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10 (3) 5,9 x 10 (4) 7,9 x 10 (5) 9,9x 10®; (6) 1,1 x 10°; (7) 1,3 x 10° (8)
1,5x107; (9) 1,7 x 10 (10) 1,9 x 10™; (11) 2,1 x 10™>; (12) 2,3 x 10°; (13) 2,5 x
10°; (14) 2,7 x 10° mol L. v=12 mV s, A= 60 mV e t= 0,100 ms. (b) Curva
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Figura 3.30- Voltamograma ciclico obtido para carbidopa 1,0 x 10° mol L™
utilizando um 0 GCE e um [ GCE-MWCNTs/PAH em solucdo tampéo fosfato
0,1 Mol L@ pH 7,0. V=50 MV S

Figura 3.31- (a) Voltamogramas obtidos para a variacao da velocidade utilizando
um GCE-MWCNTSs/PAH em presenca de carbidopa 1,0 x 10 mol L em meio de
NaCl 0,1 mol L?, (b) Variacdo dos picos de corrente anédica em funcdo da

variacdo da velocidade de varreura. A = 40 mV e t = 0,100
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Figura 3.32- (a) Voltamogramas obtidos para a variacdo da amplitude de pulso
utilizando um GCE-MWCNTSs/PAH em presenca de carbidopa 1,0 x 10° mol L™
em meio de NaCl 0,1 mol L™, (b) Variacdo dos picos de corrente anédica em

funcdo da variacdo da amplitude de pulso. v = 20 mV s* e t = 0,100

Figura 3.33- (a) Voltamogramas obtidos para a variagdo do tempo de pulso
utilizando um GCE-MWCNTs/PAH em presenca de carbidopa, (b) Variagéo dos
picos de corrente anddica em funcdo da variagdo do tempo de pulso. v= 20 mV
S @ AT TO MV .ottt ettt ettt

Figura 3.34- (a) Voltamogramas de pulos diferencial obtidos em diferentes
concentracdes de carbidopa (1) 0; (2) 2,0 x 10 (3) 3,9 x 10°; (4) 5,9 x 10®; (5)
7,9 x 10 (6) 9,9x 10 (7) 1,1 x 10 (8) 1,3 x 10° (9) 1,5 x 10°; (10) 1,7 x 10°>;
(11) 1,9 x 10°; (12) 2,1 x 10> e (13) 2,3 x 10°, (b) Curva analitica para
carbidopa. v=20 MV s, A= 70 MV € t= 0,010 S...o.veveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE CARBONO VITREO MODIFICADOS
COM NANOTUBOS DE CARBONO FUNCIONALIZADOS IMOBILIZADOS EM
FILMES DE HIDROCLORETO DE POLI(ALILAMINA) PARA DETERMINA(;AO DE
FARMACOS. Pesquisas envolvendo nanotubos de carbono (NTC) apresentam um
grande atrativo desde a sua sintese até a aplicacdo tecnolégica. Como parte do
trabalho foi estudado a formacéo e a estabilidade de uma dispersdo de nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) funcionalizados em uma solucédo do
polieletrélito hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) 1,2 x 10 mol L* (MWCNTs/PAH)
a fim de se utiliza-la para a formacéo de filmes fabricados pela técnica de casting
para modificacdo da superficie de eletrodos de carbono vitreo (GCE). Medidas de
potencial zeta comprovaram a estabilidade da dispersdo MWCNTs/PAH. Apos este
estudo foram realizadas as modificacbes das superficies dos GCE (GCE-
MWCNTs/PAH) e verificou-se o comportamento eletroquimico do filme formado com
medidas de voltametria ciclica em presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio
(K3[FeCNJe) 6,6 x 10“ mol L em cloreto de potassio 0,1 mol L. Os resultados
obtidos comprovaram o efeito eletroquimico proporcionado pelos MWCNTs e com a
equacao de Randles-Sevcik obteve-se uma area ativa para o GCE-MWCNTs/PAH
1,2 vezes maior em relacdo ao GCE nao modificado. Para a continuacao do trabalho,
foi avaliado o desempenho do GCE-MWCNTs/PAH em determinagfes voltamétricas
e amperométricas dos farmacos, ciprofibrato, dopamina (DA), levodopa (L-dopa) e
carbidopa. Para a determinacdo do Ciprofibrato foram realizadas medidas de
Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) e como eletrdlito suporte foi utilizada uma
solucdo de tampdao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). A curva analitica obtida apresentou
uma linearidade no intervalo de concentracdo de 1,33 X 10° a 1,32 X 10 mol L*
com um limite de deteccio de 8,34 x 10° mol L. Para a determinagéo de DA foram
realizadas medidas amperométricas em um potencial de 0,2 V, e a curva analitica
obtida apresentou uma linearidade no intervalo de concentracéo entre 3,32 x 10° a
3,32 x 10®° mol L™* com um limite de deteccdo de 5,7 x 107 mol L. A determinacéo
de L-dopa foi realizada com medidas de DPV e como eletrdlito suporte foi utilizado
uma solucdo de cloreto de sédio (NaCl) 0,1 mol L*. A curva analitica obtida
apresentou uma linearidade no intervalo de concentracéo de 2,00 x 10® a 2,72 x 10®

mol L* e o limite de deteccdo encontrado foi de 8,4 x 107 mol L. Para a
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determinacdo de carbidopa foram realizadas medidas de DPV e como eletrdlito
suporte foi utilizada uma solucdo de NaCl 0,1 mol L e a curva analitica obtida
apresentou uma linearidade no intervalo de concentracéo de 2,00 x 10° a 2,34 x 10
mol L™ e o limite de detecc&o obtido foi de 6,50 x 107" mol L™,
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A GLASS CARBON ELECTRODE MODIFIED WITH
FUNCTIONALIZED CARBON NANOTUBES IMMOBILIZED IN HYDROCHLORIDE
POLY (ALLYLAMINE) FILMS FOR PHARMACEUTICALS DETERMINATION.
Research involving carbon nanotubes (CNT) have a great attraction since its
synthesis to the technology application. As part of the work was studied the formation
and the stability of a functionalized Multiwall Carbon Nanotubes (MWCNTS)
dispersion in a hydrochloride poly(allylamine) (PAH) polyelectrolyte solution 1.2 x 10
mol L' (MWCNTSs/PAH) in order to use it for surface modification of a glassy carbon
electrodes (GCE) by casting technique. Zeta potential measurements confirmed the
stability of the MWCNTs/PAH dispersion. After this study were carried out
modifications of GCE surfaces with the MWCNTs/PAH (GCE-MWCNTSs/PAH)
dispersion and found the electrochemical behavior of the film formed by cyclic
voltammetry with potassium hexacyano ferrate (Ill) 6,6 x 10“ mol L™ in a potassium
chloride solution 0, 1 mol L. The results proved the electrochemical effect provided
by the MWCNTs and with the Randles-Sevcik equation we have obtained an active
area for GCE-MWCNTs/PAH 1.2 times higher compared to the GCE bare. For further
study, we evaluated the GCE-MWCNTs/PAH performance in a pharmaceuticals
formulations with voltammetric and amperometric determinations, ciprofibrate,
dopamine (DA), levodope (L-dopa) and carbidope. The ciprofibrate determination
were measured by differential pulse voltammetry (DPV) and was used as supporting
electrolyte a solution of sodium phosphate buffer 0.1 mol L™ (pH 7,0). The analytical
curve was linear in the ciprofibrate concentration range from 1.33 x 10 to 1.32 x 10
mol L™ with a detection limit of 8.34 x 10-6 mol L. For DA determination was
measured by amperometric measurement in a potential of 0.2 V in a phosphate
buffer solution 0.1 mol L™ (pH 7.0) as supporting electrolyte, and the analytical curve
showed a linearity over the concentration range between 3.32 x 10° to 3.32 x 10-°
mol L™t with a detection limit of 5.7 x 107 mol L. The L-dopa determination was done
with the DPV and was used as a supporting electrolyte a sodium chloride solution
(NaCl) 0.1 mol L. The analytical curve obtained showed a linearity over the
concentration range of 2.00 x 10° to 2.72 x 10™ mol L™ and the limit of detection was
8.4 x 107 mol L. The carbidopa determination were measured by DPV and was

used as a supporting electrolyte a NaCl solution 0.1 mol L™ and the analytical curve
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showed a linearity over the concentration range of 2.00 x 10° to 2.34 x 10®° mol L*
and detection limit obtained was 6.50 x 10" mol L™,
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

1.1- Consideracbes gerais

Considerando a grande demanda e a variedade de farmacos existentes no
comércio € de grande importancia a existéncia de técnicas analiticas que fornecam
resultados confidveis, pois 0 uso de farmacos que apresentam alteragcbes na
dosagem do seu principio ativo pode provocar efeitos nocivos e até mesmo a morte
do paciente. Para tanto, os métodos analiticos descritos nas Farmacopéias séo
agueles utilizados nas industrias farmacéuticas para o controle de qualidade desde a
matéria prima até o produto acabado'. Os métodos propostos nas farmacopéias,
como o0s cromatograficos, espectrofotométricos e potenciométricos apresentam boa
sensibilidade e exatiddo. No entanto, a maioria deles envolve etapas de pré-
tratamento e extracdo do analito com solventes organicos, gerando quantidade
excessiva de residuos téxicos, além de serem morosos. Sendo assim, € de grande
interesse 0 desenvolvimento de métodos mais simples, rapidos, com bom
desempenho analitico e que empreguem solu¢des aquosas, como € o caso dos
métodos eletroanaliticos®®. Dentre as vantagens apresentadas pelas técnicas
eletroquimicas de andlise tem-se o0 baixo custo quando comparado com as técnicas
cromatograficas, baixo limite de deteccdo, andlise direta da amostra sem a
necessidade de separacdo ou pré-tratamento sofisticado da amostra, ndo €
necessario o uso de solventes toxicos. Ademais, é possivel se determinar o analito
diretamente em solugdes coloridas ou com particulas sélidas em suspensao®.

Para o sucesso nas determinagfes de farmacos, além da escolha de uma
técnica eletroguimica adequada, a escolha do eletrodo de trabalho pode ser de
fundamental importancia. Para este trabalho foi estudado o comportamento de um
eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy Carbon Electrode) quimicamente
modificado (EQM) com um filme de nanotubos de carbono de paredes multiplas
funcionalizados e imobilizados no polieletrolito hidrocloreto de poli(alilamina) na
determinacao de formulacdes farmacéuticas de interesse. O termo EQM foi utilizado

inicialmente por MOSES et al.*

em 1975 para definir eletrodos com espécies
quimicamente ativas e convenientemente imobilizadas em suas superficies com o

objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface



eletrodo/solucdo. A escolha do material do eletrodo que sofre a modificacdo na
superficie é de grande importancia para que os efeitos eletroquimicos previstos
sejam alcancados. O substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
adequadas e também ser apropriado para o meéetodo de modificacdo escolhido.
Dentre os materiais mais utilizados est& o ouro, a platina, o carbono vitreo, mercurio
na forma de filme, fibras de carbono e a pasta de carbono.

De acordo com a literatura, a modificacdo da superficie de um eletrodo
utilizando nanotubos de carbono pode promover a eletrocatédlise, aumento da
sensibilidade e ainda a possibilidade da determinacao simultanea de substancias de

interesse!® 1

1.2- Nanotecnologia e nanotubos de carbono

O termo nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez por TANIGUCHI*® em
1974 com a publicacdo do seu trabalho intitulado “On the basic concept of
nanotechnology”, sendo descrito nesse artigo a producéao de materiais com escalas
menores que 1 um, isto €, materiais com dimensdes nanométricas.

Ha alguns anos atras, a aplicacdo da nanotecnologia parecia estar um pouco
distante, mas com o avanc¢o da tecnologia, tornou-se um tema com grande impacto
na pesquisa e geracado de literatura na érea (livros e artigos diversos).

A nanotecnologia tem como caracteristica principal as propriedades
oferecidas pelos nanomateriais; caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas nunca
observadas antes em materiais de maior escala’*. Dentre os nanomateriais de
grande interesse, tém-se 0s nanotubos de carbono (CNTs, do inglés Carbon
Nanotubes) e tratando-se do elemento quimico carbono (C), este se apresenta como
um material muito interessante devido a capacidade de gerar diferentes ligacbes
quimicas adjacentes e produzindo desta maneira diferentes tipos de materiais, como
o diamante e o grafite. Em 1978 WILES e ABRAHAMSON® descrevem suas
observacgdes sobre fibras de carbono com diametro de 4 nm a 100 nm. J4 em 1985,
KROTO et al.'® sintetizaram mais uma forma do carbono, o fulereno, uma estrutura
fechada do carbono promovida pela hibridizacéo sp® e pelos defeitos topoldgicos. A

FIGURA 1.1 apresenta a estrutura geométrica de um tipo de fulereno.



Figura 1.1- Representacdo geomeétrica de um tipo de fulereno.

E finalmente em 1991, IIJIMA'’ apresenta uma nova estrutura do carbono, a qual foi
nomeada de nanotubo de carbono, devido sua estrutura tubular nanomeétrica. Desde
entdo, os CNTs sdo materiais de grande interesse para pesquisa'®. Atualmente s&o
relatados trés tipos de CNTs'®. Os de parede simples (SWCNT, do inglés Single
Wall Carbon Nanotubes), os de paredes mdutliplas (MWCNT, do inglés Multiwall
Carbon Nanotubes) e uma forma especial, o0 CNT de parede dupla (DWCNT, do
inglés Doublewall Carbon Nanotubes). A FIGURA 1.2 apresenta 0s esquemas para
os tipos de nanotubos de carbono.

Um grande incentivo para o avan¢o das pesquisas envolvendo CNTs se da
devido ao processo de sua sintese, o que levou a producdo de CNTs com boa
qualidade®®. Um desses avancos pode ser creditado ao pesquisador Smalley na

19,20

Rice Univesity'®, que possibilitou a execucédo de estudos de microscopia e

espectroscopia®® que permitiram comprovar as propriedades fisicas dos CNTs

previstas na década de 90223,



(a) (b)

Figura 1.2- Esquema para a representacdo dos tipos de nanotubos de
carbonos existentes; (a) SWCNT, (b) DWCNT e (c) MWCNT.

Os CNTs apresentam propriedades eletrdnicas, Oticas e mecanicas
adequadas para a fabricacdo de dispositivos, como emissores de elétrons para
mostradores, sensores de gases, sensores quimicos, fisicos e biolégicos, pontas
para microscopios de forca atbmica (AFM) e quando aplicados em compdsitos
oferecem excelentes propriedades mecanicas™®

Outra propriedade apresentada pelos CNTs é a possibilidade de se realizar
funcionalizacbes nas paredes, pontas ou por encapsulamento. Os CNTs
funcionalizados podem apresentar propriedades diferentes em relacdo aos
nanotubos sem funcionalizacdo. Esta possibilidade € muito explorada na area de
sensores e biossensores, pois 0s CNTs modificados apresentam como

caracteristicas a facilidade de interacdes com moléculas organicas e bioldgicas®*



com grupos quimicos encontrados em farmacos ou moléculas toxicas e, até mesmo,
com virus e bactérias®™ %,

Em dispositivos eletrbnicos e eletromecanicos em escala nanomeétrica 0s
CNTs funcionalizados despertam o interesse devido a melhora nas propriedades

fisicas, como por exemplo, a resisténcia e a flexibilidade™®.

1.3- Dispersdes coloidais

Coldides ou dispersdes coloidais, sdo misturas heterogéneas que apresentam
no minimo duas fases distintas, sendo uma a fase dispersa (fase da matéria
finamente dividida) e a fase continua (meio de dispersdo). Ambas as fases podem
ser solidas, liquidas ou gasosas. Podem-se considerar como coldides sistemas que
apresentam um dos componentes com uma dimenséao entre 1 a 1000 nm. De acordo
com o tamanho das particulas dispersas pode-se classificar os coldides como
polidispersos, quando as particulas apresentam tamanhos diferentes, e
monodispersos quando as particulas apresentam tamanhos iguais. Sendo assim, as
propriedades das solucdes coloidais estdo diretamente ligadas a area superficial da
fase dispersa, bem como as propriedades quimicas desta fase?”.

Tratando-se de dispersfes envolvendo materiais nanoparticulados, hd um
grande desafio devido a alta reatividade desses materiais que tendem a formar
aglomerados. Dentre os nanomateriais, 0os nanotubos de carbono (CNTs) séo
certamente os mais estudados atualmente devido a suas propriedades fisicas®*. No
entanto, desde a sua producdo até sua purificagdo apresentam-se como um sélido
de dificil tratamento. Tais tratamentos sdo utilizados para dispersa-los em fase
liguida. Uma alta qualidade de dispersdo € apresentada quando ocorre a
individualizacdo dos nanotubos de carbono e, além disso, a estabilidade deve ser
mantida até altas concentracbes onde possa apresentar uma possibilidade de
aplicacdo tecnologica. Teoricamente ha uma grande dificuldade para se obter tal
condicdo, pois os CNTs apresentam uma grande atracdo entre si e acabam
formando aglomerados®’. Desta forma uma disperséo ideal deve apresentar parte
dos CNTs individualizados e parte em agregados. Para a formacao da disperséo de
CNTs sé@o encontradas na literatura trés estratégias, (I) dispersdo em solventes
organicos, (Il) dispersédo em surfactantes, polimeros ou biomoléculas (DNA) e (lll) a

dispersdo com funcionaliza¢do covalente com moléculas volumosas que estabilizam



0s CNTs quer estericamente ou eletrostaticamente. O que define a escolha dentre
as trés estratégias é a concentracdo da dispersdo que se necessita. A utilizacdo de
solventes organicos, por exemplo, apresentam baixissimas concentracdes, cerca de
2 x 10 mg/mL*,

Para este trabalho foi estudado a estabilizagdo da disperséo por interacoes
eletrostatica, utilizando como fase dispersante, uma solugdo de hidrocloreto de
polialilamina (PAH). O PAH é um polieletrolito (macromoléculas de cadeia longa),
obtido por associacdo de mondmeros simples e, quando dissolvido em solventes
polares, principalmente a &gua, apresenta cargas positivas ou negativas. Esse
polieletrdlito € muito utilizado na construcdo de materiais hibridos, materiais
nanoestruturados e automontados®. A FIGURA 1.3 apresenta o esquema para a

estrutura quimica do PAH.

