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RESUMO

Amilorida, (AMI) 3,5-diamino-6-cloro-N-(diaminometilideno)pirazina-2-carboxamida

¢ um natriurético relativamente fraco, conservador de potdssio, com atividade anti-
hipertensiva. Este agente natriurético pode ser funcional como substincia dopante. Nos
esportes, os diuréticos sdo usados principalmente pela rdpida diminuicdo do ganho de peso
corporal para diferentes categorias de peso e pela reducdo da concentracdo de medicamentos
na urina, diluindo-os por meio da rapida produ¢dao de um volume elevado de urina, levando a
uma menor possibilidade de detectar outras substancias dopantes. Portanto, a determinagdo de
AMI na urina exige métodos altamente sensiveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar
o perfil eletroquimico da AMI usando voltametria ciclica (CV) e desenvolver um método
eletroanalitico para sua determinacdo na urina e soro humano usando voltametria de pulso
diferencial (DPV) e utilizando o eletrodo de carbono vitreo (GCE). Os voltamogramas
ciclicos daAMI no GCE em tampao Britton-Robinson (BR) de 0,1 mol L' pH 2,0 mostraram
um pico anddico irreversivel bem definido a +1,30 V e um processo redox reversivel com um
pico anddico a +0,15 V e um catédico pico a -0,12 V. Com base nesse processo redox
reversivel, um método de DPV simples, sensivel e de baixo custo foi otimizado para andlise
do medicamento. As condi¢des operacionais ideais do método proposto foram: potencial de
acumulacgdo E,.. = 1,35 V, tempo de acumulacio t,.. = 40 s, amplitude de pulso =70 mV, taxa
de varredura = 10 mVs™ e tampdo BR de pH 1,5 como eletrélito de suporte em um faixa de
varredura de 0,4 a -0,1 V. A faixa de concentracdo linear foi de 9,9 a 90,9 umol L' de AMI
com limites de detec¢io (LOD) e quantificagio (LOQ) de 5,19 umol L™ 17,3 pmol L™,
respectivamente.Andlises voltamétricas realizadas intra e interdia foram avaliadas para
demonstrar a precisdo do método estudado, apresentando desvios padrdes relativos (DPR)
inferiores a 5,0%. A exatiddo do método proposto foi analisada através de estudos de adicdo e
recuperacdo, apresentando valores de recuperacdo de AMI de 99,2 + 3,6% a 106,3 + 4,0%
para a urina e 82,3 = 9,3% a 106,3 + 10,8% para o soro.O método proposto se apresentou

vantajoso para a determinacdo de AMI devido a boa sensibilidade, precisdo e exatidao.

Palavras chave: Amilorida, Voltametria de Pulso Diferencial, Eletrodo de carbono vitreo,
Urina



ABSTRACT

Amiloride, (AMI) 3,5-diamino-6-chloro-N-(diaminomethylidene)pyrazine-2-carboxamide is a
potassium-conserving relatively weak natriuretic with anti-hypertensive activity. This
natriuretic agent can be functional as a doping substance. In sports, diuretics are used mainly
for rapid diminution of corporal weight gain for different weight categories and for the
reduction of the concentration of medical drugs in urine by diluting the latter by means of the
rapid production of an elevated volume of urine, leading to a smaller possibility of detecting
other doping substances. Therefore, AMI determination in urine demands highly sensitive
methods. Thus, the aim of this work was to study the electrochemical profile of AMI using
Cyclic Voltammetry (CV) and to develop an electroanalytical method for their determination
in human serum and urine using differential pulse voltammetry (DPV) and the glassy carbon
electrode (GCE). The cyclic voltammograms of AMI at the GCE in 0.1 mol L™ Britton—
Robinson (BR) buffer pH 2.0 showed a well-defined irreversible anodic peak at +1.30 V and
a reversible redox process with an anodic peak at +0.15 V and a cathodic peak at -0.12 V.
Based on this reversible redox process, a simple, sensitive and low cost DPV method was
optimized for analysis of the drug. The optimal operational conditions of the proposed method
were: accumulation potential E,..= 1.35 V, accumulation time #,..= 40 s, pulse-amplitude = 70
mV, scan rate = 10 mVs™ and BR buffer of pH 1.5 as a supporting electrolyte in a scanning
range of 0.4 to -0,1 V. The linear concentration range was found to be 9.9 to 90.9 pmol L
AMI with limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 5.19 pmol L' and 17.3
umol L™, respectively. Voltammetric analyzes performed intra and interday were evaluated to
demonstrate the accuracy of the studied method, presenting relative standard deviations
(RSD) below 5.0%. The accuracy of the proposed method was analyzed through addition and
recovery studies, showing AMI recovery values from 99.2 + 3.6% to 106.3 + 4.0% for urine
and 82.3 £ 9.3 % to 106.3 £ 10.8% for the serum. The proposed method proved to be
advantageous for the determination of AMI due to its good sensitivity, precision and

accuracy.

Keywords: Amiloride, Differential Pulse Voltammetry, Glassy carbon electrode, Urine
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte no mundo.
Estima-se que aproximadamente 29,6 % das mortes sejam causadas por algum tipo de doenca
cardiovascular, sendo este nimero o dobro das mortes ocasionadas pelas diversas patologias
oncoldgicas (NICHOLS et al., 2014). Dentre as diversas causas das doengas cardiovasculares
estd a hipertensdo arterial, que pode ser tratada com a utilizacdo dos medicamentos anti-
hipertensivos.

Os anti-hipertensivos atuam causando a redu¢do do volume vascular, o relaxamento
do musculo liso vascular ou a diminui¢do do débito cardiaco (TOY et al., 2015). Dentre as
vdrias subclasses dos anti-hipertensivos, temos os diuréticos, que foram desenvolvidos na
década de 1950 e agem aumentando a perda de Na* e dgua, resultando em uma redugdo inicial
na pressao sanguinea (RIERA, 2000; TOY et al., 2015).

Sendo assim, os diuréticos vém sendo utilizados em tratamentos de pacientes
hipertensos, uma vez que reduz tanto a pressao sistdlica quanto a diastdlica desses pacientes,
além de apresentarem boa eficicia, baixo custo e poucos efeitos colaterais (RIERA, 2000).

Entre os tipos de diuréticos existentes podemos citar os diuréticos poupadores do
potdssio, que atuam nos receptores da aldosterona nos tibulos distais, prevenindo a perda de
potdssio, como é o caso da amilorida, firmaco que foi dado énfase nesse estudo
(GOODMAN; GILMAN, 2005).

A amilorida (AMI) ou 3,5-diamino-6-cloro-N-(diaminometilideno)pirazina-2-
carboxamida é um farmaco anti-hipertensivo/diurético normalmente combinada com
diuréticos tiazidicos para tratar hipertensao ou insuficiéncia cardiaca congestiva. A ingestao
de baixas doses deste farmaco proporciona um aumento do volume de urina excretada,
dificultando assim sua detec¢do, logo, métodos suficientemente sensiveis para a sua
quantificacdo poderiam ser tteis para controle da sua utilizacdo e dos seus niveis circulantes
(ENSAFI, 2008).

Devido a importancia dos diuréticos no tratamento da hipertensdo arterial,
insuficiéncia renal,insuficiéncia cardiaca ou cirrose hepatica (pois a perda de sédio provoca
reducdo de liquido extracelular),faz-se necessdrio garantir que as formulacdes farmacéuticas
possuam a quantidade adequada e declarada do farmaco (principio ativo) de modo a garantir a
eficacia do tratamento destas doencas. Assim € importante o desenvolvimento de métodos de

andlise que assegurem o controle de qualidade destas formulagdes, como j4 foi reportado em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Diur%C3%A9tico_poupador_do_pot%C3%A1ssio
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alguns estudos que serdo brevemente abordados no decorrer deste estudo. Além disso, durante
a fase do desenvolvimento farmacotécnico, a preocupacdo com os niveis de concentracao de
principios ativos e seus metabolitos em fluidos bioldgicos e tecido é de suma importincia.
Esse monitoramento € fundamental para que os riscos de superdosagem e suas consequéncias
téxicas sejam minimizados em pessoas que tenham seu metabolismo alterado por
complicacOes hepaticas e renais. Ainda, outro fator importante € que a determinagdo de
farmacos em fluidos biolégicos como urina e sangue tem sido cada vez mais explorada nas
andlises de doping de atletas que se beneficiam de forma ilicita ao utilizar substancias como
diuréticos e beta bloqueadores. Desta forma, a determina¢do de anti-hipertensivos também em
fluidos bioldgicos tem despertado interesse, pois permite 0 monitoramento da concentra¢io
plasmidtica e da taxa de excre¢do de firmacos em pacientes que estdo realizando o tratamento,
sendo estes dois parametros importantes para os estudos farmacocinéticos.

