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RESUMO

Neurotransmissores e seus precursores sao fundamentais para o estudo do funcionamento
do cérebro, pois estes compostos estdo ligados a disturbios fisicos, como sindrome do
intestino irritavel e até anomalias psicologicas, como a esquizofrenia. Portanto, obter
formas de quantificacdo destas espécies € imprescindivel para o tratamento de doencas,
além de ser um meio de aliar dados laboratoriais com estudos comportamentais. Neste
trabalho foi elaborado uma plataforma de deteccédo inédita para quantificacdo simultanea
de trés analitos, dois neurotransmissores, a dopamina (DP) e a serotonina (5-HT), e o
precursor da serotonina, o triptofano (TP). A arquitetura eletrodica desenvolvida consiste
na modificacdo quimica de eletrodos a base de pasta de carbono por meio do residuo
provindo da laminacdo do aco. Este residuo utilizado como modificacdo é formado por
uma mistura de trés oxidos de ferro, FeO, Fe:xOs, e Fes3O4, presentes em diferentes
proporcbes. Medidas por voltametria ciclica (CV) foram conduzidas em eletrolito
suporte, solucdo tampéo Britton-Robinson (B-R). Utilizando a voltametria de onda
quadrada (SWV), com os devidos parametros otimizados, foram construidas curvas de
calibragdo para dopamina, serotonina e triptofano, nas faixas entre 0,49-21 umol L,
0,49-13,6 umol Lt e 2,9-25 umol L2, respectivamente. Os limites de detecgdo (LoD) e
quantificacdo (LoQ) foram de 0,21 umol L™* e 0,49 umol L1 (DP), 0,13 umol L1 e 0,48
pumol L1 (5-HT), e 2,18 pmol Lt e 2,87 pmol L1 (TP) (para n=3). O sensor desenvolvido
apresenta seletividade e compromisso entre o perfil voltamétrico e as intensidades de
corrente para cada analito, permitindo a deteccdo simultéanea de trés neurotransmissores.
Estudos mais detalhados podem ser conduzidos para uma melhor performance analitica,
a partir do emprego de etapas de pré-concentracao dos analitos na superficie do eletrodo.

Palavras-chave: Neurotransmissores, voltametria, eletrodo modificado, 6xidos de ferro,

analise quimica, reciclagem.
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1. JUSTIFICATIVA

Uma préatica comum na ciéncia e que envolve areas multidisciplinares na Quimica
é o0 desenvolvimento de materiais inovadores para a sofisticacdo dos métodos de analise
e quantificacdo ja existentes. Em geral, os eletrodos quimicamente modificados, CMEs
(do inglés, chemically modified eletrodes) surgiram com a necessidade de promover
maior sensibilidade e seletividade em relacdo aos eletrodos sem modificagdo. Dessa
maneira, existem diversos tipos de materiais que sdo utilizados para modificar um
eletrodo, tais como materiais nanoparticulados de metais ou clusters metalicos, 6xidos
metalicos, materiais hibridos e compositos. Estas modificacbes promovem alteracdes
fisico-quimicas na superficie eletrodica que conferem caracteristicas Unicas para cada tipo

de eletrodo, 0 que acarreta em alta sensibilidade e seletividade para diferentes analitos.

Este trabalho tem como foco o emprego de CMEs, que nas Ultimas décadas tem
ganhado notoriedade na eletroanalitica, para promover uma analise rapida, eficiente e de
baixo custo, em comparacao a outros métodos analiticos, além de permitir a determinagéo
simultdnea de neurotransmissores e precursores, consideradas moléculas biologicamente
ativas de grande interesse em diferentes areas da ciéncia. A combinacdo de técnicas
voltamétricas com os CMEs proporcionou a deteccdo de trés analitos em uma mesma
varredura, sendo eles dopamina, serotonina e triptofano, compostos que possuem

caracteristicas redox passiveis de estudo em solugao.

O modificador utilizado no desenvolvimento deste trabalho provém da industria
do aco, sendo uma mistura sélida constituida majoritariamente por 6xidos de ferro. Estes
Oxidos desse metal de transicdo agregam caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas aos
eletrodos, promovendo uma melhor resposta eletroanalitica quando comparados a

eletrodos sem modificacdo, com reducdo de efeitos de matriz e interferentes.

Esta reciclagem &, especificamente, de um dos residuos mais gerados no processo
de laminagcdo das ligas de ago. Representa uma solugdo inteligente aplicada a
nanotecnologia e uma abordagem para agregar, a este material desperdigcado, valor

monetario e cientifico, com a criacéo de plataformas de detec¢édo de neurotransmissores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neurotransmissores e precursores

Os neurdnios sdo 0s responsaveis por todo o funcionamento do corpo humano,
sendo que estes sdo organizados de maneira a conseguir receber e enviar informacéo
sinaptica. Os neur6nios conseguem controlar as fun¢Ges bioquimicas por conta da
comunicagdo que estes tem entre si e com as diversas células do corpo, sendo que a
organizacdo neuronal se faz por meio milhdes de interligagdes de neurdnios!. As
informacdes transmitidas dentro de cada neurdnio sdo elétricas; porém, a comunicacao
entre eles €, em muitos casos, quimica. Para que esta comunicag¢do ocorra, um impulso
elétrico é convertido em uma espécie quimica no neurénio inicial, como dxido nitrico e
outros neurotransmissores, que serdo lancados na fenda sinaptica para serem absorvidos
por outro neurdnio e, entdo, convertidos novamente em impulsos elétricos. Este processo,

descrito de maneira breve, é denominado neurotransmissdo quimica?.