NH,

HaC

CH; X HCI

Figura 1.3- Estrutura monomérica do polietrolito PAH.

O PAH, assim como outros géis de polieletrdlitos, € utilizado para varios tipos
de aplicagOes, por exemplo, na formacéo de filmes finos utilizados em sensores por
apresentar pouca varia¢cdo no volume de transicdo em diferentes temperaturas, pHs

e solventes®.

1.4- Farmacos

Farmacos sao substancias responsaveis pelo alivio de dores e ou sintomas e
até mesmo a cura de doencas crOnicas, entretanto, pode provocar efeito
indesejados durante o tratamento. Neste trabalho, os farmacos utilizados foram o
ciprofibrato, um controlador de triglicérides, a dopamina (DA), levodopa e carbidopa,

todos com efeito no sistema nervoso central.



1.4.1- Acidos fibricos **

O inicio da aplicacdo dos acidos fibricos como farmacos com acdes
hipolipidémicas (normalizacdo de gordura no sangue) teve inicio em 1962, quando
dois pesquisadores, THOP E WARING observaram que o etil clorofenoxiisobutirato
provocou uma reducgdo dos niveis de lipidios em ratos. Em 1967, a forma etil éster
do clorofenoxiisobutirato (clofibrato) foi aprovada para uso nos EUA e tornou-se o
farmaco hipolipidémico mais amplamente prescrito. Entretanto, houve um declinio
em seu uso devido as pesquisas realizadas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), que indicou apenas uma diminui¢cdo de 9% nos niveis de colesterol, mas, no
entanto, ndo foi observada a diminuicdo dos eventos cardiovasculares fatais,
embora tivesse ocorrido uma reducéo dos infartos ndo-fatais. Desta maneira, outro
derivado dos fibratos, a genfibrozila (acido fenoxipentandico ndo halogenado), foi
testada. Este estudo foi realizado em trés casos clinicos, sendo que em dois estudos
envolvendo apenas homens, ndo houve o aumento da morbidade e da mortalidade.
O terceiro caso envolvendo homens e mulheres apresentou uma diminuicdo na
mortalidade no subgrupo de pessoas que apresentavam altos niveis de trigleceridios
e baixo nivel do bom colesterol (HDL, do inglés high density lipoprotein).

Desta maneira, outros derivados dos &acidos fibricos foram desenvolvidos,
como por exemplo, o ciprofibrato, o bezafibrato e o fenofibrato, sendo conhecidos
como agentes de segunda geracdo. A FIGURA 1.4 apresenta as respectivas

estruturas moleculares dos acidos fibricos mencionados.
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Figura 1.4- Estruturas moleculares para os diferentes &cidos fibricos
utilizados como farmacos hipolimientes, (a) clofibrato, (b) genfibrozila, (c) fenofibrato,

(d) ciprofibrato e (e) bezafibrato.

Apesar de extensos estudos, o mecanismo de acdo dos fibratos na
diminuicdo dos niveis de lipoproteinas ou no aumento do HDL em humanos ainda se
apresenta com muitas duvidas. Estudos recentes sugerem que muitos dos efeitos

desses compostos sobre os lipidios do sangue sdo mediados pela sua interacéo
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com o0s receptores ativados pelo proliferador peroxissomico (PPAR) que regulam a
transcricdo génica. Foram identificados 3 is6topos do PPAR (a, B e y). Os fibratos se
ligam ao PPARq, que é expresso primeiramente no figado e no tecido adiposo
marrom. Em presenca de fibratos, os PPARa da oxidacdo dos acidos graxos
funcionam como mediadores na diminui¢édo de triglicerideos, por aumento da sintese
da lipoproteina lipase (LPL) e a reducdo da apoliproteina C3, que é considerada

uma lipoproteiina de muito baixa densidade (VLDL).

1.4.1.1- Métodos para determinacéo de fibratos

Em um trabalho realizado por MASNATA et al.®*, foram quantificados o
bezafibrato, ciprofibrato e acido fenofibrico em plasma humano utilizando a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector ultravioleta (UV)
obtendo-se um limite de quantificacdo de 0,25 pg/mL. Huttemann e Blaschke®
conseguiram determinar e separar uma mistura racémica de ciprofibratos e seus
metabolitos em amostras de urinas de trés voluntarios com a técnica de eletroforese
capilar. Uma vez ingerido o ciprofibrato, este é conjugado ao acido glicorénico e a
forma excretada pela urina é o glicoronideo. O glicoranideo foi isolado por métodos
cromatograficos e a sua caracterizacdo foi realizada pela alcalinidade, hidrolise
enzimatica, espectrometria de massa e por ressonancia magnética nuclear. Desta
maneira, foram coletadas amostras de urina em um intervalo de 12 horas e até 96
horas apds a ingestdo do medicamento. Como exemplo de quantificagdo em um
intervalo entre 36 a 48 horas apos a ingestdo do medicamento pelo voluntario 1 foi
possivel encontrar 24,80% de ciprofibrato-R e 75,20% para o ciprofibrato-S com um
desvio padrao de 0,86.

Até o presente momento, os dois trabalhos citados acima foram os mais
relevantes para a discussdo desta parte do trabalho, sendo que, ha poucos métodos
analiticos com excecdo dos métodos cromatograficos, e nenhum trabalho que utilize
métodos eletroquimicos para a determinacdo deste farmaco. Muito se ouve a
respeito da salude humana em relagdo ao controle do colesterol juntamente com o
aumento de triglicérides e sendo este fator uma das principais causas de Obito no

mundo. Desta maneira, este trabalho pode contribuir para o inicio de um
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desenvolvimento e aprimoramento de técnicas eletroanaliticas e analiticas para a

determinacao deste farmaco e seus derivados.

1.4.2- Dopamina

O 3,4-dihidroxyfenil etilamina, comumente conhecido como dopamina (DA),
pertencente a classe das catecolaminas, foi descoberto durante o final da década 50
e é encontrada uma alta concentracdo na regiao do cérebro (50 nmol/g. A DA é um
importante neurotransmissor nos mamiferos, precursor metabdlico da norepinefrina
e da epinefrina e estd amplamente distribuido no cérebro para transferéncia de
mensagens e apresenta um importante papel na fungao do sistema nervoso central,
renal hormonal e cardiovascular. A FIGURA 1.5 apresenta a formula estrutural da
DA37_39.

HO
NH,

HO
Figura 1.5 - Férmula estrutural da DA.

Baixos niveis de DA indicam desordem neuroldgica provocando doencas
como a esquizofrenia, mal de Parkinson, além de possiveis infec¢cdes por pessoas
infectadas com o HIV3"“*°. Como medicamento a DA apresenta uma propriedade
vaso dilatador, desta maneira é utilizada em casos de varios tipos de choques e da
hipotensdo grave ap6s infarto agudo do miocardio*’. Como a DA e um substrato da
monoamina oxidase e do catecol O-metiltransferase, ndo pode ser administrada via

oral®*

. Desta maneira, a DA é uma substancia de grande interesse e pesquisa no
desenvolvimento de métodos para a quantificacdo de dopamina em medicamentos,

no sangue e em outros fluidos biol6gicos*.
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1.4.2.1- Métodos para determinacdo de dopamina

A quantificagdo de DA em meios quimicos, biologicos e ambientais sdo de
grande importancia***“®. Os métodos mais utilizados para a quantificacdo de DA s&do
a cromatografia liquida/espectrometria de massas tandem (LC-MS/MS)*, a

cromatografia®®®?, espectrometria de massa por eletroforese capilar®,

%57 e  coluna

espectrofotometria®®,  espectrofluorimetria®®,  radioimunoensaio
cromatografica de troca i6nica®®. Alguns desses métodos necessitam de
instrumentos que possuem alto custo e ndo sdo isentos de varios tipos de
interferéncias. Desta maneira, houve uma crescente demanda por métodos
analiticos mais sensiveis e simples. Dentre os métodos de determinacédo, as
abordagens eletroquimicas, apresentam consideravel atencdo, porque esses
métodos sdo de baixo custo, simples, preciso e rapido™. Além disso, este trabalho
apresenta a possibilidade de se ter um sistema portati e sensivel para a
determinacao local de DA.

Em um trabalho realizado por ZHANG et al.®® determinaram DA por um
método colorimétrico utilizando nanoparticulas de ouro, que ao se agregar a DA
promove uma mudanca de coloracao, de vermelho para azul purpura. Desta maneira
foi obtida uma curva analitica linear com duas faixas de concentracdo, uma de
33 x 10® a 1,0 x 107 mol L' e outra de 30 x 107 a
45 x 10° mol L' e o limite de deteccdlo do método foi de
3,0 x 10" mol L™

SILVA et al.®* desenvolveram um biossensor de fibra ética com foto-deteccado
para determinacdo de catecolaminas (dopamina, noraepinefrina e epinifrina) em
fluidos biolégicos baseado na capacidade de reconhecimento da enzima lacase.
Com as catecolaminas utilizadas neste trabalho foi obtida uma curva analitica linear
no intervalo de 5 a 125 pg mL™ e o limite de deteccdo de 2,1; 2,6 e 3,4 pg mL™ para
DA, noraepinefrina e epinefrina, respectivamente.

ZHAO e SUO®? determinaram DA em tecidos cerebrais de ratos utilizando
HPLC com detector de fluorescéncia. Neste trabalho foi obtida uma curva analitica
no intervalo de concentracdo de 2,4 x 10° a 2,0 x 10° mol L* e um limite de
deteccdo 1,25 x 10° mol L™,
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MUZZI et a.I°® desenvolveram um novo método de cromatografia ligiuida de
alta eficiéncia utilizando simultaneamente um detector de UV-VIS e outro
fluorimétrico para a determinacédo simultanea de levodopa, DA, 3-o-metildopa e a a-
metildopa. Com esta técnica foram obtidas curvas analiticas com linearidade no
intervalo de 5,0 x 10% a 5,0 x 10° mol L™ para levodopa, DA e a a-metildopa. Para
a 3-o-metiuldopa os resultados ndo foram satisfatorios. Neste trabalho os limites de
deteccédo foram omitidos.

Em nosso grupo de pesquisa, trés trabalhos foram desenvolvidos para a
determinacdo de DA em formulagbes farmacéuticas. LUPETTI et al.®
desenvolveram um sistema de analise por injecdo em fluxo por zonas coalescentes
para determinacdo enzimatica de DA. Neste trabalho foi utilizada a enzima polifenol
oxidase extraida do abacate, a qual oxida a dopamina a dopaminaquinona e este
produto formado pode ser monitorado espectrofotometricamente em 466 nm. Com
este método foi obtido uma curva analitica no intervalo de concentracdo de 5,3 x 10™
a 5,3 x 10 mol L com um limite de deteccéo de 1,3 x 10> mol L. Em outro
trabalho realizado por CARUSO et al.®® foi desenvolvido um biossensor de pasta de
carbono modificado com polifenol oxidase extraida do card para determinagdo de
DA e epinefrina utilizando a técnica de voltametria ciclica. Os resultados obtidos
apresentaram uma curva analitica com linearidade no intervalo de 2,0 x 10* a 1,2 x
10 mol L™ para a epinefrina e 2,0 x 102 a 8,0 x 10 mol L™ para a DA. Os limites
de deteccdo foram respectivamente 8,2 x 10> e 7,5 x 10 mol L™ para epinefrina e
DA. O terceiro trabalho realizado por VIEIRA et al. ®® foi a determinacdo enzimatica
da DA e metildopa com detecgcdo espectrofotométrica. A enzima utilizada, polifenol
oxidase, foi extraida da batata doce (Ipomoea batatas (L.) LAM). A acdo enzimatica
faz com que as correspondentes catecolaminas utilizadas passem a forma
metildopaquinona e dopaminaquinona, e rapidamente por uma auto oxidacao
espontanea é obtido a forma metildopacromo e dopaminacromo que apresentam
uma absorcdo em 480 e 470 nm respectivamente. Desta maneira, foram obtidas
curvas analiticas com linearidade no intervalo de concentragéo de 2,0 x 10* a 6,0 x
10 mol L. Os limites de deteccdes foram de 3,4 x 10° e 3, 0 x 10® mol L* para
metildopa e DA respectivamente.
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1.4.3- Levodopa

O farmaco Levodopa (L-dopa), beta-(3,4-dihidroxifenil)-L-alanina pertence a
classe das catecolaminas e é o precursor da dopamina. Desta maneira, seu uso esta
relacionado ao tratamento de pessoas com mal de Parkinson devido a capacidade
da L-dopa de ultrapassar a barreira sanguinea existente no cérebro (barreira
hematoencefélica) e apos esta transposicdo, ha a conversdo da L-dopa em DA por
uma reacdo enzimatica realizada pela dopa descarboxilase, ocorrendo desta
maneira a reposicdo de DA no cérebro®*. A FIGURA 1.6 apresenta a estrutura

molecular da L-dopa.

O

7
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NH,
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FIGURA 1.6- Estrutura molecular da L-dopa.

Na pratica clinica a L-dopa € administrada juntamente com o inibidor da dopa
descarboxilase, como a carbidopa e a benserazida, que ndo penetram no sistema
nervoso central (SNC). Se a L-dopa for administrada isoladamente, grande parte é
descarboxilada pelas enzimas presentes na mucosa intestinal e em outros tecidos
periféricos, de forma que quantidades minimas e inalteradas chegariam a circulacao
cerebral®*.

A L-dopa quando administrada por via oral, rapidamente é absorvida no
intestino delgado pelo sistema transportador dos aminodcidos aromaticos. Niveis
plasmaticos méximo deste farmaco séo observados entre 0,5 a 2 horas apés a dose
oral. Fatores como o pH e esvaziamento do suco gastrico e o tempo em que 0
farmaco fica exposto as enzimas degradativas presentes na mucosa do estbmago e
intestino influenciam na amplitude da absor¢éo da L-dopa. CompeticOes pelos locais
de absorcao no intestino delgado com os amino&cidos proveniente da alimentacao,
também pode influenciar na velocidade de absorcdo da L-dopa, desta maneira néo é

aconselhavel ingerir L-dopa apos as refeices®.
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O uso de L-dopa por pacientes com mal de Parkinson tem apresentado bons
resultados, como a melhora na condug¢do nervosa e nos distirbios do movimento.
Em tratamentos crénicos utilizando L-dopa, ocorrem efeitos colaterais como voémitos
e nauseas devido ao aumento de L-dopa no plasma. Desta maneira, € de grande
importancia a determinagéo de L-dopa tanto para area farmacéutica quanto para os
procedimentos clinicos®. Muitos métodos sdo encontrados na literatura para a
determinacdo de L-dopa, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia®,

466889 cromatografia gasosa’®, quimioluminescéncia™ e analise

72,73

espectrofotometria
por injecdo em fluxo™ . Quanto as técnicas eletroquimicas, de acordo com a
pesquisa realizada, existem poucos eletrodos de trabalhos desenvolvidos para a
determinacao deste farmaco, sendo assim, este trabalho vem a contribuir com um
novo sistema sensor para a determinacdo da L-dopa em farmacos e com a
possibilidade de determinacdo em meios biolégicos.

A utilizagdo de eletrodos modificados com nanotubos de carbono apresenta um
grande interesse no desenvolvimento de sistemas sensores devido suas
propriedades eletrocataliticas. Trabalhos encontrados na literatura demonstram uma
forte eletroatividade dos nanotubos de carbono na determinacdo de biomoléculas
como o citocromo C, NADH, &cido ascoérbico e catecolaminas (dopamina e
epinefrina). Desta maneira, se justifica o interesse no estudo do desempenho do

GCE-MWCNTs/PAH na determinacao de L-dopa neste trabalho™.

1.4.3.1- Métodos para determinacao de levodopa

Além da determinacdo eletroquimica da L-dopa, outros métodos sao
encontrados na literatura para a quantificacdo e determinacado de L-dopa®*">"".

CHEN et al.®® determinaram levodopa em favas de feijdo e em lentilhas por
eletroforese de zona capilar. A condi¢do ideal encontrada para esta determinacao
utilizou uma solucdo de tampéo fosfato em pH 4,55, um potencial de 17,5 KV a
temperatura de 30 °C. Com estes parametros foi obtida uma curva analitica com
linearidade no intervalo de 5,0 a 300 pug/mL e o limite de detecg&o encontrado foi de
0,7 pg/mL.

MADRAKIAN et al.”® determinaram L-dopa e propranolol utilizando a técnica
de fluorescéncia em meio de micelas de dodecilssulfato de sédio. A curva analitica

obtida apresentou uma linearidade no intervalo de 2,00 x 10® a 1,00 x 10 mol L*
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para L-dopa e 3,60 x 10° a 1,80 x 10° mol L™ para o propranolol. Os limites de
deteccdo foram de 4,83 x 10° mol L' e 7,76 x 10™° mol L* para a L-dopa e
propanolol respectivamente.

ZHAO et al.”® utilizaram o método de eletroforese capilar com deteccédo por
quimioluminescéncia para a determinacdo de L-dopa em plasma humano e em
farmacos. Este método baseia-se na reagdo da L-dopa entre o luminol e o
hexacianoferrato (Ill) de potassio em meio alcalino. Com o método desenvolvido foi
possivel obter-se uma curva analitica linear no intervalo de concentracdo de 5,0 x
10®a 2,5 x 10° mol L™ com limite de deteccao de 2,0 x 10® mol L™.