A maioria dos métodos para detec¢ao/quantificacdo de anti-hipertensivos baseia-se em
métodos espectrofotométricos ou cromatograficos. As técnicas eletroanaliticas constituem
uma importante ferramenta analitica que pode ser usada de forma alternativa ou
complementar a utilizacdo de técnicas espectrofotométricas e cromatograficas com detec¢do
UV devido a sua alta sensibilidade, velocidade de andlises, reduc@o no consumo de solventes
e amostras, desnecessidade de etapas de separacdo e extracdo, além de baixo custo
operacional quando comparadas aos métodos analiticos que se baseiam em técnicas
espectrofotométricas ou de separacgao.

Assim, neste trabalho foi realizada a andlise do anti-hipertensivo amilorida utilizando
métodos eletroanaliticos voltamétricos com o emprego do eletrodo de carbono vitreo e foi
desenvolvida uma metodologia sensivel para a quantificacdo deste composto em amostras

bioldgicas de urina e sangue.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para a determina¢do do anti-hipertensivo

AMI em amostras bioldgicas (sangue e urina) utilizando um eletrodo de carbono vitreo.

2.2 Objetivos especificos

D

2)

3)

4)

5)

6)

7

Estudar a resposta voltamétrica da solucao do anti-hipertensivo AMI, com o uso do
eletrodo de carbono vitreo;

Realizar estudos voltamétricos por Voltametria Ciclica, como a variagcdo da velocidade
de varredura para caracterizar o sistema de acordo com os critérios de reversibilidade
em voltametria;

Investigar os efeitos de aplicacdo de potencial e tempo de acumulacao;

Avaliar a influéncia do pH e do eletrdlito suporte na resposta eletroquimica do anti-
hipertensivo AMI;

Obter informagdes fisico-quimicas para as reacdes redox da molécula do anti-
hipertensivo AMI, como: potencial redox e nimero de elétrons envolvidos;

Otimizar os parametros da técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV) como: a
velocidade de varredura e a amplitude de pulso da DPV para o desenvolvimento de
um método de andlise do anti-hipertensivo AMI;

Desenvolver uma metodologia eletroanalitica nas condi¢des otimizadas da DPV para a
andlise e quantificagdo do anti-hipertensivo AMI em amostras reais de fluidos

bioldgicos (sangue e urina);
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Hipertensao arterial

A pressio arterial (PA) é uma medida fisioldgica da pressdo que o sangue exerce sobre
as paredes do endotélio vascular, podendo ser definida a partir da relacdo entre o débito
cardiaco, que representa o volume de sangue que € ejetado pelo coragdo a partir do seu
bombeamento, e da resisténcia vascular periférica, que pode ser classificada pela espessura
das artérias (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016; BRASIL, 2013).

A regulagdo da pressdo arterial sist€mica envolve complexos mecanismos integrados
que relacionam os sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino. Basicamente, quando o
coragdo promove 0o bombeamento sanguineo, a pressdo maxima atingida nesse momento no
endotélio vascular € denominada de Pressdo Arterial Sistdlica (PAS) e a pressdo minima
alcancada durante este periodo € a Pressdao Arterial Diastdlica (PAD)(SANJULIANI, 2002). A
Tabela 1 representa os valores padroes de PA e sua classificacdo em individuos maiores de 18

anos:

Tabela 1 - Classificag@o da pressdo arterial de individuos maiores de 18 anos.

Classificacao Pressao Sistolica (PAS) Pressao diastolica (PAD)
Otima <120 <80

Normal <130 <85

Limitrofe* 130-139 85-89

Hipertensao estagio 1 140-159 90-99

Hipertensao estagio 2 160-179 100-109

Hipertensiao estagio 3 >180 >110

Hipertensao sistdlica
>140 <90
Isolada

Legenda: *Pressdao normal-alta ou pré-hipertensao sdo termos que se equivalem na literatura. Quando as pressdes
sistélica e diastdlica situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para classificagdo da pressao
arterial.

Fonte: Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo VI, 2013.
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Uma elevacdo cronica da PA leva o individuo a um quadro de hipertensdo arterial
sistémica (HAS), que pode ser definida quando hd a ocorréncia sustentada de uma PAS maior
ou igual a 140 mmHg e de PAD maior ou igual a 90 mmHg. Uma HAS elevada pode também
associar-se a outras alteracdes importantes a nivel funcional e estrutural de 6rgdos vitais como
o coragdo, encéfalo, rins e a propria vasculatura periférica. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016).

Em relagc@o a seus dados epidemioldgicos, estima-se que a HAS possa ser a doenga
circulatéria de maior prevaléncia mundial, com aproximadamente 600 milhdes de pessoas
vivendo nessa condi¢do, gerando por volta de 7,1 milhdes de 6bitos anualmente. Nos Estados
Unidos da América, a HAS esteve associada em cerca de 75-77% dos casos clinicos de
acidente vascular encefalico e de insuficiéncia cardiaca.No Brasil, a HAS acomete a saude de
36 milhdes de adultos e mais da metade da populagdo idosa do pais, estando associada com
aproximadamente 30% das mortes anuais em territrio nacional (MALTA et al., 2015;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016).

A HAS pode ser classificada também em Primaria (HAS-P), secundéria (HAS-S) ou
resistente (HAS-R), de acordo com os fatores envolvidos na promo¢ido do seu quadro e
também no seu controle. A HAS-P corresponde a 95% dos casos, sendo aquela caracterizada
por ndo possuir uma causa definida/conhecida, podendo ser influenciada pelo meio ambiente
e seus fatores como a alimentacdo e o estresse cotidiano, além de multiplos sistemas
regulatdrios que participam da manuten¢do da PA (mecanismos neuro-humorais) (LOPES et
al., 2015; FREITAS, 2006). Na HAS-S, que representa 5% dos casos, existe uma relagao de
causa e efeito entre uma doenga/medicamento e o aumento da PA. A HAS-S ocorre quando
ha presenca de lesdes significativas em 6rgaos-alvo; consumo excessivo de dlcool ou sal; a
apneia do sono e a sindrome metabdlica; utilizacdo de anfetaminas, esterdides anabolizantes,
inibidores do apetite, cafeina e cocaina (GUIA DE REFERENCIA RAPIDA, 2013).A HAS-R
¢ um subtipo da HAS-S, definida quando ndo hd um controle da PA pela medicacdo
tradicional e dos hébitos de vida, estando presente em cerca de 15% dos individuos dessa
classe e sendo de elevado risco de morbimortalidade (JleIOR, 2011; BRITO;
BORTOLOTTO, 2011).

A HAS pode ser considerada uma sindrome multifatorial e multisistémica, sendo
necessdria uma boa anamnese ou rastreamento dos fatores envolvidos em sua etiologia para o
seu diagndstico precoce, bem como para o seu tratamento e/ou controle. De uma forma geral,

7z

apos o diagndstico de HAS, € importante a mudanga dos habitos de vida e também os
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comportamentais, além de um acompanhamento por uma equipe multidisciplinar. Os fatores
de risco também podem ser estratificados em duas subclasses: os modificdveis/controlaveis e
os ndo modificdveis/controldveis. Em relagdo aos primeiros, sdo fatores comumente
encontrados a obesidade, o tabagismo, dislipidemias e o sedentarismo; por outro lado, entre os
fatores nao modificaveis estdo listados principalmente a idade e a pré-disposicdo genética
(IBIAPINA et al., 2013; SOUSA, et al., 2012).

