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RESUMO

As fluorquinolonas representam uma importante elalgscompostos sintéticos que
vém sendo estudados devido a sua capacidade guelasuas aplicagcbes como agentes
antibacterianos.

Estudos recentes para as formas tripomastigotasisesas dd .cruzitem mostrado
resultados promissores de atividade tripanocida paralisesin vitro de complexos
metalicos com ligantes fluorquinolonas.

Sabendo-se que o0 mecanismo de acdo de drogad cauti- pode envolver
oxirreducdo, nesse trabalho utilizou-se a técnieavdltametria ciclica para estudar o
comportamento eletroquimico do complexo [C{SPAR)].2HO (1) e de seu analogo
[CUClL(SPAR)(fen)].3HO (2), onde SPAR é o ligante esparfloxacina, da fandkes
fluorquinolonas, e fen é a 1,10-fenantrolina.

Os estudos voltamétricos tanto para o compl@jpquanto para o complex@)
foram realizados em meio aquoso (KCl — 1,0 md),Lem diferentes valores de pH,
utilizando carbono vitreo como eletrodo de trabalho

Em pH fisiolégico, os voltamogramas ciclicos do ptero (1), em diferentes
velocidades de varredura)( apresentaram dois pares de picos redox de matuyeasi-
reversivel, atribuidas as espécie$'@L’ e CU/CW’. O mecanismo diagnosticado, em pH
7,4, consiste em duas transferéncias consecutiwasnd elétron em etapas elementares
(Mecanismo EE). Para o compleib observou-se também uma dependéncia do processo
de reducdo da espécie Twa CU, em diferentes valores de pH, e pode-se obter, por
voltametria ciclica, o valor de pKa equivalente 206

O comportamento eletroquimico do complg®), em pH fisiolégico, mostrou-se
diferente do complex@l). Para o complex¢2), os voltamogramas ciclicos evidenciaram
apenas um par de picos redox atribuido as esp€ai€4Cu’. Em pH 7,4, o processo
eletr6dico se mostrou dependente ©aapresentando uma natureza quasi-reversivel a
elevados valores de e caracterizado por uma transferéncia eletrdrégarsivel seguida
por uma reacdo quimica irreversivel de despropoaoento (Mecanismo € -
desproporcionamento) a baixos valoresudé@bservou-se também que as reacdes redox
atribuidas ao par GliCu" séo favorecidas com uma possivel mudanca de nsecarém

valores de pH superiores a 4,0.
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ABSTRACT

The fluoroquinolones represent an important cldssyothetic compounds that have
been studied because of its chelating capacitytfaidapplications as antibacterial agents.

Recent studies for the blood trypomastigote$.afruzihave shown promising results
for analysis of trypanocidal activity in vitro métamplexes with ligands fluoroquinolones.

Knowing that the mechanisms of action of antruzimay involve redox reaction, this
work has used the technique of cyclic voltammetrgtudy the electrochemical behavior of
complex [CuCi(SPAR)].2HO (1) and its analogue [CugBEPAR)(fen)].3HO (2), where
SPAR is the ligand of the family of fluoroquinoleesparfloxacin and fen is 1,10-
phenanthroline.

The voltammetric studies for both the complgy, And for the complex2) were
performed in aqueous solution (KCI - 1.0 mof)Lat different pH using glassy carbon
working electrode.

At physiological pH, the cyclic voltammograms ottbomplex(1) at different scan
rates (), had two pairs of redox peaks of quasi-irrevdesimature, attributed the species
CU?*/Cu’ and CU/ ClP. The mechanism diagnosed at pH 7.4 consists otbmsecutive one-
electron-transfer steps (EE mechanism). For comfdex has been observed a dependence
of the reduction process of Ewspecies to Cuat different pH values, and could be obtained
by cyclic voltammetry, the pKa value equal to 6.10.

The electrochemical behavior of compl) at physiological pH, was different from
the complex(1). For complex(2), cyclic voltammograms showed only one pair of redo
peaks attributed to species YCuU". At pH 7.4, the electrochemical process was proved
dependent, showing a quasi-reversible nature ofhiple values ofv and characterized by
irreversible disproportionation reaction following reversible electron transfer (& -
disproportionation mechanism) to low valueswoiVe also observed that the redox reactions
attributed to the pair Gl Cu' are favored with a possible change of mechanispiiatalues

above 4.0.
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1- Introducéo

1.1 — Fluorquinolonas

As fluorquinolonas representam uma importante elaks compostos sintéticos que
vém sendo estudados devido a sua capacidade quelastias aplicacbes como agentes
antimicrobianos, antituberculose e antitumoraig]f1-

O A&cido nalidixico foi a primeira quinolona apromagela Food and Drug
Administration (FDA), em 1963, para o tratamentoimfeccdes urinarias [3]. A estrutura
basica de uma quinolona contém um grupo carboxilicposicdo 3, e um grupo carbonila na
posicdo 4 (Figura 1).

Figura 1 — Férmula Estrutural do Acido Nalidixico

A norfloxacina (Figura 2), patenteada em 1978, doprimeira fluorquinolona a
apresentar potente atividade antibacteriana, seeglada pela sintese de inimeras outras que
foram desenhadas para serem efetivas contra urealsgratogenos [4].

Apés a descoberta da atividade antibacteriana d#oxacina, indmeros analogos
foram sintetizados, identificando-se assim, posigdgrupos farmacoféricos e toxicoforicos
(Figura 3).

M M

HPO rg

-n

COOH
o

Figura 2 — Férmula Estrutural da Norfloxacina
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Grupo como NH; ou um dtomo de F

conferemn atvidade bu)lﬂgn:a C=5 ou O conduzem a perdﬂ de atividade

biologica,
Grupos como NO,, NH; e principalmente Importante para a atividade
um dtomo de F conferem atividade biold- / hiologica.
gica.

\\Hg

COsH

Grupos como piperazila, pirrolidinas substituidas Atomos como C ou O conduzem a perda da atividade

ou ndo, conferem atividade biologica / s o AT biolégica
Ry
‘ \\" Grupos como ciclopropil, tere-butil,

0 dtomo de N confere atividade biologica r.:Lill. m=fluorhenzen, l4-dlii1_unrhcn_f.cr?n.
0OCHs, NCHy conlerem atividade bioldgica

Atémos como H, CL F ou OMe conferem atividade
hiologica,

Anel Quinolinico

Figura 3 - Relacao estrutura-atividade para as quinolomasajdo da referéncia [5]).

Uma série de fluorquinolonas se encontra dispomi@ehercado como medicamentos,
sendo que cada nova geracdo apresenta modificagdestrutura basica da fluorquinolona,
tornando-as mais eficientes contra os agentes bi&ros.

Nas fluorquinolonas, conhecidas como segunda gerad@ quinolonas, sao
adicionados atomos de fldor na posicdo C-6 e upogpiperazinil na posi¢cdo C-7. Ambos 0s
grupos adicionados reforcam a atividade antimienadidestes antibiéticos [3]. A Figura 4

apresenta algumas estruturas de fluorquinolonbzagtas como farmacos.

=

F - O E 0
H
Trovafloxacina Temafloxacina Enoxacina
W 1Y Y oy Y
/T\/N k/” N /!\/N N

| I

; 0 . 0 . 0
NH, O OH H

Esparfloxacina Ciprofloxacina Grepafloxacina

Figura 4 - Formula estrutural e nome de algumas fluorqoimas utilizadas como farmacos.
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Atualmente, as fluorquinolonas sdo amplamente zatlhs no tratamento de
pneumonia, bronquite crénica, infec¢cbes do traitwéuio, sinusite, tuberculose, dentre outras.
Destaca-se também a atuacéo das fluorquinolonas agentes alternativos no tratamento de
doencas sexualmente transmissiveis, como a blgmroa gonorréia, a mais comum das
DST’s [2].

1.2 — Complexacao de Fluorquinolonas a Metais

Diversos farmacos apresentam propriedades farngicake toxicoldgicas diferentes
quando administradas na forma de complexos mesalidocomportamentin vivo destes
farmacos é fortemente afetado por suas propriedfisies-quimicas, em particular suas
propriedades de ionizacdo em funcéo do pH e suacchgule para formar complexos com
ions metalicos [6-7]. Intera¢gBes de antibidticasitjuinolénicos com ions metélicos tém sido
estudadas devido ao interesse biologico e quinmteuas propriedades.

E bem conhecido na literatura que as fluorquinadosdo capazes de formar
complexos com certos cations multicarregados. Sabgde a complexagdo a metais pode
levar a uma significativa redugéo da resisténclalamee a um aumento da atividade das
fluorquinolonas provavelmente devido a um aumerdolipofilia que leva a uma maior
acumulacéao intracelular [8]. Muitos autores témgpesado os complexos formados entre
quinolonas e cations, tais como,*AIMg**, F€*, C&* e C*. O principal objetivo destes
estudos é o de compreender o0 mecanismo de ac&s destplexos.

Abaixo sdo descritos alguns exemplos que envolvemintaracdo entre as
fluorquinolonas e céations metalicos:

Gao et al. [9] mostraram que complexos dé"Cee* e Zrf* da norfloxacina (NOR),
do tipo [Co(NOR)(H20),]Cl,.6H,O, [Fe(NOR}(H20),]Cl3.6H,O e [Zn(NOR)]Cl,.7H,O séo
mais ativos que a norfloxacina livre contra cepaBstherichia colie Bacillusdysenteriae

Turel et al. [10-11] prepararam complexos d& Ba ciprofloxacina (CIPRO), do tipo
(CIPRO}Y[BI,Cl;0].4H,0, e mostraram que os complexos sdo capazes deardlescimento
deHelicobacter pylori S. viridans Enterococcus spS. haemolyticus G

Shaikh et al. [12] prepararam um complexo d& Bom a norfloxacina e mostraram
que o complexo é mais ativo que o ligante livrembicdo do crescimento descherichia
coli, Klebsiella pneumonigeStaphylococcus aureuacillus pumilis e Staphylococcus
epidermidis.
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Jain et al. [13] mostraram através de estudos fi@oets que complexos de E@om a
esparfloxacina (SPAR) sdo mais potentes do querrnaffo puro contra varias bactérias
patogénicas, comstaphylococcus aureuSalmonella typhe Escherchia coli

Outros complexos de Eocom a esparfloxacina (SPAR) também foram repostado
por Efthimiadou [14]. Um dos complexos, [Co(SPA(RO)], mostrou-se mais ativo do que
o ligante livre contr&. coli, porém menos ativo contRa aeruginosae S. aureusomparado
com o ligante livre.

Li et al. [15] relataram a eficacia de um compleeoprata com a norfloxacina (NOR),
sendo esse capaz de prevenir infeccdes bacternaBumanos durante tratamento de
gueimadura.

Chiu et al. [16] relataram um aumento no combatenécroorganismdescherichia
coli com o uso da ciprofloxacina na presenca do iGh Al

Saha et al. [17] mostraram que h&d uma melhoriatd@&ade antituberculose de
complexos de Cii com a ciprofloxacina (CIPRO), comparados com arfjuinolona livre.
Os estudos indicaram que complexacdo da fluorquirrokiprofloxacina com o fon €u
aumentou a sua lipossolubilidade, facilitando odporte para dentro da célula bacteriana.
Esses estudos apontaram também que a facil rediacBof* a Cu, leva a um acimulo de
Cu’ no meio intracelular, resultando na oxidac&o dgémio que ¢ letal para a bactéria.

Estudos recentes realizados por Efthimiadou €ftL8]. relataram que complexos de
CU?* contendo a esparfloxacina (SPAR) e ligantes rémagos estdo entre os mais ativos
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureusquando
comparados com outros complexos de cobre contamdolgnas. A atividade antimicrobiana
dos complexos cresce na seguinte ordem 2,2-dipmha < 2,2-bipiridina = 1,10-
fenantrolina, sendo que os complexos foram maisatcontrakE. coli do que a propria
esparfloxacina. Esses estudos também mostraramogueomplexos de cobre com a
esparfloxacina e ligantes nitrogenados se intarcala DNA e apresentam efeito citotdxico.

Portanto, alguns estudos envolvendo complexacgaoeti@is com fluorquinolonas tém
sido realizados, porém, em termos comparativostonpiuco resultado pode ser encontrado
na literatura, principalmente se tratando de estutl® acdo antibacteriana. Deste modo,
identifica-se uma grande oportunidade de pesquisenegrande potencial com relacdo a acéo

farmacoldgica relevante.
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1.3 — Mecanismo de Acao das Fluorquinolonas

O combate das fluorquinolonas as infec¢cbes bantei@sta intimamente ligado a
capacidade dessas substancias inibirem a DNA gitesa enzima essencial envolvida na
replicacédo, transcrigdo e reparacao do DNA bacterid9, 20].

Nas bactérias, a manipulacdo do DNA ¢é feita pelanen topoisomerase do tipo I
(DNA-girase), que converte a hélice numa forma steécoidal negativa para preparar a
separacdo de filamentos. A forma primaria destamenzxiste como um tetrdmero que
consiste em duas subunidades A e duas subunidgdesdBicadas como gyrA e gyrB,
respectivamente. Ambas as subunidades contém (gi@ respecifica que liga a enzima ao
DNA [5].

O mecanismo de inibicdo das fluorquinolonas canstid ligagcdo dessas substancias
especificamente com as subunidades A da DNA giraspfurando essa enzima do
cromossomo bacteriano e criando, portanto, um axoplmedicamento-enzima-DNA
(Figura 5). Nesse complexo formado, ocorrem rugtumam Unico filamento que impede a
passagem continua do DNA pelo mecanismo da reglicd¢este estagio, a acdo do farmaco
é reversivel. Entretanto, na presenca de concéesanedicamentosas mais altas, aparecem
rupturas nos dois filamentos e a bactéria morre [5]

As enzimas DNA topoisomerases do tipo | e Il (DNiage) tém atraido grande
atencdo da comunidade cientifica, pois desempepiage essencial na replicagdo do DNA
do protozarioTrypanosoma cruziem particular, no processo de replicacdo da aadei
minicirculos e maxicirculos do DNA do kinetoplagk®NA) [21]. Portanto, o planejamento
de inibidores destas isomerases vem representandpande sucesso no desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos citotdéxicos. As aitdliaas, camptotecinas, acridinas e
fluoroquinolonas constituem as classes de inibglbesm conhecidas, as quais apresentaram

bons resultados contra formas tripomastigotas saegs dadl'. cruzi[22].
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Figura 5 - llustracdo do modo de ligacdo da fluorquinolon®MA-girase. (a) Representacdo de
quatro moléculas de fluorguinolonas (retangulosima cavidade do DNA anexado a DNA-girase.
(b) Representagdo da ligagdo de quatro moléculadludequinolonas através de ligagcdes de

hidrogénio a parte interna do DNA (ilustracéo exaada referéncia [5]).
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1.4 — Complexos de Cobre com Ligantes Fluorquinolas e Compostos

Anti-chagasicos

Algumas doencas, como a Doenca de Chagas, saae@uas enfermidades orfas,
pois afetam principalmente a populacdo de baixaaeios paises latino-americanos. O
pequeno poder aquisitivo dos pacientes leva aontdessse por parte das industrias
farmacéuticas internacionais pelo desenvolvimergofatmacos para o combate dessas
doencas. No entanto, no Brasil a pesquisa sobresncempostos anti-chagasicos tem
importancia estratégica indiscutivel.

O protozodrioTrypanosoma cruzié conhecido por ser o agente etioldgico da Doenca
de Chagas, sendo principalmente transmitido atral@srepasto sanglineo do inseto
triatomideo denominado vulgarmente de “Barbeir@][2

Apesar do progresso obtido em estudos bioquimicfisiaddgicos doT. cruzi nos
quais varias enzimas cruciais para a sobrevivédoigarasito, e que estdo ausentes no
hospedeiro, foram identificadas como alvos parsesedvolvimento de novos farmacos, a
quimioterapia para controlar este parasita pernmmstagnada. Os dois Unicos farmacos
utilizados na clinica para o tratamento da doe&gaosNifurtimox {4-[(5-nitrofurfurylidene)-
amino]-3-methylthio morpholine-1,1-dioxide} e &enzonidazol [(N-benzyl-2-nitro-1-
imidazoleacetamide)] (Figura 6), que causam séfesos colaterais e ndo sao eficazes em
todas as cepas de cruzi[23, 24]. Assim, outros compostos com atividadiemagasica tém

sido estudados e relatados na literatura.

o (a) (b)

Figura 6: Estruturas de (a) Nifurtimox e (b) Benznidazole

Os complexos de cobre com fluorquinolonas tendo amiplamente estudados [25,
26, 27], além de complexos com ligantes mistos 288, O grande interesse no estudo desses
complexos pode estar relacionado ao baixo pesocoiatedo ion cobre (Il), além do fato
desses complexos apresentarem efeitos benéficosacwérias doencgas, tais como a

tuberculose, reumatoide, Ulceras gastricas e @ {25, 30, 31, 32].
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Na maioria dos complexos de cobre relatados neatiite, o fon CU se encontra
coordenado a molécula de fluorquinolona de formderitada através de um oxigénio
carboxilico e um oxigénio cetdnico [5]. A Figuranbstra a estrutura de dois complexos de
cobre sintetizados e estudados pelo nosso grupeesiguisa, [CUG(SPAR)].2HO e seu
analogo [CuCASPAR)(fen)].3HO, onde SPAR é o ligante esparfloxacina e fen €1@-1

fenantrolina.

Figura 7: Estruturas dos complexos (a) [Ce(SPAR)].2HO; (b) [CuCL(SPAR)(fen)].3HO

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo dgiipasem colaboragcdo com o
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), para a anairseitro da atividade bioldgica tripanocida
de complexos metdlicos e seus respectivos agermemplexantes, mostraram que 0S
complexos [CUuGISPAR)].2HO e [CuChk(SPAR)(fen)].3HO apresentam acéo tripanocida
superior a da SPAR livre. Nestes estudos, o Bedaanl (BZ) foi usado como droga de
referéncia. Na Tabela 1 se encontram relatadosloses obtidos de concentragao inibitoria
minima (IGg) para os compostos em estudos, ou seja, 0s vatiresios de concentracao
capaz de inibir em 50 % o crescimento Tocruzi Estes estudos foram realizados sobre
formas tripomastigotas db. cruzj o que correspondente as formasld@ruzi presentes no
sangue do hospedeiro vertebrado e que sdo cordaderalevantes para a infeccdo de
mamiferos [33].