Um trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa por MARCOLINO-
JUNIOR et al.”® desenvolveram um procedimento espectrofotométrico por injecéo
em fluxo para a determinacéo de L-dopa em comprimidos. A determinacéo da droga
foi realizada pela reacdo com diéxido de chumbo (IV) imobilizada em resina de
poliéster em um reator em fase sélida, sendo o dopacromo formado na reacao
monitorado em 520 nm. Em outro trabalho realizado em nosso grupo, Melo et al.*°
desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono modificado com diéxido de chumbo
imobilizado em resina de poliéster para determinagdo simultdnea de L-dopa e
carbidopa utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Neste trabalho
obteve-se uma curva analitica linear na faixa de concentracdo de 2,6 x 10* a 1,2 x
10° mol L* e 3,2 x 10° a 1,5 x 10* mol L* para L-dopa e carbidopa,
respectivamente. Os limites de deteccdo encontrados foram de 2,5 x 10° e 3,7 x 10°®
mol L™ para L-dopa e carbidopa, respectivamente.

1.4.4- Carbidopa

@) farmaco carbidopa ou acido (-)-L-2(3,4-dihidroxibenzil)-2-
propionicohidrazina pertence a classe das catecolaminas e seu uso esta associado

ao farmaco L-dopa®. A FIGURA 1.7 apresenta a estrutura quimica da carbidopa.
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HO

HO

FIGURA 1.7- Estrutura quimica da carbidopa.

Como apresentado anteriormente, a L-dopa por ser um precursor da DA, é
utilizada para a reposicdo de DA no cérebro a fim de se proporcionar uma melhora
nos sintomas do mal de Parkinson, como por exemplo, os distirbios do
movimento®®!. Apesar da eficiéncia na reposicdo de DA com o uso da L-dopa,
alguns efeitos colaterais da DA podem aparecer se a L-dopa for utilizada
isoladamente, pois ao entrar em contato com a mucosa intestinal, a L-dopa é
descarboxilizada pelas enzimas da mucosa intestinal, sendo assim, uma grande
guantidade de DA é formada antes de chegar ao cérebro, causando assim a
ineficiéncia do tratamento. Assim, para um melhor efeito do tratamento com uma
baixa toxicidade, a carbidopa € administrada em associacdo com a L-dopa (cerca de
10 a 25%). A carbidopa é uma catecolamina que inibe a atividade da enzima dopa
descarboxilase, desta maneira o uso da L-dopa combinada com carbidopa promove
um controle de forma que a DA atinja uma concentracdo ideal no cérebro, reduzindo
assim os efeitos colaterais’®®%%!, Por outro lado, as catecolaminas s&o encontradas
em vérias formulagbes farmacéuticas e o desenvolvimento de técnicas simples,
rapidas, precisas e exatas sao de grande interesse. De acordo com a pesquisa
realizada, poucos trabalhos que utilizam eletrodos modificados juntamente com a
técnica de DPV foram encontrados para a determinacdo e quantificacdo da
carbidopa. Sendo assim, esta parte do trabalho vem explorar o potencial deste
eletrodo aliado a modificacdo com um filme de MWCNTs/PAH juntamente com a
técnica de DPV, que é uma técnica util para a determinacdo de muitas moléculas
biologicas importantes. A sensibilidade e seletividade, a exatiddo e precisao,
simplicidade e a ndo necessidade de pré-tratamento da amostra, sdo as maiores
vantagens desta técnica®.
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1.4.4.1- Métodos para determinacéo de carbidopa

A determinacdo de catecolaminas em amostras bioldgicas requer analises
que utilizam técnicas de traco, principalmente a cromatografia com deteccéo
fluorimétrica ou eletroquimica®. Outras técnicas empregadas incluem a
espectrofotometria e a eletroforese de zona capilar com deteccao eletroquimica®.

KIM et al.”® determinaram simultaneamente L-dopa e carbidopa em
formulacbes farmacéuticas e em amostras de urina utilizando a técnica de
espectrometria de fluorescéncia sincrona. Em um AA= 30 nm pode-se detectar o
sinal da carbidopa sem a influéncia da L-dopa, enquanto que em A= 65 nm pode-se
detectar o sinal da L-dopa sem a influéncia da carbidopa. Desta maneira foi obtida
uma curva analitica para esses dois farmacos. O intervalo linear obtido foi de 0,019
a 1,971 pg mL™ para L-dopa e 0,022 a 2,262 pg mL™ para carbidopa. Os limites de
deteccdo encontrados foram de 0,006 e 0,01 pg mL™* para L-dopa e carbidopa
respectivamente.

TALEBPOUR et al.® utilizaram espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de *H (*H NMR) para identificar e quantificar L-dopa, carbidopa e metildopa
em soro humano e em formulagdes farmacéuticas. As andlises qualitativas e
quantitativas sdo baseadas na ressonancia caracteristica dos grupos funcionais
presentes na estrutura e a relacao integral dos sinais selecionados pertencentes a
diferentes compostos em relagdo aos de um padréo interno, respectivamente. Neste
estudo foram obtidas curvas analiticas com linearidade no intervalo de 0,08 a 24 mg
mL™ para L-dopa, 0,04 a 12,0 mg mL™ para carbidopa e 0,03 a 9,0 mg mL™ para
metildopa. Os limites de deteccéo calculados foram de 4,2; 1,7 e 1,6 para L-dopa,
carbidopa e metildopa respectivamente.

ZHANG et al.®* obtiveram a separacdo e a quantificacdo de L-dopa e
carbidopa em comprimidos por eletroforese capilar com detector amperomeétrico. Um
potencial de 900 mV (vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) foi aplicado em um eletrodo de
carbono. Em condic¢des ideais foi possivel separar completamente em 12 minutos
esses dois farmacos, obtendo-se um intervalo linear de 1,2 a 100,0 e 1,2 a 150,0
Hg/mL e um limite de deteccdo de 0,6 e 0,3 pg mL™ de L-dopa e carbidopa

respectivamente.
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1.5- Conceitos basicos sobre farmacocinética e

farmacodinamica **

O entendimento da agdo de um farmaco no organismo ndo depende somente
da compreenséo de ac¢éo do farmaco em um tecido especifico ou em um receptor. E
necessaria também a compreensdo de dois assuntos, a farmacocinética e a
farmacodinamica. A farmacocinética estuda o processamento do farmaco no
organismo, isto €, a absorcdo, distribuicdo, metabolismo (biotransformacédo) e
eliminagéo. Ja a farmacodindmica estuda a interagcdo do farmaco com o organismo.
Desta maneira, a farmacocinética e a farmacodinamica explicam a acao terapéutica

do farmaco no organismo.

1.5.1- Farmacocinética 3

A farmacocinética estuda o processamento do farmaco no organismo desde a
absorcdo até a excrecao, situacdes as quais, dependem do transporte através das
membranas celulares. Desta maneira, a forma que ocorre esse transporte e as
propriedades fisico-quimicas das moléculas e membranas é de grande importancia
para o entendimento da disposicdo dos farmacos no corpo humano. Caracteristicas
como massa molar e configuracdo, grau de ionizacéo, lipossolubilidade relativa dos
seus compostos ionizados e n&do-ionizados e ligagbes as proteinas séricas e
teciduais, sdo responsaveis pelo mecanismo de transporte e a disponibilidade nos
locais de acéo.

A maioria dos farmacos € considerada como bases ou acidos fracos
presentes em solugdo na forma ionizada e ndo-ionizada. Em geral as moléculas ndo
ionizadas séo lipossoluveis e podem difundir facilmente pela membrana celular, ja as
moléculas ionizadas geralmente ndo conseguem penetrar na membrana lipidica,
pois sdo pouco lipossoluveis. Desta maneira, a distribuicdo através das membranas
de um eletrdlito fraco é determinado pelo seu pK, e pelo gradiente de pH através da
membrana. O pK, é igual a —log K; sendo que quando o pH = pK,, a metade do

farmaco (eletrdlito fraco) esta na forma ionizada. A relacéo entre as formas ionizadas
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e nao ionizadas do farmaco em determinado pH é calculada facilmente pela

equacao de Henderson-Hasselbalch:

A
H = pKa+lo X
P P g HA EQUACAO 1

Onde [AT] é a concentracdo da forma ionizada e [HA] a concentracdo da forma
nao ionizada.

A EQUACAO 1 relaciona o pH do meio ao redor do farmaco e a constante

de dissociagéo acida do farmaco (pKs) com a relagdo entre as formas ionizadas (A
ou HA).

1.5.1.1- Absorcéo, biodisponibilidade e vias de adm inistracéo

dos farmacos 3

Entende-se por absorcdo como a transferéncia do farmaco do seu local de
administracdo para o compartimento central e a amplitude com que isso ocorre. Para
comprimidos ou capsulas a absorcédo depende da dissolu¢cdo do comprimido ou da
capsula, ocorrendo assim a liberacdo do farmaco. Durante a absorcéo do farmaco a
biodisponibilidade é o fator de maior importancia, pois explica a porcentagem na
qual uma dose do farmaco chega ao seu local de acdo. Durante a administracédo de
um remédio via oral, ocorrera primeiramente a absorgcédo pelo estbmago e intestino,
mas este processo pode ser limitado de acordo com as propriedades fisico-quimicas
do farmaco. Em seguida o farmaco passara pelo figado onde pode ocorrer um
metabolismo e excrecdo biliar antes que chegue a circulagdo sistémica. Por este
motivo, dependendo da capacidade metabdlica ou excretora do figado, pode ocorrer
uma baixa biodisponibilidade do farmaco. Além do metabolismo do figado, fatores
anatémicos, fisioldgicos e patologicos podem influenciar na biodisponibilidade, e a
escolha da via de administracdo de um farmaco deve-se basear no conhecimento
dessas condi¢des. Dentre as vias de administragdo encontram-se a administracéo
oral, sublingual, absorcdo transdérmica, retal, injecdo parenteral (intravenosa,
subcutéania ou intramuscular), via venosa, absor¢cdo pulmonar (através da

respiracao) e aplicacéo topica (mucosa).
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1.5.1.2- Distribuicdo dos farmacos %

Apés a absorcdo pelo organismo, o farmaco é distribuido para os liquidos
intersticiais e intracelulares. Fatores fisiologicos e/ou fisico-quimicos podem interferir
nesta etapa. Débito cardiaco, fluxo sanguineo regional, permeabilidade capilar, e
volume tecidual determinam a taxa de liberacdo e quantidade potencial do farmaco
distribuido nos tecidos. Orgéos considerados bem irrigados, rins, figado e cérebro
recebem a maior parte do farmaco, ja a parte de visceras, musculos, pele e tecido
adiposo apresentam uma liberacédo mais lenta.

1.5.1.3- Metabolismo dos farmacos **

A dificuldade em eliminar um farmaco deve-se ao seu carater lipofilico.
Farmacos inalterados quando filtrados pelos glomérulos, sdo novamente
reabsorvidos em grande parte para a circulagéo sistémica durante a passagem pelos
tubulos renais. O metabolismo dos farmacos em metabdlitos mais hidrofilicos é
essencial para sua eliminacdo do organismo, bem com a interrupcdo das atividades
biologicas e farmacologicas. Geralmente esta biotransformacédo gera metabdlitos
inativos e com baixa toxicidade, entretanto, podem ocorrer a formacdo de

metabdlitos de alta atividade biol6gica ou toxicidade.

1.5.1.4- Excrecdo dos farmacos **

Durante o processo de excrecdo, os farmacos podem ser excretados sem
nenhuma alteragdo ou em forma de metabdlitos, com excecdo dos pulmdes, os
orgaos excretores eliminam com mais eficAcia os compostos polares do que as
substancias lipossoluveis. Por esta razdo, os compostos lipossolUveis apresentam
maior dificuldade para serem excretados, até que sejam transformados em
compostos mais polares. O rim € o érgdo mais importante para a excrecdo dos
farmacos e seus metabdlitos, entretanto, farmacos ingeridos por via oral que néo
foram absorvidos, metabdlitos excretados na bile ou secretados diretamente no trato
intestinal e que nado foram absorvidos sdo eliminados nas fezes. Os farmacos

também podem ser excretados pelo leite materno, sendo assim, esta forma de
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excrecdo merece muita atengdo, visto que, podem ocorrer efeitos indesejaveis no
lactante durante o periodo de amamentacao.

O suor, saliva e lagrimas também podem ser considerados vias de excrecao
de farmacos, mas a quantidade excretada pode ser considerada desprezivel. A
grande dificuldade em se excretar farmacos inalterados ou metabolizados por essas
vias, se deve ao fato da difusdo da forma lipossolivel ndo ionizada dos farmacos
pelas células epiteliais das glandulas e do pH, entretanto, a concentracdo de
farmaco na saliva é praticamente igual a concentracdo plasmatica, desta maneira, a
saliva pode ser utilizada para analises clinicas quando ha impossibilidade da coleta
de sangue do paciente.

1.5.2- Farmacodinamica **

A farmacodindmica tem como objetivo estudar os efeitos quimicos e
fisiologicos dos farmacos e seus mecanismos de acdo. O entendimento da acdo de
um farmaco proporciona a compreensdao do uso terapéutico racional e o
desenvolvimento de outros agentes terapéuticos mais novos e eficazes. A
farmacodinamica também pode apresentar informacfes fundamentais acerca da
regulacdo bioquimica e fisiologica.

A acdo dos farmacos se deve em grande parte as interagcbes com
componentes macromoleculares que promovem alteracdes bioquimicas e
fisioloégicas, caracterizando assim o efeito do farmaco. Esses compostos
macromoleculares sdo conhecidos como receptores. O efeito dos farmacos via
receptores foi creditado a JOHN LANGLEY (1878) durante o estudo dos efeitos
antagonicos da antropina na salivagcédo induzida pela pilocarpina. Neste estudo foi
observado que alguma substancia (ou substancias) das termina¢cées nervosas ou
células glandulares formavam compostos com a antropina e a pilocarpina, desta
forma, descreveu essas substancias como “receptoras”. Em 1909 o termo receptor
foi introduzido por Paul Ehrlich, que justificava o efeito do farmaco no organismo
devido a uma afinidade adequada entre o farmaco e seu receptor.

Dentre 0s grupos receptores, as proteinas se apresentam com 0O maior
destaque, como exemplo tém-se o0s receptores dos hormoénios, dos fatores de
crescimento e de transcricdo e 0S neurotransmissores, as enzimas das vias

metabdlicas cruciais ou reguladoras (diidrofolato redutase, acetilcolinesterase e
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fosfodiesterases dos nucleoitidios ciclicos), proteinas envolvidas no meio de
transporte (Na*, K* - ATPase), glicoproteinas secretadas e as proteinas estruturais
(tubulina). Os acidos nucléicos também séo importantes receptores farmacoldgicos,
principalmente para os quimioterapicos utilizados no tratamento do céncer. As
interacdes dos farmacos com seus respectivos receptores podem ser realizados via
interacdo de Van der Waals e hidrofébicas ou ligagbes ibnicas, covalente e de
hidrogénio. Quanto maior a energia de interacdo, maior o tempo do efeito do
farmaco.

Existem também farmacos que apresentam efeitos sem a necessidade da
interacdo com as macromoléculas receptoras. Alguns farmacos se ligam as
moléculas pequenas ou ions existentes normal ou anormalmente em noSso
organismo. Como exemplos existem os farmacos que combatem a acidez estomacal,
o sulfonato de 2-mercapto-etano utilizado para a remocéo de radicais livres que é
eliminado rapidamente pelos rins e tem como objetivo de se ligar a metabdlitos
reativos associados a quimioterapicos para minimizar os efeitos colaterais nas vias
urinarias e o manitol, que promove a diurese, expansdo do volume circulante do

compartimento vascular ou reducéo de edema cerebral.

1.6- Objetivos

Neste trabalho teve-se como objetivo 0 desenvolvimento e a caracterizacao
eletroquimica de um eletrodo de carbono vitreo modificado nanotubos de carbono de
paredes multiplas em filme de hidrocloreto de poli(alilamina) para a determinacéo de
analitos em produtos farmacéuticos empregando-se voltametria ciclica,

amperometria e voltametria de pulso diferencial.
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CAPITULO 2 — PARTE EXPERIMENTAL

2.1- Instrumentacao basica

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca analitica da Mettler,
modelo H10, com preciséo de +0,0001 mg.

Foi utilizado um banho de ultrassom da marca Unique, modelo UltraCleaner
1400 A, para a limpeza do GCE e para a formacéo da dispersao MWCNTs/PAH.

O controle de pH das solucdes foi realizado empregando-se um pHmetro da
Orion, modelo EA 940, sendo o eletrodo de vidro combinado da Analion, modelo
V620, com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Todas as solugfes foram preparadas com 4gua deionizada de um deionizador
da Millipore, modelo Milli-Q Gradient.

Para a analise da estabilidade da disperséo MWCNTs/PAH foi medido o
potencial zeta (), em um equipamento Zeta Nano Series da Malvern Instruments
acoplado a um titulador MPT-2 Multipurpose Titrator e gerenciado pelo software
Dispersion Technology Software 5.02.

Para a funcionalizacdo dos MWCNTSs foi utilizado um centrifuga da marca
FANEM, modelo Excelsa Baby 206-R.

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas em uma célula
eletroquimica de 45 mL contendo um eletrodo de trabalho (GCE, GCE-PAH ou
GCE-MWCNTs/PAH), um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)) e um
eletrodo auxiliar de platina, conectados em um potenciostato portatil PalmSens da
Palm Instruments BV gerenciado pelo software Palm Sens PC.

As imagens dos filmes foram obtidas em um microscépio eletrbnico de
varredura de alta eficiéncia (MEV-FEG) da Philips, modelo XL-30, do Departamento
de Engenharia de Materiais da UFSCar (DEMA-UFSCar)

2.2- Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica

(PA) e todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada.
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As solugbes de tampdo fosfato, utilizadas como eletrélito suporte, foram
preparadas adicionando-se solucées de fosfato de sédio (J. T. Baker) 0,1 mol L' e
fosfato dissédico (J. T. Baker) 0,1 mol L™ nas devidas proporcées de acordo com o
pH desejado.

SolucBes de KCI (Dinamica) na concentracdo de 0,1 mol L™ foram preparadas
dissolvendo-se 3,730 g de KCIl em 500 mL de &gua deionizada.

Solugdes de NaCl (J. T. Baker) 0,1 mol L™ foram preparadas dissolvendo-se
2,922 g em 500 mL de agua deionizada.