Com relagdo ao excesso de peso/obesidade, os seus indices vém aumentando
vertiginosamente nos ultimos anos em todo o mundo. Um quadro de obesidade traz consigo
uma dieta desbalanceada, rica em acgucares e gorduras saturadas e do tipo trans,
macronutrientes que podem gerar um maior acimulo de gordura corporal e,
consequentemente a elevacdo dos indices de colesterol. A presengca no sangue de maiores
concentracdes do colesterol do tipo LDL-c e de baixas do tipo HDL-c sdo fatores de risco
para o desenvolvimento de placas aterosclerdticas e da elevacdo da pressao arterial. Outro
fator importante envolvendo a dieta de pessoas obesas € o alto consumo de sal. A grande
quantidade de sodio presente na comida pode influenciar na elevagdo da pressio arterial e
também em uma hipertrofia ventricular esquerda. Por fim, um peso corporal elevado
associado a altos indices de sedentarismo observados nessa populacdo pode culminar em um
remodelamento cardiaco, levando a hipertrofia do 6rgdo e aumento da pressdo arterial como
fator compensatério (ARAUJ O etal., 2015; SANTOS; PEREIRA, 2014).

Apesar da reducdo dos indices de tabagismo nos ultimos anos, através do incremento
de politicas publicas contra a sua utilizagdo, esse fator ainda estd fortemente ligado ao
aumento dos indices de HAS. A nicotina € a principal substancia presente nos cigarros, com
potencial altamente viciante, e que pode provocar o aumento pressdo arterial através de uma
elevacao do trabalho cardiaco, também levando a disfuncdo do endotélio capilar e a liberacao
de catecolaminas, que por sua vez, ativam a hiper-reatividade vascular (MENDES, 2014).

Dentro dos fatores nao controldveis a idade € um fator de risco de grande importancia.
A populagcdo idosa (acima de 65 anos) vem crescendo mundialmente, muito devido as
melhoras na saide e tecnologia para o controle e tratamento de doencas. No entanto, existe
uma relacdo direta e linear da PA com a idade, sendo a prevaléncia de HAS superior a 60% na
faixa etdria acima de 65 anos. O remodelamento cardiaco e endotelial natural que ocorre com
a idade sdo as principais causas de HAS nessa classe de individuos, sendo que, a grande

maioria dos idosos apresenta elevacao isolada ou predominante da pressdo sistdlica, o que
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pode acarretar eventos cardiovasculares fatais ou comprometedores das fun¢des normais do
orgdo (COSTA et al., 2012).

Os fatores genéticos também desempenham um papel importante na HAS. A
sindrome, quando hereditdria, na maioria dos casos é complexa e poligénica, sendo resultado
da variancia de genes como do angiotensinogénio (AGT), enzima conversora de angiotensina
(ECA), receptor tipo 1 de angiotensina II (AGTR1), aldosterona sintetase (CYP11B2) e do
receptor de mineral o corticdide (RM) (FREITAS, 2006). Devido a essa questao é que pessoas
com histérico familiar de hipertensdo ou outros problemas cardiacos devem estar sempre
atentas e fazer um monitoramento adequado e periddico para o controle da HAS
(MACHADO et al., 2012).

Ressalta-se também que, independente se o individuo ja possua uma pré-disposi¢do a
HAS devido a um fator genético ou pela idade, um estilo de vida inadequado, com uma
alimentacdo desbalanceada, sedentarismo ou o tabagismo pode favorecer ainda mais o

aparecimento da doenca (CENATTIet al., 2013).

3.2 Tratamento farmacolégico da hipertensao arterial

Embora seja estimulado na maioria dos casos o tratamento da HAS com um método
mais conservador, através da adocdo de préticas mais sauddveis como a diminuicdo do
sedentarismo, melhora na alimentagdo, reducdo/retirada do tabaco, o tratamento
farmacolégico € muitas vezes recomendado (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2016).

O uso de medicamentos na HAS deve-se levar em considera¢do ndo apenas a PA do
individuo, mas também o risco cardiovascular. Os anti-hipertensivos sdo medicamentos
altamente importantes na farmacologia e sdo usados com a finalidade de tratar a hipertensao
arterial, atuando através da reducdo do volume vascular, do relaxamento do miusculo liso
vascular ou pela diminui¢dao do débito cardiaco (TOY et al., 2015). Dentro da classe dos anti-
hipertensivos, podemos classificar as subclasses como: diuréticos, inibidores adrenérgicos,
vasodilatadores diretos, bloqueadores dos canais de célcio, inibidores da enzima de conversao
da angiotensina II, bloqueadores do receptor da AT1 da angiotensina II e inibidores da renina.
A escolha do medicamento deverd resguardar as indicacdes e as contraindicacdes especificas,
podendo ser utilizado apenas um medicamento ou ser feita a combinagcdo de anti-

hipertensivos (MINAS GERAIS, 2013).
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Uma das primeiras estratégias no controle da hipertensdo arterial consistiu em alterar o
balanco do Na* ao restringir o sal da dieta. A alteracdo em longo prazo do balango do Na*
com drogas tornou-se possivel na década de 1950, com o desenvolvimento dos diuréticos, que
agem aumentando a perda de Na® e dgua, resultando em uma redugfo inicial na pressdo
sanguinea (RIERA et al., 2000; TOY et al., 2015). A partir de entdo, os diuréticos t€ém sido
utilizados no tratamento de pacientes hipertensos por reduzir tanto a pressao sistélica quanto a
diastdlica (TOY et al., 2015).

Existem dois tipos de diuréticos: os que modificam o contetido do filtrado glomerular,
dificultando indiretamente a reabsorcdo da 4gua e sal; e aqueles que atuam diretamente nos
tdbulos renais, modificando a sua atividade secretora e absorvente. Dentre os diuréticos que
atuam diretamente nos tubulos renais podemos citar os diuréticos poupadores de potéssio,
como aespirolactona, a amilorida, e o triantereno. Esses sdo frequentemente utilizados em
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva e sdo quase sempre prescritos em conjunto
com outros dois tipos de diuréticos: os diuréticos tiazidicos, como a hidroclorotiazida, a
clortalidona e a indapamida, que atuam no tubulo distal, aumentando moderadamente a
eliminacdo de urina e agindo como vasodilatadores sanguineos, diminuindo a pressao arterial;
e os diuréticos de al¢a, que pode-se citar a furosemida, a bumetanida, a piretanida e o dcido
etacrinico, os quais atuam na alca de Henle, removendo uma grande quantidade de sédio dos
rins, produzindo um aumento do fluxo urindrio (GOODMAN; GILMAN, 2005; TOY et al.,
2015).

Os diuréticos administrados como monoterapia ou em associacao com outros agentes
anti-hipertensivos constituem a base terapéutica para a maioria dos hipertensos. Sdo muito
utilizados devido a sua eficdcia, baixo custo e poucos efeitos colaterais. Dentre os anti-
hipertensivos/diuréticos, a amilorida (AMI) ou 3,5-diamino-6-cloro-N-
(diaminometilideno)pirazina-2-carboxamida (FIGURA 1) € um farmaco que atua aumentando
a excrecdo de fons Na" e poupando K* nos tibulos distais (GOODMAN; GILMAN, 2005;
TOY et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Diur%C3%A9tico_poupador_do_pot%C3%A1ssio
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Amilorido
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Tiazida
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Figura 1- Estrutura quimica da AMI

Por ser considerado um diurético relativamente fraco, a amilorida normalmente é
combinada com diuréticos tiazidicos para tratar hipertensdo ou insufici€éncia cardiaca
congestiva. A ingestdo de baixas doses deste firmaco, que variam entre 5 a 50 mg,
proporciona um aumento do volume de urina excretada, dificultando assim sua deteccdo,
logo, métodos suficientemente sensiveis para a sua quantificacdo podem ser uteis para
controle da sua utilizagdo e dos seus niveis circulantes.

