Cl (3750); SG* (500) ~0
Ureia (3125) -1.0 £ 0.04
Glucose (312.5) -1+0.05
Acido Ascorbico (62.5) -13.9+0.2
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Figura 15 VVoltamogramas de varrimento linear com bilastina apenas (BIL), com ureia (+U), glucose
(+G), e &cido ascorbico (+AA). A linha a tracejado é o sinal voltamétrico do eletrdlito de suporte
(s.e.). Velocidade de varrimento: 100 mV s,

Determinacdo Analitica da BIL

Para a determinacdo analitica em amostras reais utilizou-se o sistema
MWCNTs-SPCE ja otimizado anteriormente, e utilizaram-se comprimidos
comerciais e amostras de urina dopadas e ndo dopadas. Para além da bilastina
como principio ativo existem também outros compostos inativos que compdem
o comprimido utilizado na determinacdo e quantificagdo da bilastina,
nomeadamente silica anidra, estearato de magnésio, celulose cristalina e

glicolato de amido de sédio.
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As amostras de urina, que possuem uma composi¢cdo variavel, foram
recolhidas de um individuo que ndo esteve sujeito a acdo de nenhum outro
farmaco, e apos 3 horas da ingestao de uma refeicédo (apenas agua). O contetdo
de bilastina em todas as amostras foi feito pelo método da adigdo padrdo, nas
condicoes ja otimizadas. Cada amostra foi analisada em sensores novos, mas
todas as analises da mesma amostra foram realizadas no mesmo sensor.
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Figura 16. Voltamogramas de varrimento linear a 50 mV s-1 com amostra dopada com o farmaco
e sem, e com 4 adi¢cdes padrao (linhas solidas). Na insercéo esta representada a curva de
calibracdo da adicdo padrdo para a quantificacdo de bilastina.

A Figura 15 mostra os voltamogramas LSV e a respetiva curva de adicao
padrdo para uma das solucdes de Bilaxten®. Por outro lado, na Figura 16,
apresentam-se os resultados correspondentes a curva de adi¢do padrdo de uma
das amostras de urina dopadas. Para comparacdo, esta incluida na figura o
voltamograma de LSV obtido de uma urina ndo dopada e respetiva curva de

calibracdo. Outros resultados apresentam-se das Figuras 17 a 20.
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Os resultados obtidos para cada amostra estdo resumidos na Tabela 5.
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Figura 17. Voltamograma de varrimento linear a 100 mV s - com urina dopada (s. urina) e
amostra nao dopada e com 4 adi¢des padrao (linhas solidas). A linha a tracejado é o sinal
voltamétrico da solucao de eletrélito de suporte. A linha verde é o sinal voltamétrico da urina
ndo dopada (u. urine). Na insercao esta representada a curva de calibracdo da adi¢édo padrédo
para a quantificacdo de bilastina. Adicionalmente esta representado a curva de calibragéo
da adicéo padrdo para a amostra de urina ndo dopada.
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Figura 18. Voltamogramas de varrimento linear obtidos a 50 mV s-! da amostra dopada com
farmaco sem e com 3 adi¢des padrao (linhas solidas). A tracejado esta representado o sinal
voltamétrico da solugcédo de eletrolito de suporte. A insercdo mostra a respetiva curva de
calibracéo da adicdo padrdo para a quantificacdo de BIL. A quantidade de solucéo utilizada foi
metade da representada na Fig. 15.
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Tabela 5 Determinacdo de bilastina em Bilaxten®, e amostra dopada e ndo dopada de urina.