Solucdes de NaNO; (Dinamica) 0,1 mol L™ foram preparadas dissolvendo-se
4,2495 g em 500 mL de agua deionizada.

Solucdes de KNO3 (Dinamica) 0,1 mol L™ foram preparadas dissolvendo-se
5,0550 g de KNO3 em 500 mL de agua deionizada.

Solucdes de H,SO,4 (Merk) 0,1 mol L™ foram utilizadas diluindo-se 2,0 mL de
H,SO, concentrado em 250 mL de agua deionizada.

Solugdes de C,H40- (Synth) 0,1 mol L™ foram preparadas diluindo-se 1,5 mL
de C,H40; concentrado em 250 mL de agua deionizada.

Uma solugéo contendo HNO3:H,SO,4 (HNO3, Nuclear) foi preparada em uma
razéo de 3:1 viv

Solucdes de PAH (Sigma-Aldrich) 1,0 x 10®% mol L' foram preparadas
diariamente dissolvendo-se 0,0160 g de PAH em 10,0 mL de agua deionizada. Esta
solucéo foi mantida em agitagéo por 16 horas para entao ser utilizada.

Solugcdes de hexacianoferrato de potadssio (HCF) (Sigma-Aldrich)
1,0 x 10° mol L™ foram preparadas dissolvendo-se 0,0329 g de HCF em 10,0 mL de
agua deionizada.

Solucdes estoque de ciprofibrato (Sigma-Aldrich) 1,0 x 102 mol L™ foram
preparadas diariamente dissolvendo-se 0,029 g de ciprofibrato em 10 mL de tampéo
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Solucdes estoque de dopamina (DA) (Sigma-Aldrich) 1,0 x 10 mol L™ foram
preparadas diariamente dissolvendo-se 0,0019 g de DA em tampéo fosfato 0,1 mol
L™ (pH 7,0), em KCI 0,1 mol L™ e em urina artificial (pH 6). A urina artificial foi
preparada conforme a literatura®® e a TABELA 2.1 apresenta a composicdo da

mesma.
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Tabela 2.1- Composicéo da urina artificial®

SUBSTANCIA gL?
CaCl 2H,0 1,10
NaCl 1,93
NaySO, 2,25
KH,PO, 1,49
KClI 1,60
NH,4CI 1,00
Uréia 25,0
Creatinina 1,10

Solucdes estoque de L-dopa (Sigma-Aldrich) 1,0 x 102 mol L foram
preparadas diariamente dissolvendo-se 0,0019 g de L-dopa em 10 mL de NaCl
0,1 mol L™

Solucdes estoque de carbidopa (Sigma-Aldrich) 1,0 x 10° mol L foram
preparadas diariamente dissolvendo-se 0,0023 g de carbidopa em 10 mL de NacCl
0,1 mol L™

2.3- Dispersoes de MWCNTs/PAH

Os MWCNTs foram obtidos da Sigma-Aldrich e apresentam as seguintes
caracateristicas:
v Diametro: 20 — 30 nm
v' Espessura da parede: 1 —2 nm
v' Comprimento: 0,5 -2 um
Foram preparadas duas suspensbes de MWCNTs para o estudo da
estabilidade. Dispersou-se 1,0 mg de MWCNTs funcionalizado em 30,0 mL de
solucdo de PAH 1,0 x 10” mol L™* e em 30,0 mL de agua deionizada, chamadas
respectivamente de MWCNTs/PAH e MWCNTs/H,O. Ambas as dispersfes foram
mantidas em banho de ultrassom por 30 minutos.
Para a formacgéao de filmes dispersou-se 1,0 mg de MWCNTSs funcionalizados
em 1,0 mL de uma solucdo de PAH 1,0 x 10* mol L™ e manteve-se esta dispersado

em banho de ultrassom por 30 minutos.
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2.4- Preparo das amostras analisadas

As amostras farmacéuticas de ciprofibrato (100 mg por comprimido) foram
preparadas com a trituragdo de 10 comprimidos até a obtencdo de um pé fino e
massas de interesse foram pesadas e transferidas para bal6es volumétricos de
10,0 mL e o volume foi completado com uma solugcdo de tampao fosfato
0,1 mol L. Eventuais excipientes insoltveis contido nas amostras foram removidos
por filtragdo empregando-se papel de filtro.

Amostras comerciais de DA 5 mg mL™ foram preparadas com a diluicdo de
385 pL do medicamento em baldes volumétricos de 10 mL com tampéo fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0) e em urina artificial.

Para a andlise de L-dopa foram obtidas amostras da formulacéo farmacéutica
contendo L-dopa/cloridrato de benzerazida (100/25 mg) foram preparadas com a
abertura de 10 drageas e massas de interesse foram pesadas e transferidas para
balbes volumétricos de 10,0 mL com o volume completado com uma solucdo de
NaCl 0,1 mol L™ Eventuais excipientes insolGveis contido nas amostras foram
removidos por filtracdo empregando-se papel de filtro.

Para a analise de carbidopa foram obtidas amostras da formulacéao
farmacéutica L-dopa/Carbidopa (100/27 mg) foram preparadas com a abertura de
10 drageas e massas de interesse foram pesadas em balanca analitica e
transferidas para bal6es volumétricos de 10,0 mL e o volume foi completado com
uma solucdo de NaCl 0,1 mol L. Eventuais excipientes insolGveis contido nas

amostras foram removidos por filtracdo empregando-se papel de filtro.
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2.5- Metodologia

2.5.1- Funcionalizacdo dos MWCNTs

A funcionalizagdo dos MWCNTSs foi realizada segundo a literatura®*®’. Uma
massa de 100 mg de MWCNTs foi adicionada em uma solugdo de
HNO3:H,SO4 (3:1 v/v) mantendo-se sob agitacao por 18 horas. Em seguida separou-
se a mistura de MWCNTs da solucédo acida por centrifugacdo a 6.000 rpm. Apos a
centrifugacéo, a solucdo &cida foi retirada com o auxilio de uma bomba peristaltica e
lavaram-se 0s nanotubos por varias vezes com agua deionizada. Em seguida, os
MWCNTSs foram secos em estufa a 120 °C durante 12h.

2.5.2- Estudo da estabilidade da disperséao de MWCNT  S/PAH

Apbs o preparo da disperséo MWCNTs/PAH e MWCNTSs/H0, aliquotas das

duas dispersdes foram submetidas a medidas de potencial { com a variagdo do pH.

2.5.3- Modificacdo da superficie do GCE com filmes  de PAH e
MWCNTSs/PAH

Para a formacéo do filme de PAH foi depositado sobre a superficie do GCE
uma aliquota de 20 pL de uma solucdo de PAH 1,0 x 10 mol L. Para a formacao
do filme de MWCNTSs/PAH foi depositado sobre a superficie do GCE uma aliquota
de 20 pL da dispersdo de MWCNTs/PAH 1,0 mg mL™*

2.5.4- Caracterizagédo eletroquimica dos filmes de P AH e
MWCNTs/PAH

As caracterizacbes eletroquimicas dos filmes MWCNTs/PAH e PAH foram
realizadas com medidas de voltametria ciclica com variagcdo da velocidade de
varredura de potencial (10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mV s™) em um intervalo de -300
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a 400 mV em presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio ([Fe(CN)e]*) 6,6 x 10*
mol L*em KCI 0,1 mol L™

2.5.5- Voltametria de pulso diferencial

A técnica de voltametria de pulso diferencial foi utilizada no procedimento
eletroanalitico proposto para a determinacao de ciprofibrato, L-dopa e carbidopa em
formulacdes farmacéuticas.

ApoOs o estudo dos parametros da voltametria de pulso diferencial, as curvas
analiticas foram obtidas com adicdo de aliquotas das solu¢des padrées na célula
eletroquimica. ApGs cada adicdo, os voltamogramas foram obtidos e as amostras

foram analisadas pelo método de adicdo de padrao.

2.5.6- Voltametria ciclica e amperometria

Inicialmente utilizou-se a voltametria ciclica para o estudo do perfil
voltamétrico do eletrodo GCE-MWCNTs/PAH para o analito DA em KCI 0,1 mol L™
pH 6,5. A técnica de amperometria foi utilizada no procedimento eletroanalitico
proposto para a determinacao da DA em formulacdes farmacéuticas nos potenciais
selecionados nos estudos ciclovoltamétricos.

A curva analitica foi obtida pela adicdo de aliquotas da solucédo padréo na
célula eletroquimica. As amostras foram analisadas pelo método de adicdo de

padrao.

2.5.7- Métodos de referéncia para determinacdo de t eores de
ciprofibrato, dopamina, L-dopa e carbidopa em amost ras

farmacéuticas

O procedimento de referéncia utilizado para a determinacdo de teores de
ciprofibrato em amostras farmacéuticas foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e todas as condi¢bes
utilizadas foram de acordo com a encontrada na literatura®. Foi utilizado um

cromatografo da Shimadzu modelo SPD-M10AVP com uma coluna C18
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(4,6 mm x 150 mm, 5 ym) com detector espectrofotométrico. O comprimento de
onda utilizado foi de 232 nm. A velocidade do fluxo foi de 1,5 mL/min. Como fase
movel foi utilizada uma solucéo de acetonitrila/acido fosforico (55/45).

O procedimento de referéncia utilizado para a determinacéo de teores de DA
em amostras farmacéuticas foi o definido pela Farmacopéia Brasileira®, que
consiste em realizar medidas de absorbéancia de DA diretamente em 280 nm.

Como meétodo de referéncia para a determinacdo de teores de L-dopa em
amostras farmacéuticas foi utilizada a titulacdo potenciométrica conforme descrito na
farmacopéia brasileira®

O método de referéncia utilizado para a determinacdo de teores de carbidopa
em formulages farmacéuticas foi o proposto pela farmacopéia européia® que

preconiza o acompanhamento do espectro de UV-VIS 230 a 350 nm.
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CAPITULO 3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Estudos da estabilidade da dispersédo do filme de

MWCNTs/PAH e caracterizagéo eletroquimica

3.1.1- Estudo da estabilidade da dispersédo MWCNTs/P  AH

Ha alguns anos, o nosso grupo de pesquisa, LABBES, vem utilizando

887 para a funcionalizagdo dos MWCNTS.

procedimentos encontrados na literatura
Medidas de espectrofotométricas no infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR, do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) que comprovam a
funcionalizagdo dos nanotubos de carbono e que corroboram com a literatura®®’
foram realizadas, e os resultados publicados na literatura®.

Para o estudo da estabilidade da dispersdo MWCNTs/PAH e MWCNTs/H-0,
foram realizadas medidas dos potenciais zeta (potencial () gerados pelas
respectivas dispersdes. De acordo com a literatura, a estabilidade das dispersdes
podem ser afetadas com o pH e a forca ibnica, e quanto maior o valor do potencial ¢,
maior é a estabilidade da dispersdo®. Sendo esta dispersdo estabilizada por
atracdes eletrostaticas, o estudo realizado apresenta a variacdo do potencial { em
fungéo da variacdo do pH. Os resultados obtidos neste estudo séo apresentados na

FIGURA 3.1.
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Figura 3.1- Resultados obtidos no estudo da estabilidade da disperséo do

MWCNTs/PAH por medidas de potencial { em fungéo da variacao do pH.

Como pode ser observado nesta figura, a dispersdo MWCNTs/PAH
apresentou os maiores valores de potencial { que variaram entre 40,2 e 50,2 mV, no
intervalo de pH de 2,7 a 8,6. Em valores de pH superiores, ha uma diminui¢cdo do
potencial { da dispersdo. Assim, o potencial { se manteve praticamente constante no
intervalo de pH supramencionado, sendo que este comportamento € atribuido ao
valor de pKa desse polimero que é igual a 8,5%. Sendo assim, para valores de pH
menores que 8,5, o PAH apresenta um carater catiénico (polimero catiénico) devido
a protonacdo dos amino grupos, responsaveis pela atragdo eletrostatica entre estes
grupos e grupos carboxilicos presentes nos nanotubos de carbono funcionalizados.
Por outro lado, para valores de pH maiores que 8,5, as moléculas de PAH comecam
a apresentar um carater aniénico (grupos carboxilatos), e desta maneira as forcas de
repulsdo aumentam gradativamente entre as moléculas de PAH e os grupos —COO"
presentes nos MWCNTSs, promovendo assim a instabilidade da dispersao. Para a
dispersdo dos nanotubos de carbono em agua (MWCNTs/H,0) pode ser observado
valores menores de potencial { em relacdo a disperséo MWCNTs/PAH, o que
comprova a influéncia da atracdo eletrostatica para a estabilizacdo da disperséao.

1.3 estudou-se a estabilidade de uma

Em um trabalho realizado por IAMSAMAI et a
dispersdo de MWCNTs em quitosana e foi observado que a estabilidade desta

dispersédo ocorre em altos valores de potencial { (entre 34 a 42 mV) devido a forte de
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atracdo eletrostatica entre os grupos aminos protonados da quitosana e 0s grupos
anionicos (carboxilato, hidroxila) dos MWCNTs. Desta maneira, os resultados
obtidos neste experimento corroboram com aqueles apresentados na literatura.

Apbs o estudo da estabilidade, foi realizada a caracterizacdo do filme de
MWCNTs/PAH com a técnica de microscopia eletrbnica de varredura de alta
resolucado (MEV-FEG). A FIGURA 3.2 apresenta as imagens obtidas.

“PCAccY  Spot Magn  Det WD Exp ———— 200 um
. 250kv20 100x SE 103 1  UFSCar- DEMa- LCE - FEG

M4

o X

& s T
AccY Spot Magn Det WD Exp FH— 20pm
260kvV 30 1000x SE 103 1 UFSCar- DEMa - LCE - FEG
. o . :

(b)
Figura 3.2- Imagens da superficie metalica utilizada para a formacao do filme
MWCNTs/PAH sem filme e com filme de PAH respectivamente. (a) 20 p e (b).200
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AccV Spot Magn Det WD Exp FH——— 200nm
260kV 20 75000x SE 105 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

(d)
Figura 3.2- imagens do filme de MWCNTs/PAH (c) 200 nm e (d).200 nm. Os
filmes de MWCNTs/PAH foram formados sobre um suporte metalico apropriado para
a obtencao das imagens.

De acordo com as imagens obtidas, FIGURA 3.2 b, observa-se que o PAH
apresenta uma nanoestrutura polimérica uniforme com alguns buracos e na FIGURA
c e d pode-se observar a distribuicdo e a imobilizacdo dos MWCNTSs no filme de
PAH.
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3.1.2- Caracterizacao eletroquimica do filme de MWC NTs/PAH

— calculo da area ativa

Este estudo foi realizado a fim de se calcular a area ativa do eletrodo de
carbono vitreo (GCE) sem modificagdo e modificados com filmes de PAH e

k85'86'94'95. Desta

MWCNTs/PAH empregando-se a equacdo de Randles-Sevci
maneira, foram realizadas medidas de voltametria ciclica em presenca de
hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]Je) 6,6 x 10* mol L* em KCI 0,1 mol L*
com a variacéo da velocidade de varredura de potencial. A EQUACAO 2 apresenta a

equacao de Randles-Sevcik utilizada.
I, = 2,69 x 10° ADY2n¥?v¥2 C  EQUACAO 2

Sendo Ip a corrente de pico (A), A a area eletroativa (cm?), D o coeficiente de difusdo
do anion hexacianoferrato(lll) de potassio ([Fe(CN)e]*) em solucéo (6,20 x 10° cm?
s1), n o nimero de elétrons envolvidos na reacdo redox, v é a velocidade de
varredura de potencial (V s?) e C a concentracdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio [Fe(CN)e]* em solucdo (mol cm™®). Substituindo-se estes valores na
EQUACAO 2, foi possivel determinar as areas ativas do eletrodo GCE, GCE-PAH e
do GCE-MWCNTSs/PAH.

A FIGURA 3.3 apresenta os resultados obtidos para o GCE. As medidas de
voltametria ciclica foram realizadas em presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio
(Ks[FeCNJs) 6,6 x 10* mol L™ em KCI 0,1 mol L™ e as velocidade de varredura de
potencial empregadas foram de 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mV s™.
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Figura 3.3 (a) Voltamogramas obtidos no estudo da velocidade de varredura
de potencial utiizando um GCE para uma solugcdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio (Ks[FeCN]g) 6,6 x 10 mol L* em KCI 0,1 mol L, nas velocidades de
varredura de potencial de 10 a 100 mV s* (b) Relacdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial em funcédo do pico de corrente anddica para o

calculo da area ativa.

Para este sistema é observado uma dependéncia linear entre os valores de
de corrente anddica (Ipa) em funcéo da velocidade de varredura de potencial (v

obtendo-se um R = 0,999 e a seguinte equacéao de reta:
lpa = -1,95 x 10° + 8,23 x 10”° x v*? Equacéo 3

Com estes resultados obtidos e a utilizacdo da EQUACAO 2 foi possivel
realizar o calculo da area ativa para o GCE, obtendo-se um valor de 0,184 cm?.

Em seguida, foram realizadas medidas de voltametria ciclica utilizando um
eletrodo GCE-PAH para verificar propriedades eletrocataliticas do polieletrolito PAH
e o calculo da area ativa do eletrodo modificado. Os voltamogramas ciclicos foram
obtidos em presenca de hexacianoferrato(lll) de potéssio (Ks[FeCN]s) 6,6 x 10™ mol
L em KCI 0,1 mol L™ e as velocidade de varredura de potencial utilizadas foram de
10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mV s™. A Figura 3.4 apresenta os resultados obtidos
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Figura 3.4- Voltamogramas obtidos no estudo da velocidade de varredura de
potencial utilizando um GCE-PAH para uma solucdo de hexacianoferrato(lll) de
potassio (Ks[FeCN]g) 6,6 x 10 mol L* em KCI 0,1 mol L™, nas velocidades de
varredura de potencial de 10 a 100 mV s* (b) Relacdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial em funcéo do pico de corrente anddica para o

calculo da area ativa.