Dentre os tiazidicos mais combinados com a amilorida para tratamento da hipertensao,
pode-se citar a furosemida. Ambas, amilorida e furosemida podem ser encontradas em
formulacdes farmacéuticas combinadas na propor¢ao de 1:4 (m/m), o que evita que haja uma
perda grande de potdssio e também distirbios gastrointestinais quando ha uma suplementacdo
de potéssio. Ademais, a furosemida possui uma absorcao rdpida, enquanto que a amilorida
tem uma duracdo maior, fazendo com que haja um equilibrio de acdo terap€utica nessa

associacdo (GOODMAN; GILMAN, 2005; TOY et al., 2015).

3.3 Métodos gerais de analises de anti-hipertensivos

Virios métodos de andlises para a determinagdo de anti-hipertensivos em formulacdes
farmaceéuticas e fluidos bioldgicos t€m sido descritos na literatura, dentre os principais Sao 0s
métodos espectrofluorimétricos, espectrofotométricos e os cromatograficos e eletroforéticos
associados a diferentes técnicas de detec¢do. Alguns trabalhos que utilizaram estes métodos
citados para a andlise da amilorida em formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos serdao
brevemente abordados a seguir.

Poulou-Parissiet al.(1989) desenvolveram um método para determinacdo de amilorida

e hidroclorotiazida separadas ou em associacdo utilizando espectrometria de segunda
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derivada. Aamilorida e a hidroclorotiazida foram monitoradas e determinadas em 278 e 381
nm, respectivamente. Para a determina¢do separada de amilorida e hidroclorotiazida a faixa
linear obtida foi de 2-7 ug mL'e2-12u g mL, respectivamente e em combinacdo foi de 2-7
ug mL" e 20-70 ug mL", respectivamente. Os autores ndo observaram interferéncia dos
excipientes dos comprimidos na determinacdo, e obtiveram um desvio padrdo relativo de
1,3%.

Toralet al.(2002) determinaram amilorida e furosemida usando um método
espectrofotométrico de derivada digital. A determinacdo simultinea de amilorida e
furosemida foi realizada em 241,4 e 343,6 nm, respectivamente. A faixa linear de
concentracao obtida foi de 6,8 x10% 216 x107 ¢ 6,8 x10% a 8,0 x 10° mol L'! e com desvio
padrao relativo de 0,9 e 0,6 % para amilorida e furosemida, respectivamente. O método foi
aplicado em formulagdes farmacéuticas e os autores ndo observaram a interferéncia dos
excipientes na determinag@o de amilorida e furosemida.

Myunget al.(2008) validaram um método analitico para o estudo farmacocinético da
amilorida em plasma humano utilizando HPLC com detec¢do UV. A fase estaciondria usada
foi a C18 e a fase movel composta de acetonitrila 12% com 0,4 % de acido acético e deteccdo
a 360,0 nm com fluxo de 1 mL/min. O desvio padrdo relativo da precisdo intra e inter dia
foram inferiores a 15%. O limite de quantificacdo obtido foi de 0,2 ng mL™”, a curva de
calibracdo foi obtida na faixa de 0,2 -50 ng/mL com coeficiente de correlacio (R?) igual 1,00.

Peralta et al.(2010) descrevem um método espectrofluorimétrico simples para
determinagdo de amilorida e furosemida em formulagdes farmacéuticas. O método consistiu
na extracdo de amilorida utilizando uma membrana de nylon seguida pela determinacdo no
espectrofluorimetro de ambas as drogas. A furosemida foi monitorada em 237 e 415 nm
seguida de 365 e 406 para amilorida, obtendo uma faixa linear de concentra¢do no intervalo
de 3,20 x10™a 0,8 ug mL! para amilorida e de 1,33x10” a 4 ug mL™" para a furosemida. Os
limites de deteccdo calculados foram de 9,62 x10” e 4,01 x10“ug mL", ndo observando
interferéncia dos excipientes na determinacdo de amilorida e furosemida, respectivamente. O
método foi aplicado com sucesso na determinacdo em formulacdes farmacéuticas.

Al Azzamet al.(2010) determinaram atenolol e amilorida em formulacGes
farmacéuticas utilizando eletroforese capilar acoplada a um detector de condutividade. A
curva de calibracdo foi obtida no intervalo entre 5 a 250 ug mL" para ambos os analitos

estudados, o desvio padrdo relativo intra e inter dia e as dreas de pico foram menores do que
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6,0%. O método proposto apresentou boa precisdo e exatidao e foi aplicado com sucesso na
determinac¢do simultanea de atenolol e amilorida em diferentes formula¢des farmacéuticas.
Todos esses métodos descritos nos trabalhos supracitados sd@o importantes em um
ambiente clinico tanto para a determinagdao dos anti-hipertensivos em formulagdes
farmacéuticas como para a determinacio da concentracio destes em fluidos bioldgicos. Tais
métodos sao necessarios para assegurar niveis adequados do fairmaco que podem ser mantidos
evitando a concentragdo téxica. No entanto, estes métodos apresentam algumas caracteristicas
indesejdveis na sua aplicacdo como, por exemplo, necessidade de derivatizacdo da amostra ou
a necessidade de uma etapa demorada de extracdo, além de utilizarem geralmente
instrumentagdes dispendiosas e alto custo de funcionamento. Uma alternativa a utilizagdo
destes métodos € a aplicacdo de métodos eletroquimicos, dentre os quais podemos citar 0 uso

das técnicas eletroquimicas voltamétricas para a determinacdo destes compostos.

3.4 Métodos eletroquimicos para determinacao de amilorida

As técnicas eletroquimicas voltamétricas possuem como vantagem a sua rapidez na
obtencdo dos resultados, facilidade de manuseio, e possibilidade da medida ser realizada sem
pré-tratamentos da amostra ou purificagdes. Os métodos eletroanaliticos desenvolvidos
utilizando as técnicas eletroquimicas voltamétricas constituem, desta forma, uma alternativa
simples, rdpida, sensivel e de baixo custo para a andlise de farmacos (GRUPTA et al.,
2011).Dentre as etapas empregadas para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos
descritos na literatura pode-se destacar a identificacdo da eletroatividade da molécula, isto &,
se a molécula sofre um processo de oxidacdo ou redug¢do na superficie do eletrodo,
identificacdo de possiveis produtos de degradacdo gerados pelo processo eletroquimico, a
influéncia dos componentes da matriz e de produtos secunddrios na resposta eletroquimica do
analito, comparagdo da metodologia desenvolvida com outro método ndo eletroquimico
descrito na literatura, uso da curva analitica para determinar a faixa linear de trabalho
utilizando o método de adi¢do-padrio, testes de recuperagdo pelo método do padrdo interno,
estudos de repetibilidade e reprodutibilidade e determinagdo dos limites de detec¢do e

quantificagdo (KAUFFMANN; VIRE, 1993).
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A seguir serdo descritos alguns trabalhos que reportam a utilizacdo de métodos
eletroquimicos voltamétricos para a determinacdo de amilorida em formulagdes farmacéuticas
e fluidos biolégicos.

El-Hefnawyet al. (2004) estudaram o comportamento eletroquimico do cloridrato de
amilorida em tampao Britto-Robinson no intervalo de pH de 1,9 a 11 por polarografia. Foi
observado que em valores de pH inferiores a 2,0 existe apenas um unico pico catédico de 4
elétrons enquanto que em valores de pH superiores a 2,0 um segundo pico de 2 elétrons
irreversivel apareceu em potenciais mais negativos. O primeiro pico foi atribuido a clivagem
da dupla ligacdo do grupo CH= NH no grupo amino liberando NH. Enquanto que o segundo
pico pode ser devido a saturagdo do C=0O na porcao carboxamida. A curva de calibracdo foi
construida no intervalo de 2,5 x107 a 2,5 x10™* mol L'l, onde os limites de detec¢do e de
quantificagdo obtidos foram 1,0 x10%e 3,3 x10®* mol L, respectivamente. Também foi
desenvolvido pelos autores um método para aplicacdo no doseamento de concentragdes em
niveis inferiores onde se utilizou como condi¢des ideais pH 8,0, potencial de acumulacao
(Eace) = -0,9 V, tempo de acumulagdo (t,.c) = 30 s, velocidade de varredura = 20 mV ste
amplitude do pulso = 90 mV. A curva de calibracdo obtida foi no intervalo de 2,0 x10% a 1,0
x10°® mol L', sendo aplicado em amostras de comprimidos sem a necessidade de pré-
tratamento ou qualquer extracdo da amostra.