Neurotransmissores sdo espécies quimicas enddgenas que transmitem sinais dos
neurdnios até as células alvo através da sinapse. A sinapse € uma regido onde impulsos
sdo transmitidos através de um pequeno vado de um axonio terminal, para uma estrutura
adjacente, como dendritos ou uma célula alvo. Os neurotransmissores sdo armazenados
em pequenas vesiculas dentro de determinados neurbnios, sendo que cada
neurotransmissor possui receptores (proteinas) especificos. A Figura 1 esclarece a

explicacdo sucinta sobre a sinapse quimica.
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Figura 1: Neurotransmissdo quimica

Neurotransmissio sindptica cléssica
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d

Fonte: Stahl, 41 edition, 2013.

Os neurotransmissores e seus precursores atuam ajudando a promover sinapses
quimicas e estes regulam quase todas as atividades exercidas pelo cérebro que serdo
repassadas ao restante do corpo, desde o0 apetite até a estabilidade emocional®,

Como cada neurotransmissor possui receptores especificos, no caso da dopamina
(DP), os neurbnios que a utilizam para realizagdo das sinapses sdo denominados
dopaminérgicos. Estas células biosintetizam a dopamina a partir da L-tirosina. Este
aminoéacido é capturado da corrente sanguinea e é convertido em dopamina através de
duas enzimas, inicialmente pela enzima tirosina hidroxilase (TOH), que acrescenta um
grupo —OH em posi¢do meta no anel e, em seguida, a enzima DOPA descarboxilase retira
0 grupo carboxilato da molécula, na forma de CO..* O esquema sintético ilustrado pela

Figura 2 detalha por meio de reagdes, o que ocorre:



13

Figura 2: Rota sintética da dopamina a partir da L-tirosina.
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Fonte: O autor

Existem estudos que correlacionam o mal funcionamento do sistema
dopaminérgico® ou a alteragdo da concentragdo de dopamina no cérebro com transtornos

neurocerebrais, como esquizofrenia®, depressdo’ e até doenca de Parkinson®.

A investigacao sobre a quantidade de dopamina em tecidos e liquidos presentes
no corpo humano tem sido conduzida h& décadas, sempre na busca para melhor
correlacionar as concentracGes desse neurotransmissor com as caracteristicas fisicas ou
psicolégicas que esta molécula afeta. A concentracdo média de dopamina no plasma
sanguineo de uma pessoa adulta saudavel varia entre 5 e 10 ng mL™, e as concentragGes
variam entre as diferentes partes do corpo, podendo ser até menores que a quantidade
presente no plasma®. Por conta disso, é um desafio quantificar esta substancia com um

método que ndo exija equipamentos de altissimo valor agregado.

No caso da serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), a biossintese é a partir do
L-triptofano, também utilizando duas enzimas. Neste caso, inicialmente o aminoacido é
convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase e, por fim,
a descarboxilase de aminoacidos aromaticos (AADC) converte a molécula em serotonina.
A Figura 3 apresenta um esquema sintético muito semelhante a biossintese da dopamina:

Figura 3: Rota sintética da serotonina a partir do L-triptofano.

o]

] HO.

(e} =]
Triptofano [s]
————
NH3 hidroxilase @
N NH3
H 0 u
—triptofa -CO,
L-triptofano /;\DC SHTP

Serotonina

Fonte: O autor
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A serotonina possui niveis entre 4 e 6 ng mL™ no plasma humano® e sua
influéncia na bioquimica humana ndo estd sO relacionada com alteragdes
comportamentais, tais como comportamento agressivo e/ou suicidal!, visto que a
serotonina presente no cérebro so representa cerca de 5% do total deste neurotransmissor
no corpo*?. O intestino concentra boa parte da serotonina encontrada no corpo e algumas
importantes funcdes foram descobertas®®. Shajib et al.* promoveram um dos estudos que
reforcam a visdo de que esta molécula também tem papel imprescindivel no sistema
imunologico e no processo de inflamacdo, o que corrobora com estudos que

correlacionam o 5-HT com a sindrome do intestino irritavel®®.

Ja o triptofano®® (TP) tem papel fundamental na composicdo de proteinas e de
outras biomoléculas, como a melatoninal’ e, como dito anteriormente, a serotonina. Este
aminoéacido essencial é indispensavel para o bom funcionamento do corpo e é o tnico dos
analitos, apresentados neste trabalho, que pode ser diretamente administrado para pessoas
com deficiéncias alimentares, por exemplo. Organismos com quantidades insuficientes
de vitamina Bz tendem a utilizar o triptofano para producdo da principal molécula que
promove oxirreducdo em diversas reagdes no corpo humano, o NAD* (nicotinamida
adenina dinucleotideo)®®. O triptofano ainda pode servir de base de estudos complexos,
como a investigagdo das consequéncias na variacdo da serotonina presente no cérebro a

partir de alteracdes dos niveis de triptofano®®.

Estes analitos apresentados possuem diversas correlagdes entre si; foi citada neste
trabalho apenas uma pequena parte dos estudos comportamentais envolvendo os sistemas
dopaminérgicos e serotoninérgicos, e uma parte relacionada com disturbios alimentares.
Portanto, € de suma importancia que se desenvolvam métodos de analise®®?' que
possibilitem estudos minuciosos sobre as concentragdes dessas moléculas, com
seletividade e sensibilidade, pelo emprego de equipamentos de baixo custo de aquisi¢do

e manutencdo, com reducéo de efeitos de matriz e interferentes.

2.2 Métodos e técnicas eletroanaliticas para a determinacéo simultanea
de neurotransmissores e precursores

As técnicas eletroanaliticas utilizam de algumas das propriedades mensuraveis de

uma solucdo eletrolitica (carga, corrente e potencial) para correlacionar a quantidade de
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analito em uma determinada amostra. A exemplo da voltametria, o(s) analito(s) é(sdo)
submetido(s) a uma diferenca de potencial em uma célula de trés eletrodos, que geram
sinal de corrente proporcional a concentragio?2. O conjunto da solugdo em analise junto
ao conjunto de eletrodos é denominado célula eletroquimica. Os eletrodos sé&o
representados por um eletrodo de trabalho, onde ocorrera a reacdo de oxirreducdo, um
contra eletrodo, por onde a corrente ira fluir e um eletrodo de referéncia, que mantera o

potencial constante durante a analise?®.