Para este sistema, pode ser observado uma dependéncia linear entre os
valores de pico de corrente anodica (lpa) em fungéo da velocidade de varredura de

12

potencial (v™°) obtendo-se um R = 0,998 e a seguinte equacao

lpa =-2,08 x 10° + 8,35 x 10° x v'*  Equacéo 4

Substituindo-se os resultados obtidos na EQUACAO 2 foi obtido o valor da
area ativa para o GCE-PAH, obtendo-se um valor de 0,187 cm?. Com este resultado
também é observado que o filme de PAH nao apresenta eletroatividade, visto que,
0s picos encontrados sao caracteristicos do indicador redox hexacianoferrato(lll) de
potassio (Ks[FeCN]s) devido os valores de pico de corrente anddica e catddica
serem praticamente iguais aos obtidos no estudo em que foi utilizado o GCE sem
modificacdo. Por exemplo, as correntes anddicas obtidas na velocidade de varredura
de potencial de 100 mV s empregando-se os eletrodos de GCE e GCE-PAH foram

iguais (2,4 x 10° A), indicando que o filme de PAH n&o teve nenhuma influéncia na
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difusdo do hexacianoferrato(lll) de potassio (K3[FeCN]e) até a superficie do eletrodo
de carbono vitreo.

Na FIGURA 3.5 sdo apresentados os voltamogramas obtidos no estudo da
velocidade de varredura de potencial sobre o perfil dos voltamogramas empregando-
se 0 eletrodo de GCE-MWCNTs/PAH. Neste estudo, empregou-se solucéo de
hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]g) 6,6 x 10“ mol L™ em meio de KCI 0,1
mol L™ sendo que a corrente catddica em funcdo do quadrado das velocidades de

1/2

varredura de potencial (v'/?) foi linear no intervalo de 10 a 100 mV s, indicando que

a espécie eletroativa chega por difuséo na superficie do eletrodo.

4,0x10°
2,5x10° .
2,0x10°
2,0x10°
<
< o0l .
.y 1,5x10°
-2,0x10] 1,0x10° -
-4,0x10° L : 0,10 0,15 0,20 0,25
-0,3 0,6 V21 (Vs
E/V vs. Ag/ AgCl
(@
(b)

Figura 3.5- (a) Voltamogramas obtidos no estudo da velocidade de varredura
de potencial utilizando um GCE-MWCNTs/PAH para uma solucdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCNJe) 6,6 x 10 mol L™* em KCI 0,1 mol L™,
nas velocidades de varredura de potencial de 10 a 100 mV s (b) Relac&o da raiz
quadrada da velocidade de varredura de potencial em fungcéo do pico de corrente

anodica para o célculo da area ativa.

Para este sistema, pode ser observado uma dependéncia linear entre os

valores de pico de corrente anddica (lp,a) em fungdo da raiz quadrada da velocidade

1/2

de varredura de potencial (v-“) obtendo-se um R = 0,997 e a seguinte equacao:

lpa =-1,84 x 10° + 9,82 x 10”° x v*? EQUACAO 5
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Com estes resultados obtidos e a utilizacdo da equacdao de Randles-Sevcik
(EQUACAO 2), foi possivel realizar o calculo da éarea ativa para o GCE-
MWCNTSs/PAH, obtendo-se um valor de 0,221 cm?.

A TABELA 3.1 apresenta todos os valores de areas ativas obtidas.

Tabela 3.1- Valores de areas ativas encontradas para os eletrodos de GCE,
GCE-PAH e GCE-MWCNTs/PAH

Indicador redox GCE (cm?) GCE-PAH (cm?) GCE-MWCNTSs/PAH (cm?)

hexacianoferrato(lll) 0,184 0,187 0,221
de potassio
(Ks[FeCNJe)

Area geométrica = 0,196 cm”

Com um dunico eletrodo foi possivel realizar aproximadamente 100
determinacées de hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]g) 6,6 x 10 mol L™.

Analisando-se os valores das areas ativas encontradas nesse trabalho
(Tabela 3.1) para os eletrodos de GCE e o GCE-PAH, verifica-se que praticamente
nao houve variacdo da area ativa do eletrodo de GCE quando sobre o mesmo foi
depositado o filme de PAH, indicando, como discutido, que o filme de PAH néo afeta
0s processos redox do hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]s). Por outro lado,
com a adicdo dos nanatubos de carbono no filme polimérico (GCE-MWCNTs/PAH),
pode ser observado um aumento de 1,2 vezes da area ativa desse eletrodo,
confirmando a eletroatividade dos nanotubos de carbono.

Com os resultados obtidos dos graficos da relagdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial em funcdo do pico de corrente anddica,
observa-se que ha um aumento linear da corrente com o aumento da velocidade de
varredura de potencial, 0 que sugere um transporte de massa por um processo de
difusdo. JA4 com os voltamogramas ciclicos obtidos com 0 GCE-MWCNTs/PAH em
presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]s) observa-se que os picos
de oxidacOes e reducbes estdo entre o intervalo de potencial de 150 e 300 mV. Em
um trabalho realizado por SCHROPER et al.® que realizaram medidas de

voltametria ciclica utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com
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poliaminofenol e MWCNT foi também observado um par redox no intervalo de
potencial de 150 e 300 mV.

Comparando-se os valores de AE obtidos empregando-se o eletrodo
GCE/PAH (AE = 80 mV) e GCE-MWCNTs/PAH (AE = 67 mV) para solugdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCN]Je) 6,6 x 10* em KCI 0,1 mol L™ (pH 6,5),
pode-se verificar que o emprego do CNTs no filme aumentou a transferéncia de
elétrons entre o analito e o eletrodo base. Analisando-se os ciclos voltamogramas
obtidos neste estudo, n&o foi observada nenhuma variacdo dos potenciais de picos
de oxidacdo e reducdo em fungdo do aumento da velocidade de varredura de

1°7 98 Ademais,

potencial, indicando assim que o0 processo redox € reversive
observa-se um aumento de correntes de pico de oxidacdo e reducdo quando se
empregou o eletrodo contendo CNTs (GCE/PAH-MWCNTs). A FIGURA 3.6
apresenta os voltamogramas obtidos para o GCE, GCE e GCE-MWCNTSs/PAH em
presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCNJs) 6,6 x 10* mol L* em
solucdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 6,5) e velocidade de varredura de potencial de 50 mV

st

4,0x10°
——GCE
1{—— GCE-PAH
P GCE-MWCNTSs/PAH
< 0,0
-2,0x10° 1
-4,0x10° .

-0,3 | O:O | 0:3 | 0,6
E/V vs. Ag/ AgCl
Figura 3.6- Comparacdo dos voltamogramas ciclicos para um GCE, GCE-
PAH e GCE-MWCNTs/PAH obtidos no estudo de velocidade de varredura de
potencial em presenca de hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[FeCNJs) 6,6 x 10“ em
KCl 0,1 mol L' pH 6,5;v =50 mV s*.
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Como pode ser observado, o voltamograma ciclico obtido com o GCE-
MWCNTs/PAH apresenta corrente catddica e anodica e uma corrente capacitiva
maior que aquela observada empregando-se o GCE e o GCE-PAH. De acordo com
a literatura, este efeito ocorre em eletrodos modificados com CNT, promovendo
assim o aumento do sinal analitico (maior corrente)** **. J4 0 GCE e o GCE-PAH
apresentam voltamogramas semelhantes, comprovando assim que o fiilme de PAH
nao apresenta processos redox que possa provocar interferéncias durante as

medidas.



3.2- Determinacéo de ciprofibrato

3.2.1- Eletroatividade do ciprofibrato

Inicialmente foram realizadas medidas de voltametria de pulso diferencial
(DPV) a fim de se verificar a eletroatividade do ciprofibrato utilizando o GCE-
MWCNTSs/PAH, e para comparacao foi realizado uma medida de DPV utilizando um
GCE sem modificacdo. As medidas de DPV foram realizadas com uma velocidade
de varredura de potencial (v) de 10 mV s, amplitude de pulso (A) de 40 mV e o
tempo de pulso (t) aplicado de 0,100 s. A concentracéo de ciprofibrato utilizada foi
de 4,0 x 10° mol L™ e como eletrélito suporte foi utilizado uma solugcdo de tampé&o
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). A FIGURA 3.7 apresenta os resultados obtidos.

|—— GCE-MWCNTs/PAH
——GCE

0,8-
<
3
~ 0,41

0,0-

0,8 1,0 1,2

E/V vs. Ag/ AgCl

Figura 3.7- Estudo da eletroatividade do ciprofibrato 4,0 x 10®° mol L™ com
medidas de DPV utilizando um GCE-MWCNTs/PAH e um GCE em solu¢cdo tampéao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0),v =10 mV s*, A=40 mVet=0,100s.

De acordo com os resultados obtidos, as medidas de DPV utilizando o GCE-
MWCNTs/PAH em presenca do ciprofibrato apresenta uma magnitude de corrente
maior em um potencial menor aqueles obtidos com o eletrodo GCE tipicos de

processos eletrocataliticos. A TABELA 3.2 apresenta as correntes de picos anddicos
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e 0S potenciais obtidos respectivamente empregando-se os eletrodos de GCE-
MWCNTs/PAH e o GCE.

Tabela 3.2- Picos de corrente anodica e potenciais de pico obtidos em
medidas de DPV para o sistema GCE-MWCNTs/PAH e GCE em ciprofibrato 4,0 x
10 mol L™

Sistema lpa /[HA E/Vvs. Ag/ AgCl
GCE-MWCNTs/PAH 0,94 0,97
GCE 0,28 1,1

3.2.2- Estudo do efeito do pH

Inicialmente foi estudado a influéncia do pH do eletrdlito suporte sobre a
resposta analitica empregando-se a técnica de DPV. Neste estudo foi utilizado como
eletrélito suporte uma solucéo de tampé&o fosfato 0,1 mol L™ em pHs 6,1; 6,4; 7,0 e
7,4. Para as medidas de DPV utilizou-se uma velocidade de varredura de potencial
de 10 mV s, amplitude de pulso de 40 mV e tempo de pulso de 0,100 s e a
concentracdo de ciprofibrato utilizada foi de 9,0 x 10° mol L* . A FIGURA 3.8

apresenta os resultados.

3,5 uA

/.1 uA

24

Figura 3.8- Estudo do comportamento da corrente anddica para a
determinacdo de ciprofibrato 9,0 x 10 mol L™ em funcéo da variacdo do pH do

eletrélito suporte tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,1; 6,4; 7,0 e 7,4).
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Como pode ser observado, o comportamento do pico de corrente anddica em
funcdo da variacdo do pH apresenta um maior valor de corrente (3,5 pA) em pH 7,0.
A grande vantagem de se trabalhar em uma solucéo neutra é possibilidade de se
utilizar este sensor para determinacao de ciprofibrato em meios bioldgicos (pH em
torno de 7,4), além da determinacdo em amostras farmacéuticas. Desta maneira, a
solucdo de tampd&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) se apresenta como a mais adequada

para a continuidade do trabalho.

3.2.3- Estudo dos parametros da voltametria de puls o

diferencial

Para a otimizacdo das medidas de DPV na determinacdo de ciprofibrato
foram avaliados os valores mais adequados para a velocidade de varredura de
potencial, para a amplitude de pulso e para o tempo de pulso. A FIGURA 3.9
apresenta os resultados obtidos para o estudo de velocidade de varredura de
potencial em um intervalo de 5 a 22 mV s. Para todos os estudos foi utilizada uma
solucdo de ciprofibrato, 2,6 x 10 mol L™ em solucdo de tamp&o fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0) e uma janela de potencial de 0,8 a 1,1 V. A amplitude de pulso utilizado foi
de 40 mV e o tempo de pulso 0,100 s.
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Figura 3.9- (a) Influéncia da variacéo da velocidade de varredura de potencial
nos voltamogramas de pulso diferencial do ciprofibrato 2,6 x 10 mol L™ em tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), (b) Comportamento dos picos de corrente anédica em
funcdo da variacédo da velocidade de varredura de potencial. A =40 mV et =0,100

S.

Como é observado, h4 um incremento do pico de corrente anddica (l,a) em
funcdo da variagdo da velocidade de varredura de potencial no intervalo de 5 a 12
mV s™ sendo observado um maior valor de lpa (0,28 pA) na velocidade de varredura
de potencial de 12 mV s™. Ap6s a velocidade de varredura de potencial de 12 mV s™
observa-se um decréscimo nos valores de |, com o aumento da velocidade de
varredura de potencial. Uma possivel explicacdo para este fato se deve a baixa
velocidade de reacdo de oxidacdo do ciprofibrato. Desta maneira, a velocidade de
varredura de potencial escolhida para a determinacéo de ciprofibrato foi de 12 mV s™.

Em seguida foi realizado o estudo da amplitude de pulso aplicado. Neste
experimento a velocidade de varredura de potencial e o tempo foram fixados em 12
mV s™ e 0,100 s, respectivamente. Os valores de pulsos estudados foram de 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 mV. As medidas foram realizadas em
presenca de ciprofibrato 2,6 x 10 mol L™ em solucdo de tampé&o fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0). A FIGURA 3.10 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 3.10- (a) Influéncia da variagdo da amplitude de pulso nos
voltamogramas de pulso diferencial do ciprofibrato 2,6 x 10> mol L™* em tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), (b) Comportamento dos picos de corrente anédica em

funcéo da variacdo daA. v=12mVstet=0,100s.

Neste caso, pode-se observar que o aumento da amplitude do pulso
proporciona um aumento linear da Ipa € um deslocamento dos voltamogramas para
potenciais menos positivos. O maior valor de Ip, (0,30 pA) é observado para a
amplitude de pulso de 60 mV. Sendo assim, este foi 0 potencial selecionado para as
medidas em ciprofibrato.

Em seguida, foi estudado o tempo de pulso a ser aplicado. Os tempos
utilizados foram de 0,080; 0,090; 0,100; 0,150 e 0,170 s. As medidas foram
realizadas em presenca de ciprofibrato 2,6 x 10° mol L™ em solucdo de tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) com velocidade de varredura de potencial e amplitude
de pulso de 12 mV s* e 60 mV, respectivamente. A FIGURA 3.11 apresenta 0s
resultados obtidos.
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Figura 3.11- (a) Influéncia do tempo de pulso aplicado nos voltamogramas de
pulso diferencial do ciprofibrato 2,6 x 10™ mol L™* em solucdo de tamp&o fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0), (b) Comportamento dos picos de corrente anddica em funcdo da

variacdo do tempo. v =12 mV ste A =60 mV.

Como é observado, ha um aumento da I, em um intervalo de 0,080 a 0,100 s,
sendo o maior valor de Iy, (0,24 pA) em um tempo igual a 0,100 s. Apés o tempo de
0,100 s observa-se um decréscimo da lpa € uma possivel explicagdo para este
comportamento se deve a velocidade de varredura de potencial de reagdo do
ciprofibrato, ou seja, para tempos maiores nao € possivel uma oxidagdo completa do
ciprofibrato, proporcionando assim uma menor transferéncia de carga. Sendo assim,
o tempo de pulso escolhido foi de 0,100 s. Desta maneira a TABELA 3.3 apresenta

os valores dos parametros da DPV para a determinacao de ciprofibrato.

Tabela 3.3- Parametros, intervalos estudados e valores escolhidos para

medidas de DPV na determinacao de ciprofibrato

Parametros Intervalos estudados Valores escolhidos
Velocidade de varredua 5-22 12
de potencia / mV s*
Amplitude de pulso / mV 5-60 60

Tempo de pulso /s 0,080 - 0,170 0,100
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3.2.4- Estudo de interferentes em potencial

O estudo do efeito dos interferentes em potencial na determinagédo de
ciprofibrato em formulacdes farmacéuticas foi avaliado para os excipientes presentes
em amostras comerciais de ciprofibrato, como o lauril sulfato de sédio (LSS), a
lactose e o amido. As medidas de DPV contendo somente ciprofibrato a 5,0 x 10°
mol L foram comparadas com as medidas de DPV contendo ciprofibrato +
interferentes. A concentracdo de todos os interferentes foi de 5,0 x 10 mol L%,
tendo-se assim uma razdo de concentracao ciprofibrato:interferente de 1:10. Todas
as medidas foram realizadas em uma solucéo de tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).
A FIGURA 3.12 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtido.
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Figura 3.12- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o estudo de
interferentes em potencial na determinacdo de ciprofibrato em tampéo fosfato 0,1
mol L* (pH 7,0); (a) Ciprofibrato:LSS, (b) Ciprofibrato:Amido e (c)
Ciprofibrato:Lactose. v= 12 mV s* A = 60 mV e t = 0,100 s.
5,0 x 10 mol L™

[Ciprofibrato] = 5,0 x 10 mol L™ e [interferentes]

Com os voltamogramas obtidos foi possivel calcular a porcentagem de
interferéncia destes concomitantes a solucdo de ciprofibrato nas razdes de
concentracOes estipuladas. Para o LSS foi obtido uma interferéncia positiva de 1,1%.
Com o amido uma interferéncia positiva de 1,3% e com a lactose uma interferéncia
positiva de 3,6%. Como é observado, todas as porcentagens de interferéncias sao
pequenas e pode-se desconsiderar o efeito de cada excipiente. Vale ressaltar que
os teores de todos os excipientes estudados estdo acima dos valores utilizados em

formulacbes farmacéuticas presentes no mercado. Desta maneira, o método
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voltamétrico em estudo pode ser aplicado para a quantificacdo de ciprofibrato sem a

interferéncia desses concomitantes.

3.2.5- Curva analitica e aplicacao

Apbs a avaliacdo das melhores condi¢des de trabalho e dos parametros para
0 GCE-MWCNTs/PAH, foram realizadas medidas de DPV em um intervalo de 0,8 a
1,0 V (vs. Ag/AgCl) em diferentes concentracdes de ciprofibrato, afim de se obter
uma curva analitica. A FIGURA 3.13 apresenta os resultados obtidos. A velocidade
de varredura de potencial utilizada foi de 12 mV s™, amplitude de pulso de 60 mV e o
tempo de pulso de 0,100 s.