Hamman (2004) utilizou o eletrodo suspenso de gota de mercurio e através da
voltametria ciclicae mostrou um unico pico catddico irreversivel de quatro elétrons bem
definido no tampao Britton-Robinson (BR) de pH 2. Em valores mais altos de pH (pH >3),
dois picos irreversiveis foram obtidos correspondentes a transferéncia de quatro (primeiro
pico) e dois (segundo pico) elétrons.Devido ao cardter adsortivo interfacial da AMI na
superficie do eletrodo de mercdrio, um procedimento voltamétrico simples, sensivel e de
baixo custo de remogdo catodica por adsor¢do de onda quadrada (SWAdCS) foi otimizado
para sua anélise.Foi constatado que a faixa linear de trabalho da AMI nas condicdes estudadas
erade 2,0 x 10”7 22,0 x 10'mol L™ com limites de deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ) de
1,9x 10" ¢ 6,3 x 10" molL", respectivamente. A determinacdo de amilorida foi realizada em
formulacdo farmacéutica e enriquecida em soro humano. O LOD e LOQ da amilorida
fortificada no soro humano foram 5,7 x 101%¢ 1,9 x 10'9m01L'1, respectivamente.

Desai; Srivastava (2012) desenvolveram um método eletroquimico para determinar
amilorida utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com um filme compdsito de

Nafion e nanotubos de carbono(NAF-CNT-GCE).Técnicas voltamétricas e a espectroscopia
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de impedancia eletroquimica (EIS) foram utilizadas para estudar o comportamento
eletroquimico da amilorida, onde foi observada a oxida¢do da amilorida sobre o eletrodo
NAF-CNT-GCE e foi proposto um mecanismo de oxidacdo. A faixa linear de trabalho e o
limite de detec¢do obtido foram de 9,07)(10'9 a 5,06 x10° mol L' e 7,02)&10'9 mol L'l,
respectivamente. O método proposto foi aplicado com sucesso na determina¢do de amilorida
em formulagdes farmacéuticas e em fluidos biolégicos como plasma e urina.

Zayedet al. (2013) estudaram o comportamento voltamétrico do cloridrato de
amilorida em tampdo Britton-Robinson pH 2,96 utilizando eletrodo de pasta de carbono e as
técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. Os estudos por voltametria
ciclica indicaram que o processo oxidacdo € irreversivel e controlado por adsorcdo. O
intervalo linear de concentracdo estudado foi de 0,60 a 4,23 ug mL™ com limite de deteccdo e
de quantificacdo igual a 0,26 e 0,87 ug mL", respectivamente. O método foi aplicado com
sucesso na determinacdo de amilorida em comprimidos.

Utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro, Pereira et al. (2016) realizou
em formulag¢des farmacéuticas a determinagdo simultanea da AMI e furosemidaum sistema de
andlise por injecdo de batelada com detec¢do amperométrica por multiplos pulsos (BIA-
MPA). O método proposto apresentouboa estabilidade (DPR <1,1%), limites de detecgdo
(0,13 ¢ 0,94 mg L' para amilorida e furosemida, respectivamente) e limites de quantificacio
baixos (0,43 e 3,13 mg L™ para amilorida e furosemida, respectivamente), alto rendimento (72
injecoes h™), producdo minima de residuos (~ 150 pL por andlise) e faixas lineares de
trabalho de 3,0 a 160,0e 12,0 a 160mg Lt para amilorida e furosemida, respectivamente.

Recentemente, Morais et al.(2017)desenvolveram um método avancado para
determinacdo simultdnea de uma mistura quaterndria dos anti-hipertensivos bensilato de
amlodipina (AML), cloridrato de amilorida (AMI), hidroclorotiazida (HCTZ) e atenolol
(ATN) utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro pré tratado anodicamente, em
solug@o tampdo de amonia de pH 9,0 e utilizando atécnica de voltametria de onda quadrada.
Os estudos mostraram que os farmacos em questdo possuem picos de oxidacao em 0,68, 0,89,
1,04, 1,21 V, respectivamente. Os autores mostraram que, em condi¢cdes experimentais
otimizadas, as alturas de picos aumentaram linearmente na faixa de concentracdo de 0,90 a
31, de 8,7 a 125, de 29 a 260 e de 11 a 91 pumol L™ e apresentaram limites de deteccdo de
0,30, 0,09, 0,08 € 0,06 umol L para AML, AMI, HCTZ e ATN, na devida ordem. O método
mostrou resposta satisfatoria na quantificagdo dos farmacos avaliados em amostras de dgua de

torneira € em formulacdes farmacéuticas, apresentando valores de recuperacdo de 93,9 a
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104%. Khorshed et al.(2019) desenvolveram uma metodologia eletroquimica para
determina¢do individual de 5 medicamentos de anti-hipertensivos: propranolol (PRO),
timolol (TIM), amlodipina (AML), amilorida (AMI) etriamtereno (TRI) utilizando
voltametria de pulso diferencial em eletrodos de carbono impressos em tela nus / nao
modificados(SPEs) na presenca de dodecilsulfato de s6dio (SDS) e aplicada em formulacdes
farmacéuticas e amostras de urina humanas.A utilizacdao do SDS sobreSPEs ofereceu maior
sensibilidade para a definicdode amplas faixas de lineares de trabalhodos anti-hipertensivos.
Sendo os valores de 0,33 a 22,80 umol L' a encontrada para a AMI e um limite de deteccao

de 0,18 pmol L.

3.5 Validacao do método analitico

Para que haja uma maior confiabilidade em uma medida ou determinagdo analitica
realizada através de um método novo, € necessdrio que seja feita uma validagcdo deste método.
Para isso, avaliam-se os parametros como a seletividade, a linearidade, a precisao
(repetitividade e precisdo intermedidria) e a exatidao promovida pelo novo método de andlise
desenvolvido. (MIRANDA et al., 2015; RIBANI et al., 2004).

As técnicas eletroanaliticas constituem uma importante ferramenta analitica que pode
ser usada de forma alternativa ou complementar a utilizacdo das técnicas tradicionalmente
utilizadas para validagcdes de metodologias (ex: espectrofotométricas e cromatograficas). Seu
baixo custo, aliado a sua alta sensibilidade, velocidade de andlises, redu¢do no consumo de
solventes e amostras (devido a uma ndo necessidade de etapas de separacdo e extracdo),
quando comparadas aos métodos analiticos descritos nos compéndios oficiais farmacopeicos,
as tornam alternativas mais interessantes para determinacdo de compostos em formulacdes
farmacéuticas ou mesmo em fluidos bioldgicos.

No entanto, todo método eletroanalitico também deve ser validado no momento em
que estd sendo desenvolvido, quando passa a ser utilizado rotineiramente para um
determinado fim, ou quando vai ser utilizado em outro laboratério. Além disso, € necessaria
uma validacdo quando quaisquer condi¢des de sua utilizagdo mudam, como alteragdes nos
equipamentos, amostras ou solu¢des (concentragdo da solug¢do, pH, forca idnica)

(GUMUSTAS: OZKAN, 2011).
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. Seletividade

A presenca de interferentes na amostra é comum em determinacdes analiticas, logo,
um método deve possuir seletividade, que € a capacidade de aferir um ou mais compostos de
interesse com exatiddo, sem que haja a interferéncia de impurezas ou produtos de degradagdo

em sua determinacdo (ANVISA, 2003; LANCAS, 2004).

. Sensibilidade

A técnica analitica utilizada também deve possuir uma grande sensibilidade, que € a
capacidade desta em distinguir duas concentragdes diferentes de um mesmo analito em uma
mesma matriz. A sensibilidade geralmente € determinada através de uma curva de calibracdo,
que ao aumentar a concentragdo da amostra, apresenta uma inclina¢do caracteristica de uma

resposta proporcional a quantidade de analito presente. (GUMUSTAS; OZKAN,2011).