A boa atividade anti-chagéasica, sobre formas trgmsiigotas sanguineas decruzj
para os complexos metalicos de cobre com a espacflta (SPAR), em especial do
complexo [CuCI(SPAR)(fen)].3HO, somada as favoraveis caracteristicas farmadazaée

farmacodinamicas da SPAR (incluindo boa bio-dispididade oral, excelente penetragdo na



Pedro Henrique M. de Souza Introducéo

maioria dos tecidos e fluidos corporais, além démm longa desta classe de compostos
como revisto em Tasso et al., 2008 [34]) justificamecessidade de estudos com complexos

metalicos de fluorquinolonas visando o futuro deekimento de novos agentes tripanocidas

para o tratamento da doenca de Chagas.

Tabela 1: Valores de IG, para a esparfloxacina (SPAR), seus complexos &) @w Benzonidazol

(droga de referéncia) sobre formas tripomastigdtel'ypanosoma cruzi.

Compostos 1Go (uM)
CuCh.H;O 82,5+ 3,3
SPAR 114,1 + 20,4
[CUCL(SPAR)].2HO 45,0+ 29,9
[CUCL(SPAR)(fen)].3HO 4,7+0,1
Benzonidazol (BZ) 10,92

Na literatura se encontram relatados estudos denismeos de agdo dos farmacos
anti-chagasicos Nifurtimox e Benzonidazol[22]. Evidéncias indicam que o Nifurtimox e
Benzonidazolatuam através de um mecanismo eletroquimico, cdornaacdo de radicais
livres e/ou metabdlitos eletrofilicos, como mostriéigura 8.

Benzonidazol Nifurtimox
R-N02 R-N 02
Proteinas

) Lipideos 2H

Nitroredutases DNA Heber¥eis SOD gg'g Nitroredutases
“+0OH < 02 + H,0,

\
GSH 2 GSSG i Metabdlicos
R-NOZ™ ™ & arofiiicos — R-NH2

R-NH,=—R-NO/R-NHOH
2 YT{SH)QW T(8);

Tidis conjugados

Nitro &nion rauitl“)

Tibis conjugados

Figura 8: Mecanismo de acéo para os farmacos Nifurtimox e@&gdazol relatados na literatura [22]

Esses farmacos contém um grupo nitro N® o mecanismo de acdo de ambos
envolve a reducdo desse grupo ao grupo aming)(Néla acdo de enzimas especificas do
tipo nitroredutases [22].
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Sabendo-se que o mecanismo de acdo anti-chagfesicampostos nitro-derivados
envolve a reducdo do grupo nitro e a formacgdo pgéodss intermediérias ativas que causam
danos ao DNA do protozoario [35], nesse contextprimeiro passo na pesquisa por novos
agentes antitripanossoma deve envolver um estudopdapriedades eletroquimicas dos
candidatos a farmacos.

Alguns autores mostram que ha uma relacdo entretengial redox e a atividade
antitripanossoma. Desse modo, quanto mais faciiziedb composto, maior seria, em
principio, sua atividade [36].

Sendo assim, se torna importante avaliar o comperito eletroquimico de
complexos metélicos de fluorguinolonas, potencaégjentes anti-chagasicos, visando uma
melhor compreensao do mecanismo de acdo dessesstosip

A seguir sdo descritos alguns conceitos e parameteo técnica eletroanalitica
“Voltametria Ciclica”, usualmente utilizada na adesizacdo e investigacdo de mecanismos

eletroquimicos de acéo de farmacos.

1.5 — Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) corresponde a uma téangtetroanalitica que apresenta
grande importancia quando se deseja adquirir irdQé®s qualitativas no estudo de processos
eletroquimicos.

Dentre as técnicas voltamétricas, a VC é a mdigada na investigacado de processos
eletrodicos, ja que é capaz de fornecer rapidamafdamacdes sobre a termodinamica de
processos redox, a cinética de reacdes heterogélieetsansferéncia de elétrons e sobre a
ocorréncia de reagfes quimicas acopladas a precagsortivos [37].

O funcionamento da técnica de VC consiste basioctme aplicacdo de uma variacao
de potencial linear na forma de uma onda triang{Hagura 9) a um eletrodo de trabalho,
ocasionando reac¢fes de oxidacao e reducdo na prederespécies eletroativas na solugdo ou
presentes na superficie do eletrodo [38].

Como mostra a Figura 9, um potencial inici,a) € selecionado e varrido
linearmente (varredura direta), a uma velocidadestemte em funcdo do tempo, até se
alcancar um potencial finaEf,,) desejado. A partir dai, a direcdo da varreduirasértida
em direcdo adinicia, € O ciclo é repetido quantas vezes forem nedassabtendo-se como

10
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resposta a tal perturbacdo um grafico de correatpotencial, denominado voltamograma

ciclico (Figura 10).
I- Ciclol —e

— Eﬁm varredura
= inversa
=
s ]
varredura
Einicial dreta
B
Tempo

Figura 9: Variacdo de potencial na forma de uma onda triangem voltametria ciclica

Red —w» Ox +ne”
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Red #— Ox +ne”
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Figura 10: Voltamograma obtido por voltametria ciclica, on@& representa a espécie

oxidada, Red representa a espécie reduzida,’ed‘méimero de elétrons envolvidos.

De acordo com o voltamograma ciclico da Figuragb@ndo o potencial inicialmente

aplicado é varrido para regifes mais positivasyreca oxidacdo da espécie eletroativa em

11
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solugdo com consequente aumento da corrente, @eemsiin um pico anodico de corrente
proporcional & concentracdo do analito em estudsteRormente, em vez de estabilizar no
topo do pico, a corrente passa a diminuir & megligao potencial aumenta. Essa diminuicao
ocorre porque o analito fica em menor concentrat@® proximidades da superficie do
eletrodo, e a difusdo da solucdo original € mugatd para repor o analito proximo do
eletrodo [39]. Quand&;n, € atingido, o potencial passa a ser varrido nadeimiverso. No
caso de uma reacao reversivel, ou seja, uma regagdé suficientemente rapida para manter
as concentracdes de equilibrio dos reagentes etpsoda superficie do eletrodo, os produtos
gue foram gerados no sentido de varredura diretees&o reduzidos na varredura inversa,
gerando assim um pico de catédico simétrico ao andalico.

Diferentemente do que ocorre para outras célulasroguimicas, na VC sao
necessarios trés tipos de eletrodos: de trabalboreferéncia e um auxiliar (ou contra-
eletrodo) [40].

O eletrodo de trabalho corresponde aquele no qualrem os fendmenos
eletroquimicos investigados. Ha inumeros eletrodtumlmente disponiveis para estudos
voltamétricos. Os mais usados sao de platina, eymata, seguindo em ordem de frequéncia
de uso por paladio, rodio e iridio. Um bom matepata a construcdo desse eletrodo € um
material inerte como o carbono (carbono vitredy@ii® de pasta de carbono) sendo util para
a oxidacao e redugcdo em solucdes aquosas e néeaaqj4d]. Escolhe-se o eletrodo de
trabalho considerando-se a faixa de potencial ral ga pretende estudar. O potencial
aplicado ao eletrodo de trabalho para as mediddianvétricas € sempre controlado em
relacdo a um eletrodo de referéncia.

O eletrodo de referéncia é aquele cujo potenciah@etém constante. O eletrodo de
referéncia ideal deve ser reversivel e obedeceuac@o de Nernst com respeito a alguma
espécie no eletrolito, ter potencial estavel compig, ter potencial que retorne ao potencial
do equilibrio depois que as correntes pequenapassadas através do eletrodo. Os eletrodos
de referéncia mais comuns sédo o eletrodo de cammedaturado (SCE) e o eletrodo de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl).

O eletrodo auxiliar (ou contra-eletodo) atua comavedor de elétrons para o eletrodo
de trabalho para que nenhuma corrente passe pélodel de referéncia, mantendo assim seu
potencial constante [42]. A Figura 11 mostra unm@easentacdo esquematica de uma célula

eletroquimica utilizada em voltametria ciclica.
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Eletrodo de Referéncia
(AglAgCl)

Eletrodo
Auiliar (Pt

Desaeragac do
sistema

Célula
eletroguimica

Eletrodo de trabalho
(Pt, Au, C)

Geometria de
Eletrodos

Laminar

|

Disco

Membrana
porosa

\

Cilindro

Figura 11 — Esquema de uma célula eletroquimica utilizad&eltametria Ciclica [40].

Os parametros mais importantes que podem ser shaigi@artir de um voltamograma

ciclico sdo: potencial de pico anédidgd), potencial de pico catddic&d), corrente de pico

anodico (pa), corrente de pico catodicgd) e a diferenga entre o potencial de pico anddico e

de pico catodicoAE,) [41]. As definicbes e medidas desses paramest® elustradas na

Figura 12.

Ee
TN,
Pico anédico [ :
T [ ilpa =
— .". : i S =
@D Linha de base I S S it
= B ,.‘ -
9 ,' _‘\Ep 'r  gme=s
— — N R
O e T
] iy 5 i
e
N 1
Aumento do potencial .} / Pico catodico
! 1 E‘JC | |

Potencial (V)

Figura 12 — Principais parametros eletroquimicos que podemobtidos a partir de um

voltamograma ciclico.
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O tipo de voltamograma gerado depende do tipo d@niEmo redox que 0 composto
em questdo sofre na superficie eletrodo. Portanpartir dos principais parametros extraidos
de um voltamograma ciclico pode-se obter informag@acionadas a reversibilidade do
sistema em estudo, bem como a elucidacdo de meumnigde reacdes eletroquimicas,
deteccdo da existéncia de reagbes acopladas asgweceletroquimicos, identificacdo de
espécies presentes em solucdo (bem como de infériosfle andlise semiquantitativa das
velocidades de reacéo [37].

A seguir sdo descritos brevemente os diferentess tge sistemas que podem ser

diagnosticados e caracterizados em um estudo oitdonétrico.
1.5.1 - Reversibilidade dos Sistemas Estudados péoltametria Ciclica

Existem dois componentes principais que determiaameacdes que podem ocorrer
no eletrodo: a transferéncia difusional de massardtito em solucdo para a superficie do
eletrodo e a transferéncia heterogénea de carga @minalito e o eletrodo, em alguns casos
ainda pode ocorrer reacdes quimicas acopladasuasatipstes processos. Em funcdo desses
componentes, os sistemas podem ser classificadns oeversiveis, irreversiveis ou quasi-
reversiveis [40]. Esta classificacdo dos procegs@socorrem no eletrodo foi inicialmente
proposta por Matsuda e Ayabe [42].

1.5.1.1 — Sistemas Reversiveis

Em um sistema reversivel, a velocidade da reacdmdsferéncia de carga € elevada
(constante de velocidade superior & In') e apenas a etapa de transferéncia de massa
controla o0 processo, ou seja, essa reacao ocomevetocidade suficientemente alta para
estabelecer um equilibrio dindmico na interfacestdrodo [40]. Nesse tipo de sistema, as
varreduras na direcdo catddica e anddica originamesmo numero de picos. A Figura 13

mostra um voltamograma ciclico representativo desistema reversivel.
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i/AT

-0,2 -0,1 0 01 02
Potencial / V

Figura 13 - Modelo de um voltamograma ciclico que pode d#ido para um sistema reversivel
(Adaptado de Greef et al.,1985 [43])

A intensidade da corrente de picg) (pode ser obtida através da equacgéo de

Randles-Sevcik (Equacao 1):
ip = (2,69 x 16) n¥?AD2C, VM2 (Equacéo 1)

onde,

n € o numero de elétrons envolvidos no processo

A é a area do eletrodo (én

C, é a concentracéo da espécie em soluc&o (md) cm
D, é o coeficiente de difus&o (€

v é a velocidade de varredura (V) s
Para sistemas considerados reversiveis, em ureanileada faixa de velocidade
de varredura de potencial)( os critérios de reversibilidade que devem seentados séo
apresentados a seguir.
. A corrente de picoig) varia linearmente com a raiz quadrada da veldeidie

varredura, ou seja, [7 V"2 [37, 44, 45, 46].
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. A razéo da corrente de pico anodico e catodjgh,, deve ser igual ou proxima a
unidade e independente da velocidade de varredidrd4, 47, 48].

. O modulo das correntes de pico anddico e catddieverd ser iguais,
independente da velocidade de varredura [37, 44, 45

. A diferenca entre os potenciais dos picos anddicatédico AE, = Epa - Ey)
deve ser manter constante com o aumento da vettecida varredura. Os valores
aceitos pela comunidade cientifica diferem parae gzarametro. O valor mais
comumente adotado nos trabalhos cientificos p&a em um sistema reversivel,

corresponde a 59 mV/n, sendo n o numero de elégmravidos [40].
Existem algumas relacdes que podem ser aplicaatasgs sistemas reversiveis
(Tabela 2), entretanto na maioria dos trabalho<riles na literatura os critérios de

reversibilidade utilizados sdo aqueles apresentaiesiormente.

Tabela 2: RelagBes que podem ser aplicadas ao estudo emassteversiveis [40].

Relagdes Expressdo matematica Referéncias
1 E12 = (Epa + Epd)/2 41,49
2 Eo - Ex2l = 56,5 n (mV a 25 °¢) 37, 42, 44, 46, 50
3 Eprz = E12 % 28/n (mV a 25 °C) 44,49, 51
4 E, - E1p = %+ 28,5 (mV a 25 °CY 44

1 Eoz = Epaz OU Eyen, correspondendo ao potencial de meio pico (obtidometade do valor da
corrente de pico); e n representa 0 numero deoakanvolvidos na reacgéo.

2 E,), refere-se ao potencial intermediario entre osrealalekE, e E,, conforme representado na
Figura 14.

O potencial formalE®’, para reacfes redox reversiveis pode ser detetmom
boa aproximacao através da meédia dos potenciamcdeanddico e catédico (Equacao 2)
[53].

o1
E* =3 (Epa+ Epec) (Equacéo 2)
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Potencial /| V ——

Figura 14 — Representagéo dos diversos potencigisHy 2, Eyr2) (modificado de [52]).
1.5.1.2 — Sistemas Irreversiveis

Os sistemas irreversiveis sdo caracterizados pogsentar corrente controlada
somente pela transferéncia de carga. Nesse tigtstgna, a velocidade de transferéncia de
carga é lenta comparada com a velocidade de vaarddy assim as concentracbes das
espécies oxidadas e reduzidas ndo serdo mais tuapéaas do potencial, de forma que esse
nao exibe, portanto, um comportamento que seggeacéo de Nernst [40].

Nessas condicdes, a equacdo que descreve a cateepieo (Equacéo 3) € afetada

pelo coeficiente de transferéncig.(
ip= (2,99 x 16) n (0 n)?AD,2Co1M? (Equacéo 3)

onde,

n € o numero de elétrons transferidos até o pagsontieante da velocidade
A é a area do eletrodo (ém

C, é a concentracéo da espécie em soluc&o (md) cm

D, é o coeficiente de difusdo (i)
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v é a velocidade de varredura (¥ s

a € o coeficiente de transferéncia

Nesses sistemas costuma-se observar apenas andidico, conforme observado na
Figura 15. Esse pico tende a deslocar-se com o rdanua velocidade de varredura. E
importante ressaltar que ele é afetado pelo o aeefe de transferéncia catddied € pela
velocidade de transferéncia de caiga (

Para sistemas considerados irreversiveis osicstéue devem ser observados sao

apresentados a seguir.

A auséncia de pico (catédico) durante a varredwasentido inverso pode ser
observada [54].
* Relacao linear entre a corrente de pico e a veddeidie varredura. Essa observacao
esta associada ao processo de adsorcdo de reagenigerficie do eletrodo [44, 54].
« O potencial de picogp) varia com a velocidade de varredura [54, 55].
« Por um aumento de 10 vezes na velocidade varregusara deslocado de (0,080
V na direcdo catodica, ou seja, devera existir tetecao linear entre o potencial de
pico e o logaritmo da velocidadgy( logv) [37, 45].
* A expressaol, — By = (48ha) V € aplicavel a esses sistemaso@epresenta o
coeficiente de transferéncia de cargak,9o valor do potencial que € determinado a
metade do valor da corrente de pigp [37, 54].

E/V
Figura 15— Voltamograma ciclico para um sistema irrevetgagaptado de [37]).
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1.5.1.3 — Sistemas Quasi-Reversiveis

Em uma reacéo eletrodica quasi-reversivel, a ot@re controlada tanto pela etapa de
transferéncia de massa como pela etapa de tramsiterde carga, nesse caso a equacado de
Nernst € aproximadamente satisfeita [40]. Geralmenésses sistemas a reagdo pode ser
reversivel a baixas velocidades de varredura eeirsével em altas velocidades, de modo que
0 processo quasi-reversivel é observado em valgrgslocidade intermediarios [37, 44].

Uma caracteristica comum que pode ser observaglgistemas quasi-reversiveis é a
separagdo crescente entfg, e E,c a medida que ocorre o aumento da velocidade de
varredura, ou seja, o valor A& varia com o aumento da velocidade [56].

A Figura 16 ilustra um voltamograma ciclico cagaigtico para um sistema quasi-

reversivel comparado com um voltamograma ciclicardesistema reversivel.

=
Y
A
S
L.
-
-
-
— -
| el
—0.2 0.2
e E/V
.,
T .
—— reversivel
— — guasi-reversivel

Figura 16: Voltamogramas ciclicos de um sistema reversiyet (uasi-reversivel (--) [37].

A Tabela 3 resume as principais caracteristicadiatgnostico para os diferentes tipos

de sistemas estudados em voltametria ciclica (VC).
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Tabela 3: Testes de diagndsticos em VC para processos hesigrsirreversiveis e quasi-

reversiveis (adaptado de [43]).

Procesos reversiveis Processos irreversiveis Praaesquasi-reversiveis

Lipal ipc=1 1. Auséncia do pico reverso 1. ipa/ipc=1; sen =1

2.ip 0 VM2 2.ip, 0 M2 2.i,0v

3. Ep independe de 3. E, depende de 3.Epc se desloca negativamente
com aumento de

4.AE, = 59h mV 4. |E, — By = (48ha) V 4. AE, > 59h mV

1.5.2 — Mecanismos Eletroquimicos envolvendo reagbguimicas acopladas

Muitas reacOes eletrédicas acontecem na regid@ enteletrodo de trabalho e a
solucéo do analito, ou seja, na regido onde oe@otransferéncia eletrénica. Entretanto, esses
processos eletrodicos podem ocorrer de variadaza®o que resulta na obtencdo dos mais
diversos tipos de voltamogramas ciclicos.