6
©7 10 .
4- 4+
< <
= ~
T2 - 2-
0+ 0 0
0,80 0,88 0,96 1,04 0 40 80 120
E/V vs. Ag/AgCI [ciprofibrato]/umol L™
(a) (b)

Figura 3.13 a) Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes
concentracdes de ciprofibrato em solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0): (0)
0, (1) 1,3x 107, (2) 2,6 x 10°, (3) 4,0 x 10°, (4) 5,3 x 10, (5) 6,6 x 10, (6) 7,9 x 107,
(7) 9,2 x 10, (8) 1,0 x 10, (9) 1,1 x 10™ e (10) 1,3 x 10*mol L™*; (b) Curva analitica
para o ciprofibrato.v=12mV s*, A=60 mV e t = 0,100 s.

Como se observa, ha um aumento linear na lpa com o aumento da
concentracdo de ciprofibrato, ou seja, o aumento da concentracdo de ciprofibrato
contribui de maneira proporcional para o incremento do valor da lya. A equacao da
reta obtida para este estudo € lp, / pA = -0,700 + 4,75 X 10* x [ciprofibrato / mol L™

com um R = 0,996 e o limite de deteccdo encontrado foi de 8,3 x 10° mol L. O
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desvio padrdo relativo encontrado foi de 1,5% (n = 3) para o ciprofibrato 4,0 x 10®
mol L™.

O meétodo proposto foi aplicado na determinacéo de ciprofibrato em amostras
farmacéuticas e os resultados foram comparados com os obtidos empregando-se 0
método padrdo encontrados na literatura®. A TABELA 3.4 apresenta os valores para

analise de amostra.

Tabela 3.4- Determinacdo de ciprofiborato em produtos farmacéuticos

Amostra  Valor rotulado Método de Método RE, °
(mg) referéncia proposto
A 100 9845 100 £3 2
B 100 100+7 99 +4 -1
C 100 10044 99+6 -1
D 100 10442 100 £ 6 -4

empregando-se o método proposto e 0 método padrao

RE.?= 100 x (voltamétrico — referéncia) / referéncia

Com os resultados obtidos foram empregados para ambos os métodos o teste
t pareado® para comparacgao. O valor do t calculado foi de 2,77 e o t encontrado foi
de 0,55, indicando desta maneira que o método proposto possui uma boa exatidao,
uma vez que nado foi observada uma diferenca significativa entre os resultados

obtidos, a um nivel de confianca de 95%.

3.2.6- Adicao e recuperacéao

O estudo de adicao e recuperacdo de ciprofibrato nas formulagbes
farmacéuticas de interesse foi realizado a fim de se verificar a influéncia de possiveis
interferentes existentes da matriz das amostras sobre a determinacdo deste analito
no metodo voltamétrico proposto, sendo obtido uma recuperacdo em um intervalo de
99,8% a 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata para quatro amostras
de ciprofibrato nas dosagens de 100 mg. A TABELA 3.5 apresenta os resultados
obtidos.
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Tabela 3.5- Estudo de adi¢c&o e recuperacéo de ciprofibrato em formulacdes

farmacéuticas empregando um GCE-MWCNTs/PAH e DPV

Ciprofibrato / (10 > mol L ™)

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacdo  *%)
6,62 6,61 +0,01 99,8
A 7,93 7,94 +0,01 100
9,25 9,25 +0,02 99,9
6,62 6,61 + 0,02 99,8
B 7,93 7,92+ 0,01 99,8
9,25 9,24 + 0,02 99,8
6,62 6,61 +0,01 99,8
C 7,93 7,92 +0,01 99,8
9,25 9,25 +0,02 100
6,62 6,63 + 0,02 100
D 7,93 7,91 +0,02 99,8
9,25 9,23+0,01 100

2 média aritimética de 3 medidas/amostras

3.2.7- Estudo da repetibilidade e da reprodutibilid  ade

Para este estudo foram utilizados 3 eletrodos de GCE-MWCNTs/PAH. Foram

realizadas 5 medidas de DPV em presenca de ciprofibrato 8,0 x 10° mol L™ em

solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) com cada eletrodo em 3 dias

consecutivos, obtendo-se um desvio padrao relativo de 0,2 % para repetibilidade e

1,0 % para a reprodutibilidade. Com um filme sobre o eletrodo foi possivel realizar

mais de 50 determinacdes sem a variacao significativa do sinal analitico.



55

3.3- Determinacédo de dopamina

3.3.1- Comportamento eletroquimico da dopamina util  izando o
eletrodo de GCE-MWCNTS/PAH

Para o estudo de determinacdo de dopamina (DA) foram primeiramente
realizadas medidas de voltametria ciclica para observar e comparar 0s possiveis
processos redox deste farmaco usando o GCE e o GCE-MWCNTs/PAH. As medidas
foram realizadas na presenca de DA 2,0 x 10° mol L* em meio de KCI 0,1 mol L*
pH 6,5. O intervalo de potencial usado foi de -0,2 a 0,8 V vs. Ag / AgCI (KCI 3,0 mol
L) com uma velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™. A FIGURA 3.14

apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos com os diferentes eletrodos.

2,6+

1,34

I/ pA

0,04

-1,3-

0,0 0,4 0,8
EIV vs. Ag / AgCl

Figura 3.14- Voltamogramas ciclicos empregando-se um [ GCE-

MWCNTs/PAH e um [J GCE em DA 2,0 x 10° mol L'* em KCI 0,1 mol L*pH 6,5 e
v =50 mV/s.

O resultado obtido mostra que em presenca de DA, o eletrodo GCE
modificado com o fiime MWCNTs/PAH promove um efeito eletrocatalitico e um
incremento de corrente (anodica e catodica) em relacdo ao eletrodo sem
modificacdo. De acordo com a literatura, eletrodos modificados com nanotubos de
carbono promovem uma eletrocatalise (aumento das correntes de pico anddica e

catédica e diminuicdo dos potenciais dos dois processos) em presenca de um
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analito de interesse. Sendo assim, este resultado obtido corrobora com a
literatura’®**. Com os valores de potenciais obtidos nos picos de oxidac&o e reducéo
foi calculado um AE = 0,5 V para o eletrodo GCE e um AE = 0,1 V para o eletrodo
GCE-MWCNTSs/PAH, indicando uma maior cinética de transferéncia de elétrons para
o eletrodo GCE-MWCNTs/PAH?"®. A TABELA 3.6 apresenta os valores de pico de
corrente anddica e catddica e com 0s respectivos potenciais de obtencdo para o
GCE sem modificagéo e para o GCE-MWCNTSs/PAH.

Tabela 3.6- Valores das correntes de pico anddica e catddica e respectivos
potenciais para os eletrodos GCE e para o GCE-MWCNTSs/PAH na presenca de DA
2,0 x 10° mol L™

Eletrodo lpa/ HA E/V loc / HA E/V
GCE-sem modificacao 15 0,6 -1,1 0,1
GCE-MWCNTs/PAH 3,0 0,1 -1,8 0,0

Com o valor do potencial para o pico da corrente anodica apresentada na
TABELA 3.5 e com alguns trabalhos encontrados na literatura, pode-se constatar
gue o filme proposto neste estudo apresentou bom efeito eletrocatalitico. A TABELA

3.7 apresenta alguns resultados encontrados na literatura.

Tabela 3.7- Resultados encontrados na literatura para a determinacao de DA

Eletrodo EpalV Referéncia
A =0,3 38
B =0,2 41
C =0,3 3
D =0,2 100
E =0,1 Este trabalho

A= GCE/Acido cromo azul K, B= Carbono mesoporus/Nafion, C= Eletrodo de
composito de carbono, D= GCE/f-MWCNTs(nanotubos de carbono de paredes
multiplas funcionalizados), E= GCE/MWCNTSs/PAH.
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101-103

De acordo com a literatura , 0 pico anddico é referente a oxidacdo da DA

a o-quinona com a participacdo de dois elétrons no processo. A FIGURA 3.15

apresenta o0 mecanismo do processo redox para a DA.

HO 0

NH, < L+ 2H o+ 2

HO

Figura 3.15- Esquema da reacdo de oxidacéo da DA%,
3.3.2- Efeito da velocidade de varredura de potenci  al

A influéncia da velocidade de varredura de potencial sobre a resposta
voltamétrica do GCE-MWCNTSs/PAH no intervalo de 10 a 100 mV s* (vs. Ag/AgCl)
foi investigada para a uma solucdo de 2,0 x 10 mol L™ de DA em solucéo cloreto
dse potéssio (KCI) 1,0 x 10" mol L™ pH 6,5. A FIGURA 3.16 apresenta os resultados
obtidos.

Velocidade de varredura de potencial / mV S*

0,0 0,4 0,8
EIV vs. Ag / AgCl

FIGURA 3.16- Variagdo da resposta voltamétrica do GCE-MWCNTs/PAH com
velocidade de varredura de potencial na presenca de DA 2,0 x 10° mol L™ em
solucdo de KCI 1,0 x 10" mol L™ (pH 6,5). v = 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mV s™.
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Os valores encontrados da corrente de pico anddica foram colocados em
grafico em fungéo da raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial como
apresentado na FIGURA 3.17.

0 T T T T T T T T
4 6 8 10

1 1/2 _-1/2
v Imv*s

FIGURA 3.17- Dependéncia da corrente de pico anddica com a raiz quadrada
da velocidade de varredura de potencial para o GCE-MWCNTSs/PAH na presenca de
DA 2,0 x 10 mol L em solucéo de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Como é observado, ha uma dependéncia linear entre as correntes de pico

anddica com a v?

. Isto sugere um processo controlado por difusdo. Da mesma
maneira a equagdo que descreve essa dependéncia: lpa (HWA) = 0,36 + 0,39 vl2
(mV*2 s2) nao intercepta o eixo y na posicéo zero, indicando que o processo de
transferéncia de elétrons ndo ocorre somente na interface do eletrodo e a solugéo,
sugerindo que etapas de adsorcdo e/ou de interacdo com sitio ativo podem estar

envolvidas.
3.3.3- Efeito do Eletrélito Suporte

Foram avaliados como eletrélitos suporte para determinacdo amperémetrica
de DA uma solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e uma solucdo de KCI 0,1
mol L. Para as medidas em tampao fosfato o melhor potencial de trabalho foi de 0,2
V e para medidas em KCI o melhor potencial foi de 0,3 V. As concentracdes de DA
utilizadas foram 3,3 x 10°; 6,6 x 10%; 9,9 x 10® 1,3 x 107 1,6 x 10°; 1,9 x 10”; 2,2
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x 10®; 2,6 x 10> 2,9 x 10° e 3,3 x 10> mol LY. A Figura 3.18 apresenta 0s
resultados obtidos para este estudo.

3_ 254  ——DAemPBS 02V
< 27
3
1_
DA em KCI
0 ® Tampao fosfato
0 8 16 24 32

[DA] / pmol L™

Figura 3.18- Curvas analiticas obtidas amperometricamente para a DA em

meio de solucdo de KCI 0,1 mol L™ e solugéo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

As medidas realizadas em solucéo de tampéao fosfato apresentam uma maior
inclinacéo da curva analitica, logo, uma maior sensibilidade. Desta maneira, todas as
medidas para DA foram realizadas em solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0).

3.3.4- Estudo de interferentes em potencial

Estudo de interferentes em potencial na determinagdo amperomeétrica de DA,
como o &cido urico (AU) e acido ascérbico (AA) foram realizados. Essas substancias
coexistem com a DA em meios biolégico sendo assim, o maior problema encontrado
durante a determinacdo de DA é a sobreposicao dos potenciais de pico do acido
arico e ascoérbico, interferindo desta maneira na quantificacdo de DA quando se
utiliza eletrodos sem modificacdo. Desta maneira é de grande importancia o
desenvolvimento de eletrodos que apresentem a capacidade de determinar AU, AA

e DA sem que ocorram interferéncias'® de um composto na determinacgéo do outro
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composto de interesse. A FIGURA 3.19 apresenta um voltamograma ciclico em
presenca de DA, AU e AA em tampd&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). A concentrac&o
de DA utilizada foi de 2,0 x 10° mol L™ e de AA e AU foi de 2,0 x 10“ mol L™ (1:10).
A velocidade de varredura de potencial foi de 50 mV s em um intervalo de potencial
de -0,1 a 0,5 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L%).

AU
40-
i’t“ 20+ / DA
P T
0_
—
0,0 0,2 0,4

EIV vs. Ag / AgClI
Figura 3.19- Voltamograma ciclico de solucdo contendo DA 2,0 x 10° mol L*
AA e AU (2,0 x 10 mol L™) em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), v=50 mV s™.

Com o voltamograma obtido verificou-se que a variacdo de potencial entre 0s
picos de oxidacdo de DA-AA, DA-AU e AA-AU foram de 0,2 V, 0,1 V e 0,3 V

42104107 também apresentam

respectivamente. Resultados encontrados na literatura
valores semelhantes, desta maneira, o sistema GCE-MWCNTs/PAH apresenta um
bom desempenho na seletividade entre a DA, AA e AU durante medidas simultaneas.
Desta maneira, durante este estudo ndo foi observado nenhuma interferéncia na

raz&do de concentragao utilizada.

3.3.5- Curva analitica e aplicacao

Determinagfes amperométricas empregando eletrodo GCE-MWCNTs/PAH
em um potencial de 0,2 V (vs .Ag/AgCl) foram realizadas em diferentes
concentracfes de DA para se obter uma curva analitica. A FIGURA 3.20 apresenta o
amperograma e a curva de calibracdo obtida. As concentragdes utilizadas foram de
3,3x10% 6,6 x10°%9,9x10°%1,3x10°; 1,6 x 10°; 1,9 x 10°; 2,2 x 10®; 2,6 x 10”;
2,9x10°e3,3x10° mol L™
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Figura 3.20- (a) Amperograma obtido para a determinacdo de DA nas
concentracdes de 3,3 x 10°; 6,6 x 10°®; 9,9 x 10°;1,3 x 10°; 1,6 x 10°;, 1,9 x 10>;
2,x10%;2,6 x 10°; 2,9 x 10° e 3,3 x 10 mol L™* em tampa&o fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0) e E =0,2 V; (b) Curva analitica obtida para DA.

A curva analitica obtida apresentou uma linearidade na faixa de concentracao
do analito de 3,32 x 10° a 3,32 x 10 mol L™ e, a equagéo da curva analitica foi Ipa
(HA) = -0,1418 + 1,091 x 10° [DA] com um R=0,999. O limite de deteccdo encontrado
foi de 5,7 x 10 mol L™ com um desvio padréo relativo de 1,5% (n = 3) para DA 2,2 x
10° mol L™.

Em um trabalho realizado por SOLIS et al.'®

utilizando um eletrodo de pasta
de carbono modificado com a enzima polifenol oxidase extraida de batata, obteve-se
uma quantificacdo amperométrica de DA no intervalo de concentracdo de 1,5 x 10
a 2,5 x 10* mol L™ e com um limite de deteccdo de 1,5 x 10°® mol L™>. J& no trabalho

realizado por SILVA et al.*®

, utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado
com polifenol oxidase (PPO), também quantificaram DA amperometricamente em
um sistema em fluxo, obtendo-se uma linearidade em uma faixa de concentragcéao de
2,0 x 10%a 2,0 x 102 mol L™ com um limite de deteccéo de 1,5 x 10 mol L™. No
trabalho realizado por SERRANO et al.’®® utilizando um eletrodo de grafite pirolitico
modificado em solu¢do de DA foi determinado DA por DPV obtendo-se uma curva
analitica linear no intervalo de concentracdo de 1,0 x 10° a 2,0 x 10 mol L™ com
um limite de deteccdo de 1,1 x 107 mol L®. A TABELA 3.8 apresenta uma
comparacdo entre os parametros analiticos encontrados em alguns artigos da

literatura com aqueles obtidos nesta tese.
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TABELA 3.8- Resultados encontrados na literatura para a determinagéo de DA

Eletrodo Técnica Intervalo de Limite de Referéncia
concentragdo/mol L*  detecgéo/mol L™
A Amperometria 1,5 x10°-25x 10* 1,5x10° 103
B Amperometria 2,0 x 10*- 2,0 x 10 1,5 x10™ 108
C DPV 1,0x 10°-2,0x 10° 1,1 x 10”7 105
D Amperometria 3,3 x10°-3,3x10° 5,7 x 107 Este
trabalho

A= eletrodo de pasta de carbono carbono modificado com a enzima polifenol
oxidades extraida de batata, B= eletrodo de pasta de carbono modificado com PPO,
C= eletrodo de grafite pirolitico modificado com DA e D= eletrodo GCE-

MWCNTSs/PAH.

De acordo com a comparag¢do obtida na Tabela 3.8 é observado que o
método proposto e o sensor em estudo apresenta um bom potencial para para a
aplicacao na determinacédo de DA.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de DA em amostras
farmacéuticas e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-
se um método espectrofotométrico descrito pela farmacopéia brasileira®. A TABELA
3.9 apresenta os teores de dopamina encontrados em quatro amostras empregando-

se 0 método de referéncia e o método amperométrico desenvolvido nesta tese.

Tabela 3.9- Determinacédo de DA em produtos farmacéuticos empregando-se

0 método proposto e o método espectrofotométrico (referéncia)®

Amostra Rotulado/mL Referéncia Proposto RE .°
A 5,0 50+£0,3 ,1 0,2 2,0
B 5,0 51+0,2 51+0,1 0,0
C 5,0 52+0,3 50+0,1 -3,8
D 5,0 52+0,4 55+0,5 5,8

RE.°= 100 x (Valor amperométrico — valor método de referéncia) / valor
método de referéncia

Os resultados obtidos empregado-se para ambos o0s métodos foram
comparados aplicando-se o teste t pareado [14]. O valor do t critico foi de 2,18 e 0 t

calculado foi de 0,33 indicando desta maneira que o procedimento proposto possui
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uma boa exatiddo, uma vez que nao foi observada uma diferencga significativa entre
os resultados obtidos, a um nivel de confianca de 95%.