) Linearidade

A linearidade tem como fundamental importancia a descri¢do se uma resposta a um
analito é diretamente proporcional a sua concentracio na faixa de concentracio das solucdes
da amostra em questdo, dessa forma, uma metodologia linear gera um grafico de calibracdo da
resposta eletroanalitica versus a concentragdo com um valor de R préximo de 1(ou seja, uma

reta linear) (GUMUSTAS;OZKAN, 2011).

) Precisao

A precisdo estd diretamente relacionada com o erro presente na técnica empregada,
sendo muitas vezes descrita através do desvio padrdo. Para que haja uma alta precisdao em
uma determinacdo analitica é necessdria a ocorréncia de uma concordancia entre os resultados

z

de uma série detestes individuais quando o procedimento € aplicado repetidamente a uma
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mesma amostra, ou seja, os percentuais de desvio padrdo relativo devem ser menores ou

iguais a 5,0% (ANVISA, 2003; GUMUSTAS; OZKAN, 2011).

° Exatidao

A exatiddao de uma determinacdo quando utilizado um método eletroanalitico € tratada
como a proximidade entre um valor de referéncia que é adotado e o valor encontrado apds o
emprego da técnica, sendo, portanto, o pardmetro de maior importancia nesse tipo de andlise
(GUMUSTAS; OZKAN, 2011).

Geralmente, a precisdo € representada e determinada por estudos de recuperacdo. A
precisdo do método € indicada pela proximidade de 100% do valor de recuperagdo. O viés e
repetibilidade do método pode ser derivado da média e do desvio padrio dos dados
percentuais de recuperacdo. Para determinacdo da exatidao de um método podem ser
empregadas diversas técnicas, como comparagdo de métodos, ensaios de recuperagdo e adi¢ao
padrdo.

Através dos ensaios de recuperacio, podem ser investigadas as possiveis interferéncias
e os efeitos potenciais entre os ingredientes inativos € o composto estudado. A recuperacio
em cada nivel de concentracdo estudado é determinada através da comparacdo com a
quantidade conhecida adicionada, sendo necessdrios pelo menos trés experimentos repetidos
em cada nivel. Além disso, os resultados obtidos podem ser convertidos como porcentagem
de recuperacdo com seus valores de viés para mostrar a exatiddo do método proposto. Na
técnica de adicdo padrdo, uma matriz de amostra que jd contém alguma quantidade do
composto investigado, tem sua quantidade conhecida de composto aumentada em diferentes
niveis. A diferenca resultante entre as amostras com e sem adi¢cdo do composto € a parte
recuperada do analito adicionado, que pode ser comparada com a quantidade conhecida

adicionada. (GUMUSTAS; OZKAN, 2011).

. Limites de deteccao (LOD)

Alguns analitos possuem concentragdes muito baixas nas amostras a serem
investigadas, como é caso das amostras biol6gicas e dos produtos de degradacdo. Assim, €

importante que, ao delinear um método eletroanalitico para determina¢do de um analito, seja
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aferido também o seu limite de detec¢do (LOD) que é a quantidade mais baixa que pode ser
detectada do analito em uma matriz, com a ressalva de que esse minimo detectdvel seja livre
de incertezas (INMETRO, 2007; GUMUSTAS; OZKAN, 2011). O limite de deteccdo (LOD)

pode ser expresso pela equacdo 1 como:

3xSb
LOD =

Onde Sb representa uma estimativa do desvio padrdo encontrado no resultado de
avaliacdo da amostra, admitindo-se tanto a estimativa do desvio padrdo do branco como a do
coeficiente linear da equagdo. O termo b € relativo a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente
angular da curva analitica. Dessa forma, € necessario que uma curva analitica seja construida
utilizando-se a matriz contendo o analito de interesse na faixa de concentragdo proxima ao

limite de detecgdo.

° Limite de quantificacdo (LOQ)

O LOQ esta diretamente relacionado ao LOD, visto que ele é a concentracdo mais
baixa do composto de interesse medido na propria matriz da amostra, ressaltando-se niveis
aceitdveis de exatiddo e precisdo. Existem diferentes formas para determinar o limite de
quantificac@o, dependendo se o processo € ndo instrumental ou instrumental.

e Me¢étodo de avaliacdo visual: em que o LOQ € determinado pela eletroandlise de
compostos ativos do farmaco com concentracdes conhecidas de analito e
estabelecendo o nivel minimo no qual a quantidade de composto pode ser
determinada com exatidao e precisdo aceitaveis.

e Meétodo da relacdo sinal / ruido: o LOQ pode ser aplicado apenas em métodos de
medicdo que exibem ruido de linha de base, como métodos cromatogréficos e
espectrométricos. Em estudos eletroanaliticos, o ruido ndo pode ser obtido
claramente, devido a natureza da metodologia e do eletrélito de suporte.

e 3. Com base no cédlculo usando o desvio padrao da resposta e o método da inclinagao:
a maneira mais utilizada desse método para o calculo da LOQ pode ser expressa pela

equagao? :
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10 x Sb
b

LOQ =

Sendo empregadas novamente as varidveis Sb e b.(INMETRO, 2007; GUMUSTAS;
OZKAN, 2011)

Na pratica o LOQ deve corresponder ao primeiro nivel de concentracdo da curva
analitica e para que ele possa ser aceito como LOQ, a resposta para o analito deve ser de pelo
menos cinco vezes a resposta obtida para a amostra do branco e a resposta (sinal medido)
deve ser identificavel e reprodutivel com uma precisdo de 20% e exatidao de 80 a 120%. A
ANVISA acrescenta que o LOQ pode ser obtido também através da andlise da amostra do
branco adicionada de concentracdes crescentes do analito até o menor nivel quantificavel com

precisdo e exatiddo aceitaveis. (ANVISA, 2003; EUROPEAN COMMISSION, 2002).

3.6 Técnicas Eletroquimicas

As técnicas eletroanaliticas s@o utilizadas para determinacdo de analitos em
solucdes/formulacdes através do uso das suas propriedades elétricas como corrente, diferenca
de potencial e carga para propiciar a identificagcdo, especificacdo e quantificagdo dos mesmos.
Portanto, quando escolhida uma técnica eletroanalitica é importante verificar se o analito em
questdo possui propriedades elétricas (WANG, 2001).

Dentre os métodos eletroanaliticos, um dos mais importantes € o da voltametria, que
se baseia nos fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e
a camada fina de solug¢do adjacente a essa superficie. Na voltametria, sdo obtidas as
informacdes sobre o analito através da medi¢do da intensidade da corrente elétrica que surge
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar quando se aplica uma diferenca de potencial
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (PACHECO et al., 2013).

Espécies carregadas positivamente ou negativamente sdo predominantemente atraidas
por um eletrodo, reagindo ou ndo na sua superficie. E espécies neutras também interagem
com o eletrodo via adsor¢do. Sendo assim, a reagdo eletrodica € composta por uma série de
etapas; considerando primeiro o transporte das espécies até a superficie do eletrodo e em

seguida, a reacdo que ocorre no eletrodo, logo, a corrente € governada por processos de
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transferéncia de massa, transferéncia de carga e reagdes quimicas que precedem ou sucedem a
transferéncia de elétrons (PACHECO et al.,2013).
Neste trabalho, serd dado enfoque a dois tipos especificos de voltametria: a ciclica e a

de pulso diferencial.

3.6.1 Voltametria ciclica (CV)

Dentre as técnicas volvamétricas, a voltametria ciclica € a mais utilizada para se obter
informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. Através dela sdao fornecidas
informacdes sobre a termodindmica de processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas
de transferéncia de elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos. A CV
¢ uma técnica dependente do tempo, visto que o potencial varia de forma linear em funcdo
deste, iniciando-se como uma aplicacao inicial que vai aumentando gradativamente até chegar
a um potencial final e, nesse ponto, ocorre uma inversdao do potencial, que reduz até chegar de

novo ao inicial (Fig2A).

EV) B)

/Y

tempo E (V)

Figura 2 — Aplicacdo do potencial para a CV (A) Potencial com varredura linear e (B). Voltamograma ciclico
obtido para um sistema reversivel.