O objetivo da montagem deste sistema € tornar o eletrodo de trabalho totalmente
polarizado para que a taxa de conversdo do composto, eletroquimicamente ativo, seja
somente governada pela taxa de transferéncia de massa deste analito dentro da solugéo.
Para isso, utiliza-se um eletrdlito suporte?*?® | que se consiste em ions que devem ser
altamente sollveis nas condicGes de trabalho, inertes eletroquimicamente no intervalo de
potencial desejado e devem desempenhar diversas fungdes, como aumentar
consideravelmente a condutividade da solucdo, podendo atuar como tampéo, manter
constante a atividade dos ions da amostra, manter a viscosidade da solucéo e eliminar os

efeitos de eletromigraco?®.

O foco em modificagdes envolvendo o eletrodo de trabalho e os mais diversos
substratos proporciona uma melhor relacdo custo/beneficio ao método de anélise,
podendo chegar a niveis de deteccdo e quantificacdo que se equiparam a ferramentas
analiticas que demandam mais recursos. Porém, para que isso seja possivel, a modificacdo
guiada da superficie de substratos € mandatoria. Eletrodos sem modificacdo, também
chamados, eletrodos bare, sdo mais suscetiveis a processos de adsorcdo, apresentam
menor area eletroativa e um menor numero de sitios ativos, o que acarreta em menor faixa

util de trabalho em um método analitico.

Na literatura, h4 uma grande diversidade de estudos que fazem comparacéo de
CMEs com eletrodos bare, como aqueles oriundos de materiais carbonaceos como pasta
de carbono, carbono vitreo, dentre outros??’. Ha décadas, o desenvolvimento de
eletrodos modificados tem sido o foco de diversos grupos de pesquisa para o

melhoramento da resposta analitica em plataformas de detecgio.?

O trabalho desenvolvido por Gong et al. descreve uma modificacdo em eletrodo
de carbono vitreo para deteccdo de dopamina contendo altas concentracdes de acido

ascorbico nas amostras. O composito utilizado como modificacdo foi obtido através da
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polimerizacdo eletroquimica de L-triptofano na superficie de um eletrodo de carbono
vitreo ja modificado com oOxido de grafeno obtido pelo método de Hummers. Com isso,
este trabalho relatou um limite de deteccdo de 0,06 pmol L2, tendo faixa linear para

quantificacdo entre 0,2-100 pmol L. 2

Um outro exemplo de modificacdo, agora aplicada em eletrodo de pasta de
carbono, ¢ utilizando filmes poliméricos. No trabalho desenvolvido por J.Wei et al foi
utilizado um polimero nédo i6nico para modificacdo; porém, o polimero foi gerado em
solucéo e eletrodepositado na superficie do eletrodo. Desta maneira, estes pesquisadores
elaboraram uma plataforma de detecgdo para acido ascorbico, dopamina e serotonina,
utilizando da técnica de cronoamperometria, com limites de deteccdo de 1,5, 0,7 e 0,4

nmol L, respectivamente.

2.3 Aplicacdo do monitoramento de neurotransmissores e precursores

O desenvolvimento de métodos e técnicas eficazes de monitoramento simultaneo
de espécies biologicamente ativas, como neurotransmissores® e seus precursores, tem
sido um desafio para a comunidade cientifica ha anos, ndo somente pela concentracdo
dessas espécies, mas também pelo fato das matrizes a serem analisadas possuirem uma
grande complexidade, tornando ainda mais desafiador estas quantificacGes. Portanto, € de
extrema importancia que se aperfeicoem métodos para minimizar alguns interferentes

sem comprometer a preciséo e a exatiddo do método de analise.*?

Dentre as diversas técnicas propostas para 0 monitoramento destas espécies,
merece destaque a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC (do inglés,
High Performance Liquid Chromatography), aplicada a misturas complexas; porém, com
alto custo atrelado a analise e aos equipamentos. Em um estudo desenvolvido por V.
Carrera et al., com o auxilio de um espectrémetro de massas, 0s autores mostram um
método para determinacdo simultdnea de diversos neurotransmissores em excre¢des
bovinas, com limites de detec¢do na ordem de 0,78 ng mL* para serotonina e 6,5 ng mL~

! para a dopamina.®

Outra técnica que merece destaque é a eletroforese capilar, que também possui a
capacidade de separar analitos a partir de matrizes biol6gicas complexas e, ainda, com
minimizacao de residuos. Dentre diversas variagcdes, esta técnica ainda pode ser utilizada

aliada a quimiluminescéncia. Y.Zhao et al., utilizaram pontos quanticos de CdTe injetados
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na solucdo tampdo para possibilitar a catalise da reacdo provinda entre o luminol e o
peréxido de hidrogénio®, que forma um produto quimioluminescente®. Esta reagdo, que
normalmente é inibida na presenca de dopamina e epinefrina, foi realcada através deste
processo de adicdo dos pontos quanticos, e como a reacdo entre o luminol e o peroxido
de hidrogénio nao foi inibida, foi possivel detectar os analitos de maneira mais efetiva.
Este método desenvolvido para detectar simultaneamente dopamina e epinefrina em urina
humana atingiu limites de deteccdo na ordem de 2,3 x 108 mol L1e 9,3 x 10°° mol L,

respectivamente.

Estes estudos apresentados sdo somente uma pequena parte da investigagéo sobre
quantificacbes de neurotransmissores. Ambas as técnicas apresentadas possuem alto valor

agregado aos seus equipamentos utilizados, o que encarece o processo de analise.