A DA também pode ser determinada em amostras biologicas e este tipo de
determinacdo € de grande importancia devido a possibilidade de diagnosticar e
monitorar varias doencas, além de fornecer informagBes sobre a interagdo desta
espécie nos processos fisioldgicos®®. Sendo assim, foram realizadas determinacoes
amperométricas de DA em urina artificial®® empregando-se o eletrodo GCE-
MWCNTs/PAH. A FIGURA 3.21 apresenta 0 amperograma e a curva analitica obtida.
As concentragdes de DA e as condi¢cdes de medidas foram as mesmas utilizadas no

experimento anterior.

I /pA

0 10 20 30

100 150 200 }
[DA] / umol L

t/s
() (b)
Figura 3.21- (a) Amperograma obtido para a determinagdo de DA em urina
artificial (b) Curva analitica obtida para DA em urina artificial. Medidas realizadas em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), E = 0,200 V.

A curva analitica obtida apresentou uma linearidade na faixa de concentracao
do analito de 3,3 x 10° a 3,3 x 10° mol L' e a equagdo da reta obtida é
lpa (MA) =-0,1244 + 9,931 x 10™ + [DA] com um R = 0,998 (n = 3) e um limite de
deteccéo de 8,46 x 107" mol L™. O desvio padrao relativo foi de 1,5 % (n = 3) para DA
2,2 x10° mol L™,
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3.3.6- Adicao e recuperacéao

O estudo de adicao e recuperacdo de ciprofibrato nas formulagbes
farmacéuticas de interesse foi realizado a fim de se verificar a influéncia de possiveis
interferentes existentes da matriz das amostras sobre a determinacdo deste analito
no método amperométrico proposto, sendo obtido uma recuperagcdo em um intervalo
de 98,8 a 102%. A TABELA 3.10 apresenta os resultados obtidos. Para este estudo

foi utilizada uma urina artificial na mesma condicéo anterior.

Tabela 3.10- Resultados do teste de recuperacao de DA adicionada em urina

sintética empregando o GCE-MWCNTs/PAH proposto

DA/(10” mol L )

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacdo 2%
1,31 1,29 + 0,02 99,5
A 1,63 1,67 +£0,01 102
1,96 1,92 +£0,01 102
1,31 1,30 £ 0,02 99,2
B 1,63 1,63 +0,03 100
1,96 1,95 +0,02 99,5
1,31 1,34 + 0,06 102
C 1,63 1,61 +0,03 98,8
1,96 1,95 +0,02 99,5
1,31 1,32 +0,01 101
D 1,63 1,61 +0,02 99,4
1,96 1,96 + 0,02 100

2média aritmética de 3 medidas

3.3.7- Teste da repetibilidade e da reprodutibilida de

Para este estudo foram utilizados 3 eletrodos de GCE-MWCNTSs/PAH. Foram
realizadas cinco medidas de voltametria ciclica (50 mV s™) com cada eletrodo
durante 3 dias consecutivos em presenca de DA 2,0 x 10° mol L™ em solucdo de
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), obtendo-se um desvio padrao relativo de 0,4 %
para repetibilidade e 0,9% para reprodutibilidade. Com um anico eletrodo foi possivel

realizar aproximadamente 60 determinagdes sem a variagdo do sinal analitico.
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3.4- Determinacéo de levodopa

3.4.1- Comportamento eletroquimico da levodopa util  izando
um GCE-MWCNTSs/PAH

Inicialmente foi realizada uma medida de voltametria ciclica (VC) a fim de se
observar o comportamento eletroquimico da Levodopa (L-dopa) com o GCE-
MWCNTs/PAH e verificar os processos redox deste farmaco. As medidas foram
realizadas em presenca de L-dopa 1,0 x 10 mol L™* em tampé&o fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0). A velocidade de varredura de potencial foi de 50 mV s™* em um intervalo de
potencial de -0,8 V a 0,8 V (vs. Ag / AgCl). A FIGURA 3.22 apresenta o resultado
obtido.

-0,020 V
100]
< 0
-100]
-0,35V
-0,7 0,0 0,7

E/IV vs. Ag / AgCI

Figura 3.22- Ciclo voltamograma em presenca de L-dopa 1,0 x 10°  mol L™
obtido com um GCE-MWCNTs/PAH em solucéo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0).v=50mV s™.

A partir do voltamograma ciclico obtido é observado um pico de oxidacao e de
reducdo da L-dopa em -0,020 V e -0,350 V respectivamente. De acordo com LIU et
al.'® o pico anddico esté relacionado com a oxidacdo da L-dopa para dopaquinona e

0 pico catédico esta relacionado com a reducdo da dopacroma para ciclodopa.
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Neste mecanismo ha o envolvimento dois elétrons. A FIGURA 3.23 apresenta o

mecanismo completo envolvido neste processo redox.

o]
HO
Dj oxidac&o E[ji
CcOO K . _J+——Coo
HO H3N+ e e} H3N+
L-dopa Dopaquinona
o]
N
ke . /—coo'
O H2N
\ I
o}
AN Oxidacao HO | AN
= CoOo
COO0 ~ +
HO \,\T Reducdo HO \N/
H H,
Dopacroma Ciclodopa

Figura 3.23- Esquema do mecanismo redox da L-dopa™®.

A TABELA 3.11 apresenta os valores de potenciais de picos andédicos e
catodicos para determinacgdo de L-dopa utilizando medidas de voltametria ciclica.
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TABELA 3.11- Valores de potenciais de picos anddicos e catddicos para a L-
dopa encontradas na literatura

Eletrodo Eox/V (vs. Ag/AgCIl) Ereq/ V (vs. Ag / AgCl) Referéncia

A =0,2 =0,19 110
B =0,6 =0,2 111
C =0,7 =0,4 80
D -0,02 -0,3 Este trabalho

A= Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e
poly(pirrol) dopado com Tiron, B= Eletrodo de grafite poliuretano modificado com um
flme de Oxovanadio-Salen, C= Eletrodo de pasta de carbono modificado com
didéxido de chumbo imobilizado em resina de poliestrer, D= GCE-MWCNTSs/PAH.

Os resultados obtidos nesta parte trabalho apresentam valores de oxidacéo e
reducdo menores em relacdo aos trabalhos encontrados na literatura, isto é, houve
uma diminuicdo do sobrepotencial de trabalho. Conforme estudado anteriormente na

literatura®® *

este efeito € devido a presenca de CNT sobre a superficie do GCE.
Outra vantagem oferecida quando se trabalha em baixos potenciais (proximos a 0 V)
€ que menores serdo as chances de ocorrer interferéncias durante as medidas por
substancias encontradas no analito de interesse. Desta maneira, 0 sistema em
estudo apresenta um bom potencial para sua aplicacdo na determinacdo da L-dopa.
Observou-se também o comportamento eletroquimico do GCE e do GCE-
MWCNTSs/PAH para L-dopa 2,0 x 10 mol L™* em uma solucéo de tampéo fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0) aplicando-se a técnica DPV nas seguintes condicdes: amplitude de
pulso (A) de 40 mV velocidade de varredura de potencial (v) de 10 mV s™, tempo de
pulso (t) de 0,100 s e janela de potencial de -0,2 a 0,6 V (vs. Ag/AgCl). A FIGURA

3.24 apresenta os voltamogramas obtidos.
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Figura 3.24- Voltamogramas de pulso diferencial para a comparacdo do
comportamento do 0 GCE e do 0 GCE-MWCNTs/PAH em presenca de L-dopa 2,0
x 10®° mol L™ em tampao fosfato 0,1 mol L* (pH 7,0). A=40mV, v=10mVs'e
t=0,100 s.

Pode-se observar que, em presenca de L-dopa, o eletrodo GCE modificado
com o filme MWCNTs/PAH promove um efeito eletrocatalitico e um incremento de
corrente anddica em relacéo ao eletrodo sem modificacdo. Para o GCE em meio de
L-dopa observa-se uma corrente anddica de 0,05 pA em 0,4 V e para o GCE-
MWCNTs/PAH é observado uma corrente anddica de 2,79 pA em 0,2 V. Desta
maneira, este resultado corrobora com a literatura no que diz respeito ao efeito
eletrocatalitico e ao incremento de corrente promovido por eletrodos modificados

com nanotubos de carbono em presenca de analitos de interesse® .

3.4.2- Efeito do Eletrdlito Suporte

Avaliou-se entdo o eletrdlito mais adequado para a determinacédo da L-dopa.
Este estudo foi realizado com medidas de DPV em presenca de L-dopa 1,3 x 10
mol LY. Foram avaliadas solucées de H,SO,, 4cido acético (HAc), KCI, KNO3, NaCl
e NaNO; na concentracéo de 0,1 mol L™. Desta maneira aplicou-se a técnica DPV
nas seguintes condicdes: amplitude de pulso (A) de 40 mV velocidade de varredura

de potencial (v) de 10 mV s, tempo de pulso (t) de 0,100 s e janela de potencial de
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-0,2 a 0,6 V (vs. Ag/AgCl). VER ANTERIOR A FIGURA 3.25 apresenta o efeito de

cada eletrdlito utilizado.

—H,S0,
1,81 —— HAc
—Kcl
——KNO,

NaCl
NaNO,

|/ pA

0,9+

0,04 =

0:0 | 0:5
E/V vs. Ag/AgCI
Figura 3.25- Comportamento do pico de corrente anddica da L-dopa em

diferentes eletrélitos suportes. v=10 mV s™, A= 40 mV e t= 0,100 s.

Como pode ser observado, o maior valor de corrente anddica é apresentado
pelo eletrolito HAc 2,4 A em um potencial de 0,179 V. Entretanto como explicado
anteriormente, picos anoddicos ou catodicos com baixo valores de potencial
apresentam menores chances de interferéncias, logo, o eletrélito mais apropriado

para a continuidade deste trabalho foi a solucdo de NaCl 0,1 mol L™

3.4.3- Estudo dos parametros da voltametria de puls o

diferencial

Para a otimizacdo das medidas de DPV na determinagdo de L-dopa foram
avaliados os valores mais adequados para a velocidade de varredura de potencial,
para a amplitude de pulso e para o tempo de pulso. A FIGURA 3.26 apresenta 0s
resultados obtidos para o estudo do tempo de pulso aplicado. Para todos os estudos
foi utilizada uma solugéo de L-dopa 1,3 x 10° mol L'* em NaCl 0,1 mol L™ e um
intervalo de potencial de -0,2 a 0,3 V. A velocidade de varredura de potencial foi de
10 mV s* e a amplitude de pulso de 40 mV. O intervalo de tempo estudado foi de
0,08 20,140 s.
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FIGURA 3.26- (a) Influéncia da variagdo do tempo de pulso aplicado nos

voltamogramas de L-dopa 1,3 x 10° mol L* em NaCl 0,1 mol L* (v= 10 mVste A

=40 mV), (b) Dependéncia da corrente de pico anodico com a variacdo do tempo de

pulso aplicado para a L-dopa.

Observa-se que houve um aumento na corrente anddica até 0,090 s e em

seguida um decréscimo dos valores de corrente, além de que a medida que se

aumenta o tempo de pulso hd um deslocamento do pico anddico para potenciais

mais positivos. Mesmo com o valor de corrente maior em 0,090 s o tempo de 0,100 s

foi escolhido por apresentar um pico de corrente anddica préximo ao potencial de 0

V. Em seguida foi investigado o efeito da variacdo da velocidade de varredura de

potencial sobre o sinal analitico. Neste estudo foi utilizado o intervalo de 1 a 12 mV

s. A FIGURA 3.27 apresenta os resultados obtidos.
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FIGURA 3.27- (a) Influéncia da velocidade de varredura de potencial aplicado
nos voltamogramas de pulso diferencial de L-dopa 1,3 x 10° mol L* em NaCl 0,1
mol L™ (A =60 mV e t= 0,100 s), (b) Dependéncia da corrente de pico anddico com

variacdo da velocidade de varredura de potencial.

Como pode ser observado nesta figura ha um aumento da corrente de pico
com o aumento da velocidade de varredura de potencial no intervalo de 2,5 a 7,5 mV
st permanecendo constante entre 7,6 e 9,0 mV s' e aumentando novamente em
velocidades de varredura de potencial superiores. Desta maneira a velocidade de
varredura de potencial selecionada foi de 12 mV s™ para estudos posteriores.

Em seguida foi avaliada a influéncia da amplitude de pulso aplicado. O tempo
de pulso aplicado foi de 0,100 s e a velocidade de varredura de potencial de 12 mV
s™. O intervalo investigado foi de 10 a 70 mV, como pode ser observado na FIGURA
3.28. O aumento da amplitude de pulso faz com que ocorra um aumento na
magnitude da corrente e o deslocamento do potencial de pico para valores menores
(menos positivos). Para o intervalo de 0,05 a 0,07 V é observado um comportamento
linear, desta maneira a amplitude de 0,06 V foi a selecionada para o

desenvolvimento dos experimentos posteriores.
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FIGURA 3.28- (a) Influéncia da variacdo da amplitude de pulso de potencial
nos voltamogramas de L-dopa 1,3 x 10° mol L* em NaCl 0,1 molL* (v=12mV st e
t = 0,100 s), (b) Dependéncia da corrente de pico anodico com a variacdo da

amplitude de pulso de potencial para a L-dopa.

Desta maneira os valores a serem utilizados na seqiiéncia deste estudo estao
apresentados na TABELA 3.12.

TABELA 3.12- Valores de tempo de pulso, velocidade de varredura de
potencial e amplitude de pulso aplicado para determinacdo de L-dopa usando a
técnica de DPV

Parametros Intervalos Valores selecionados
estudados
Amplitude de pulso (mV) 10-70 60
velocidade de varredura de 10-15 12
potencial (mV s-1)
Tempo de pulso (s) 0,080 - 0,120 0,100

3.4.4- Estudo de interferentes em potencial

Estudos de interferentes em potencial da L-dopa, como o0 manitol,
polivinilpirrolidona (PVP) e amido foram realizados. Essas substancias sédo as
encontradas como excipientes nos medicamentos adquiridos para analise. As

substancias avaliadas foram diluidas em solucdo de NaCl 0,1 mol L™ todas em uma
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razao de concentracdo de 1:10 (analito:interferente). A concentracdo de L-dopa
utilizada foi de 1,0 x10™ mol L™ e dos interferentes de 1,0 x 10 mol L. Todas as
substancias investigadas ndo causaram interferéncia na determinacédo de L-dopa

nesta razdo de concentracao.

3.4.5- Curva analitica e aplicacao

ApOs estudar as condicbes de trabalho para o GCE-MWCNTSs/PAH,
realizaram-se medidas de DPV no intervalo de -0,3 a 0,1 V (vs. Ag/AgCIl) em
diferentes concentracdes de L-dopa em NaCl 0,1 mol L™ a fim de se obter uma curva
analitica. A velocidade de varredura de potencial utilizada foi de 12 mV s, amplitude
de 60 mV e o tempo de pulso de 0,100 s. A FIGURA 3.29 apresenta os resultados
obtidos.

4 15 4
< 27
e 5,
. y/a\\
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FIGURA 3.29- (a) Voltamogramas de pulso diferencial em difererentes
concentracdes de L-dopa em NaCl 0,1 mol L, (1) 0; (2) 2,0 x 10 (3) 3,9 x 10°; (4)
5,9 x 10 (5) 7,9 x 105 (6) 9,9x 10%; (7) 1,1 x 10°; (8) 1,3 x 10° (9) 1,5 x 10™>; (10)
1,7 x 10 (11) 1,9 x 10; (12) 2,1 x 10>; (13) 2,3 x 10™; (14) 2,5 x 10™; (15) 2,7 x
10°mol L. v=12mVs?, A=60 mV e t=0,100 s. (b) Curva analitica para L-dopa.

A equacéo da curva analitica obtida foi I, (LA) = -0,138 + 1,50 x 10° [L-dopa]
para o intervalo de concentracéo de 2,0 x 10° a 2,7 x 10 mol L™ com um limite de
deteccdo de 8,4 x 107 mol L™ e um desvio padrdo relativo menor que 1,5 % (n=3)

para L-dopa 1,1 x 10 mol L™.
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Em um trabalho realizado por VIEIRA et al.® foi determinado por DPV, o
farmaco L-dopa, utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado com dioxido
de chumbo imobilizado em resina de poliéster e obtiveram linearidade no intervalo
de 2,6 x 10*a 1,2 x 10 mol L™ com um limite de deteccado de 2,5 x 10° mol L. No
trabalho realizado por SHAO et al.**? utilizando um eletrodo de grafite pirolitico
modificado com um filme de nanoparticulas de ouro com nanotubos de carbono,
determinou-se por DPV L-dopa em um intervalo de concentracdo de 1,0 x 107 a 1,5
x 10* mol L™ com um limite de deteccdo de 50 x 10° mol L. J& em um trabalho
realizado por TONG et al.”*, desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono de parede simples para a determinacao de L-
dopa por DPV, onde foi obtida uma linearidade de 5,0 x 107 a 2,0 X 10° mol L' e
um limite de deteccéo de 3,0 x 10 mol L™. Outro trabalho encontrado na literatura,
realizado por BOCCHI**® et al., foi desenvolvido um eletrodo de pasta de carbono
modificado com um complexo amino ruténio trinuclear incorporado em zedlitas NaY,
que por medidas de voltametria ciclica (VC) obteve-se uma linearidade de 1,2 x 10
a 1 x 102 mol L e um limite de deteccdo de 8,5 x 10° mol L. A TABELA 3.13

apresenta os resultados encontrados na literatura.

TABELA 3.13- Resultados para determinacdo de L-dopa encontrados na

literatura
Eletrodo Técnica Intervalo de Limite de Referéncia
concentracdo/mol L  deteccéo/mol L™
A DPV 2,6x10%a1,2x107 2,5x107 80
B DPV 1,0 x 107 a 150 x 10°° 50 x 10°° 112
C DPV 5,0x 107 a2,0X10° 3,0x 107 74
D VC 1,2x10%a 1,0 x 107 8,5x 107 113
E DPV 2,0x10°a2,7x10° 8,4 x107 Este
trabalho

A= eletrodo de pasta de carbono modificado com dioxido de chumbo
imobilizado em resina de poliéster; B= eletrodo de grafite pirolitico modificado com
um filme de nanoparticulas de ouro com nanotubos de carbono; C= eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de parede simples; D=
eletrodo de pasta de carbono modificado com um complexo amino ruténio trinuclear
incorporado em zedlitas NaY e E= GCE-MWCNTSs/PAH.
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O método proposto foi aplicado na determinacdo de L-dopa em amostras
farmacéuticas e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-
se 0 método de referéncia®. A TABELA 3.14 apresenta os valores para anélise de

amostra de L-dopa.