Fonte: PACHECO et al., 2013.

Durante a varredura da CV, caso o analito possua caracteristicas eletroativas, o que ird
ser observado € o aparecimento de correntes faradaicas em fun¢do do potencial aplicado (Fig
2B), o que pode ser classificado como os processos tipicos de oxidac¢do e/ou reducdo (também
chamados de anddicos e catdédicos, respectivamente) na superficie do eletrodo de trabalho.

Todo esse processo € dependente nao sé das caracteristicas do analito, mas também da faixa
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onde ocorrerd a varredura e do proprio eletrodo de trabalho (que pode estar ou ndo com a
superficie modificada) (PACHECO et al., 2013).

Dependendo da complexidade da andlise a ser desenvolvida, € necessdria a realizacao
de varios ciclos consecutivos, sendo o eletrodo de trabalho normalmente utilizado de forma
estaciondria. O perfil do voltamograma observado depende do tipo de mecanismo redox que o
composto estudado sofre no eletrodo, o que torna a voltametria ciclica uma valiosa ferramenta

para estudos mecanisticos (PACHECO, et al. 2013).
3.6.2 Voltametria de pulso diferencial (DPV)

As técnicas de pulso sob enfoque analitico se apresentam, como mais rapidas,
sensiveis e melhores resolvidas em picos que as voltametrias de varredura linear e ciclica.

ADPV ¢ caracterizada pela aplicacdo de pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa

de potencial crescente ao eletrodo de trabalho (Fig 3)

rampa de potencial,—u—“—[_

—_ 4!\ carrente
~E ampiitude de AT =12) - I{D
pulso
potencial * '_J_L
’-JLI_J—Li I’ polencial
1
—| ™ periodos
-—T —

tempo
Figura 3 — Aplicacdo do potencial para a DPV e voltamograma resultante

Fonte: PACHECO et al., 2013.

Nessa técnica, a corrente é medida duas vezes, a primeira ocorre antes da aplicagdo do
pulso e a segunda apds a aplicacdo do pulso. A diferenca das correntes, conforme visto na
Figura 3 € plotada versus o potencial aplicado. Essa diferenga de correntes tem como

finalidade realizar a corre¢do da corrente capacitiva e isso permite a obtencdo de limites de
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deteccao dez vezes menores (podendo chegar a ordem de 10® mol L") ao se comparar, por
exemplo, com a Voltametria Ciclica (PACHECO, et al. 2013).

Assim, considerando as vantagens associadas ao uso das técnicas eletroquimicas
voltamétricas e a importancia da determinagao dos farmacos anti-hipertensivos em amostras
bioldgicas, este trabalho teve como foco a andlise do anti-hipertensivo amilorida utilizando
métodos eletroanaliticos voltamétricos com o emprego do eletrodo de carbono vitreo e a
quantificacdo deste composto em sangue e urina. Desta forma, todas as etapas de andlises
realizadas para o desenvolvimento do método eletroanalitico e os resultados obtidos serdo

discutidos nos préximos topicos.



53

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos utilizados

4.1.1 Potenciostato

Com o auxilio de um potenciostatogalvanostatoAutolab® PGSTAT 128 N (Fig. 2)
monitorado pelo software NOVA® 1.1 1.0, instalado em um computador, foram realizadas as

medidas eletroquimicas.

4.1.2 pHmetro

As medidas de pH das solucdes foram efetuadas com o auxilio do um pHmetro
Metrohm 827, previamente calibrado com solugdes tampao padrdes de pH 4,0 e 7,0, a

temperatura ambiente.
4.1.3 Célula eletroquimica e eletrodos

A célula eletroquimica utilizada para a execu¢do das medidas voltamétricas foi
composta de uma célula de vidro com capacidade para 50 mL e trés eletrodos imobilizados
por uma tampa de Teflon®, como pode ser visto na Figura 4.

O eletrodo de trabalho utilizado foi um eletrodo de carbono vitreo (GC) de area igual a
0,070 cm2. O contra eletrodo empregado foi uma placa de platina de 1,0 cm?. E o eletrodo de

referéncia foi o Ag/AgCl em solugdo de KCl1 3 mol L
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Figura 4 - Célula eletroquimica contendo: eletrodo de trabalho (GC), contra eletrodo (placa de Pt) e eletrodo de

referéncia (Ag/AgCl)
Fonte: Acervo pessoal

4.2 Reagentes e solucoes

4.2.1 Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados possuiam grau analitico. Na Tabela

2encontram-se listados os reagentes utilizados nas andlises, bem como suas férmulas

quimicas, marca e graus de pureza.

Tabela 2 - Lista dos reagentes quimicos utilizados, procedéncia e pureza

Reagente Formula Quimica Marca Pureza (%)
Acido acético glacial CH;COOH Proquimios 99.8
Acido ascérbico CsHgOg Isofar 99,0
Acido bérico H;BO; Alphatec 99,5
Acido citrico Ce¢HgO, Vetec 99,5
Acido cloridrico HCl Alphatec 37,0
Acido fosférico H;PO, Dinamica 85,0
Acido sulfiirico H,S0, Vetec 99,0
Acido trico C5HuN,0;5 Isofar 99,0
AMI C¢HsN,CIO Sigma-Aldrich 99,0
Hidréxido de sédio NaOH Proquimios 99,0
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4.2.2 Solucoes

4.2.2.1 Solucao tampao Britton-Robinson (BR)

Através da mistura de dcido fosforico, dcido acético e acido boérico, foi preparada a
solucdo tampao Britton-Robinson (BR) na concentragdo de 0,1 mol L'l, ndo sendo realizado o
ajuste da forca ionica. O pH tampao BR foi ajustado através da adi¢do de aliquotas de solugao

de HCI1 1,0 mol L ! ou de NaOH 1,0 mol L' até o valor de pH desejado.

4.2.2.2 Solucao estoque de AMI

Para a preparacdo da solugdo estoque de AMI 1,0 mmol L foi pesada uma massa de
0,0023g de AMI e dissolvida em 10 mL de solucio tampdo BR 0,1 mol L™ pH 1,5. A solucdo
estoque foi armazenada ao abrigo de luz e sob-refrigeracdo em uma temperatura de cerca de
4,0 °C.

Para a preparacdo da solucdo estoque de AMI 0,30 mmol L foi pipetado um volume
de 3 mL da solucdo estoque de AMI 1,0 mmol L' para um baldo volumétrico de 10 mL e seu
volume foi completado com solucdo tampdo BR 0,1 mol L' pH 1,5 até o menisco. A solucio

foi armazenada ao abrigo de luz e sob-refrigeracdo em uma temperatura de cerca de 4,0 °C.

4.2.2.3 Preparo das amostras

4.2.2.3.1 Preparo da amostra de urina humana para determina¢do de AMI

As amostras da urina foram coletadas de voluntdrios e mantidas sob-refrigeracdo a
temperatura de aproximadamente 4,0 °C. Com o intuito de evidenciar a aplicabilidade da
metodologia, na faixa linear de concentragdo da curva analitica, foram feitas determinacdes de
AMI em amostras de urina nas concentracoes de 47,6; 65,4 € 90,9 umol L. ApOs a coleta da
urina, volumes de 10,0 mL de amostras de urina foram fortificados através de adi¢des de
4760, 6540 e 9090 uL de uma solucdo padrao estoque de AMI na concentra¢do de 1,0 mmol
L', atingindo-se as concentracdes finais de AMI iguais a 476, 654 e 909 umol L™,
respectivamente. Uma aliquota de 1000 puL da solucdo de AMI, na presenca de urina, foi

adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL e o volume final do baldo foi completado com
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N

solucdo tampio BR 0,1 mol L' (pH = 1,5) até o menisco e foi adicionada 2 célula
eletroquimica para andlise. Através do método de adicdo de padrdo, foram realizadas as

adicoes sucessivas de volume de solug¢do padrao de AMI.
4.2.2.3.2 Preparo da amostra de soro humano para determinacdo de AMI

As amostras de soro foram coletadas de voluntdrios e mantidas sob-refrigeracdo a
temperatura de aproximadamente 4,0 °C. De forma anéloga as amostras de urina, foram feitas
determinagdes de AMI em amostras de soro nas concentracdes de 30,0; 54,5 e 75,0 umol L
Ap0s a coleta do soro, aliquotas de 1000 uLL de amostras de soro foram adicionadas a baldes
volumétrico de 10 mL e o volume final dos baldes foram completados com solucdo tampao
BR 0,1 mol L! (pH = 1,5) até o menisco, que foram chamadas de branco. Através de adi¢Oes
de 1000, 2000 e 3000 pL de uma solucio estoque de AMI na concentracio de 0,30 mmol L™
nos baldes, foram obtidas as concentracdes finais de AMI adicionadas a célula eletroquimica

para anélise.