Uma alternativa para contornar o alto custo das anélises, visando sempre facilitar
0 acesso da populacdo a essas tecnologias, € a utilizacdo da Eletroanalitica. Um
diferencial importante é o baixo custo das anlises, da manutencao e da instrumentacéao
em relagdo as técnicas apresentadas anteriormente, ainda com a possibilidade de
determinacbes simultaneas. Técnicas eletroanaliticas, como a voltametria de onda
quadrada, SWV (do inglés, square wave voltammetry), permitem 0 acesso a analitos
passiveis de processos redox com alta sensibilidade e rapidez na coleta de dados. Uma
reducdo nos custos de andlise é atrativa para estudos nas areas de psicologia e psiquiatria,
o0 que facilita o diagndstico e o tratamento de pacientes com esquizofrenia, depressao e
outros disturbios relacionados com os sistemas dopaminérgico e serotoninérgico, com a

coleta de dados laboratoriais.

Existem diversos estudos na literatura que relatam a determinacdo de
neurotransmissores utilizando eletrodos modificados das mais variadas formas. Alguns
exemplos envolvem modificagfes em eletrodos de carbono vitreo utilizando composito
contendo éter coroa, nanotubos de carbono e cristais liquidos idnicos, para determinagédo
de serotonina em humanos® e modificacdes em eletrodos de pasta de carbono, CPE (do
inglés carbon paste electrode), que podem variar desde processos simples, como o pré-
tratamento da pasta utilizando uma solugdo de NaOH, 3" até modificagdes mais
eleboradas, como a polimerizagéo eletroquimica da vanilina®. Ambos estudos citados sdo
focados na determinacdo da adrenalina. Eletrodos de pasta de carbono modificados,

aliados as técnicas eletroanaliticas, serdo o foco deste estudo.
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2.4 Utilizando residuos do aco como modificador para fabricacdo de
eletrodo de pasta de carbono para determinagdo simultdnea de

dopamina, serotonina e triptofano

O processo de producao do aco sofreu mudancas ao longo da histéria. Nos tempos
modernos, para 0 minério de ferro ser convertido em aco, 0 minério deve passar por
algumas etapas de purificacdo, dentre elas estdo tratamentos térmicos para remocao de
substancias volateis, e excesso de carbono, na forma de CO2. Apds estas primeiras etapas,
had a adicdo de compostos ao ferro denominados fundentes, para separacdo fisica de
subprodutos ndo-volateis, em grande maioria, aluminossilicatos inseridos no meio do
ferro fundido, também nomeado de ferro gusa. Para o ferro gusa ser convertido em aco,
este ainda necessita passar por um processo de dessulforizacdo, para entdo ser convertido
em ago por um equipamento chamado de conversor. O subproduto da ultima fase da
producéo do ago, é denominado carepa.3® Este residuo é gerado em torno de 35-40 kg por
tonelada de produto laminado, o que resulta em milhares de toneladas geradas por ano, ja

que a industria do aco é uma das indUstrias mais ativas do mundo*C.

Este subproduto é composto por uma mistura de ferro metalico e de déxidos de
ferro, mais especificamente a magnetita (FesOs), a hematita (Fe20s) e a Wustite (FeO).
Embora a composicdo deste material ja tenha sido caracterizada,** sdo inimeras as

tentativas de se reaproveitar este residuo.

Uma particularidade deste residuo é a presenca da magnetita. E sabido pela
comunidade cientifica que compostos magnéticos possuem a capacidade de imobilizar
espécies na superficie de eletrodos facilitando processos de transferéncia de carga e até a
reducio de efeitos de matriz e interferentes indesejados.*?* Além disso, os Oxidos de
ferro, especificamente, possuem propriedades cataliticas e eletrocataliticas, além de
promoverem uma rapida transferéncia de elétrons entre o eletrodo e os sitios redox

presentes nas moléculas.*®

A magnetita ja € amplamente aplicada como modificador em eletrodos para
determinacdo de espécies quimicas biologicamente ativas. Um estudo recente, realizado
por H.Bagheri et al.**, utilizando a técnica de SWV, elaborou um compésito desse 6xido,

de maneira nanoparticulada, com grafeno reduzido pelo método de Hummers, para
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elaborar um CPE capaz de detectar simultaneamente melatonina e dopamina, com limites
de deteccgdo 8,4 nmol Le 6,5 nmol L, respectivamente. Além disso, foram testados
interferentes como &cido Urico, &cido ascdrbico e serotonina; porém, nenhum destes teve

influéncia significativa nos sinais voltamétricos.

A hematita também pode ser utilizada como modificador. Um grupo de pesquisa
indiano® utilizou este 6xido, nanoparticulado, para confeccionar um eletrodo de pasta de
carbono capaz de detectar simultaneamente dopamina e paracetamol, com limites de
deteccdo calculados em torno de 1,16 pmol L™ para o paracetamol e 0,79 umol L™ para
a dopamina. Ademais, o eletrodo foi utilizado para deteccdo de amostras farmacéuticas,
obtendo bom desempenho e reprodutibilidade, tendo sido comprovada a estabilidade
desta plataforma de deteccdo por pelo menos, 120 dias.

Por estes e outros diversos estudos, conclui-se que esta mistura de Oxidos
proporcionada pela carepa de aco possui grande potencial para deteccdo de
neurotransmissores e outras moléculas de grande interesse biologico. Esta reciclagem
proporciona uma solucdo inteligente aplicada a nanotecnologia, para um residuo que
seguira sendo gerado continuamente pela sociedade. E por fim, € importante ressaltar que,
quando se recicla um residuo de uma linha de producgdo, o valor do produto final é
barateado, pelo fato de néo existir mais o gasto para o descarte adequado do subproduto.
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3 OBJETIVOS

3.10Objetivos Gerais

Estudar o efeito da modificagdo quimica de eletrodos de carbono grafite com
diferentes tipos de 6xidos de ferro provindos do residuo denominado carepa, para a

deteccdo e quantificacdo simultanea de dopamina, serotonina e triptofano.