Como a voltametria ciclica € uma importante fernaimgara o estudo mecanistico e
cinético de reacbes redox que ocorrem na superdleieodica, encontra-se relatados na
literatura diversos critérios de diagnostico de ané&mos eletroquimicos que podem ser
realizados a partir da observagcao da dependéncigatsidade de corrente com o potencial
aplicado em relacdo a velocidade de varredyra (

Os principais parametros utilizados como critédegliagndstico para a ocorréncia de
reagdes quimicas acopladas ao processo eletr@ticB,s AEy, ipa/ inc €ipc/ V2 [57].

No estudo dos processos eletrédicos uma simbofograpregada para a distingdo dos
diferentes processos que podem ocorrer no eletodtermo E ¢lectrochemical stgpé
empregado para designar as etapas eletroquimicasedanismo e o termo @hemical
reaction steppara as reagdes quimicas acopladas [40].

Um resumo dos principais mecanismos eletroquimasisdados e dos principais

critérios de diagnaostico por voltametria ciclicapgesentado nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4: Principais tipos de mecanismos eletroquimicosdestos por voltametria ciclica [57].

Mecanismo

Principais caracteristicas de diagnostico

Transferéncia eletrénica reversivel, sem complicagd quimicas

Ox + né =—— Red

- E, € independente da
- AE, = 59 mVIn (a 25C)
- Raz&oipa/ ipe) € constante e igual a unidade.

- Fung&o correnté/ '3 é constante com

Transferéncia eletronica irreversivel, sem compliogdes quimicas

Ox + né — Red

- Deslocamento diE,. comv no sentido mais catédico.
- Razédp./ V% é constante com o0 aumentoide

- Auséncia da razégy/ipc

Transferéncia eletrbnica quasi-reversivel, sem corntipacdes quimicas

Ox + né =— Red

- Deslocamento depEpara potenciais mais negativos com
aumento de.

- AE, é superior 59 m\W (mesmo a baixos valores de

- ipc aumenta com*”,

- ipc/V*? pode ndo ser constante com o aumenta de
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Transferéncia eletrénica reversivel seguida por umaeacgdo quimica

reversivel — Mecanismo EC,

- Deslocamento d&,. para valores mais negativos com o
aumento dev.

- Razéad/ipc torna-se menor do que 1 com o aumente.de

vV Ox+ne =— Red - Funcdio correntei/V*?) permanece invariavel (aumenta
Red K 7 ligeiramente) com aumento de
k.
Reacdo quimica reversivel precedendo uma transferéia eletronica| - Deslocamento dEy: para potenciais menos negativos com
reversivel — Mecanismo ¢E; aumento dev.
\% . ky Ox - Fung&o correntéy/ %) diminui com aumento de
kg - Razaa,dipc € sempre maior que 1 e aumenta aom
Ox +né =—— Red
Reacao quimica reversivel precedendo uma transferéia eletrénica| - Como ndo € acompanhado do pico reverso, naatbéas
irreversivel — Mecanismo GE; gue definem esse caso, exceto para funcéo con(ligmé’z)
que diminui com aumento de
VI ke
Z Ox
k.

Ox + né — Red

22



Pedro Henrique M. de Souza

Introducao

Transferéncia eletrénica reversivel seguida por umaeacgdo quimica

irreversivel - Mecanismo EC;

- Epc se desloca para valores mais negativos com o amen
dav.

- Razda,d/ipc aumenta com &, para valores menores que 1,

VI Ox + ne == Red atingindo no maximo 1.
Red — 5 Z - Funcéo correnteipélvl’z) permanece invariavel (diminui
ligeiramente) com o0 aumento da
Transferéncia eletrbnica reversivel seguida por umaegeneracdo - Para um voltamograma no formato de “S”, o po@nde
irreversivel do material de partida — Mecanismo Cadlitico meio pico Epp) independe da. Caso contrariol,. desloca
para valores menos negativos.
VI - Para o caso de onda sigmoidglj,c€ sempre igual a 1.
Ox + ne = Red - iloc/vl’2 aumenta significativamente com a diminuicdovda
Red + Z—X »  Ox até atingir um valor maximo no qual a funcdo fica
independente de (formacdo de uma curva de formato “S”).
Transferéncia eletrdnica irreversivel seguida por ma regeneracaqg - Para um voltamograma no formato de “S”, o po@nde
irreversivel do material de partida meio pico Epp) independe da. Caso contrariol,. desloca
IX para valores menos negativos.

Ox + né — Red

Red + Z—% » Ox

- Razdoipd/ipc Ndo pode ser medida devido a auséncia do

pico reverso.
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Transferéncia eletrénica multipla com intervencgéo @ reacao quimica

— Mecanismo ECE

- E dificil atribuir critérios para identificar cadtipo de
mecanismo ECE. Usualmente, faz-se a raizgdo"? em

funcdo dav para cada pico e analisa-se as tendéncias

X Ox + ne == Red resultantes separadamente.
Red =—Y
Y+me =—Z

Transferéncia eletrénica reversivel seguida por umaeacdo quimica| - Deslocamento d&,. para potenciais mais negativos com

irreversivel de desproporcionamento (Mecanismo [f; —| aumento de.

desproporcionamento) - Fung&o correntéy/ 3 diminui com o aumento da
Xl Ox +né =— Red - Aumento da raz&ip,/i,. com o aumento da

2 Red—2» Z+0x

Transferéncia consecutiva de elétrons em etapas mlentares| - O mecanismo EE consiste em duas transferéncias

(Mecanismo EE) sucessivas de um elétron em cada etapa. Os eitério
XIl Ox +ne =— Red = utilizados para o diagndstico desse tipo de meganestao

Red + e == Red B°

apresentados na Tabela 5.

" onde “Ox” representa a espécie oxidada; “Red’asgmta a espécie reduzida® & o nimero de elétrons envolvidos; “Z” corresppadespécie formada ou

que participa de alguma reacdo quimica acopti&; equivalente ao potencial padrdo formal de caagio de reducéo
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Tabela 5: Casos de diagnostico de mecanismo envolvenddérénsia eletronica consecutiva em etapas elenengitecanismo EE) [57].

Potencial padrdo formal de reducéo Principais caracteristicas de diagnostico

E” >> E” A espécie Ox € mais facilmente reduzida do que, Reelo menos em 120 mV) e o voltamograma

ciclico ira mostrar para o sistema dois pares despieversiveis e/ou quasi-reversiveis.

Obtém-se um anico par de pico anddico e catddiestdNcaso, a altura do pico € duas vezes maior
E = E” que a altura equivalente a um processo envolvepeloas um elétron e a separagéo do pico anodico e
catodico AE) é igual a 42 mV.

E” > E” A espécie Redé mais facilmente reduzida que Ox, sendo obtidolnimo par de pico anddico e
catodico. No entanto, neste caso, 0s picos saonitaies,AE, € igual a 28,5 mV e a corrente de pico

anodico {a) € 2,83 vezes maior que a de um processo envahagrehas um elétron.

* onde E°equivale ao potencial padrdo formal (em Volts) dmeira reacéo de reducdo ¢ Equivale ao potencial padrdo formal (em Volts) egusida
reacdo de reducdo.
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1.6 — Quinolonas e Voltametria

A respeito da classe das quinolonas e de complaetdlicos com ligantes da familia
das fluorquinolonas, ndo se encontram relatadoBteratura estudos de caracterizacao e
diagndstico de mecanismos eletroquimicos envolvesdes compostos.

A literatura descreve estudos referentes ao comaperito eletroquimico de
compostos da familia das quinonas, precursoresqda®lonas, utilizando as técnicas
voltametria de varrredura linear e voltametriaic&[58].

Do ponto de vista toxicologico, as quinonas apresen duas importantes
propriedades quimicas que lhe conferem reativigadeistemas bioldgicos: o fato de serem
oxidantes e eletrofilicas [59]. A principal caratdéica eletroquimica das quinonas é a
reducdo dos dois grupos quinénicos que podem acatravés do mecanismo geral pela
transferéncia de dois elétrons e captura de do®ms. Essa transferéncia pode ocorrer em
uma Unica etapa em meio aquoso, onde a quinondé (€Jjuzida originando a hidroquinona
(QH.) ou em duas etapas monoeletrdnicas em meio amroticle na primeira etapa ocorre a
reducao da quinona (Q) dando origem ao radicahq@t) e a segunda etapa a formacgéo do
dianion (@) [60]. O esquema do mecanismo geral de uma quirananeio aquoso e em

meio aprotico € apresentado na Figura 17.

(a) meio aquoso (b) meio aprotico
0 OH o 0 0
Hk +2¢,2H" “ = ¢ +e (’i +e r]%
H. - i Hf/
r:Jr OH O 0 0
Q QH, Q Q" o*

Figura 17: Reducdo de Quinonas (Q) em meio aquoso (a) e eim amedtico (b); (esquema
modificado de [61]).

As funcbes bioquimicas das quinonas referem-se, gesmde extensdo, a sua

habilidade em realizar conversdes redox reversévgisase-reversiveis [58, 62]. A facilidade

de reducédo explica-se pela formacgéo de sistemasaioms (Figura 17).
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Outra importante caracteristica no comportamengtragjuimico das quinonas diz
respeito ao deslocamento dfg, que € atribuido aos radicais ligados ao esqubiwo das
quinonas. Assim, € possivel generalizar que a Bedugrorrera em potenciais menos
negativos quanto maior a deficiéncia eletrénica ggos quindnicos. Em contrapartida,
quanto maior a densidade eletrdnica nos grupoqigos, a redugdo ocorrerq em potenciais
mais negativos [60, 63].

Estudos eletroquimicos de classes de compostosniooga como as quinonas
ganharam ainda mais forca devido as suas propesdaidlogicas. Tonholo e colaboradores
[64] realizaram estudos eletroquimicos com uma sgrinonas heterociclicas, algumas delas
com atividades tripanocida comprovadas, utilizaadt@cnica voltametria ciclica (VC) em
eletrodo de mercurio como eletrodo de trabalho esto raprotico, onde verificaram que o0s
dados eletroquimicos de potenciais de reducdo f@ssgorrelacdo com as atividades
tripanocidas.

Ao se realizar uma busca na literatura por pupfiea envolvendo a analise de
quinolonas e fluorquinolonas em fluidos biolégicpsr técnicas eletroquimicas, constata-se
gue a maioria dos artigos publicados até entamefeeem ao desenvolvimento e validacéo de
métodos para a quantificacdo desses composto®jpametria de pulso diferencial.

Encontra-se relatado o uso da voltametria adsoptvaredissolugao utilizando pulso
diferencial para a determinacdo da fluorquinole@radfloxacina (LOM) em urina humana e
amostras de soro [65]. A voltametria adsortiva galissolucdo também tem sido utilizada
para a determinacdo de ofloxacina (OFL) no plasntigiiedo pleural [66]; levofloxacina
(LEVO), na urina [67]; trovafloxacina (TROV) na oa e soro [68]; enrofloxacina (ENR) e
ciprofloxacina (CIPRO) em urina de céo [69]; naxBicina (NOR) em produtos
farmacéuticos e urina [70]; pefloxacina (PFE) emmpomidos e soro humano [71] e
piperacilina (PIP) em produtos farmacéuticos [72].

A polarografia de pulso diferencial também tenositilizada de modo bem sucedido
para a determinacdo de NOR em comprimidos, plasorana [73]; NOR em comprimidos
[74]; OFL em produtos farmacéuticos e fluidos bgidds [75]; OFL em produtos
farmacéuticos [76], esparfloxacina (SPAR) em prodslutarmacéuticos [77]; fleroxacina
(FLE) em produtos farmacéuticos [78].

O fato de n&o se encontrar relatados na literaestudos de mecanismos
eletroquimicos, utilizando VC para fluorquinolorgse apresentam atividade farmacolégica

faz dessa classe de compostos interessantes atgeitogestigacao.
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2 — Objetivos
2.1 — Geral

O principal objetivo deste trabalho € o estudo dmmortamento eletroquimico de
complexos de cobre com a esparfloxacina, cujatesérie parametros indicam atividades

anti-Tcruzi

2.2— Especificos

» Utilizar voltametria ciclica para diagnostico eatlacdo de mecanismos de reacdes de
oxirredugcdo que ocorrem nos complexos de Cu(ll) edearfloxacina, em pH
fisiologico.

» Verificar a reversibilidade (ou irreversibilidad#ds processos redox observados para
os complexos de Cu(ll), e a possivel formacao terrimediarios durantes os mesmos
em pH fisiologico.

* Investigar a natureza das espécies formadas n#fisigdo eletrodo de trabalho, em

meio aquoso, em funcdo do pH da solucao e do patemicado.

» Verificar possivel interagdo dos complexos em estucin o DNA, com 0 emprego de

um eletrodo modificado com DNA.
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3 — Parte Experimental

A seguir sdo descritos brevemente o0s reagentes enaieriais utilizados no

desenvolvimento do presente trabalho.

3.1 - Substancias estudadas

Os complexos estudados nesse trabalho, [8ERAR)].2HO (1) e
[CuCL(SPAR)(fen)].3HO (2), onde SPAR corresponde a esparfloxacina e fen é
1,10-fenantrolina, foram sintetizados, purificadogaracterizados por membros de nosso
grupo de pesquisa do setor de Quimica InorganicaDdpartamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A Fagi8 corresponde a estrutura dos

complexoq1) e (2).

Figura 18: Estruturas dos complexos (a) [CySPAR)].2HO; (b) [CuCL(SPAR)(fen)].3HO

Para o estudo eletroquimico do sal precursor dgtEm (1), utilizou-se a substancia
Cloreto de cobre (IlI) dihidratado, Cy@H,O procedente da Aldrich. J& para o estudo
eletroquimico dos precusores do compléXp utilizou-se a esparfloxacina (SPAR — 98 %) e

o sal dicloro(1,10-fenantrolina)cobre(ll), Cu@én), provenientes da Sigma-Aldrich.
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3.2 - Reagentes, Solucdes e Eletrolitos suportes

Os solventes e reagentes utilizados neste tralnd@ibgassaram por nenhum processo
de purificacéo prévia.

Para os estudos eletroguimicos em meio aquosdiliaado como eletrélito suporte,
solucdo de cloreto de potassio (QM Reagentes Aauajt de concentracdo 1,0 mol*L
preparada utilizando agua deionizada, obtida dedeimnizador da marca Procidil (modelo
SU-50).

Para os estudos eletroquimicos em meio aproticoufiizado como solvente,
dimetilsulféxido (DMSO) P.A. procedente da Synth, @mo eletrélito suporte,
solucdo de tetrafluoroborato de tetrabutilamoniBBg][BF4]) 0,1 mol L* em DMSO. O
tetrafluoroborato de tetrabutilamoénio utilizado preparo da solucdo do eletrdlito suporte foi
proveniente da Aldrich.

Os estudos dependentes da acidez do meio forarpagkzd com o ajuste do pH das
solucbes para o valor desejado através da adicaaliggotas de volume adequado de
solucdes diluidas de acido cloridrico (HCI) e hididé de sodio (NaOH). O acido cloridrico e
o hidréxido de sédio utilizados no preparo das s sdo procedentes da Sythn e Quimex,
respectivamente.

Para o estudo comparativo dos parametros eletracpgrobtidos para o complexb)
com os parametros de uma substancia de referéotigou-se solucdo aquosa de
ferrocianeto de potassio JRe(CN})], 5,0 mmol L}, em cloreto de potéssio (1,0 mot)LO
ferrocianeto de potéssio utilizado foi adquiridoMierck.

No estudo eletroquimico empregando eletrodo maalficfoi preparado um gel de
dsDNA (“Double-strand DNA” ou DNA em fita dupla)tiizando o sal de sodio (tipo I) do
acido desoxirribonucléico (DNA, proveniente da Saymaltamente polimerizado de
Calf Tymugtimo de bezerro), contendo 6 % de Na, dessecadma&zenado a 8 °C. Para esse
mesmo estudo, os reagentes P.A., acido acético ¢HrAveniente da Quimex) e acetato de
sodio (NaOAc, proveniente da Quimex) foram tambditizados para o preparo de uma
solucdo tampao acetato (0,072 md) de pH 4,5.

Os procedimentos experimentais utilizados no peegdarsolugcéo tampéo acetato e do
gel de dsDNA se encontram descritos a seguir.
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3.2.1 — Preparo da Solugdo Tampéao Acetato

Para o preparo do tampdo HOAc/NaOAc (0,197 mYl foram misturados 12,5 mL
de uma solucéo previamente preparada de acide@¢gtDAc) 1,0 mol [} com 7,2 mL de
uma solucdo de acetato de sédio (NaOAc) 1,0 mbldm seguida, o volume do baldo
volumétrico foi completado para 100 mL com aguaatesada, de modo a obter um tampao
com pH em torno de 4,5 (faixa de pH util para estutbm eletrodo de DNA).

A agua deionizada utilizada no preparo das soluf@epreviamente fervida para

eliminar a presenca de eventuais microrganismopqgderiam danificar a molécula de DNA.

3.2.2 — Preparo do Gel de DNA

Para o preparo do gel, 18,75 mg de dsDNA foramdmssa colocados em um tubo
eppendorf juntamente com 0,5 mL da solucdo de tangu®tato (pH 4,5). O gel foi
armazenado sob refrigeracdo por 24 horas, par@ guesmo se tornasse mais homogéneo e
nao degradasse pela a agao do calor [79]. O ggdod®ser submetido ao ultrassom para néo
comprometer a integridade da dupla hélice da 8t®NA.

3.3 — Instrumentacao

3.3.1 — Medidas voltamétricas

As medidas eletroquimicas, utilizando as técni@saltametria ciclica e voltametria
de pulso diferencial, foram realizadas em um patstato/galvanostato p-Autolab da
Eco Chemie, acoplado a um microcomputador que trages armazena os dados obtidos,
utilizando o software de controle GPES 4.9. Apdé®xgerimentos e aquisicdo dos dados,
utilizou-se o programa Origin 8.0, para plotar asiffigos e trata-los. Os dispositivos

instrumentais seguem o arranjo esquematizado goeforostra a Figura 19.
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Potenciostato f Galvanostato

: =
L]
=
Fluxo [l Gaiola de Faraday
de M,
1
— Célula eletroguimica
-_-. i |
o EI Agitador magnético
Contrale, aquisicdo e
tratamento dos dados L) N

Figura 19: Esquema dos dispostivos instrumentais utilizadoa ps medidas voltamétricas.