BIL Quantidade Recuperacéo SD + RSD
Amostra
contetido encontrada [@ (%) (%)
_ 0.1068 +
Bilaxten® 20 20 mg/tablet 19.17 mg [ 95.9 0.56
_ 0.0808 +
Bilaxten® 20 20 mg/tablet 19.49 mg [ 97.5
0.42
0.1179
Bilaxten® 20 20 mg/tablet 19.38 mg 96.9
0.61
, 0.0093 +
Urina dopada 1 0.28 ug ml=* 0.27 pg mi=e 96.4 344
Urinada dopada 0.0040 +
0.36 pug ml=t 0.35 pg mi=el 97.2
2 1.14
Urina ndo )
desconhecido n.d.lef - -
dopada

[a Média de 4 ensaios; ! A 50 mVs-, fator de diluicdo da amostra de 50; [ A 50 mVs, fator de diluig&o
de amostra 25; 9 A 100 mVs-1, fator de diluicdo de amostra 25; €] A 100 mV s-1, fator de diluicdo de
amostra 10; 1 n.d. — ndo detetado.
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Figura 19 Voltamogramas de varrimento linear obtidos a 100 mV s—1 da amostra dopada com
farmaco sem e com quatro adi¢gbes padrédo (linhas solidas). A tracejado esta representado o sinal
voltamétrico da solucdo de eletrdlito de suporte. A inser¢do mostra a respetiva curva de
calibracdo da adicdo padrédo para a quantificacdo de BIL. A quantidade de solug&o utilizada foi
igual a representada na Fig. 15.
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Figura 20 Voltamogramas de varrimento linear obtidos a 100 mV s—1 da amostra de urina dopada
(s. urine) sem e com 3 adi¢c8es padrao (linhas solidas). A inser¢cdo mostra a respetiva curva de
calibracdo da adicdo padrao para a quantificacdo de BIL, sendo que neste ensaio a quantidade
de bilastina adicionada foi 77,8% da quantidade adicionado na Fig. 16.

Os resultados obtidos com o sensor desenvolvido estdo em acordo com o
conteudo descrito na embalagem da formulacdo comercial, e com o contetudo
conhecido nas amostras de urina dopadas. As boas percentagens de
recuperacdo (Rec. %) obtidas indicam que o elétrodo modificado e o método
voltamétrico propostos tém um elevado potencial para analises praticas de
amostras contendo bilastina.

A composicado quimica intrinseca, tanto das amostras de urina como dos
comprimidos, ndo afetam significativamente a determinagdo da bilastina. Da
mesma forma, 0 mesmo método de adicdo padrdo prova ser uma alternativa
bastante adequada para a determinacdo em amostras reais, excetuando,
quando uma dada substancia afeta fortemente o sinal da bilastina e a resposta
do elétrodo.
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6. Conclusdes

Neste trabalho, demonstrou-se que o uso e a manipulacdo adequada de
plataformas sensoras eletroquimicas miniaturizadas, e a sua aplicacdo na
andlise voltamétrica de uma substancia farmacéutica em amostras reais,
constituem uma alternativa analitica eficaz e vantajosa, face ao uso convencional
de outras técnicas analiticas nao-eletroquimicas empregues na analise de
farmacos.

Neste contexto, foi investigado pela primeira vez o comportamento de
eletrooxidagdo do anti-histaminico de 22 geracéo, bilastina. Observou-se a
existéncia de um processo de oxidacao de 2 eletrdes, dependente do pH, que
parece ter uma correlacédo forte com a presenca do grupo piperidina na sua
estrutura. A utilizacdo do sensor eletroquimico SPCE modificado com MWCNTS
e 0 desenvolvimento de uma metodologia apropriada mostrou-se bastante
simples, como também eficiente, rapida e econémica face a andlise da bilastina.
Foi também aplicado com sucesso a metodologia a quantificacdo de bilastina,
tanto na sua formulacdo comercial, bem como em amostras de urina dopadas,
sem tratamento prévio das amostras.

Portanto pode ser considerado, que 0 conhecimento adquirido nesta
abordagem, serve como um ponto de partida no que diz respeito a futuros
trabalhos eletroquimicos sobre a bilastina, sejam eles focados nas propriedades
redox e estabilidade, sejam eles direcionados no desenvolvimento de novas
metodologias para a sua detecao e quantificagéo.