3.2 Objetivos Especificos

e Construir eletrodos de carbono grafite quimicamente modificados utilizando
0 residuo carepa;

e Investigar o comportamento eletroquimico da dopamina, serotonina e
triptofano, simultaneamente, em diferentes concentragdes frente aos eletrodos
modificados;

e Escolher o eletrodo com melhor resposta analitica para detec¢do dos analitos;

e [Estudar e otimizar pardmetros como pH, eletrélito suporte e técnicas
voltamétricas para melhor detec¢do e quantificacdo dos analitos citados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacao

4.1.1 Célula Eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica que
possui volume total de 10 mL, que conta com a possibilidade de insercao de trés eletrodos,
simultaneamente. Foi utilizado o eletrodo de referéncia do tipo Ag/AgCl, KCI (3 mol
L1) e, como contra-eletrodo, foi utilizado um fio de platina (Pt). Os eletrodos de trabalho
utilizados foram CPE e o eletrodo de pasta de carbono modificado com carepa,
denominado CPE/FexOy.

4.1.2 Equipamentos

Os experimentos foram realizados utilizando um potenciostato/galvanostato
EmStat da empresa PalmSens (Palm Struments BV- Holanda) em conjunto com o
software fornecido pela empresa, denominado PSTrace (versdo 5.8). O computador foi
conectado por fios aos trés eletrodos da célula eletroquimica para fornecer os

voltamogramas dos analitos estudados.

As verificagOes de pH foram realizadas com o uso de um conjunto medidor e

eletrodo de vidro combinado da marca Ohaus (Modelo ST3100-F), apds calibragao.

4.2 Reagentes e Solugdes

Os reagentes utilizados para todos os experimentos estdo relatados no Quadro 1,

junto com sua respectiva pureza e procedéncia.



Quadro 1: Reagentes utilizados

Serotonina
Dopamina
Triptofano
Acido Borico
Acido Fosférico
Acido Acético
Nujol®

Acido Citrico

Carbono grafite

4.2.1 Solucdes

As solugdes foram preparadas a partir dos reagentes listados utilizando agua

C10H12N20
CsH11NO2
C11H12N202
H3BOs3
H3PO4
CH3COOH

Merck

Merck

Merck

Acros Organics
Grupo Quimica
Vetec
Sigma-Aldrich
Reagen
Sigma-Aldrich

>98 %
>97%
>98%
>99,5%
>85%"
>99,99%
>98%
>99%
>99,99%
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ultrapura, purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Redford, MA, USA), com

resistividade de 18,2 MQ cm.

4.2.2 Eletrolito suporte

Testes foram conduzidos em dois tipos de eletrélito suporte, representados pela

solucdo tampao Britton-Robinson (B-R), que consiste na mistura de acido borico, acético
e acido fosforico (0,1 mol L), e pela solugdo tampdo Mcllavaine, composta por uma
mistura de acido citrico e hidrogenofosfato dissodico (0,1 mol L™). O pH de todas as

solugBes de eletrolito suporte foi ajustado utilizando NaOH 6,0 mol L.

4.3Metodologia

4.3.1 Eletrodos de carbono grafite quimicamente modificados

O eletrodo do tipo bare foi montado utilizando 200 mg de carbono grafite,
macerado por 10 minutos; em seguida, 20uL de Nujol® foram adicionados. Para finalizar,
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a pasta de carbono/éleo mineral foi macerada por mais 15 minutos e, entdo, colocada em
uma seringa de plastico, mantendo a area geométrica constante (0,03 cm?). Um fio de
cobre foi utilizado para o contato elétrico da pasta com o potenciostato. A figura 4 ilustra

como é feita essa confeccgao.

Figura 4: Confeccéo do eletrodo de pasta de carbono.

» Seringa | mL

» Fio de cobre

Pasta
O compactada

Grafite + Material

O residuo da industria do aco, denominado carepa, foi gentilmente cedido pelo
professor Carlos Eduardo Maduro de Campos, do Departamento de Fisica da UFSC. Os
eletrodos modificados com carepa, CPE/FexOy, seguiram o0 mesmo procedimento da
construcdo do eletrodo tipo bare, porém, com diferentes propor¢des de massa de carepa

em relacdo a massa de carbono.

4.3.2 Desenvolvimento do método

A resposta eletroquimica foi investigada a partir do comportamento dos analitos
DA, 5-HT e TP frente as plataformas de deteccdo CPE e CPE/FexOy aplicando-se as
técnicas de voltametria ciclica, CV (do inglés cyclic voltammetry) e SWV. O perfil
voltamétrico dos analitos foi estudado em eletrolito suporte, em diferentes valores de pH,
pelo emprego da solucdo tampdo Britton-Robinson (B-R).

Em uma etapa posterior, foram conduzidos estudos de velocidade de varredura
(entre 30 mVs™ a 200 mVs™) a fim de verificar qual tipo de processo de transferéncia
ocorre na interface da superficie do eletrodo—solucgéo. A partir dos resultados obtidos, foi
escolhida a técnica de SWV para a construcdo de curvas de calibracao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comportamento eletroquimico dos analitos sobre os eletrodos de
trabalho

Medidas eletroquimicas utilizando a técnica de CV foram realizadas para estudar
0 comportamento dos analitos dopamina, serotonina e triptofano em duas diferentes
arquiteturas eletrodicas. O material utilizado para a modificagdo do eletrodo j& foi
caracterizado pelas técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV), DRX e
espectroscopia Mossbauer por Costa et al.*

A Figura 5 mostra a comparacdo entre voltamogramas ciclicos obtidos para o
eletrolito suporte, solugdo tampao B-R 0,1 mol L™t (pH 6,0), e medidas na presenca de
100 pmol L de dopamina, 100 umol L~ de serotonina e 250 pmol L de triptofano com
CPE e CPE/FexOy. As condigdes experimentais envolvem velocidade de varredura de 100
mV st em um intervalo de potenciais entre + 0,0 V e +1,2 V (vs. Ag/AgCl).