Para os estudos voltamétricos, foi utilizada unal@é&letroquimica de vidro Pyr&x
com capacidade total de 5 mL, provida de tampafitentcom cinco orificios, para o encaixe
do eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncetrado auxiliar (contra-eletrodo) e entrada e
saida para o sistema de borbulhamento de gasokho mostra a Figura 20.

A fim de minimizar a interferéncia de campos ebéisi indesejados, a célula
eletroquimica foi colocada no interior de uma “¢mide Faraday” no momento das leituras
voltamétricas.

Como eletrodo de trabalho foi utilizado carbonoedtde 1,0 mfide area geométrica.
O eletrodo de referéncia utilizado foi de Ag/Agé KCI saturado (4,0 moll) e o eletrodo

auxiliar foi um fio de platina.

e e N,

Eletrodo auxiliar ——

Eletrodo de trabalho —_

Eletrodo de referéncia —___
Eﬁu

M\ i
<]
Barra de agitacdo - /
magnética E“““-hlx

Figura 20: Esquema de célula eletroquimica utilizada nas aasdvoltamétricas, com o eletrodo de

e

trabalho, de referéncia e o auxiliar, imersos etr@lito suporte (modificado da referéncia [80]).

Todos os experimentos eletroquimicos foram feitokeraperatura ambiente e as

leituras de varreduras de potencial foram feitas teiplicata para assegurar a sua
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reprodutibilidade. Antes de iniciar as leiturastaoiétricas, as solu¢cdes de trabalho foram
agitadas por 30 segundos em um agitador magnétiaoc@ Nova Técnica) e 0 oxigénio
dissolvido foi eliminado das solu¢des borbulhandaigrogénio gasoso durante 2 minutos.
Esse procedimento de desaeracdo € importante pargueinais correspondentes aos
processos de oxirreducdo do oxigénio dissolvideepodhterferir nas curvas voltamétricas a
serem obtidas. Essa interferéncia é devido a alt@mte de fundo (na regido catddica) que
ocorre na presenca de, @issolvido na solu¢cdo, que mascara a correnteupida pela
espécie eletroativa, dificultando assim a analise.

Os voltamogramas ciclicos da solucdo do eletrdlitporte (brancos) foram obtidos
em velocidades de varredura que variaram desde550amV §'. Posteriormente, os
voltamogramas ciclicos das substancias em estudbéta foram obtidos com as mesmas
velocidades de varredura.

A faixa de potencial utilizada nas medidas cicltawiétricas foi limitada entre
-0,9 e 0,9 V, a fim de evitar a interferéncia dages redox provenientes do proprio solvente
aguoso, ja que em potenciais mais positivos (progien1,23 V) a agua pode sofrer oxidacao

para formar oxigénio molecular [81].

3.3.2 - Pré-tratamento do eletrodo de trabalho

Antes de cada medida experimental, o eletrodo d®noa vitreo foi polido em feltro
contendo suspensdo aquosa de alumina de granukrfedr um. Apdés o polimento, o
eletrodo foi lavado com agua desionizada em abua&nlevado ao ultrassom, também, em
agua desionizada por dez minutos para a remocpartieulas adsorvidas em sua superficie.

Em seguida, a fim de garantir uma total remocéas idapurezas da superficie
eletrodica, foram feitas varreduras sucessivasa@efaetrodo de carbono vitreo em solucéo do
branco (eletrélito suporte KCI — 1,0 mol'). isto é, oxidando e reduzindo a superficie em
altas velocidades de varredura, até que as impuasorvidas fossem removidas do perfil

do voltamograma ciclico obtido.

3.3.3 - Ativacgédo do eletrodo de trabalho

ApoOs a etapa de pré-tratamento, o eletrodo de warbitreo foi imerso em solucéo

aquosa de hidréxido de sédio (0,1 maf)Lsubmetido a um potencial de 1,8 V durante 10
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segundos. Esse procedimento simples e rapido abcgmmamento e ativagdo do eletrodo foi
descrito por Kiema et al.,2002 [82], e se mostrdigciemte na reprodutibilidade dos

voltamogramas ciclicos obtidos em cada estudo.

3.3.4 - Preparo do eletrodo modificado com DNA (Bssensor de dsDNA)

Para o preparo do biossensor de dsDNA, o eletrodocarbono vitreo foi
acondicionado em tampéao acetato (pH 4,5), utilinesel a técnica de voltametria de pulso
diferencial (VPD). A voltametria ciclica ndo é adada para o procedimento de preparo
proposto, de modo que se empregou a voltametripud® diferencial por essa apresentar
uma sensibilidade significativamente maior que ésoaos ciclovoltamétricos.

Durante a etapa de condicionamento, o eletrodsuiometido a varias ciclos na faixa
de potencial de 0 a 1,6 V, na velocidade de vareedle 4,5 mV 3. Apds esse
condicionamento, foram colocados 80 do gel de dsDNA na superficie do eletrodo e
esperadas 24 horas até o biossensor estar seco [79]

ApoOs as 24 horas, foi feito o condicionamento adretio modificado com o dsDNA,
através da imersdo do mesmo na célula eletroquicoictendo 5,0 mL de solugcdo tampéo
acetato (pH 4,5), submetendo-o a varias ciclagen¥RD na faixa de potencial de 0 a 1,6 V
até obtencdo de resposta voltamétrica estavel X8ps o condicionamento do eletrodo
modificado com o dsDNA, foram colocados @0 de solucdo 1,0 mmoltdo complexq2)
sobre o eletrodo e deixado em repouso por 24 hBrasseguida, o biossensor foi imerso em
solucdo de tampdo acetato (pH 4,5) e feita umaalvéecredura em voltametria de pulso
diferencial na regido de potencial de 0 a 1,6 Welacidade de varredura de 4,5 mi¥/ s

3.4 - Medidas de pH

As medidas e o0 ajuste de pH das solugbes foramadat utilizando-se um pHmetro
Digital PHD118.

3.5 - Medidas de massa

Para as medidas de massas pesadas para o premarcoldgdes descritas

anteriormente, utilizou-se uma balanca analiticajeto AY220, da marca Shimadzu.
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4 — Resultados e Discussao

4.1- Estudo voltamétrico dos complexos [CUG(SPAR)].2H,0O e
[CuCly(SPAR)(fen)].3H,0O

Sabendo-se que o mecanismo de acdo de drogad cami- pode envolver
oxirreducdo, utilizou-se a técnica de voltametriali@a para estudar o comportamento
eletroquimico do complexo [CuBPAR)].2HO (1) e de seu analogo

[CUuCL(SPAR)(fen)].3HO (2) (Figura 21), onde SPAR é o ligante esparfloxa@rfan é a
1,10-fenantrolina.

Figura 21: Estruturas dos complexos (a) [CSPAR)].2HO; (b) [CuCkLSPAR)(fen)].3HO

4.1.1- Estudo voltamétrico do complexo [CuCG(SPAR)].2H,O em pH fisiolégico

O comportamento voltamétrico do complexo [CSPAR)].2HO (1) foi estudado
em pH fisiolégico, utilizando solugéo aquosa deettw de potassio (KCl — 1,0 mol*).como
eletrélito suporte. Inicialmente foi feita uma \edura de modo a obter o voltamograma
ciclico na faixa entre -0,9 e 0,9 V, na velocidddesarredura de 100 mV#s

A Figura 22 mostra o voltamograma ciclico obtidorapaeste complexo, na
concentracéo de 5,0 mmofle em pH 7,4.
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1000 -0750 -0500 -0.250 0 02350 0500 0750  1.000
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 22: Voltamograma ciclico do complexo [CuBPAR)].2HO em solucédo 5,0 mmol . para

a velocidade varredura)(de 100 mV 8.

Como se pode ver na Figura 22, no intervalo dengakestudado o voltamograma
obtido apresenta quatro picos, que para facilitaleatificagdo foram numerados como |, I,
Il e IV. Os picos | e Il surgem a medida que o emaial aplicado é aumentado,
correspondendo assim a picos anédicos, que saenmafe a processos de oxidacdo. Ja os
picos Il e IV surgem a medida que o potencialaguld é diminuido, correspondendo assim a
picos catodicos, que sao referentes a processesidedo.

A fim de se conhecer a dependéncia e verificar sepicos | e IV; e Il e lll
correspondem a pares redox, o voltamograma ciadiwocomplexo 1) foi varrido em
diferentes faixas de potencialyale 100 mV ¢, como mostra a Figura 23.

Pode-se verificar pela Figura 23, quando a faixapd&encial é reduzida para
-0,5a0,9V
corrente menor. O pico | € 0 que apresenta mailucé® de corrente quando comparado com

), 0s picos I, Il e lll aparecem no voltamograma,gm com a intensidade de

\

seu voltamograma na faixa de -0,9 a 0,9—J. Essa maior redugdo na intensidade de
corrente para o pico | pode ser justificada pel@eddéncia desse pico com o pico catodico

IV, que se encontra ausente no voltamograma na twx0,5 a 0,9 V).

36



Pedro Henrique M. de Souza Resultados e Discusséo

Faixa de potencial aplicado
IS pA — -0,9a09%V

0.89a00V

- 09a-025V
— 05a08V
— 025808V

1000 -0.750 -0500 -0.250 0 0750 0500 0750  1.000
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 23: Voltamograma ciclico do complexo [Cu(SPAR)].2HO em solugdo 5,0 mmol ™,

v=100 mV &, em diferentes faixas de potencial aplicado.

Essa dependéncia pode ser confirmada quando octéraplicado de -0,9 a -0,25 V
(—), no qual o pico | se encontra ausente e obsersemente o pico IV, porém com
intensidade de corrente também bem reduzida.

Quando o potencial é aplicado de -0,25 a 0,5—)(aparecem no voltamograma

somente os picos Il e lll. J& quando o potenciaplecado na faixa de -0,9 a 0,0 —),
nota-se apenas o0s pares de picos | e IV; o quensga uma possivel dependéncia dos pares
de picos | e IV; e Il e lll. A partir desse estuderifica-se que os picos I/IV e I/l
correspondem a pares redox dependentes entre ggigj@o se limitar a faixa de potencial
aplicado, esses pares ndo deixam de aparecer tamegrama ciclico do complexd)(
porém com menor intensidade de corrente.

A fim de se verificar a estabilidade dos procesdegddicos envolvendo o complexo
(1), realizou-se um estudo de varreduras sucesse/g®tgncial na faixa de -0,9 a 0,9 V, na
v de 100 mV 2. A partir dos voltamogramas obtidos para o conpl@), para cada par de

pico redox, pode-se obter os seguintes paraméis@Eyc, ipa €ipc. A Tabela 6 nos mostra os
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valores obtidos para os picos |, I, lll e IV pretes no voltamograma do complex) ém
dez ciclos de varredura de potencial. Para o ctmjde dados obtidos na Tabela 6, os
desvios-padréo das medidas de potencial de piemfomitidos ja que apresentaram valores
muito baixos.

A partir dos valores descritos na Tabela 6, conssa duas curvas relacionando esses
parametros com a quantidade de ciclos efetuadearnedura de potencial, como mostram as
Figuras 24(a) e 24(b).

A andlise das curvas presentes nas Figuras 244(b¢ nos permite concluir que os
processos eletrddicos envolvendo o compleiyosfio estaveis e independem do numero de
ciclos efetuados.

Conhecendo-se o perfil voltamétrico do complekp €m diferentes, pode-se inferir
a respeito do tipo de mecanismo eletroquimico queesmo possa estar envolvido e o grau
de reversibilidade do sistema em pH fisiol6gicoraPiaso, foram obtidos para o complexo
(1), voltamogramas ciclicos em diferentesomo mostra a Figura 25.

A partir dos voltamogramas obtidos para o complé}ppara cada par de pico redox
(ver Figura 25), pode-se obter os seguintes par&s&ha, Epc, ipa, iper ipalipe AEp €ip/V?2 As
Tabelas 7 e 8 listam os parametros eletroquimibtidas para os pares de picos I/ IV e 1l/1l,
respectivamente, presentes nos voltamogramasos @i complexol).

Com o objetivo de avaliar o grau de reversibilidadtess processos eletrodicos
envolvendo o complexfl), construiu-se duas curvas (com os valores obtldesTabelas 7 e
8) relacionando a razag/ip,c em fungéov para cada par redpxcomo mostra a Figura 26.

Analisando as curvas para o complékp(Figura 26) pode-se notar que para o par de
picos | e IV ~®—), a razaoi,dipc diminui exponencialmente a medida quer aumenta,
enquanto para o par de picos Il e —#-), a razdod/i,c € aproximadamente igual a unidade
e independe da. Portanto, com base na razggip, que consiste em um dos critérios
propostos por Nicholson e Shain [82], utilizadosnoodiagnéstico de reversibilidade, o
processo redox II/lll avaliado através de voltametriclica para o complex¢l) seria
eletroquimicamente reversivel, enquanto para oredox I/IV seria eletroquimicamente

quasi-reversivel.
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Tabela 6: Valores de potenciais e correntes de picos objdoa os picos |, Il, 1l e IV presentes no voltarama do complexolf em dez ciclos de

varredura de potencial na faixa de -0,9 a 0,9 ¥ 8).

Ciclo  Ep()/V  i()/pA  En(l)/V ia(Il) / pA Epc()/V () / pA Epc(IV) IV i (IV) / pA
1 0,119  2543:0,12 0,374 5,52 + 0,19 0,135 553+0,18 -0,548 511+0,19
2 0,119  2536+0,14 0,374 5,58 + 0,11 0,145 5,24 + 0,12 -0,548 5,16 + 0,18
3 0,119  2584:0,10 0,374 5,59 + 0,12 0,145 5,53+ 0,17 -0,548 5,17 + 0,11
4 0,119  2595+0,09 0,374 5,55 + 0,13 0,145 5,32 + 0,14 -0,548 5,19 + 0,12
5 0,119 2588%0,17 0,374 5,56 + 0,15 0,145 5,52 + 0,09 -0,548 5,14 + 0,18
6 0,119  2564+0,09 0,374 5,58 + 0,19 0,145 5,51 +0,11 -0,548 5,21 + 0,10
7 0,119  2596+0,08 0,374 5,51 + 0,09 0,145 5,22 + 0,10 -0,548 5,19 +0,15
8 0,119 2589%0,12 0,374 5,58 + 0,11 0,145 5,24 + 0,10 -0,548 5,15+ 0,12
9 0,119  2588+0,09 0,374 5,56 + 0,12 0,145 5,31 +0,12 -0,548 5,17 + 0,19
10 0,119  2577+0,11 0,374 5,55 + 0,15 0,145 5,24 + 0,16 -0,548 5,18 £ 0,12
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Figura 24: Dependéncia das correntes de pico (a) e dos paiee pico (b) em fungdo do numero

de ciclos na varredura de potencial de -0,9 a qy@rd o complex@l).
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos do complexo [CHSPAR)].2HO em solucéo 5,0 mmol™L

(pH 7,4), para diferentes velocidades de varredangotencia( V).

Porém, para diagnosticar a reversibilidade de umegsso apenas um critério ndo é
suficiente. Assim, construiram-se duas curvas, para cada par redox do complefd),
relacionando o critérig/v*? em fun¢do da, como mostra a Figura 27 .

De acordo com a literaturgy/ V"> é independente datanto para processos reversiveis
guanto para irreversiveis [83]. Uma dependéncizitpaﬁlﬁ‘”2 com vpode ser provocada por
sistemas quasi-reversiveis ou pela a presencaadée® quimicas acopladas. Levando-se em
consideracao a magnitude dos desvios-padréao oljgatasas medidas d&/vl’z, tanto para o
par redox I/IV ~®=—), quanto para o par ll/lll -#-), observa-se que a funcdo corrente
praticamente ndo varia 0 aumento iyemantendo-se a um valor diferente da unidade. Os
elevados valores obtidos de desvios-padréo patmghd corrente para o par redox I/IV
(—®—) podem ser justificados pela a dificuldade de efennl uma linha base para extrair os

valores de corrente de pico nos voltamogramas ab#d baixas velocidades de varreduras.
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Tabela 7: Parametros eletroquimicos e relacdes utilizada®arritérios de diagnostico do processo do elefrodizulados para o par de picos (I) e (IV)

presentes nos voltamogramas ciclicos do complenGSPAR)].2HO em solucdo 5,0 mmol'

Resultados e Discusséao

v/imvs' En()/V Exc(IV)/V ipa (I) / pA ic (IV) ] pA AE,/V ipa/ipc (ipd V) | pA mv 2572
5 -0,133 -0,397 6,57 £0,16 1,34 +0,17 0,264 4,90 + 0,63 0,600 + 0,056
10 -0,114 -0,392 8,83+0,12 1,84 +0,15 0,278 4,80 + 0,39 0,582 + 0,037
25 -0,133 -0,480 13,49+0,11 2,87+0,13 0,347 4,70 £0,21 0,574 £ 0,026
50 -0,124 -0,504 18,28 + 0,15 4,04+0,14 0,380 4,53+0,16 0,571 + 0,020

100 -0,094 -0,548 25,33+0,19 5,69+0,17 0,454 4,45+0,14 0,569 + 0,007
250 -0,114 -0,608 38,82+ 0,16 8,97 +£0,13 0,494 4,33 £ 0,06 0,567 + 0,008
500 -0,104 -0,614 55,08 £0,13 12,71 +0,10 0,510 4,33+0,04 0,568 + 0,005

Tabela 8: Parametros eletroquimicos e relagdes utilizada®arritérios de diagnostico do processo do eletrodizulados para o par de picos (Il) e (Ill)

presentes nos voltamogramas ciclicos do complenGISPAR)].2HO em solucdo 5,0 mmol'i

v/imvst Epa (1) /V Epc () / V ipa (I1) / pA i (I1)/ pA AE, IV ipa/ioc (ip/ V™) | pA mV 2572
5 0,272 0,204 1,19 + 0,04 1,20 + 0,02 0,068 0,989 + 0,037 0,538 + 0,009
10 0,291 0,203 1,71 +0,09 1,69 + 0,01 0,088 1,008 + 0,053 0,535 + 0,005
25 0,298 0,191 2,76 + 0,02 2,67 + 0,04 0,107 1,033 £ 0,017 0,534 + 0,003
50 0,321 0,184 3,94 +0,02 3,76 + 0,02 0,137 1,048 + 0,008 0,531 + 0,003

100 0,335 0,170 5,59 + 0,05 5,29 + 0,03 0,165 1,056 + 0,011 0,529 + 0,001
250 0,374 0,149 8,87 + 0,01 8,30 + 0,02 0,225 1,069 + 0,003 0,525 + 0,001
500 0,373 0,146 12,54 + 0,08 11,71 £ 0,09 0,227 1,071 0,011 0,524 + 0,001
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Figura 26: Curva da razéa,/i,c em fungéo da velocidade de varredura para ospdoes de picos

obtidos para o complexa).
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Figura 27: Curva da razz?\'q,clvl’2 em funcéo da velocidade de varredura para o commflé.
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Levando em consideracdo o critério anterior, a diensaber se o sistema é quasi-
reversivel ou se ocorre a presenca de alguma repgatca acoplada, construiu-se uma
curva relacionanda,. para os dois picos catédicos do voltamograma aoptexo () em
funcéo da*’?, como mostra a Figura 28.