TABELA 3.14- Determinacdo de L-dopa em produtos farmacéuticos

empregando-se o método proposto e 0 método de titulacdo potenciométrica®

Amostra Valor rotulado Método de Método RE
(mg/dragea) referéncia proposto
A 100 99,7+0,8 994+1 -0,3
B 100 98,7 £0,9 101 +1 2,3
C 100 101,3+1 100+ 2 -1,3
D 100 1025+2 100 +2 -2,4

RE.“= 100 x (voltamétrico — valor método de referéncia) / valor método de

referéncia

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram comparados
aplicando-se o teste t pareado e néo foi observada uma diferenca significativa entre
os resultados obtidos a um nivel de confianca de 95%, indicando assim que o

meétodo proposto apresenta uma boa exatidao.

3.4.6- Adicao e recuperacéao

O estudo de adicéo e recuperacédo de L-dopa nas formulacdes farmacéuticas
de interesse foi realizado a fim de se verificar a influéncia de possiveis interferentes
existentes da matriz das amostras sobre a determinacdo deste analito no método
voltamétrico proposto, sendo obtida uma recuperacdo em um intervalo de 92 a 105%.
A TABELA 3.15 apresenta os resultados obtidos.
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TABELA 3.15- Resultados obtidos para o estudo de adi¢c&o e recuperacao da

L-dopa em amostras comerciais

L-dopa/(10 > mol L %)

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacao
0,79 0,80 +£0,01 101
A 0,99 0,97 £0,02 98
1,20 1,2 +0,02 100
0,79 0,83 +0,02 105
B 0,99 1,0 £0,06 101
1,20 1,1+0,1 92
0,79 0,77 £0,01 98
C 0,99 0,98 +0,01 99
1,20 1,2+0,2 100
0,79 0,76 £0,01 96
D 0,99 0,98 +0,01 99
1,20 1,17 + 0,06 97

3.4.7- Estudo da repetibilidade e da reprodutibilid  ade

Para este estudo foram utilizados 3 eletrodos de GCE-MWCNTSs/PAH. Foram
realizadas 5 medidas de DPV em L-dopa 1,9 x 10 mol L*em NaCl 0,1 mol L com
cada eletrodo em 3 dias consecutivos obtendo-se um desvio padrao relativo de
0,01 % para repetibilidade e de 1,1% para reprodutibilidade. Foi possivel realizar
aproximadamente 55 determinacfes de L-dopa com um GCE-MWCNTs/PAH.



77

3.5- Determinacéo de carbidopa

3.5.1- Comportamento eletroquimico da carbidopa uti lizando
um eletrodo GCE-MWCNTs/PAH

Inicialmente foi avaliado o comportamento eletroquimico (processos redox) da
carbidopa utilizando um GCE e um GCE-MWCNTs/PAH. As medidas foram
realizadas em presenca de carbidopa 1,0 x 10°mol L™ em tampé&o fosfato 0,1 mol
L (pH 7,0), velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™* em um intervalo de
potencial de -0,6 a 0,6 V (vs. Ag/AgCI). A FIGURA 3.30 apresenta os voltamogramas
obtidos.
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FIGURA 3.30- Voltamogramas ciclicos obtidos para carbidopa 1,0 x 10° mol
L™ utilizando um O GCE e um [0 GCE-MWCNTs/PAH em solucdo tampéo fosfato
0,1 molL* e (pH 7,0). v=50 mV s*.

Trabalhos encontrados na literatura desenvolvidos por QUINTINO et al.'** e
VIEIRA et al.®° demonstram um comportamento semelhante ao obtido nesta parte do
trabalho, nos quais h& presenca de dois picos de oxidagdo e um de reducao durante
medidas de voltametria ciclica em presenca de carbidopa em meio neutro. O

primeiro pico (1) obtido em 0,07 V corresponde a reacdo eletroquimica dos dois
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grupos hidroxilas e o segundo pico (2) encontrado em 0,5 V é correspondente ao
grupo imino da carbidopa. Ja o pico catddico (3) proximo de -0,5 V, corresponde a
reducédio da dopaquinona. De acordo com estudos realizados por QUINTINO et al.***,
a carbidopa por apresentar uma estrutura semelhante a da L-dopa, deve obedecer a

um mecanismo de oxidacéo eletroquimica similar a L-dopa.

3.5.2- Efeito do Eletrdlito Suporte

Avaliou-se entdo o eletrdlito mais adequado para a determinacdo da
carbidopa. Este estudo foi realizado com medidas de DPV em presenca de
carbidopa 1,3 x 10° mol L™. Foram avaliadas solucdes de H,SO,, acido acético
(HAc), KCI, KNOs, NaCl e NaNO3 na concentracdo de 0,1 mol L™. Desta maneira
aplicou-se a técnica DPV nas seguintes condi¢des: amplitude de pulso (A) de 40 mV
velocidade de varredura de potencial (v) de 10 mV s, tempo de pulso (t) de 0,100 s
e janela de potencial de -0,2 a 0,6 V (vs. Ag/AgCl). Durante este estudo foi
observado um comportamento semelhante ao estudo de eletrélitos para L-dopa, e
sendo assim, o eletrélito mais adequado para a determinacdo de carbidopa foi a

solucdo de NaCl 0,1 mol L™.

3.5.3- Estudo dos parametros da voltametria de puls o

diferencial

Para a otimizacdo das medidas de DPV na determinacao de carbidopa foram
avaliados os valores mais adequados para a velocidade de varredura de potencial,
para a amplitude de pulso e para o tempo de pulso. Para todos os estudos foi
utilizada uma solucgéio de carbidopa 1,3 x 10®° mol L* em NaCl 0,1 mol L* e uma
janela de potencial de 0,3 a 0,8 V. A FIGURA 3.31 apresenta os resultados obtidos
para o estudo de velocidade de varredura de potencial em um intervalo de 5 a 20

mV s™. A amplitude de pulso utilizado foi de 40 mV e o tempo de pulso 0,100 s.
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FIGURA 3.31- (a) Voltamogramas obtidos para a variagdo da velocidade de

Velocidade / mV s™

varredura de potencial utilizando um GCE-MWCNTs/PAH em presenca de carbidopa
1,0 x 10 mol L em meio de NaCl 0,1 mol L™, (b) Variacdo dos picos de corrente
anodica em funcao da variacdo da velocidade de varredura de potencial. A = 40 mV
et=0,100 s.

Os resultados obtidos demonstram um aumento dos picos anddicos em
funcdo do aumento da velocidade de varredura de potencial e um deslocamento dos
voltamogramas para potenciais mais positivos. Uma maior corrente anddica foi
obtida em 20 mV s, sendo esta velocidade de varredura de potencial a selecionada
para o desenvolvimento deste trabalho.

O préximo parametro estudado foi a variacdo da amplitude de pulso em um
intervalo de 10 a 90 mV. Neste estudo, a velocidade de varredura de potencial foi de
20 mV s™ e o tempo de pulso de 0,100 s. A FIGURA 3.32 apresenta os resultados
obtidos.
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FIGURA 3.32- (a) Voltamogramas obtidos para a variagdo da amplitude de
pulso utilizando um GCE-MWCNTs/PAH em presenca de carbidopa 1,0 x 10° mol L
! em meio de NaCl 0,1 mol L, (b) Variacdo dos picos de corrente anédica em

funcédo da variacédo da amplitude de pulso.v =20 mV s* e t=10,100 s.

Com o resultado obtido € observado um aumento da corrente anddica até a
amplitude de 70 mV e desta maneira este foi 0 potencial selecionado para estudos
posteriores. Em seguida, foi avaliado o tempo de pulso aplicado em um intervalo de
0,010 a 0,060 s. A velocidade de varredura de potencial utilizada foi de 20 mV s™ e
uma amplitude de 70 mV foi também selecionada. A FIGURA 3.33 apresenta o

resultado obtido.
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FIGURA 3.33- (a) Voltamogramas obtidos para a variacdo do tempo de pulso
utiizando um GCE-MWCNTs/PAH em presenca de carbidopa, (b) Variagdo dos
picos de corrente anddica em funcéo da variacdo do tempo de pulso. v=20 mV s™ e
A=70 mV.

Observa-se uma queda dos valores de corrente anddica com a variacdo do
tempo de pulso. A maior corrente anddica é observada no tempo de 0,010 s, sendo
entdo o tempo selecionado para estudos posteriores.

A TABELA 3.16 apresenta os parametros estudados, os intervalos utilizados e

os valores selecionados para a determinacéo da carbidopa por DPV.

TABELA 3.16- Parametros estudados, intervalos utilizados e valores
selecionados para a determinacao de carbidopa por DPV

Parametros Intervalos estudados Valores selecionados
velocidade de varredura de 5a20 20
potencial (mV s™)
Amplitude de pulso (mV) 10a90 70
Tempo de pulso (s) 0,010 a 0,600 0,010

3.5.4- Estudo de interferentes em potencial

Estudos de interferentes em potencial da carbidopa, como o manitol,
polivinilpirrolidona (PVP) e amido foram realizados. Essas substancias sdo as

encontradas como excipientes nos medicamentos adquiridos para analise. As
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substancias avaliadas foram diluidas em solucdo de NaCl 0,1 mol L™ todas em uma
razao de concentragdo de 1:10 (analito:interferente). A concentracdo de carbidopa
utilizada foi de 1,0 x10™ mol L™ e a concentracdo dos interferentres foram de 1,0 x
102 mol L. Todas as substancias investigadas ndo causaram interferéncia na

determinacao de carbidopa nesta razao de concentracgéo.

3.5.5- Curva analitica e aplicacao

Apbés a avaliacdo das melhores condicdes de trabalho para o GCE-
MWCNTSs/PAH, realizaram-se medidas de DPV no intervalo de -0,3 a 0,8 V (vs.
Ag/AgCl) em diferentes concentracdes de carbidopa, a fim de se obter uma curva
analitica. A FIGURA 3.34 apresenta os resultados obtidos. A velocidade de
varredura de potencial utilizada foi de 20 V s™, amplitude de pulso de 70 mV e o
tempo de pulso de 0,010 s.
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FIGURA 3.34- (a) Voltamogramas de pulos diferencial obtidos em diferentes
concentracdes de carbidopa (1) 0; (2) 2,0 x 10°; (3) 3,9 x 10°%; (4) 5,9 x 10® (5) 7,9
x 10°%; (6) 9,9x 10°®; (7) 1,1 x 10°; (8) 1,3 x 10° (9) 1,5 x 10%; (10) 1,7 x 10°; (11) 1,9
x 10 (12) 2,1 x 10° e (13) 2,3 x 10, (b) Curva analitica para carbidopa. v= 20 mV
st A=70mV e t= 0,010 s.
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O sistema em estudo forneceu uma curva analitica linear no intervalo de 2,0 x
10° a 2,3 x 10°mol L™* com um limite de deteccéo de 6,5 x 107 mol L™ e um desvio
padrédo relativo menor que 1,5 % (n=3) para L-dopa 1,1 x 10®° mol L. A equacéo
obtida foi lpa (UA) = -2,8 + 1,3 x 10° x [carbidpoal.

.8 utilizando um eletrodo de pasta

Em um trabalho realizado por MELO et a
de carbono modificado com dioxido de chumbo imobilizado em uma resina de
poliéster, foi quantificado carbidopa por DPV onde foi obtida uma curva analitica
linear em um intervalo de concentracéo de 3,2 x 10®° a 1,5 x 10 mol L™ com limite
de deteccdo de 3,7 x 10° mol L™ No trabalho realizado por QUINTINO et al.***,
utilizando um eletrodo de carbono vitreo e por técnica de DPV, foi quantificado
carbidopa em um intervalo de 5,0 x 107 a 5,4 x 10° mol L™ e obtiveram um limite de
deteccéo de 3,8 x 107 mol L™.

A TABELA 3.17 apresenta os resultados encontrados.

TABELA 3.17- Resultados para determinacdo de cabidopa encontrados na

literatura
Eletrodo Técnica Intervalo de Limite de Referéncia
concentracdo/mol L*  deteccdo/mol L™
DPV 3,2x10°a1,5x 10" 3,7 x10° 80
B DPV 50x10"a5,4x10° 3,8x 107 114
C DPV 2,0x10%a2,3Xx10° 6,5 x 107 Este trabalho

A= eletrodo de pasta de carbono modificado com dioxido de chumbo
imobilizado em uma resina de poliéster, B= Eletrodo de carbono vitreo e C= GCE-
MWCNTSs/PAH.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de carbidopa em amostras
farmacéuticas e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-
se o método oficial®®. A TABELA 3.18 apresenta os valores para anélise de amostra

carbidopa.
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TABELA 3.18- Determinacdo de carbidopa em produtos farmacéuticos

empregando-se o método proposto e 0 método oficial *°

Amostra Valor rotulado Método Método de RE
(mg/dragea) proposto referéncia
A 12 12,1+0,2 12,2+0,3 -0,8
B 12 12,1+0,2 12,4 +0,3 2,4
C 12 12,2+0,1 12,1+0,2 0,8
D 12 11,9+0,1 11,9+0,1 0

RE.“= 100 x (Valor voltamétrico — valor método de referéncia) / valor método

de referéncia

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram comparados

aplicando-se o teste t pareado e néo foi observada uma diferenca significativa entre

os resultados a um nivel de 95%, indicando assim que o método proposto apresenta

uma boa exatidao.

3.5.6- Adicao e recuperacéao

Estudos de adicéo e recuperacao da carbidopa foram realizados a fim de se

avaliar a influéncia de possiveis interferentes existentes na amostra sobre o método

proposto, obtendo-se uma recuperagédo em um intervalo de 96,0 a 102%. A TABELA

3.19 apresenta os resultados obtidos.
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TABELA 3.19- Resultados obtidos para o estudo de adi¢c&o e recuperacao da

carbidopa em amostras comerciais

carbidopa/( p mol L™

Amostras Adicionado Recuperado Recuperacéo "%
11,80 11,63 £0,02 98,6
A 15,70 15,03 +0,03 98,0
17,60 17,97 +0,01 102
11,80 11,59 £ 0,05 98,6
B 15,70 15,00 + 0,07 96,0
17,60 18,01 + 0,04 102
11,80 11,65 +£0,04 98,6
C 15,70 15,02 + 0,03 96,0
17,60 17,97 +0,02 102
11,80 11,64 £ 0,05 98,6
D 15,70 15,93 + 0,04 96,0
17,60 17,98 £ 0,03 102

3.5.7- Estudo da repetibilidade e da reprodutibilid  ade

Para este estudo foram utilizados 3 GCE modificados com o fiime de

MWCNTs/PAH. Foram realizadas 5 medidas de DPV em presenca de carbidopa 2,0

x 10®° mol L™* em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) com cada eletrodo em 3 dias

consecutivos, obtendo-se um desvio padrao de 0,01 % para repetibilidade e 1,0 %

para reprodutibilidade. Foi possivel
determinacdes com um GCE-MWCNTs/PAH.

realizacdo de aproximadamente 57
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CAPITULO 4 — CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, verificou-se um bom desempenho
do novo sistema sensor GCE modificado com um filme de MWCNTSs/PAH para a
determinacdo dos farmacos ciprofibrato, DA, L-dopa e carbidopa utilizando técnicas
amperometrica e voltamétricas.

Inicialmente foi avaliada por medidas de potencial { a estabilidade da nova
dispersdo de MWCNTs/PAH utilizada para a modificacdo do GCE, a qual apresentou
uma boa estabilidade nos niveis de concentracfes utilizadas. Tal estabilidade pode
ser explicada em funcdo das atracdes eletrostaticas entre os MWCNTs e o PAH. Ja
a técnica de casting para a formacgdo de filmes de MWCNTs/PAH, apresentou-se
como uma técnica adequada para a modificacdo de superficies de eletrodos. Desta
maneira os filmes formados foram caracterizados por voltametria ciclica utilizando o
hexacianoferrato (lll) de potassio como indicador redox. Nesta parte do estudo
constatou-se que o filme de PAH ndo apresenta eletroatividade, sendo assim, um
material adequado para a formacdo filmes contendo nanotubos de carbono
imobilizados e o0 GCE modificado com filme de MWCNTs apresentou um aumento
consideravel nos picos de correntes catédica e anddica e também da corrente
capacitiva, o que é caracteristico de eletrodos modificados com MWCNTSs.

Em sequéncia avaliou-se o desempenho deste novo sistema sensor com
medidas amperométricas e voltamétricas para a determinacédo de ciprofibrato, DA, L-
dopa e carbidopa. Com os resultados obtidos nas determinacfes destes farmacos
foi observado um bom desempenho do eletrodo durante as medidas, promovendo
um efeito eletrocatalitico e um incremento no pico de corrente anodica consideravel
quando comparado com aquele obtido empregando-se o GCE sem modificacéo.
Comparando os resultados obtidos com os da literatura, pode-se constatar que este
novo sistema sensor e as técnicas eletroquimicas utilizadas apresentaram-se
adequadas para a determinacdo destes farmacos e podem ser facilmente

empregadas em analises de rotina.
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CAPITULO 5 — PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram observados possiveis
processos redox diferente dos encontrados na lliteratura para a DA, carbidopa e L-
dopa. Desta maneira pretende-se investigar os processos redox de alguns analitos
sobre os eletrodos modificados com CNTs e PAH. O primeiro analito que devera ser
estudado € o ciprofibrato, uma vez que ndo ha nenhum estudo relatado na literatura.
Outra proposta de trabalho € a utilizacdo deste eletrodo modificado para a
determinacdo voltamétrica simultdnea de DA, &cido ascoérbico e &cido urico e de

carbidopa e L-dopa.
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