Verificou-se que, com o emprego do CPE, ndo houve distingdo entre os sinais de
oxidacdo para dopamina e serotonina (em cerca de + 0,5 V). No entanto, como o0 emprego
do eletrodo modificado, CPE/FexOy, foram observados sinais bem definidos para
dopamina (ca. + 0,3 V), serotonina (ca. + 0,45 V) e triptofano (+ 0,8 V), com intensidades
de corrente aumentadas em relacdo ao CPE. Portanto, o eletrodo modificado se mostrou
adequado e mais atrativo para a quantificacdo simultanea dos trés analitos, visto que a
mistura dos 6xidos metalicos promoveu a caracteristica de seletividade com aumento de
sensibilidade. Assim, a modificag&o do substrato se justifica.

Poucos e recentes trabalhos relatam essa diferenciacdo entre sinais para os trés
neurotransmissores*® 8, reforcando o interesse em determinagdes simultdneas com o

emprego de diferentes arquiteturas eletrodicas.
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos para 100 umol L de dopamina, 100 umol L de serotonina e 250 umol
L de triptofano. Preto: eletrélito suporte; Vermelho: CPE; Verde: CPE/Fe,Oy. Inset: Voltamogramas para
eletrolito suporte (preto) e analitos em CPE (vermelho). Condic¢des experimentais: Tampédo B-R 0,1 mol
L (pH 6,0).
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Fonte: O autor.

5.2 Estudo do pH

O estudo do pH foi realizado com o intuito de elucidar os mecanismos das reacdes
envolvendo os analitos frente ao eletrodo modificado e estudar a condi¢do étima para 0s
estudos posteriores. Para isso, foi utilizada a voltametria ciclica, em conjunto com o
tamp&o B-R 0,1 mol L™, que foi escolhido para verificar o comportamento redox dos

analitos DP, 5-HT e TP, em uma faixa de valores de pH entre 3,0 e 7,0.

Como mostrado pela Figura 6, 0 analito DP apresentou eletroatividade tanto na
oxidagdo, quanto da reducdo, demonstrando um comportamento reversivel. Outra
observacdo é o deslocamento dos sinais para valores mais negativos de potencial
conforme se aumentou o valor de pH, o que sugere que estas reagdes sdo dependentes de
transferéncia de protons®. A melhor relagdo entre qualidade do sinal analitico e
intensidade de corrente, para ambos 0s processos, catddico e anodico, foi obtida em pH

6,0. Para valores de pH maiores que 7,0, ha um desfavorecimento da oxirreducéo, pois
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com altas concentracfes de OH™, ha a desprotonacéo das hidroxilas do anel benzénico, o
que afeta ndo sO a oxidacdo, visto que ambas reacdes envolvendo a dopamina sao
dependentes da transferéncia de prdtons. Gong et al. e Turunc et al. relataram

comportamento similar ao observado neste trabalho.*%>

Figura 6: Efeito do pH no comportamento eletroquimico da dopamina. VVoltamogramas ciclicos do analito

em presenca de 50 umol L utilizando tampé&o B-R 0,1 mol L.
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Fonte: O autor.

Conforme observado na Figura 7, o analito 5-HT possui somente um pico de
oxidacéo na regido entre + 0,5 V e + 0,25 V, sendo considerado, neste caso, um processo
irreversivel. Entretanto, hd um deslocamento dos picos de oxidacdo para potenciais mais
negativos conforme o aumento dos valores de pH. Para valores de pH maiores que 7,0
houve decréscimo da resposta analitica, provavelmente pela diminui¢cdo da espécie
protonada da 5-HT (pKa ~ 10) nestas condi¢Ges. Este comportamento eletroquimico ja foi
observado em outros trabalhos recentes, como aqueles desenvolvidos por Ramos et al. e

Fayemi et al.>%>2
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Figura 7: Efeito do pH no comportamento eletroquimico da serotonina. VVoltamogramas ciclicos para 5-

HT 65 pumol L utilizando tampéo B-R 0,1 mol L2,
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E vs. Ag/AgCl/ V

Fonte: O autor.

Os voltamogramas ciclicos para triptofano frente ao CPE/FexOy estdo
representados na Figura 8. Verifica-se que o comportamento deste analito é semelhante
aquele apresentado pelo 5-HT. Identifica-se um sinal de oxidacdo, caracteristico de
processo irreversivel, e houve deslocamento do pico conforme a variagao dos valores de
pH. Acima de pH 7,0 o triptofano ndo possui resposta de corrente e potencial
significativo, o que impossibilita a sua determinacdo. O voltamograma possuiu perfil
similar ao relatado por Nie et al.>® De acordo com o comportamento individual dos
analitos, o valor de pH 6,0 foi escolhido para o estudo simultaneo dos trés analitos, uma
vez que apresentam intensidades de corrente satisfatorias e potenciais de oxidagdo bem

definidos nesse valor de pH.
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Figura 8: Efeito do pH no comportamento eletroquimico do triptofano. Voltamogramas ciclicos do

triptofano 125 pumol L utilizando tampéo B-R 0,1 mol L2,
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Fonte: O autor.

A Figura 9 apresenta a correlacdo entre potencial de pico (Ep) e pH. As equactes
obtidas para cada analito podem ser descritas como E / V = — 0.058 pH + 0.57 (R? =
0.986) para dopamina oxidada; E / V = — 0.050 pH + 0.47 (R?> = 0.994) para a forma
reduzida da DP; E/V =-0.055 pH + 0.66 (R>=0.997) para 5-HT; e E/ V=-0.050 pH
+ 1.07( R2 = 0.999) para triptofano.