Analisando a Figura 28, nota-se que existe umardigpeia linear entrig; e V"2 para
ambos picos catddicos, ou seja, 0 transporte deardis seio da solucdo até o superficie do
eletrodo ocorre por difusdo. Essa dependénciarlines sugere que o processo eletrodico
envolvendo os pares redox do complekpdcorre de forma reversivel ou quasi-reversivel,
porém sem reac¢Bes quimicas acopladas, j& que @npeesdessas acarretaria numa

dependéncia nao linear entsge V2

13,5
y = (0,566 + 0,001) [pA/(MV s)¥] x + (0,045 + 0,013) [pA]
12’() _ R= 0,99999

10,51

9,0 1

pico (V)

71 e pico (Il

[ uA

6,0

pc

4,5 1

3,0 .
| y =(0,522 +0,001) [uA/(MV s)**] x + (0,054 + 0,009) [pA]
15 R = 0,999

0,0 . , . , . , . , . ,

VJJ2/ (mV S-l)1/2

Figura 28: Dependéncia linear das correntes de pico catdgiggara os picos Il e IV presentes no

voltamograma do complexd)(em funcéo da raiz quadrada da velocidade dediwaadi*?).

Outro parametro util que foi utilizado no diagnostde reversibilidade € B,.. Para
isso, construiram-se duas curvas (com os dadosatsdas 7 e 8), uma para cada par redox
do complexd1l), relacionando o critériyc em funcédo da, como mostra a Figura 29.

Para um processo reversivgl; independe da e para um processo quasi-reversivel
Epc diminui com av. [57]. Como se pode ver na Figura 29, para ambaspadox ocorre um
deslocamento dE, para potenciais menos positivos em baixas que tipico de processos

quasi-reversiveis. Porém, em altaso valor deE,. para os dois pares de pico permanece
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praticamente constante. Assim, pode-se concluarar gla Figura 29, que a reversibilidade

de ambos pares redox é influenciada por

0,22 L
0,20 4% —m— par de picos (I/ IV)
e —e— par de picos (Il / 11l

0,18 4 ~

E [ J
0,16 - \
( J

0,14

0,12

P
-

-0,30
W 0,35

-0,40

-0,45 - \
0504 " m

-0,55 L

-0,60 \.
05+——7T——T T T T 7T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

IAY

\\

pc

vimVvs®t

Figura 29: Curvas dédg,c em fungéo de/ para os dois pares de pico redox do comp{&xo

Para se ter uma maior exatiddo no diagnostico dergibilidade dos processos
envolvendo os pares redox, utilizou-se tambemtérmwiAE,. Para um sistema reversivel, os
valores deAE, descritos na literatura se encontram na Tabel@od os valores daE,
obtidos das Tabelas 7 e 8, construiu-se duas cuel@sionandd\E, em funcdo dav para
cada par redox como mostra a Figura 30.

Sabe-se que para um processo reversiVe), deve se manter constante com o
aumento da velocidade de varredura [57]. A andisEigura 30 nos mostra gug, aumenta
exponencialmente com o aumentowdpara o par de picos I/IV, enquanto que para apar
picos II/lll ocorre um aumento exponencial at&’de 250 mV & e a partir daiAE, se
mantém praticamente constante. Para o par de ilibslo complexo(1), pode-se observar
a altasy, uma independéncia dd=, com a velocidade de varredura. Porém, os valaagg
a altasv sdo proximos a 227 mV, sendo maiores que 0s \&kceitos pela comunidade
cientifica (57, 58, 59 e 60 mNJ.

Essa comparacédo direta s6 é valida quando o meuarietroquimico e o numero de
elétrons envolvidos em cada transferéncia séo meat@ conhecidos. O valor deE,

calculado para os pares de picos no complexo € a@up com um valor deE, aceito que
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relaciona 0 numero de elétrons envolvidos no pemeblsualmente para se conhecer o

namero de elétrons envolvidos no processo reatizayga eletrolise [54].

Tabela 9: Valores deAE, (Epa — E,) aceitos para sistemas considerados reversiveifére-se ao

namero de elétrons envolvidos no processo) [40].

AE, (mV) Referéncias
57h 37,49
58/ 42, 45, 50
59/ 40, 41, 44
60/ 50, 82
0,50 - I
0.45 - I/
0'40__ -/ —m— par de picos (I/1V)
0,35 - ./ —®@— par de picos (Il /1lI)
> 0,30—- /
\Q _-.
W 0,25
| ° °
0,20 . /
| °®
0,15—_ /./
0,10 @
1@
0,05 !. T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
v/(mVs?h

Figura 30: Curvas de\E, em funcédo de’ para os dois pares de pico redox do comp{&xo

Uma outra forma de avaliar a reversibilidade dacesso € através da comparacao do
valor deAE, de um sistema reversivel, bem conhecido na litexatom o valor obtido pelo
sistema em estudo. Desse modo se levara em catgidess flutuacbes sofridas pelo aparato
eletroquimico ao se fazer as medidas. Para umgamlde KFe(CN), 5,0 mmol L, de
comportamento bem reversivel, envolvendo a traéistéa de apenas um elétron e urmde
250 mV &, o valor deAE, obtido foi de (59,7 + 0,8) mV, que é bastante pnaxaos valores

descritos na literatura (57, 58, 59 e 60 mVComparando esse valor com os valores obtidos
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para o complexdl), numa mesma, pode se observar o valor d&, para o par l/IV € de
165 mV e para o par Il/lll € de 454 mV. Pode-seosupie os elevados valorag, obtidos
sao devidos a uma possivel queda 6hmica do sistema.

A Tabela 10 resume os resultados obtidos para gndsico do processo
eletroquimico envolvendo os pares redox presemgyoltamogramas ciclicos do complexo
(1) em pH fisioldgico.
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Tabela 10: Principais parametros de diagnostico de procdesmguimico envolvendo os pares redox (I/1V) @)l presentes nos voltamogramas ciclicos

do complexd1) em pH fisiolégico.

Par redox I palipc o/ V2 ipc €m funcéo da Epc AE, Processo
V]JZ
Razaoipdlipc superior aj  Fungdo corrente | Dependéncia linear Deslocamento de  Valores deAE, | Processo quasi-
lelV unidade e dependente (ipd V') entre iy e raiz Eoc para valores | superiores a 57, reversivel
da velocidade de ndo varia guadrada da mais negativos a| 58,59 e 60 i e
varredura de potencial significativamente velocidade medida quey uma ampla
V). como aumento da | yarredura ¢*?) aumenta separagao de pica
velocidade de
varredura de potencial
Razaoipdlipc proximo a|  Fungéo corrente | Dependéncia linear Deslocamento def  Valores deAE, | Processo quasi-
e lll unidade e (ipd V) entre ipc € raiz Epc para valores | superiores a 57, reversivel
independente da nado varia guadrada da mais negativos a| 58, 59 e 60 Ui e
velocidade de significativamente velocidade medida quev uma ampla
varredura de potencigl Ccomoaumentoda | yarredura ¢*?) aumenta separagéo de

(V).

velocidade de

varredura de potencia

il

picos.
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4.1.2 — Comportamento voltamétrico do complexo [CuCi(SPAR)].2H,O comparado

com o sal precursor CuC4.2H,0

Com o intuito de se avaliar as espécies envolvidasnecanismo eletroquimico do
complexo [CuCGI(SPAR)].2HO (1) fez-se a voltametria ciclica da solucdo do satldesto
de cobre (ll) dihidratado [Cu&2H,0], precursor do complexd).

A Figura 31 mostra o voltamograma ciclico da satughb complexo(1l), na
concentracdo de 5,0 mmolLcomparado com a solucdo do sal cloreto de cobje (Il
diidratado, na concentracdo @i® mmol L, a v = 100 mV &, utilizando carbono vitreo
como eletrodo de trabalho.

Analisando a Figura 31, nota-se para o compl@ye para o sal CugRH,0, dois
pares de picos, identificados como | e Il (picoédiaeos) e Il e IV (picos catddicos). Com
relacdo aos picos anddicos, o complék)h) na v = 100 mV &, apresenta os potenciais
Epa(l) = -0,094 V eE,, (1) = 0,335 V. Ja o sal CugPH,O apresent&,, (I) = -0,114 V e
Epa (I) = 0,360 V. Com relagcdo aos picos catodicossomplexo(1) apresenta potenciais
Eoc (1) = 0,170 V eEpc (IV) = -0,548 V. Ja o sal CugPH,O apresent&(lll) = 0,116 V e
Eoc (IV) = -0,378 V. Nota-se que ocorre um consideraesdlocamento do pico catodico (l1I)
para potenciais mais positivos no complexo e untodasiento do pico catddico (IV) para
potenciais mais negativos, ou seja, 0s processoaddedo envolvendo os pares redox I/1V e
[I/11l sdo mais favorecidos no sal quando compasaatn complexo.

Para sais de cobre a literatura relata processatso@limicos envolvendo um
mecanismo caracterizado pela a transferéncia cotigcle elétrons em etapas elementares —
Mecanismo EE. Em meio aquoso, pode ocorrer a reddgdion CG" em C§ em um
processo envolvendo dois elétrons. Porém, essafdréncia ocorre em duas etapas
consecutivas, sendo cada elétron transferido emaiapa elementar caracterizada por seu
potencial padréo [57].

A Figura 32, ilustra o voltamograma ciclico de usnlucdo de perclorato de cobre (1)

em um meio ndo aquoso (acetonitrila).
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— CuCl,.2H,0

IS WA — [CuCL,(SPAR)].2H,0

nl.'
~1.000  -0750 -0500 -0.250 0 0250 0500 0750  1.000

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 31: Voltamograma ciclico da solugdo do compldf) 5,0 mmol L', comparado com o

voltamograma da solugéo de Cu2H,0, 1,0 mmol [}, em KCI 1,0 mol [, v= 100 mV §.

CuCu”

40 05 00 405 +10  +15

E (V, vs. SCE)
Figura 32: Voltamograma ciclico de solucdo de Cu(g}Gm acetonitrila {{NEf[CIO,4] eletrdlito
suporte) na velocidade de varredura de 200 thifigura extraida de [57]).
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As etapas envolvendo a transferéncia consecutivdode elétrons no sal de cobre,
pode ser atribuida aos dois pares de picos presenteoltamograma ciclico da Figura 32, em
acetonitrila,v = 200 mV &, sendo que nessas condi¢des o potencial de redegéada pico

catodico corresponde aos valores mostrados nagé&egid e 5 [57]

C¥'+e—>Cu E°=+1,0V ¢s.SCE) (Equacéo 4)
Ci+e—>Cl E=-05V (Equacéo 5)

A andlise da Figura 32 nos mostra uma alta intedsidla corrente de pico anddico
em relagdo a corrente de pico catédico para o pAfCGE. Isso deve-se um processo
caracteristico de redissolucao anddica, que senargypartir da rapida reoxidacéo do cobre
metalico que é depositado sobre a superficie dwodte durante a reducéo de "Ll
Portanto, um dado processo envolvendo transferémdi-eletronica pode ser descrito como
série de transferéncias de um elétron, mais ou snegyaradas umas das outras, e a forma do

voltamograma ciclico depende dos seguintes fatores:

* 0 grau de reversibilidade das transferéncias elie@d sucessivas

e aseparacao entre os respectivos potenciais padrao.

Sabendo disso, 0s processos envolvidos no compl@xoe no sal precursor
correspondentes a I/IV e ll/lll nos voltamogramas Figura 31, podem ser atribuidos as
reacdes redox envolvendo WU’ e CH*/CU’, respectivamente, como mostra a Figura 33.

Para um sistema considerado reversivel, temos auinseg relacdo
E® = (Epa + Epd/2 [53]. Considerando que o sistema em estudo peomplexo(1) apresenta
um comportamento proximo a reversibilidade, a pads dados das Tabelas 2 e 3,utde
100 mVs' e em pH fisiolégico, temos para esse complexsegsintes reacdes de reducéo,
com os respectivos potenciais padrao formal decgmlapresentados nas Equacbes 6 e 7.

C/¥ +e—>Cu E”= 0,253V ys.Ag/AgCl) (Equacéo 6)
Cu+e—-Cl E”=-0,312V ys.Ag/AgCI) (Equagdo 7)

Como se pode observar nas Equacdes 6 e 7, o canffileapresent&;” >>E” e 0
voltamograma ciclico (ver Figura 33) obtido apréaeivis pares de picos bem distanciados e
de comportamento quasi-reversiveis, 0 que podeteaizar 0 mecanismo do mesmo como
EE.
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—— CuCl,.2H,0

Is A __ [CuCL(SPAR)].2H,0
I
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111
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E/V vs. Ag/AgCI

Figura 33: Voltamogramas ciclicos e reac¢Bes redox atribuiagssolugcbes aquosas (em KClI
1,0 mol L% do complexd1) (5,0 mol %) e do sal CuGI2H,0 (1,0 mmol ), v= 100 mV §.

4.1.3 — Estudo voltamétrico do complexo [CuCGI(SPAR)].2H,O em funcdo do pH do

meio

Para fins de estudo da reversibilidade dos proseskiroquimicos envolvendo o
complexo [CuCGI(SPAR)].2HO (1) em funcao do pH, variou-se o pH do meio em dife®nt
V, registrando assim os principais parametros @jetnoicos.

Para o estudo voltamétrico do complédy reduziu-se a faixa de potencial aplicado
para -0,2 a 0,8 V, ja que foi de interesse estapanas o par redox (€ICu") que apresenta
comportamento mais reversivel.

A Figura 34 mostra os voltamogramas ciclicos, everdasy, para a solucdo aquosa
do complexo(1), na concentracéo de 5,0 mmet,lem pH 7,4, utilizando-se carbono vitreo
como eletrodo de trabalho, platina como eletrodriliau e Ag/AgCl como eletrodo de

referéncia.
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—— 5mvs’
S pA —— 10 mv's”
25 mvs’

—— s0mvs’
100 mvs"

—— 250mvs’
500 mvs"

0,04

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0
EN vs. Ag/AgCl

Figura 34: Voltamogramas ciclicos para o complefd), concentracdo 5,0 mmoL™L eletrélito
suporte KCI (1,0 mol ), eletrodo de trabalho (carbono vitreo), pH 7,4,(5 a 500) mV'S.

Os parametros obtidos para a voltametria ciclicacoimplexo (1), em diferentes
valores de pH, estéo listados na Tabela 11.

Com o objetivo de avaliar o grau de dependénciquaai-reversibilidade do processo
eletroquimico (Cti/Cu") no complexq1) com a acidez e basicidade do meio, construiram-se
curvas relacionando os parametedstroquimicos i, Epe, AE, € ipdv*’em fungéo do pH do
meio.

A dependéncia dEy,c com o pH, em diferentag pode ser vista na Figura 35, onde a
medida que se aumenta o (i, Se desloca para potenciais menos positivos, mosiéndica
que a reacdo de reducdo da espécfé €favorecida em meio bésico.

A Figura 36, nos mostra o deslocamentoEgje para potenciais menos positivos a

medida que se aumenta
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Tabela 11:Parametros eletroquimicos obtidos para os picodiem e catédico do complexo [Cu@PAR)].2HO, em diferentes valores de pH.