A metodologia aplicada pode também ser adaptada a outros farmacos, que
sejam alvo de estudo e aplicado com sucesso, uma vez que a técnica € bastante
sensivel, e respeita 0s principios preconizados a favor de uma Quimica verde,
para além da rapidez e eficacia que apresenta na quantificacédo e caracterizacéo

dos sistemas em estudo.
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7. Perspetivas futuras

Tendo os olhos postos no futuro, com base neste trabalho, um objetivo a
executar seria alargar e aprofundar o estudo eletroguimico da bilastina,
nomeadamente, utilizando e desenvolvendo outros elétrodos de trabalho que
possuam potencial analitico para detetar e quantificar por via anddica a molécula
de bilastina, bem como tentar identificar os seus produtos de eletrooxidagéo com
recurso a outras técnicas, por exemplo, técnicas cromatograficas. Em linha com
este plano, seria de considerar também a investigacdo do comportamento
catédico da bilastina, em diferentes elétrodos de trabalho, bem como a
possibilidade de quantificar a molécula nestas condicgdes.

Serd também de elevada importancia, aplicar a técnica de miniaturizagdo de
células eletroquimicas em farmacos ou substancias que care¢cam de informacgéao
ou métodos de analise, caminhando sempre no sentido das boas praticas da

guimica sustentavel, em métodos analiticos.
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Anexos
Neste anexo apresenta-se um dos principais resultados do trabalho desenvolvido nesta tese:
Artigo Cientifico aceite para publica¢do, no dia 8 de Novembro de 2020, na revista
Electroanalysis (https://doi.org/10.1002/elan.202060494).
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Bilastine {BIL, Fig. 1), chemically known as 2-[4-{287
(4- [1-{2-ethoxyethylibenzimidazole-2-vi]pipendin- -yl
cthyliphenyl]-2-methyipropancic acid (or according 9
the World Health Orgamization, as p{2-[4-[1{ZF)
etnnyeryl)-2-benzimidazolyl jpiperiding ety |-e-metyl- - 57
hydratropic  acid), s 8 second generation HEZ
antibistamine, an imponant class of highly selective andl
reversible inhabitor of histamine-1 receptors, with mildlgy4
sedative o nonsedative cffects that do not cross thes
blood-brain barmer and act mainly outside the centrsls
nervois system [1-3]. Penaiming to the HI-antihistaming7
group of piperidines and classified as a potent and norgg
sedating  antihistumine  with  good-io-excellemt  saferyg
profibe [1.4], bitastine s prescribed orally to symptomatig])
rehief in chronic spontancows urticana and allergic rhing]
conjunctivitis [5=3], BIL is rapidly absorbed, docs ng2
interact with the cytochrome P450 system and does nggd
undergo significant metbolism in homans, being mainlgy
excreted as the parent compound [1.9]. In fact, BIL is nggs
structurally derived, nor 18 it a metabolite or enantiomsgs
of any of known antihistamine, but an onginal moleculg7
designed and developed by FAES Farma (Spain), withs
the intent of fulfilling all the requirements of a secongs

I

generation  antihistamine  [I]. BIL presents am
cifectiveness  smmular  to  other  second-generatiod
antthistemine drugs, such as cetirzine, levocetrize,

destoratadine  and  fexofenadine [1.8], and it &)

commercialized in the form of tablets or syrup onder
diffcrent brand mnames  (eg.  Bilaxien®, Blexien®,
Bilacad® among others [10]).

Being a drug of increasing use, for which there are

known a scarce number of analyvtical twols for s
determuination  in pharmacewiical  products  and  in
biological fluids, it becomes important 1o develop and -
validate novel. mpid and accurate methodologics for the)

quantification of bilastine in areas, like the quality control

of pharmaccutical preparations and clinical control of

BIL tzkers. Among the well-described analytical methods
for bilastine deferminstion are  included very fow
chromatographic methods [7,11-13], which are effective
but relatively time consuming and expensive, and simpler
spectrophotometnic | methods  based on molecolar
absorbance detection in the LTV region [14,15]

Aware of this limitation and on the fact that presently
the electroanalytical methods have well-established
credits and constitute & strong aliernative fowords the
detection and determination of hiokogically relevant
melecules [16,17L one of the major ams of this work
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