Figura 9: Correlacéo entre Ep vs. pH
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Fonte: O autor.
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A inclinacdo, proxima a 0,059 V pH? e expressa pela equacio de Nernst,
representa que o mesmo numero de mol de ions hidrdnio e elétrons estdo envolvido nos
mecanismos de oxidagdo dos trés analitos. Desta maneira, foi possivel concluir que todas
as reacOes que envolvem os analitos, apresentadas na Figura 10, para a DP, 5-HT e TP,
possuem essa particularidade. Na literatura, inUmeros sdo 0S processos em que 0S
mecanismos de oxida¢do para DP, 5-HT, e Tp sdo de 2 mols de ions hidronio e 2 mols de
elétrons. 36545

Vale ressaltar que os trés analitos sofrem processos de oxidacdo em diferentes
grupos funcionais, em suas respectivas moléculas, o que confere diferentes potenciais de
oxidagéo, separados em pelo menos 0,1 V, fato que possibilita a determinacdo simultanea

dos trés neurotransmissores.

Figura 10: EquacGes que representam os processos redox para DP, 5-HT e TP.
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NH,

Acido (Z) -2-amino-3- (3H-indol-3-
ilideno) propandico

Fonte: O autor
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5.3 Estudo da velocidade de varredura

O estudo da velocidade de varredura foi utilizado para investigar os processos de
transporte de massa envolvidos nas reacdes de oxirredugdo na superficie do CPE/FexOy.
Os voltamogramas correspondentes sdo mostrados na Figura 11A. Utilizando o tampé&o
B-R 0,1 mol L™, em pH 6,0 e a voltametria ciclica, foi investigado o comportamento dos
trés analitos simultaneamente, sendo a velocidade de varredura variada entre 30 e 200
mV s1. As correntes dos picos de oxidacdo aumentaram linearmente com a velocidade
de varredura. De acordo com a literatura®®, a relacio do logaritmo da corrente de pico (log
i) versus o logaritmo da velocidade de varredura (log v), com coeficiente angular de 0,5
ou proximo a esse valor, indica que a reacdo € controlada por difusdo. Além disso, quando
o coeficiente angular se aproxima de 1,0 o transporte de massa é controlado por adsorcao.
As relacGes para log i versus log v para os trés analitos podem ser expressas com as
seguintes equacdes (vide Figura 8B).

DPo: log 1= 1,169 log v — 3,450 (R? = 0,989).
5-HT: log | =1,049 log v — 3,641 (R2=0,974).
TP:log 1 =1,004 log v — 3,615 (R2 = 0,960).

Dessa maneira, verifica-se que o transporte de massa para 0s trés analitos na
interface eletrodo-solucdo é governado por adsorcdo. Esta caracteristica pode ser
promissora para fases posteriores do trabalho, tendo em vista o interesse em técnicas de

pré-concentracdo na construgdo de curvas de calibragdo com incremento na sensibilidade.
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Figura 11: (A) Estudo da velocidade de varredura contendo 100 pmol L de dopamina, 100 pmol L de
serotonina, e 250 umol L de triptofano. CondigGes experimentais: Tamp&o B-R 0,1 mol L (pH 6,0). (B)

Relacdo para log I vs. log v.
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Fonte: O autor.

Trabalhos com plataformas de deteccéo simples e descartaveis ndo sdo comuns na
literatura, mas estdo ganhando cada vez mais aten¢do da comunidade cientifica, como o

artigo publicado por Rejithamol et al. Este grupo indiano obteve dados experimentais
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semelhantes aos apresentados aqui, para o estudo de transporte de massa, ainda que

utilizando um eletrodo totalmente diferente.*®

5.4 Curva de calibracgéo

Utilizando a técnica de SWV, obteve-se uma curva de calibragdo, para cada
analito, mediante a adicao de aliquotas de solucéo padrédo de DP, 5-HT e TP. A Figura 12
mostra os voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracfes de DP, 5-HT
e TP e as curvas de calibracéo (inset) utilizando o eletrodo CPE/FexOy. A intensidade de
corrente aumenta proporcionalmente com a concentragdo dos trés analitos em trés
diferentes faixas de concentragdo (DP: 0,49 — 21 umol L™*; 5-HT: 0,49 — 13,6 umol L*;
TP: 2,9—25 umol L1). As equacdes obtidas a partir de regressio linear sio expressas por
(n=3):

DP: I/ pA = 1,062 [DP] + 1,32 x 10°% (R2 = 0,967) (12 faixa) e
|/ pA =0,1952 [DP] + 3,12 x 10°® (R2 = 0,962) (22 faixa)
5-HT: 1/ uA = 0,849 [5-HT] + 7,06 x 10~ (R2 = 0,980) (1@ faixa) e
|/ WA = 0,275 [5-HT] + 1,786 x 10 (R2 = 0,963) (22 faixa)
TP: 1/ pA =0,258 [TP] + 4,29 x107 (R2 = 0,971)
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Figura 12: Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes de DP, 5-HT e TP. Inset:

curvas de calibragdo obtidas em tamp&o B-R 0,1 mol L (pH = 6,0).
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Fonte: O autor.
Os valores de limite de deteccdo (LoD) e limite de quantificacdo (LoQ) foram
calculados utilizando as seguintes expressdes, de acordo com Gary L. Long e J. D.

Winefordner ®’

3Sp
LoD = _b

10 S,
LoQ = A

onde Sp € 0 desvio padréo (n=3) do coeficiente linear da equacao da reta obtidae b é o

coeficiente angular da reta. As caracteristicas analiticas para novo metodo para


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Gary+L.++Long
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=J.+D.++Winefordner
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determinacdo simultdnea de DP, 5-HTP e TP pelo emprego de CPE/FexOy estdo
compiladas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas analiticas para a determinagdo de DP, 5-HT e TP utilizando a arquitetura
eletrddica CPE/FexOy.

Parametro DP 5-HT TP
Potencial de pico/V +0,21 +0,38 +0,82
Faixas lineares / umol L™ 0,49 - 21 0,49 - 13,6 29-25
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,967 e 0,952 0,980;0,996;0,985 0,971 e 0,994
Coeficiente angular / pA pmol L 1,06 € 0,195 0,849 e 0,275; 0,55 0,258
LoD / umol L* 0,21 0,13 2,18
LoQ / umol L* 0,49 0,48 2,87
n=3

Os valores de LoD obtidos para os analitos sdo promissores pois se equiparam
aqueles ja relatados na literatura. Na Tabela 2 se encontra a comparacéo da performance
do eletrodo proposto CPE/FexOy a outros eletrodos modificados.
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Tabela 2: Comparacao de diferentes plataformas eletrédicas para determinacéo de DA, 5-HT e TP.