pH vimVs' Enl/V Epc/V ipa / PA ipc | pA AE, IV el pc (ipd/ V?3) I pA mV2s"
5 0,300 0,221 0,420 + 0,019 0,400 +0,091 0,079 1,05 + 0,24 0,179 + 0,040
10 0,305 0,217 0,903 + 0,028 0,892 + 0,066 0,088 1,012 0,081 0,282 + 0,021
25 0,308 0,209 1,955 + 0,033 1,871 + 0,090 0,099 1,045 + 0,053 0,374 + 0,018
2,0 50 0,312 0,197 3,134 £0,026 3,056 + 0,077 0,115 1,026 + 0,027 0,432 + 0,010
100 0,326 0,187 4,783 £0,019 4,490 0,045 0,139 1,065 + 0,011 0,449 + 0,005
250 0,340 0,173 8,066 +0,025 7,859 + 0,088 0,167 1,026 + 0,012 0,497 + 0,005
500 0,358 0,150 11,74 0,09 10,99 +0,08 0,208 1,068 £ 0,011 0,491 + 0,004
5 0,291 0,212 0,622 + 0,019 0,610 +0,056 0,079 1,020 + 0,098 0,273+ 0,025
10 0,296 0,206 1,107 £ 0,021 1,090 + 0,021 0,090 1,016 + 0,027 0,345 + 0,006
25 0,302 0,199 2,160 + 0,049 2,069 0,012 0,103 1,044 £ 0,024 0,414 + 0,002
4,0 50 0,304 0,188 3,339 £+0,071  3,255+0,019 0,116 1,026 + 0,022 0,460 + 0,003
100 0,317 0,175 4,983 £0,055 4,670 0,027 0,142 1,067 £ 0,013 0,467 + 0,003
250 0,333 0,163 8,270 +0,012 8,057 0,035 0,170 1,026 + 0,004 0,510 + 0,002
500 0,349 0,140 11,94 0,09 11,12 +0,09 0,209 1,076 + 0,008 0,497 + 0,001
5 0,283 0,205 0,819 £0,011 0,801 % 0,022 0,078 1,022 + 0,031 0,358 + 0,009
10 0,288 0,200 1,305 +0,045 1,291 + 0,044 0,088 1,011 £ 0,049 0,408 + 0,014
25 0,297 0,191 2,359+0,028 2,370 + 0,056 0,106 0,995 + 0,026 0,474 + 0,011
5,3 50 0,296 0,181 3,536 +0,012 3,357 + 0,027 0,115 1,053 £ 0,009 0,475 + 0,004
100 0,310 0,171 5,185 +0,061 4,900 + 0,081 0,139 1,058 + 0,021 0,490 + 0,008
250 0,326 0,155 8,468 +0,088 8,079 +0,072 0,171 1,048 £ 0,014 0,511 + 0,004
500 0,343 0,133 12,14 +0,08 11,29 + 0,07 0,210 1,074 + 0,009 0,506 + 0,003
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pH v/imvs' Epa!V Epc/V ipa / BA ipc/ A AE,/ V el pe (ipd/ V?3) I pA mV2g"
5 0,280 0,201 1,000 £0,012 1,003 + 0,051 0,079 0,997 + 0,052 0,449 + 0,022
10 0,286 0,196 1,507 £0,045 1,492 + 0,033 0,090 1,010 + 0,037 0,472 0,010
25 0,297 0,186 2,560 +0,095 2571 + 0,045 0,111 0,996 + 0,040 0,514 + 0,009
6,0 50 0,300 0,179 3,738 £0,056 3,556 + 0,028 0,121 1,051 + 0,018 0,503 + 0,004
100 0,306 0,168 5,384 +0,034 5,090 + 0,044 0,138 1,058 + 0,011 0,509 * 0,004
250 0,322 0,150 8,669 +0,087 8,099 +0,052 0,172 1,070 + 0,013 0,512 + 0,003
500 0,339 0,131 12,34 + 0,07 11,51 + 0,09 0,208 1,073 + 0,010 0,515 * 0,004
5 0,281 0,198 1,190 +0,045 1,189 * 0,022 0,083 1,001 + 0,042 0,532 + 0,009
10 0,284 0,193 1,706 +0,098 1,690 + 0,011 0,091 1,009 + 0,058 0,534 + 0,003
25 0,299 0,184 2,758 +0,023 2,673 + 0,037 0,115 1,032 + 0,016 0,535 + 0,007
7,4 50 0,301 0,178 3,937 £0,012 3,758 + 0,024 0,123 1,048 + 0,007 0,531 + 0,003
100 0,308 0,165 5,585 +0,045 5,290+ 0,031 0,143 1,056 + 0,010 0,529 + 0,003
250 0,324 0,148 8,870 £0,012 8,230 0,019 0,176 1,078 + 0,002 0,521 + 0,001
500 0,341 0,129 12,54 + 0,08 11,70 *0,09 0,212 1,071 + 0,010 0,524 + 0,003
5 0,283 0,196 1,405 £0,077 1,403 %0,056 0,087 1,001 + 0,067 0,627 + 0,025
10 0,285 0,192 1,904 +0,042 1,891 + 0,059 0,093 1,007 + 0,038 0,598 + 0,019
25 0,300 0,183 2,957 £0,081 2,870 0,025 0,117 1,030 + 0,029 0,574 + 0,005
8,0 50 0,303 0,175 4,138 +0,082 3,955+ 0,039 0,128 1,046 + 0,023 0,559 + 0,005
100 0,310 0,163 5,788 +0,028 5,800 0,018 0,147 0,998 + 0,005 0,580 + 0,001
250 0,326 0,147 9,069 £0,099 8,499 *0,027 0,179 1,067 + 0,012 0,538 + 0,002
500 0,342 0,128 12,74 +0,07 11,91 £0,08 0,214 1,070 + 0,009 0,533 £ 0,003
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pH v/imvVs' En/V  ExlV ipa / PA ipc/ A AE, IV e (ipd/ V3 | pA mV 12512
5 0,284 0,194 1,590 £0,019 1,602 0,011 0,090 0,993 + 0,013 0,716 + 0,005
10 0,287 0,189 2,105 £0,012 2,092 +0,019 0,098 1,006 + 0,010 0,662 + 0,006
25 0,303 0,181 3,158 +0,085 3,071 +0,016 0,122 1,028 + 0,028 0,614 + 0,003
10,0 50 0,305 0,173 4,337 +0,081 4,156 +0,019 0,132 1,044 + 0,020 0,588 + 0,003
100 0,311 0,160 5,985 +0,092 5,990 * 0,022 0,151 0,999 + 0,015 0,599 + 0,002
250 0,327 0,145 9,089 +0,085 8,700 0,018 0,182 1,045 + 0,010 0,550 + 0,001
500 0,343 0,127 12,94 +0,07 12,09 +0,09 0,216 1,069 + 0,009 0,542 + 0,004
5 0,286 0,190 1,810 £0,091 1,803 0,066 0,096 1,004 + 0,062 0,806 + 0,029
10 0,289 0,186 2,307 £0,068 2,294 + 0,029 0,103 1,006 + 0,032 0,725 + 0,009
25 0,305 0,176 3,361 £0,061 3,273 +0,042 0,129 1,027 £ 0,022 0,655 + 0,008
12,0 50 0,307 0,170 4535+0,052 4,356 +0,017 0,137 1,041 +£ 0,012 0,616 + 0,002
100 0,313 0,157 6,186 +0,088 6,210 +0,025 0,156 0,996 + 0,014 0,621 + 0,002
250 0,329 0,142 9,109 + 0,082 8,899 + 0,012 0,187 1,024 + 0,009 0,563 + 0,001
500 0,344 0,122 12,94 +0,09 12,31+ 0,09 0,222 1,052 + 0,010 0,550 + 0,004
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Figura 35: Curvas dé,. em fungéo do pH para o compleX9, em diferentes valores de
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Figura 36: Curvas dé,. em fungéo dar para o complexalj em diferentes valores de pH.

Nota-se, pelas as curvas da Figura 36, que esdeca®ento catodico d&p,
caracteristico de processos quasi-reversiveisyoeon toda a faixa de pH estudada, sendo
mais acentuado em pH’s maiores. A Figura 37mostra a variagao deE,, em diferentes,

a medida que se aumenta o pH do meio.
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Figura 37: Curvas de\E, em funcéo do pH para o complexy, em diferentes valores de

A partir de um teste estatistico “t de Studentimparou-se as diferencas individuais
deAE;, para os pontos extremos (nos valores de pH 2:0 ) de cada curva da Figura 37,
em diferentes valores decomo mostra aabela 12.

O valor détcaicuado pode ser obtido pelas as Equacgbes 8 e 9 [39]:

d —
Lonlonlads = q_'h'llﬂ (Equa(}éo 8)
2d
onde
—.2
_ [E@-3 (Equagdo 9)
“ 1|| m—1

Sendo a grandez equivalente as diferencas individuais dos gruppsiatiosd a

diferenca média entre os grupos de dadosp@nero de pares de dados.

58



Pedro Henrique M. de Souza

Resultados e Discussao

Tabela 12: Comparagéo de diferencgas individuaisA#g nos valores de pH 2,0 e 12,0 para teste
estatistico “t de Student”.

v(mV sh AE, (V) Diferencas (d) S
pH 2,0 pH 12,0 AEp (o 2,0) - AEp (oH 12,0)

5 0,079 0,096 -0,017

10 0,088 0,103 -0,015

25 0,099 0,129 -0,030

50 0,115 0,137 -0,022
100 0,139 0,156 -0,017 0,0433
250 0,167 0,187 -0,020
500 0,208 0,222 -0,014

Diferenca média @) 0,019

Observa-se que, ao nivel de confianca de 95% e@sgie liberdade, o valor de

tcalculado (1,178) € menor quiselado (2,247), ou sejaAE, ndo sofre variacéo significativa ao
variarmos o pH de 2,0 a 12,0, o que sugere umapamidiencia da acidez do meio na

separacao de pico anddico e catodico.

A andlise das curvas da Figura 38 nos mostra\gy@umenta exponencialmente com

v, 0 que nos indica que processo se mantém quasisiegl em toda a faixa de pH estudado.

~
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Figura 38: Curvas de\E, em funcéo de& para o complexal], em diferentes valores de pH.
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As curvas da funcdo corrente catddica em funcée(der Figura 39) nos mostra uma
grande variacdo da razég'v”” em baixay para valores extremos da faixa de pH em estudo.
Observa-se nas mesmas curvas que a partiv de250 mV &, essa razdo se mantém
praticamente constante para todos os valores deegptttlados, o que é um indicio de

caracteristicas reversiveis no process@kvadas.

: —m—pH 2,0
0,857 I —®—pH 4,0
0,80 —A—pH53
0,75 4 JX ~v—pH 6,0

1 & ~<4-pH74
0,70 1\ ~» pH8O
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S, 0,60 ;\: e i\ —®—pH 12,0
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;> 0,35 -_ A
=, 030+
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0,10 T T T T T T T T T T T 1
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vimvs®t

Figura 39: Curvas da funcao corrente em funcdovgera o complexolj, em diferentes valores de
pH.

A fim de saber se a transferéncia de massa no gsoce controlada por difusdo em
toda a faixa de pH estudado, construiu-se a cueva.@m funcdo de”’, como mostra a
Figura 40.

As curvas da Figura 40, nos mostram que existe depandéncia linear entrg. e
v?em toda a faixa de pH estudado. Para essas cievese a regressao linear, e os valores
de inclinacéo da reta e de coeficiente de correlagéia cada valor de pH, se encontram na
Tabela 13.
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Figura 40: Dependéncia linear das correntes de pico catdiigoem fungéo da raiz quadrada da

velocidade de varredura’) para o complexalj em diferentes valores de pH.

Tabela 13:Valores de inclinacdo e coeficiente de correlagt@aos pela a regressao linear das curvas

presentes na Figura 40.

pH Inclinacéo da reta / Coeficiente de
[RA/(mV s correlacdo (R)
2,0 0,530 + 0,007 0,99905
4,0 0,521 + 0,004 0,99971
53 0,526 + 0,004 0,99964
6,0 0,521 + 0,004 0,99972
7,4 0,518 + 0,002 0,99991
8,0 0,525+ 0,016 0,99426
10,0 0,527 + 0,008 0,99846
12,0 0,519 + 0,009 0,99790

A andlise da Tabela 13, nos mostra uma dependiémesa dei,c com a raiz quadrada
da velocidade de varredura na faixa de pH estudadgue indica a predominancia do
processo difusional no transporte de massa e acasée reacées quimicas acopladas no

processo eletrédico envolvendo o par redoX Qui*.
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4.1.4— Determinagéo do valor de pKa para o complexo [CuG{SPAR)].2H,O

Com os valores obtidos de potenciais de pico @dlh,) para o par redox éticu’
do complexo [CuG(SPAR)].2HO (1), construiu-se uma curva relacionartgg em fungéo

do pH do meio em diferentescomo mostra a Figura 41.

036 m 5mVs”
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Figura 41: Curvas déE,, em funcéo do pH para o complex), em diferentes valores de

A analise da curva da Figura 41 nos mostra que didae@ue se aumenta o pH do
meio, Epa diminui até atingir um minimo no valor de pH &,@ partir dai comeca a aumentar.

Para esse estudo de pH, optou-se em analisar dapemate a dependénciafdg em
funcdo do pH parar = 100 mV § (Figura 42), j& que a partir desse valor ul@ curva
apresenta 0 mesmo comportamento.

Ao analisar a Figura 42, verifica-se que os valai®E,, sofreram um deslocamento
para valores menos positivos com o aumento do phbatalor de pH 6,0. ApGs esse pH,
observa-se qugp, passa a sofrer um deslocamento para potenciag poaitivos, ou seja,

observa-se que o processo de oxidagdo do ion owe@li passa a ser dificultado.
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Figura 42: Valores deE,, em funcéo do pH para o complex,(na v de 100 mV 3, faixa de

potencial: 0,0 a 0,6 V; e estimac¢éo do valor do ggaomplexo 1) por voltametria ciclica.

No intervalo de pH estudado, duas inclinacées fobtidas para as retas da
Figura 42: a primeira (49,9 = 0,19 mV/pH) entre A9 e 6,0; e a segunda (13,7 = 0,7
mV/pH), entre pH 6,0 e 12,0.

O pKa da dissociacdo do grupo carboxila do complgyopdde ser estimado na
intersecao das retas tracadas na Figura 42. O ofatioio (pKa 6,10) é proximo do encontrado
na literatura (pKa 6,12) para a fluorquinolona Gffmxacina, que apresenta estrutura similar
a fluorquinolona Esparfloxacina [85]. Para fins ldit@s, constatou-se que em pH 6,0 se
obteve maior resposta de corrente para a oxidag@ordplexo(l).

O comportamento das fluorquinolonas € fortementfluanciado por suas
propriedades fisico-quimicas, em particular poderassaltar as constante de ionizacdo pKa
e o coeficiente de particdop,KA atividade antibacteriana destes farmacos, gemelo, é
dependente do pH. A diminuicdo progressiva dadstle bioldégica em pH baixo é muitas

vezes atribuida a baixa penetracdo da espéciaicatida membrana celular [86].
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De forma geral, as fluorquinolonas possuem doipaguuncionais aceitadores de
protons correspondendo a dois equilibrios quimidesionizagdo. Podemos encontrar as
fluorquinolonas (Q) nas formas: protonadaQH (em meio &cido), na forma néo carregada
zwiteridnica HJ (em meio neutro ou fracamente &cido), e como uimna® (em meio
basico). As constantes de ionizacéo se referenprésns 3-carboxil e 7-piperazina [87]. O
equilibrio protolitico das fluorquinolonas para aseios acido, neutro e basico esta

representado na Figura 43.

o u} Q
OO 00 e ST
NS NN ™~
RH:;E \‘) F|I RH-;&\) F! RH\J F[

Figura 43: Equilibrio protolitico das fluorquinolonas nos weiécidos (KQ"), neutro (HQ) e basico

(Q), da esquerda para a direita, respectivamente3g7,

Sabendo-se que as fluorquinolonas podem ser eadastrem diferentes formas
dependendo do pH do meio, a Figura 44 mostra ungesiib de mecanismo de

desprotonacao para o complgi9, proposta nesse trabalho de dissertacéo.

Figura 44: Proposta de mecanismo de desprotonacédo para oec@mjCuCh(SPAR)].2HO em
solucgéo.

A analise da Figura 44, nos mostra que em valoegegHlinferiores a 6,10, o grupo
carboxila do ligante SPAR no complexb) em solucdo se encontra predominantemente
protonado. A medida que se aumenta o pH do meise atingir o valor de 6,10, ou seja, em

pH equivalente ao pKa do grupo carboxila do compl€k), esse se encontrara 50%
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dissociado em duas estruturas de ressonancia.lécdisacdo da carga negativa proveniente
das estruturas ressonantes aumenta a densidadaiebetio longo da estrutura do complexo
(1), o que facilita entdo a reducdo do fon metalict’ @.CU, dificultando consequentemente
a sua posterior oxidacao. J4 em pH fisioldgico, base no mecanismo proposto, o complexo
se encontrara predominantemente na forma zwiteadoiu seja, eletricamente neutro, o que
pode facilitar a sua penetragdo na membrana celular

Essa proposta de mecanismo esta de acordo comiltadesobtido para a curva da
Figura 42, na qual em valores de pH superioreKaodo complexdl) a reacdo de oxidacao

da espécie Cla Ci* deixa de ser favorecida.
4.1.5—- Estudo voltamétrico do complexo [CuG(SPAR)(fen)].3H,O em pH fisioldgico

O comportamento voltamétrico do complexo [C(SPAR)(fen)].3HO (2) foi
estudado em pH fisiolégico, utilizando solu¢do aguale cloreto de potassio (KCI —
1,0 mol L) como eletrélito suporte. Para o complé®)p utilizou-se uma faixa de potencial
menor, variando entre -0,3 e 0,3 V, ja que em p&IMais negativos e mais positivos, nas
condi¢des utilizadas, ndo se observou processtsalémicos.

A Figura 45 mostra o voltamograma ciclico obtidorapaeste complexo, na
concentracéo de 3,0 mmofle em pH 7,4.

Jiupa r

0.0 4

II

T T T T T T T T T T T T T
-0.3 -0,2 0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

E/N vs. Ag/AgCl
Figura 45: Voltamograma ciclico do complexo [Cu@3PAR)(fen)].3HO em solucdo 3,0 mmol™,
parav=100 mV &
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Como se pode ver na Figura 45, no intervalo dengakestudado o voltamograma
obtido apresenta dois picos, que para facilitaleatificacdo foram numerados como | e Il. O
pico | surge a medida que o potencial aplicadonéesuiado, correspondendo assim a um pico
anodico, referente a um processo de oxidacdo. ®@lpaparece quando o potencial aplicado
é invertido, ou seja, comeca diminuir, correspoddesissim a um pico catddico, referente a
um processo de redugéo.

Conhecendo-se o perfil voltamétrico do compléXpem diferentes, pode-se inferir
a respeito do tipo de mecanismo eletroquimico queesmo possa estar envolvido e o grau
de reversibilidade do sistema em pH fisiolégicaaRsso, foram obtidos para esse complexo,

voltamogramas ciclicos em diferentegomo mostra a Figura 46.

S mws

— 10mvs'
25 mvs
50 mve'
100 mvs”
250 mVs'
500 mVs"

0.0 - —_———

I

-nl_3 | -ul.z | -nl.1 | U_IU | U.I1 | u_|2 | U_IS
EN vs. Ag/AgCl

Figura 46: Voltamogramas ciclicos do complexo [CHSPAR)(fen)].3HO em solucdo 3,0 mmor'L

(pH 7,4), para diferentes velocidades de varredangotencia( V).
A patrtir dos voltamogramas obtidos para o compi@ypopara cada pico (Figura 46),

pode-se obter os seguintes parametgs:Eyc, ipa, ipe, ipdipe, AEp € fungéo corrente de pico

(ipd V¥, conforme mostra a Tabela 14.
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Tabela 14: Parametros eletroquimicos e relagfes utilizadasoarritérios de diagnéstico do processo eletrodietculados para o par de picos (I) e (ll)

presentes nos voltamogramas ciclicos da Figuragbgcomplexo [CugISPAR)(fen)].3HO.

v/mv st Ep()/V Epnc(ll)/V ipa (1) / pA ipc (1) / pA AE, |V /e (pd V) | pA mV 22
5 0,052 -0,080 0,493 + 0,003 0,418 + 0,004 0,132 1,179+ 0,013 0,187 + 0,017
10 0,038 -0,083 0,756 + 0,002 0,572 £ 0,005 0,121 1,322 £ 0,012 0,181 + 0,015
25 -0,050 -0,088 1,046 = 0,007 0,675 + 0,005 0,038 1,550 + 0,015 0,135 + 0,002
50 -0,041 -0,092 1,433 + 0,009 0,919 + 0,009 0,051 1,559 + 0,018 0,130 + 0,003

100 -0,037 -0,095 1,981 + 0,005 1,268 + 0,007 0,058 1,562 + 0,010 0,127 + 0,001
250 -0,026 -0,100 3,128 + 0,006 2,000 + 0,002 0,074 1,564 + 0,003 0,126 + 0,001
500 -0,021 -0,101 4,420 + 0,005 2,822 + 0,008 0,080 1,566 + 0,005 0,126 + 0,001
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Com o objetivo de avaliar o grau de reversibiliddds processos eletroquimicos do
complexo(2), inicialmente construiu-se duas curvas (com oereal obtidos da Tabela 14)
relacionando as razdes/ipc eipd V> em funcéo da velocidade de varredura de potefwial

como mostram as Figuras 47 e 48, respectivamente.

1 = =

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
v/mvs™®

Figura 47: Curva da razag.i,. em fungéo da velocidade de varredura para ospitms obtidos no

voltamograma ciclico do complexa).

: : : : : :
0 100 200 300 400 500
v/mvVvs®

Figura 48: Curva da razél'q,c/v”2 em fungéo da velocidade de varredura para o com(i.
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Analisando a curva da Figura 47 para o compl@opercebe-se que razdg/ic
aumenta exponencialmente atéle 50 mV &, mantendo-se posteriormente constante. J4 na
curva da Figura 48, que relacioRgv”? em fungdo das, nota-se que essa razdo diminui até
de 100 mV &, a partir da qual se mantém praticamente constante

Os resultados obtidos para esses dois critéricdiadmostico caracterizam o sistema
envolvendo o complex(), a baixasy, com uma possivel transferéncia eletrénica revelrsiv
seguida por uma reacado quimica irreversivel derdpspionamento (mecanismaC: —
desproporcionamento). Isso pode ser justificado fetlo desse processo apresentar razao
inalipc Maior que a unidade e que aumenta como aumentpeda razéa,y/ V> que diminui
com o0 aumento da. Porém, soment®s resultados provenientes desses dois critérios de
diagndstico ndo foram suficientes para caracter@grrocesso eletrodico envolvendo o
complexo(2), ja que tanto a razédigdi,c quanto a razéui)pc/v”2 se mantém praticamente
constante a partir de= 100 mV &',

A fim de se ter mais informacbes para o diagndstieo mecanismo E; —
desproporcionament@onstruiu-se uma curva baixasy, relacionando os valores dg do

voltamograma do complex@)(em funcéo da*? como mostra a Figura 49.

(0,096 + 0,014) [pA/(MV s)¥*] x + (0,220 + 0,054) [pA]
0,93798 .

y
R

T T T T T T T T T !
2 3 4 5 6 7

V1/2/ (mV S-l)l/2

Figura 49: Dependéncia das correntes de pico catodjgopfesentes nos voltamogramas ciclicos do

complexo(2) em funcéo da raiz quadrada da velocidade de vaadd").
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Analisando as Figuras 49 e 50, nota-se, respectivian que a baixos e elevados
valores de existe uma dependéncia linear engeree V2, 0 que é caracteristico de processo

reversivel sem reacdo quimica acoplada.

3,01
1 vy =(0,1249 +0,0007) [pA/((MV s)**] x + (0,025 + 0,011) [pA]
R = 0,99995
2,5
2,0
<
3
1,5
1,0
| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

VlIZ/ (mV S-1)1/2
Figura 50: Dependéncia linear das correntes de pico catd@igopresentes nos voltamogramas

ciclicos do complex@) em funcéo da raiz quadrada da velocidade de vaadd’?).

Apesar do critério de diagnostiecg. em funcéo da/’? indicar que o processo se
comporta de forma reversivel sem reacdo quimicplada, o aspecto do voltamograma
ciclico do complexo(2) (ver Figura 46), ndo condiz com um voltamogrameliod
caracteristico de processo reversivel. Portantinp garametro importante, que corresponde
ao potencial de pico catodicByf), foi utilizado no diagnostico de reversibilidadie sistema
em estudo. Para isso, construiu-se uma curvaz@uritio os dados da Tabela 14), relacionando

0 critérioE,c em funcéo da, como mostra a Figura 51.
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Figura 51: Curva deE,. em fungdo da velocidade de varredura o comp(2xo

Como se pode ver na Figura 51 ocorre um deslocanus,:. para potenciais mais
negativos com aumento deo que também colabora para o diagnésticengeanismo i —
desproporcionamento. Porém, esse deslocamento rrangbéipico de processos quasi-
reversiveis. Portanto, os resultados obtidos imdigae o processo eletrodico é caracterizado
pelo mecanismo [E; — desproporcionamento, a baixase apresenta comportamento quasi-
reversivel a altas.

Para se ter uma maior seguranca no diagnosticaas-ceversibilidade do processo
eletrodico a altag, utilizou-se também o critéridE,. A Figura 52 mostra a curva que
relacionaAE, em funcéo da para o complex@).

Sabe-se que para um processo quasi-reveraiggl superior aos valores aceitos pela
comunidade cientifica (57, 58, 59 e 60 m\40]. A andlise da Figura 52 nos mostra que
ocorre um aumento exponencial &g, com o aumento da Para valores de superiores a
100 mV §', observa-se quAE, € maior que aos valores aceitos para esse critirio

diagndstico, o que pode ser uma evidéncia da gewasisibilidade do processo em altas
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Figura 52: Curva deAE, em funcéo da velocidade de varredura para comgxo
A Tabela 15 resume os principais resultados obtp#wa o diagndstico do processo

eletroquimico envolvendo os par de picos presemdssoltamogramas ciclicos do complexo
(2) em pH fisioldgico.
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Tabela 15: Principais parametros de diagnostico de procekstmeguimico envolvendo o par de picos (I e |l)genetes nos voltamogramas ciclicos do

complexo(2) em pH fisioldgico.

Parametros Baixas velocidades Altas velocidades
de varredura de potencial §) de varredura de potencial §)
I pallpc Aumenta exponencialmente Mantém praticamente constante
il V2 Diminui exponencialmente Mantém praticamente constante

inc em funcdo dav?

Existe uma dependéncia linear ene v"°

Existe uma dependéncia linear engee v'°

Epc Deslocamento depgpara potenciais mais negativosDeslocamento depEpara potenciais mais negativos com
com aumento de aumento de
AE, AE, € inferior aos valores descritos na literatura AE; € superior aos valores descritos na literatura
(57, 58, 59 e 60 mVi) (57, 58, 59 e 60 mVi)
Processo Processo caracterizado por uma transferéncia

diagnosticado

eletrdnica reversivel seguida por uma reacag
quimica irreversivel de desproporcionamento

(Mecanismo EC; — desproporcionamento)

Processo quasi-reversivel
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4.1.6 — Comportamento voltamétrico do complexo [CuCISPAR)(fen)].3H,0O

comparado com o sal precursor CuGlfen) e com o ligante SPAR

Com o intuito de se avaliar as espécies envolvisiasnecanismo eletroquimico do
complexo [CuCSPAR)(fen)].3HO (2) fez-se a voltametria ciclica da solu¢cdo do sal
precursor CuG(fen) e do ligante esparfloxacina (SPAR).

A Figura 53 mostra o voltamograma ciclico da saug® mmol ! do complexq2),
comparado com a solucdo do sal precursor £(féh) 1,0 mmol LY; e com a solugéo do
ligante precursor esparfloxacina (SPAR) 1,0 mmd] utilizando DMSO como solvente e
tetrafluoroborato de tetrabutilaménio ([TBA][@F. 0,1 mol L, como eletrélito suporte. O
eletrodo de trabalho utilizado foi de carbono witra platina como eletrodo auxiliar e

Ag/AgCl como eletrodo de referéncia.

Branco (DMSO - [TBA][BR])

CuCl, (fen)

[CuCl,(SPAR)(fen]]. 3H,0

—— SPAR

-1000 -0750 -0500 -0.250 0 0250 0500 0750 1000
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 53: Voltamograma ciclico da solucdo do complg®), 0,3 mol L*, comparado com o
voltamograma ciclico da solucéo do sal G(féh), 1,0 mmol [}, e da solucéo do ligante SPAR,
1,0 mmol L*, em DMSO / ([TBA][BR]), 0,1 mol.L*; v=100 mV &.

Analisando a Figura 53, nota-se para o sal &tedl) um par de picos, sendo que para
0 pico anadico, o valor d&,, = -0,036 V e para o pico catddico, o valorElge= 0,143 V. Ja

para o complexd2) e para o ligante esparfloxacina (SPAR) nota-seagueoltamogramas
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ciclicos apresentam comportamento semelhante. Aayir@sentam um par de picos de baixa
intensidade de corrente, sendo esses picos quaseceptiveis no voltamograma ciclico da
Figura 53. Para o complex8), temos um pico anodico, com o valorijg = 0,160 V e um
pico catodico, com o valor d&,. = -0,180 V; para o ligante SPAR, temos um picod&t)
com valor deEp, = 0,169 V, e um pico catodico, com valor Bg = -0,187 V. Nota-se
também no voltamograma ciclico do ligante, um miatdico, no valor d&,. = -0,717 V.
Esse pico pbde ser atribuido ao solvente DMSO,u@ @ mesmo se encontra também
presente no voltamograma do branco da solucgéo.

Uma possivel explicagdo para essa proximidade atmses dos potenciais de pico
anodico e catddico para o complg®ye para o ligante SPAR, pode ser justificada pdiim
do solvente DMSO se complexar com o ion metélic ffmatemente que o ligante SPAR, o
que pode acarretar na descomplexacao desse ligessien, 0 voltamograma obtido para o
complexo(2), em DMSO, pode ser correspondente ao ligante SEEARa complexacgao do
solvente pode ser verificada quando se examinakanvogramas ciclicos da Figura 53, no
qual o pico catodico referente ao DMSO, presentebnamco, diminui de intensidade no
complexo(2).

Para o ligante esparfloxacina e outras fluorquimasoem meio aquoso em pH 7,0, a
literatura relata processos irreversiveis, com muéés de pico anddico na faixa de 0,85 a
0,91 V, como mostra a Figura 54, extraida de Riaali,e2010 [89].

3.0

25¢

20

1.5;

1.0r

Current /uA

0.5;

0.0

_0.5 L 1 " L L n "
00 02 04 06 08 1.0 1.2

ENV vs. Ag-AgC
Figura 54: Voltamograma ciclico para solugcdo 1,0 x*1fol L' de (a) gatifloxacina, (b)

moxifloxacina e (c) esparfloxacina (SPAR), em tampésfato (0,02 mol £, pH 7,0) utilizando

eletrodo de carbono vitreous= 50 mV §". A linha pontilhada representa a varredura dodw89].
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A analise do voltamograma ciclico do compl€2p) em meio aquoso e em pH 7,4,
(ver Figura 45), nos mostra somente processosodietrs na faixa de potencial de
-0,3 a 0,3 V. Sabendo-se que o ligante SPAR, ero atgioso (pH 7,0), sofre um processo de
oxidacao irreversivel em valores de potenciais soes a 0,8 V (Figura 54), podemos
atribuir, entdo, o par de picos (I e Il) presemtes/oltamograma ciclico da Figura 45, como
sendo provenientes de um processo redox envolefmo metalico (Ct/Cu*) no complexo
(2). Portanto, temos a Figura 55, na qual sédo ideatlbs no voltamograma ciclico do

complexo(2), av =100 mV &, o par de picos redox referente a oxidacdo d€Cidra C§",

no valor deE,; = - 0,037 V; e a posterior redugdo do fon*Ca Cd, no valor de
Eoc =-0,095 V.
J1na Cu*— Cu¥+e
—_—
0.0 -
‘7
Cu** +e — Cu®

T T T T T T T T T T T T T
-0.3 -0,2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

E/N vs. Ag/fAgCl
Figura 55: Voltamograma ciclico para a solucdo 3,0 mmol* Ldo complexo
[CuCl(SPAR)(fen)].3HO em meio aquoso (KCI; pH = 7,4)= 100 mV &.

Sabe-se que com base no estudo de diagnéstico amiso eletroquimico em pH
fisiol6gico, que o complexd2) se caracteriza, a baixos valores epor uma possivel
transferéncia eletronica reversivel seguida por umeacdo quimica irreversivel de
desproporcionamento (mecanism@E- desproporcionamento). A fim de caracterizar esse
mecanismo, propde-se nesse trabalho uma sugestdauntde possivel reacdo de

desproporcionamento envolvendo o ion metalico, comostra a Equagéo 10.
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2Cd — cUt+C (Equacéo 10)

Uma reacado de desproporcionamento consiste numaoreadox em gque um mesmo
elemento quimico sofre simultaneamente oxidacdedeicdo [90]. Como se observa na
Equac&o 10, o ion Csimultaneamente se oxida a’Ca se reduz a CuQuando se analisa o
voltamograma ciclico do compleX@), a baixos valores de (Figura 46), percebe-se um
desobramento e um deslocamento do pico anddicovplrees de potenciais mais positivos,
0 que pode ser justificado entdo pelo o consumoiaius Cl e pela a producédo de Toa
reacdo de desproporcionamento. A literatura refstea solucdo aquosa de ion cobre,
1,0 mol L'*a 298 K, reacdo de desproporcionamento com valopdstante K = 1,3 x £0o

gue nos mostra a espontaneidade desse tipo de [8&¢a

4.1.7—- Estudo voltamétrico do complexo [CuGI(SPAR)(fen)].3H,O em funcédo do pH do

meio

Para fins de estudo da reversibilidade dos proseskairoquimicos envolvendo o
complexo [CuCI(SPAR)(fen)].3HO (2) em funcédo do pH, variou-se o pH do meio em
diferentes valores de registrando assim 0s principais parametros ejetroicos.

A Figura 56 mostra os voltamogramas ciclicos, ewerdbs valores de pH, para a
solucdo aquosa do complex@), na concentracdo de 3,0 mmof,Lv = 100 mV §&,
utilizando-se carbono vitreo como eletrodo de trahaplatina como eletrodo auxiliar e
Ag/AgCI como eletrodo de referéncia.

O estudo de pH foi realizado na faixa de pH 2,0,4 jJ& que como mostra o
voltamograma ciclico da Figura 56, em pH 9,0, ocesso se torna irreversivel. Os
parametros obtidos para a voltametria ciclica dopgtexo(2), em diferentes valores de pH,
estéo listados na Tabela 16.

Com o objetivo de avaliar o grau de dependénciajdssi-reversibilidade (a altos
valores dev) e do “mecanismo [E; — desproporcionamento” (a baixos valores/dgara o par
redox CG'/Cu* no complexo(2) em funcio daacidez e basicidade do meio, construiram-se
curvas relacionando os parametros eletroquindig®E,a, AEy, ipc € razéd,dv*’em fungéo
do pH do meio.
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EN vs. Ag/AgCl

Figura 56: Voltamogramas ciclicos em diferentes valores de jphta solucdo do complexXd) na
concentragdo 0,3 mmoL™L eletrolito suporte: solugdo aquosa de KCI (1,0 mid), eletrodo de

trabalho: carbono vitre,= 100 mV §&.

A dependéncia dE,. com o pH, em diferentag pode ser vista na Figura 57, no qual
a medida que se aumenta o pH do mEjg,se desloca para potenciais mais negativos até
atingir o valor de pH 4,0. A partir desse valorpte, a medida que se diminui a acidez do
meio, Eyc passa aumentar, se mantendo constante entre 7640

A dependéncia dEp, com o pH, em diferenteg pode ser vista na Figura 58, no qual
a medida que se aumenta o pH do mEjg,se desloca para potenciais mais negativos até
atingir o valor de pH 4,0. A partir desse valorpi¢ E,» Se mantém praticamente constante

até o valor de pH 7,4.
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Tabela 16: Parametros eletroquimicos e relagfes utilizada®awritérios de diagnostico do processo do eletredodiferentes valores de pH, calculados

para o par de picos presentes no voltamogramasosiclo complexo [CuGISPAR)(fen)].3HO.

pH v/mvV st Epa/ V Epc/ V ipa / A ipc/ PA AE,/ V ipaf 1 pc GpC/v”6 / pA mv 2!
5 0,390 0,044 0,292 + 0,002 0,238 + 0,005 0,346 1,227 = 0,027 0,106 + 0,002
10 0,386 0,041 0,425 + 0,005 0,352 + 0,003 0,345 1,210 £ 0,018 0,111 £ 0,001
25 0,371 0,038 0,700 0,002 0,575 + 0,004 0,333 1,217 £ 0,009 0,115 + 0,001
2.0 50 0,369 0,033 1,002 + 0,006 0,829 + 0,003 0,336 1,208 + 0,008 0,1173 + 0,0004
100 0,365 0,029 1,506 + 0,003 1,199 +0,002 0,336 1,256 + 0,003 0,1199 + 0,0002
250 0,357 0,025 2,542 + 0,004 1,982 +0,004 0,332 1,282 + 0,003 0,1254 + 0,0003
500 0,350 0,023 3,875 = 0,005 2,922 +0,001 0,327 1,328 £ 0,001 0,1307 + 0,0004
5 0,056 -0,129 0,153 £ 0,003 0,128 + 0,001 0,185 1,195 + 0,025 0,0572 £ 0,0004
10 0,044 -0,133 0,256 + 0,002 0,221 + 0,002 0,177 1,155+ 0,014 0,0700 £ 0,0006
25 -0,041 -0,137 0,500 = 0,005 0,405 + 0,002 0,096 1,235+ 0,014 0,0810 £ 0,0004
4,0 50 -0,038 -0,140 0,750 + 0,002 0,608 + 0,001 0,102 1,234 + 0,004 0,0859 + 0,0001
100 -0,032 -0,142 1,090 +0,003 0,881 + 0,003 0,110 1,238 = 0,005 0,0881 £ 0,0003
250 -0,022 -0,146 2,033 +0,004 1,533 +£0,004 0,124 1,325 + 0,004 0,0970 + 0,0003
500 -0,019 -0,149 3,271 = 0,005 2,381 £ 0,002 0,130 1,374 £ 0,002 0,1065 + 0,0001
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pH v/mvV st Epa/ V Epc/ V ipa / A ipc/ PA AE,/ V i pali pe Gpclv’/“) | pA mv 2!
5 0,051 -0,082 0,492 + 0,006 0,418 + 0,008 0,133 1,179 £ 0,027 0,187 £ 0,003
10 0,036 -0,084 0,753 £ 0,006 0,571 + 0,009 0,120 1,319 £ 0,023 0,181 + 0,003
25 -0,050 -0,089 1,038 + 0,009 0,674 £ 0,009 0,039 1,539 + 0,024 0,135 + 0,002
6.0 50 -0,040 -0,096 1,429 + 0,008 0,918 £ 0,010 0,056 1,558 + 0,019 0,130 £ 0,001
100 -0,035 -0,099 1,977 +£0,009 1,252 + 0,009 0,064 1,579 £ 0,013 0,1252 + 0,0009
250 -0,024 -0,101 2,924 + 0,007 2,011 +0,009 0,077 1,454 + 0,007 0,1272 + 0,0005
500 -0,019 -0,104 4,220 + 0,008 2,818 +0,009 0,085 1,498 + 0,005 0,1260 + 0,0004
5 0,054 -0,080 0,443 £ 0,009 0,408 + 0,005 0,134 1,085 + 0,025 0,182 + 0,002
10 0,040 -0,083 0,725 + 0,008 0,522 + 0,008 0,123 1,389 + 0,026 0,165 + 0,003
25 -0,047 -0,088 1,014 + 0,008 0,644 + 0,009 0,041 1,574 + 0,025 0,129 + 0,002
7.4 50 -0,038 -0,092 1,233 + 0,009 0,885 + 0,006 0,054 1,393+ 0,014 0,1252 + 0,0008
100 -0,042 -0,095 1,782 + 0,007 1,216 = 0,009 0,053 1,466 + 0,012 0,1216 + 0,0009
250 -0,028 -0,100 3,125 + 0,008 1,978 + 0,007 0,072 1,580 + 0,007 0,1251 + 0,0004
500 -0,023 -0,101 4,171 £ 0,009 2,806 + 0,009 0,078 1,486 + 0,006 0,1255 + 0,0004
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Figura 58: Curvas déE,, em funcéo do pH para o complex), em diferentes valores de

A analise das curvas presentes na Figura 58, dasam que na faixa pH estudado, a
reacdo de oxidacdo da espéci€ @uCIF* no complexo(2) é favorecida em valores de pH

superiores a 4,0. Portanto, a andlise das cunsafidaras 57 e 58, nos permite concluir que
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as reacdes redox envolvendo o paf'@u" no complexo(2) sdo dependentes do pH do
meio.