Plataforma

Faixa linear Limite de deteccao Técnica Ref
Eletrodica / umol L / umol L voltamétrica
DA 5-HT TP DA 5-HT TP
Au-Cu,0/rGO/GCE 10-90 - - 3,9 - - DPV %8
AUrGOIGCE 6,841 - - 14 - - DPV 59
[emim][CHF,CF,SO;]-CPE 0,13-1,83 - - 0,04 - - SWV 60
MCM-41-COOH/Au@nano-CILPE - 0,2-20 - s 01 - SWV 61
NiO/CNT/PEDOT/ GCE 0,03-20  0,3-35 1-41 0026 0063 021 DPV o
AUITIO,/CNT/GCE 0,3-15 : 1-162 0,87 : 0,24 DPV 62
EFTAG-CPE - - 20-350 - - 15 SWV 63
NiO—CuO/GR/IGCE 0,5-20 - 0,3-40 0,167 - 0,1 SWV e
p-Aln/Ms-atCNTCPE 1-35 1-22 - 0,08 0,1 - DPV 65
Fe.O,/CPE 0,49-21  0,49-13,6 2,9-25 0,21 0,13 2,18 SWV Este
trabalho

Au-Cu0/rGO/GCE — Eletrodo de carbono vitreo com nanocompésito de Au-Cu,O suportado em
folhas de éxidos de grafeno reduzido;

Au/rGO/GCE - Eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas de ouro eletrodepositadas em folhas de
oxido de grafeno reduzido;
[emim][CHF2CF2SO3]-CPE —
1,1,2,2-tetrafluoretanosulfonato, liquido idnico derivado do imidazol;
MCM-41-COOH/Au@nano-CILPE — Eletrodo de pasta de carbono modificado com liquido idnico 1-

octilpiridinio hexafluorfosfato, peneira molecular funcionalizada MCM-41 e composito de ouro coloidal

Eletrodo de pasta de carbono modificado com 1-etil-3-metilimidazol

com nano-grafite;

NiO/CNT/PEDOT/ GCE - Eletrodo de carbono vitreo modificado com NiO, nanotubos de carbono e
Poli(3,4-etilenodioxitiofeno);

Au/TiO2/CNT/GCE - Eletrodo de carbono vitreo modificado com composito de nanoparticulas de Au,
nanoparticulas de TiO2 e nanotubos de carbono;

EFTAG-CPE - Eletrodo de pasta de carbono modificado com grafeno e acetato de etil(4-ferrocenil-
[1,2,3]triazol-1-il);

NiO-CuO/GR/GCE — Eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno e nanoparticulas de NiO-CuO
eletrodepositadas na superficie eletrddica;

p-Aln/Ms-atCNTCPE - Eletrodo de pasta de carbono modificado com composito de MoS; e nanotubos
de carbono de multiplas paredes(MWCNTS), seguido de polimerizagdo da alanina na superficie da

plataforma de deteccéo.
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Parte dos trabalhos comparados aborda quantificacdes em amostras biologicas;
porém, para que a plataforma de detecgdo desenvolvida neste trabalho seja também viavel
para determinagGes em matrizes complexas, € necessario conduzir mais testes para a
otimizacdo das curvas de calibracdo. Os analitos foco trabalho costumam estar presentes
em concentracdes inferiores a 10° mol L™ em fluidos biol6gicos, como ja mostrado
anteriormente.

Tendo em vista que todos os analitos apresentaram caracteristica de transporte de
massa governado por adsorcao, é possivel se obter melhora nos valores de LoD e LoQ
utilizando técnicas de pré-concentracdo, em um tempo definido de alguns segundos, antes
da aplicacdo da varredura de potenciais para coleta dos dados por SWV.

A aplicacdo desta nova arquitetura eletrodica CPE/FexOy, proveniente de uma
reciclagem simples e de baixo custo de residuos da indUstria do aco, se mostra promissora

para a eletroanalise de amostras de interesse clinico e bioldgico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A elaboracdo do eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com
oxidos de ferro provindos da carepa de aco (Fe203, FeO, Fes04) mostrou que € possivel
realizar a determinacao simultanea de analitos de interesse clinico e biolégico com uma

arquitetura eletrodica proveniente de uma reciclagem simples e de baixo custo.

Verificou-se que o eletrodo modificado CPE/FexOy apresentou caracteristicas de
maior seletividade e sensibilidade quando comparado ao eletrodo bare, tornando-o mais
adequado a aplicacdo eletroanalitica. O mecanismo de transferéncia de massa, estudado
através da voltametria ciclica, foi observado como sendo governado por adsor¢do, para

todos os analitos.

A aplicacéo eletroanalitica foi feita por meio da voltametria de onda quadrada
(SWV); com os devidos parametros otimizados, foram construidas curvas de calibracao
para DP, 5-HT e TP. Os limites de deteccdo e quantificacdo se mostraram promissores,
quando comparados com alguns trabalhos presentes na literatura que abordam

determinagOes simultaneas em matrizes complexas reais.

O eletrodo apresentou compromisso entre os perfis voltamétricos e as correntes
de pico observadas; porém para que esta arquitetura eletrédica seja eficiente na
determinacdo simultanea proposta, em amostras reais, € necessario um estudo mais
aprofundado dos pardmetros de otimizacao das curvas de calibracéo, pois é possivel obter
limites de deteccdo e quantificacdo menores com o auxilio de técnicas de pré

concentracédo dos analitos.

Desta maneira, 0 novo sensor proposto CPE/FexOy, em conjunto com a
voltametria de onda quadrada, apresentou resultados promissores para a determinagao
simultanea de DP, 5-HT e TP.
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