A analise das curvas presentes na Figura 59 nosanos deslocamento d&. para
potenciais mais negativos a medida que se aumertiase resultado se encontra de acordo
com o mecanismo proposto para o par redoX/Cu’ no complexo(2), no qual a altos
valores dev, se caracteriza por uma transferéncia eletrbnica guasrsivel, e a baixos
valores de, se caracteriza por um processo do tip&i'E desproporcionamento”.

A Figura 60 nosnostra a variagéo deE,, em diferentes valores dea medida que se
aumenta o pH do meio.

Observa-se nas curvas da Figura 60,Afggesofre variagdo significativa a medida que
se diminui a acidez do meio até o valor de pH &,partir desse valor de pAE, se mantem
praticamente constante para todos os valores, @eque implica numa independéncia da

acidez do meio na separacao de pico anédico eicatdd

0,04 .,
1 ey
0,021 " u
0,00 1
_ —m—pH 2,0
-0,02 —e—pH 4,0
1 A pH6,0
0047 ~v—pH74
> i ]
~, -0,06 1
w” l
-0,08 X,
0.10 T
-0, - ' x
0,12
T %
-0,14 1 ® oo
_ — ) °
-0,16 T y T y T y T y T y T
0 100 200 300 400 500

v/imvs®

Figura 59: Curvas déE,c em funcéo dar para o complexd?) em diferentes valores de pH.
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Figura 60: Curvas de\E, em funcéo do pkpara o complexa?), em diferentes valores de

As curvas da funcao corremigc/(vllz) em funcéo da velocidade dgFigura 61) nos
mostra uma mudanca de comportamento eletroquimaca ps valores de pH 2,0 e 4,0
guando comparados com os valores de pH 6,0 e 7,4.

Nos valores de pH 2,0 e 4,0, observa-se um aungentoncdo corrente a medida que

v aumenta. Isso pode ser justificado pelo o apasestion de um novo pico anddico

(emEpa = -0,2 V) no voltamograma ciclico do comple¢@), em pH 2,0 e 4,0 (Figura 56),
originado pela possivel oxidacdo da espéci® que poderia estar afetando indiretamente a
intensidade da corrente de pico catodigg), (e consequentemente causando uma mudanga no
mecanismo redox envolvendo o par@au’.

Ja para valores de pH 6,0 e 7,4, a curva apresanta mesma tendéncia de
comportamento, diminuindo exponencialmente comroesio dav, o que est@acordo com o

mecanismo proposto para o par redoX'@u" no complexd?2), em pH fisiolégico.
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Figura 61: Curvas da funcdo correntgc(/vl’z) em fungé@o da para o complexo2j, em diferentes

valores de pH.

Portanto, a partir da analise das curvas preseetese estudo de pH, pode-se inferir
que para o par redox €ICu" no complexq(2), as reacdes de oxidacéo sdo favorecidas em
valores de pH superiores a 4,0. Conclui-se tambéenegn valores de pH 2,0 e 4,0, ocorre
uma mudanca no mecanismo redox, devido a possiiehatio da espécie CwWa para os
valores de pH 6,0 e 7,4, a baixos valorey,deota-se a predominancia de um mecanismo do

tipo “E,Ci — desproporcionamento” para o par redoX @u".
4.1.8—- Estudo da adicéo do ligante esparfloxacina (SPARYo sal precursor CuCh(fen)

Com o intuito de avaliar a estabilidade quimica doomplexo
[CuCL(SPAR)(fen)].3HO (2) em solugdo de DMSO/agua (proporcao de 1:19 enmalu
fez-se 0 estudo voltamétrico da corrente de picultante nas sucessivas adicbes de
diferentes volumes de solucdo 1,0 mmdido ligante esparfloxacina (SPAR) & 5,0 mL de
solucdo 1,0 mmol t do sal precursor Cugfen). A reacdo quimica envolvida na formac&o
do complexo(2) esta representada na Figura 62; e os voltamograiliss obtidos estao
registrados na Figura 63.
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Figura 62: Equacéo de formacédo do complexo [((EPAR)(fen)].3HO

Volume adicionado

I de SPAR
5uA —— 00mL
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Figura 63: Voltamogramas ciclicos v = 100 mV &, referentes ao estudo voltamétrico de adicdo de

volumes da solug&o 1,0 mmal Ho ligante SPAR a solug&o 1,0 mmal do sal precursor Cugien).

Os voltamogramas ciclicos obtidos (Figura 63) apresn trés picos que foram
identificados como |, 1l e lll. Os picos | e Il eespondem a picos anddicos e Il corresponde
a um pico catédico. Nesse estudo priorizou-se tigaso comportamento dos picos Il e I,
ja que ambos se apresentam como provaveis pangisaie Na Tabela 17 estao listados os

parametros obtidos nesse estudo voltamétrico.
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A partir dos valores dgy e ipc para os picos Il e lll, respectivamente, constagu

duas curvas relacionando as

correntes de pico emadu do volume adicionado de

esparfloxacina (SPAR), como mostra a Figura 64.
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Figura 64: Curva da corrente de pico anodicg)(e da corrente de pico catodic@)(para os picos I

e lll respectivamente, em funcéo do volume adiaionde esparfloxacina (SPAR).

A andlise das curvas da Figura 64 nos mostra cueata do volume de 5,0 mL de

SPAR adicionada, a corrente de pico anddigg € catodico i) ndo sofreram variagéo

significativa, apresentando valores relativamemgximos. A Tabela 17 também nos mostra

uma estabiliza¢éo nos valoresAd, a partir do volume de 5,0 mL de SPAR adicionada.

O comportamento observado nesse estudo pode sdicaegp pela formacéo

estequiométrica do complexX@) no volume de 5,0 mL de SPAR adicionada, jA quaees

valor de volume, temos o sal Cu@@n) e SPAR reagindo na proporcdo de 1:1, levando

completa formacéo e estabilizacdo do complexo [&BCAR)(fen)].3HO em solucéo.
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Tabela 17: Parametros eletroquimicos obtidos para o estudaddgio da solu¢do 1,0 mmof'ldo ligante esparfloxacina (SPAR) a 5,0 mL da siduc

1,0 mmol L* do sal precursor Cugfen).*

Volume de SPAR / mL ipa (1) / pA ine (1) / pA Epa (I) 1V Epc (1) 7V AE,/V
0,0 19,84 £ 0,09 7,50 £ 0,08 0,164 -0,041 0,205
0,2 17,13 + 0,07 7,54 + 0,05 0,164 -0,050 0,214
0,4 15,50 + 0,05 6,23 + 0,09 0,164 -0,075 0,239
0,6 14,18 + 0,09 6,28 + 0,08 0,164 -0,065 0,229
0,8 12,88 + 0,08 5,59 + 0,09 0,155 -0,085 0,240
1,0 11,13 + 0,09 5,45 + 0,06 0,150 -0,094 0,244
1,4 9,69 + 0,07 5,22 +0,09 0,140 -0,104 0,244
1,8 7,82 £0,05 4,30 0,08 0,125 -0,109 0,234
2,2 6,92 + 0,08 4,21 +0,05 0,111 -0,119 0,230
2,6 6,13 + 0,09 3,94 0,07 0,077 -0,128 0,205
3,0 5,19 + 0,09 3,77 £ 0,07 0,116 -0,104 0,200
3,4 4,89 + 0,10 3,76 £ 0,09 0,086 -0,114 0,108
3,8 4,61 + 0,06 3,69 + 0,08 -0,016 -0,124 0,244
4,2 4,19 +0,09 3,53 +0,09 -0,031 -0,275 0,205
4,6 3,78 £ 0,07 3,27 +0,05 0,106 -0,099 0,078
5,0 3,33 £0,02 2,91 +0,01 -0,036 -0,114 0,083
5,4 3,33 +0,01 2,90 + 0,03 -0,036 -0,119 0,083
5,8 3,33 £0,02 2,89 + 0,02 -0,036 -0,119 0,083

* Os valores deéy(I1) e iy (111) foram corrigidos pelo o fator de diluigéo.
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4.1.9 — Comportamento voltamétrico do complexo [Cug(SPAR)].2H,O comparado
com o complexo [CuCl(SPAR)(fen)].3H,0

Para efeito de comparacdo de comportamento volt@métobtiveram-se os
voltamogramas ciclicos para as solugdes dos cooplefCUCHSPAR)].2HO (1),
5,0 mmol L}, e [CUCKSPAR)(fen)].3HO (2), 3,0 mmol [} em meio aquoso (KCI,
1,0 mol 'Y, na faixa de potencial de -0,3 V a 0,8 <100 mV &).

Para cada complexo foi observado um processo aslso@o cobre, atribuido a
reducdo Cti/Cu" seguido de sua sucessiva oxidacdo. No voltamogdomeomplexo(1)
estes processos ocorrem em 0,171 e 0,310 V e, Ileagiee complexo (2), em

-0,099 e -0,043 V, respectivamente, como mostrigar& 65.

[

—— [CUCI,(SPAR)].2H,0 (1)
—— [CuCI(SPAR)(fen)].3H,0 (2)

-0,4 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 65: Voltamogramas ciclicos para os complegbse (2) em meio aquosa;= 100 mV §.

Os diferentes valores de potencial observadosgsacamplexos podem ser atribuidos
a presenca da fenantrolina (fen), que doa densiglatt®nica para o metal fazendo com que
seja mais facil reduzi-lo.

Alguns autores relatam que quanto mais facil reduma droga, maior é 0 seu
potencial como agente anteruzi[36]. Portanto, a presenca de um grupo doador de elétrons
torna o complexd@2) menos estavel e mais ativo contrd.oruziquando comparado com o
complexo(1).

Esse estudo esta de acordo com os resultadosdsapara a atividade arfcruzi
(Tabela 1) do complex{), que apresenta efeito tripanocidas(@,7 + 0,1uM) cerca de

9,6 vezes superior em relagcdo ao do comp{&x@Csp 45,0 £ 29,uM).
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4.1.10 — Estudo eletroquimico da interagdo do congto [CuChL(SPAR)(fen)].3HO com
DNA utilizando eletrodo modificado (biossensor de RA)

Ao se modificar o eletrodo de trabalho de carboitie@ (Cv) com o gel de dsDNA
(DNA nativo, “double-strand” ou fita dupla) obtese-um biossensor de DNA, caracterizado
pela auséncia de picos de oxidagdo no voltamogrdengulso diferencial (Figura 66),
utilizando tampéao acetato (pH 4,5) como eletr@iiporte.

Ap6s a adicdo da solucdo 1,0 mmdido complexo [CUG(SPAR)(fen)].3HO (2) ao
biossensor de dsDNA, observou-se o aparecimentonde onda de oxidacdo, na faixa de
potencial de 0,8 a 1,3 V (Figura 66), que foi atiila & interacdo do complex®) com o

DNA, tendo em vista que ndo ocorre interacdo engletrolito suporte e o DNA.

— Cv
— Cv/DNA
___ Cv/DNA/ complexo (2)

0,5 HA

r— 1~ 1 - 1 - 1T ~ T "~ T *~ T * T * 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1,2 1.4 1.6 1.8

E/V vs Ag/AgCl

Figura 66: Voltamograma de pulso diferencial para o eletrddoeletrodo de carbono vitreo (Cv)
limpo e modificado com dsDNA na presenca e ausé&hzieomplexq?2) (1,0 mmol ), em solugéo

de tampéo acetato (pH 4,5).
Estudos eletroquimicos relatados na literaturdizatido a técnica de voltametria de

pulso diferencial, mostram que a eletrooxidacdosdDNA (DNA desnaturado, “single-

strand” ou fita Unica) em meio acido (pH 4.5) redaa-se a oxidacdo das bases puricas
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(guanina, adenina), sendo que para o dsDNA em @mdp essa oxidacdo € dificultada,
devido as bases nitrogenadas estarem protegiddggapbes de hidrogénio [79, 91], o que

entdo acarreta na auséncia de um pico de oxidacé@oltamograma (Figura 67).

adenina

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

Figura 67: Voltamograma de pulso diferencial obtido com eldir de carbono vitreo
modificado com DNA (6Qug mL?) em uma solucdo de tamp&o acetato 0,1 rifald.pH 4,5:
1° voltamograma do ssDNA (a); 40° voltamograma &®NA (b); e voltamograma do
dsDNA (c). (Figura extraida da referéncia [79]).

Portanto, com base nos estudos relatados na uitarat com os resultados obtidos,
pode-se inferir que com a interacdo do biossens@MA com o complex@2), houve uma
modificacdo da conformacdo do dsDNA, ocorrendonapimento das ligacées de hidrogénio,
com consequente abertura da dupla hélice e expodigd bases nitrogenadas (guanina e
adenina), passiveis, agora, de serem oxidadadtareswu assim em uma onda de oxidacao

entre 0,8 e 1,3 V no voltamograma da Figura 66.
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5 — Conclusoes

Os estudos de investigagdo do comportamento elgmicp para os complexos

[CUCL(SPAR)].2HO (1) e [CuCh(SPAR)(fen)].3HO (2) permitiram as seguintes

conclusoes:

Os voltamogramas ciclicos obtidos para o comp(é&x@m pH fisioldgico, utilizando
o carbono vitreo como eletrodo de trabalho, maatmadois pares de picos redox de
natureza quasi-irreversivel, atribuidos as esp&if§Cu" e CU/Cl’. O mecanismo
diagnosticado para esse complexo, em pH 7,4, eavaluas transferéncias

consecutivas de um elétron em etapas elementaexza(ii$mo EE).

Os voltamogramas ciclicos obtidos para o comp{@x@m pH fisioldgico mostraram
apenas um par de picos redox atribuido as espéai€éCu’, apresentando uma
natureza quasi-reversivel a elevados valores decidelde de varredurav) e
caracterizado por uma transferéncia eletrénicarséxed seguida por uma reacao
quimica  irreversivel de  desproporcionamento (Mewani EC -

desproporcionamento) a baixos valores/de

No estudo do comportamento eletroquimico dos caroplem diferentes valores de
pH, observou-se que a reducéo da espécié £CuU no complexql), é favorecida
em meio basico e pdde-se obter, por voltametribicajco valor de pKa parél)
equivalente a 6,10. Ja para o complefd), observou-se nesse estudo, um
favorecimento das reacdes de oxidacdo da espédiea @uif* em valores de pH

superiores a 4, acompanhada de uma possivel mudamgacanismo eletroquimico.

Diante do estudo comparativo do comportamentoagjaimico dos complexdd) e
(2), os potenciais de pico catodid,d) indicaram que o complex@) se reduz mais
facilmente que o complexd) em pH fisiolégico, o que esta de pleno acordo eom

acao tripanocida superior () quando comparado coft).
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* Os estudos bioeletroquimicos utilizando biosserd®r DNA contribuiram para
demonstrar a potencialidade da interacdo do comgiBxcom DNA, o que faz com

esse complexo seja objeto de interesse para fudstagos mecanisticos de acao de
agentes anti-chagasicos.

» Apesar da presenca de dois grupos reduziveis; ton(€CeO) em C-4 e uma dupla
ligacdo entre C2=C3 na estrutura quimica da fluaajona esparfloxacina (SPAR)
nos complexogl) e (2), essa apresentou um comportamento estavel emamedso,
nao evidenciando processos de oxirreducdo e a ¢@onde possiveis espécies
intermediarias na faixa de potencial aplicado (089 V).
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6 — Perspectivas Futuras

Para continuidade deste trabalho, apresentam-se pmpostas:

» Estudos eletroquimicos mais completos, bem contdizagdo de outras técnicas, tais
como ressonancia de spin de elétron, poderdo conduam entendimento mais
completo do mecanismo de oxirreducao para os coxoplECuCh(SPAR)].2HO e
[CuCL(SPAR)(fen)].3HO.

» Utilizacdo da fluorescéncia intrinseca de algurhazrduinolonas e de alguns de seus
complexos, bem como marcadores fluorescentes,gpantrar detalhes dos sitios de

interacdo droga-alvo bioldgico.

* Uso de uma nanobalanca eletroquimica acopladataagaostato, para os estudos de
variagdo de massa na superficie eletrodica, par deemonitoramento situcom as

medidas eletroquimicas.

* O uso de eletrodos modificados com acidos nuclémas verificar a possivel
interacdo de outros complexos de cobre com o DNMAMddo a obter informacgdes

Uteis em relacdo ao mecanismo de acédo biolégicedeandidatos a farmacos.
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