4.3 Metodologia
4.3.1 Determinagdo das quantidades de AMI presente em urina

Através do método da adicdo de padrdo foi realizada a determinacdo de AMI nas
amostras de urina. Empregando a técnica de DPV, primeiro foi registrado o branco (solucao
tampao BR 0,1 mol L', pH= 1,5) aplicando um potencial na direcdo catddica no intervalo de
potencial de 0,4 a -0,1 V, em seguida, uma aliquota de 1000 uL da solu¢do da amostra de
urina fortificada previamente descrita na sessdo 4.2.2.3.1 foi adicionada a célula
eletroquimica, que continha o branco, e entdo os voltamogramas de pulso diferencial para as
amostras foram registrados. Posteriormente, foram realizadas adi¢des sucessivas do padrao de

AMI e registrados os voltamogramas resultantes apos cada adi¢ao.
4.3.2 Determinacdo das quantidades de AMI presente em soro

Através do método da adicdo de padrdo foi realizada a determinacdo de AMI nas

amostras de soro. Empregando a técnica de DPV, primeiro foi registrado o branco,
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previamente descrito na sessdo 4.2.2.3.2, aplicando um potencial na dire¢do catddica no
intervalo de potencial de 0,4 a -0,1 V, em seguida volumes de 1000 uL da solu¢do estoque de
AMI 0,30 mmol L' foram adicionados sucessivamente 2 célula eletroquimica, que continha o
branco, e entdo os voltamogramas de pulso diferencial para as amostras foram registrados

apos cada adicao.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos preliminares foram realizados por voltametria ciclica (CV) e foram
avaliados os critérios de reversibilidade pela técnica de CV, os efeitos do potencial de
acumulagdo, do tempo de acumulacdo, do pH e da velocidade de varredura na resposta
eletroquimica do analito. Para o desenvolvimento da metodologia eletroanalitica foi
empregada a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV) e foram otimizados os
parametros como a velocidade de varredura e a amplitude de pulso da DPV. Por fim, a

metodologia desenvolvida foi validada e aplicada na andlise de amostras de sangue e urina.
5.1 — Voltametria ciclica (CV)
5.1.1 — Estudo do perfil voltamétrico da AMI sobre a superficie do GCE

A Figura Sapresenta os resultados obtidos em tampao BR 0,1 mol L', pH=2,0ev=

50 mV s na concentracdo de AMI de 1,0 mmol L’l, em um intervalo de varredura de -0,1 até

1,6 V.

40
——BR0,1mol L (pH 2,0)
300 —— AMI 1,0 mmol L™
i20-
~ 10
0-
20
-10 1 1 1 1 1 T
03 00 03 06 09 12 15 1,8
E/(V)VsSE, , .,

Figura 5- Voltamograma ciclico da amilorida 1,0 mmol L™ registrado em tampdo BR 0,1 mol L (pH 2,0).
Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo. Eletrodo auxiliar: Platina. Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl. Intervalo de

varredura: -0,1 a 1,6 V. v=0,05 V/s.
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Na Figura 5, foi possivel observar que a AMI apresentou um pico de oxidacdo
irreversivel em 1,30 V (1°), assim como descrito por Desai; Srivastava (2012). No entanto, o
farmaco também apresentou um processo de oxirredu¢do que inicialmente foi classificado
com reversivel e posteriormente serd comprovado pelos critérios de reversibilidade, com
potencial de pico catédico (Epe) em 0,12 V (2°) e potencial de pico anddico (Ep,) em 0,15 V
(3°), ainda ndo descrito na literatura, logo, esse processo redox foi selecionado para uma
investigacdo mais detalhada e também para o desenvolvimento de uma metodologia de
andlise de AMI.

Ao limitar o intervalo de varredura de potencial até o valor méximo de 0,6 V, ou seja,
antes do processo irreversivel de oxidacdo da AMI (Fig 6), foi observado que esse analito ndo
apresenta o processo de oxirreducdo reversivel anteriormente descrito. Dessa forma, foi
constatado que o processo de oxirreducdo reversivel da AMI € dependente do processo de

oxidacdo que ocorre em 1,30 V.

-1 ——BR0,1mol L (pH 2,0)
—— AMI 1,0 mmol L™

02 014 00 01 02 03 04 05 06 07

E/(V)VSE,

g/AgCl

Figura 6- Voltamograma ciclico da amilorida 1,0 mmol L™ registrado em tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 2,0).
Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo. Eletrodo auxiliar: Platina. Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl. Intervalo de

varredura: -0,1 a0,6 V. v=0,05 V/s.
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A partir do resultado apresentado na Figura 6 que mostra que o surgimento do
processo de oxirredugdo reversivel da AMI é dependente da oxidagdo que ocorre em 1,30 V,
foi avaliada a aplicacdo de um potencial de acumulacido (E,.) de 1,40 V, valor este préximo
do valor do potencial de pico de oxidacdo irreversivel da AMI durante um tempo de
acumulacgdo (t,.c) de 30 s. A Figura 7mostra o resultado obtido neste estudo. Pode-se observar
também na Figura 7que foi realizado o estudo da dire¢do da varredura de potencial, sendo a
varredura de potencial avaliada na direcdo anddica no intervalo de potencial de -0,1 a 0,4 V
(Fig. 7A) e, em seguida, a varredura de potencial foi avaliada na dire¢do catddica, no intervalo

de potencial de 0,4 a -0,1 V (Fig. 7B).

1,54 A 201
(A) 154
1,0 4
1,0
0,5 1 0,5 -
0,0 0,0 4 /
< <
= 0,5 = 057
= 1,0
-1,0
-1,5
-1,5 4 -2,0 4
-2,0 4 BR 0 1mol L GH 20) -2,5 4 ——BR 0, 1molL" (pH 2,0)
—_— Jimo pH 2 a1
3,0 — AMI 1,0 mmol L
-2,5 1 ——AMI 1,0 mmol L —
T T T T T T T T T T T
" o o o o A 0.1 0,0 0,1 0,2 0,3 0.4
EIV)VSE,,, =18 o
2
1) ©

. 4

11 uA

-3 Varredura Catddica
Varredura Anddica
1 T T T 1 T 1 T T T T
-0.1 0.0 0.1 0,2 0.3 0.4
E/(V)vs EAuMuCI

Figura 7- Voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ preparada em BR 0,1 mol L™ (pH 2,0). Eletrodo
de trabalho: Carbono vitreo. Eletrodo auxiliar: Platina. Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl. (A) Intervalo de
varredura anddica: -0,1 Va 0,4 V. v =0,05 V/s. E,..: 1,4 V. ty.: 30 s. (B) Intervalo de varredura catédica: 0,4 a -
0,1 V.v=0,05V/s. Egee: 1,4 V. tyee: 30 s. (C) Comparagio dos voltamogramas ciclicos obtidos para a amilorida

com aplica¢do de intervalo de varredura catddica e anddica.
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Com a andlise da direcdo da varredura de potencial, foi possivel observar que com a
utiliza¢do de um potencial de acumulacdo de 1,40 V e de um tempo de acumulagdo de 30 s, o
voltamograma ciclico da AMI registrado na direcdo da varredura catédica apresentou maiores
valores de corrente de pico de oxidacdo e de redugdo (Fig. 7C), e por isso essa direcdo da

varredura de potencial foi selecionada para as demais anélises realizadas.

5.1.2 — Estudo da variacdo dos pardmetros voltamétricos

5.1.2.1 — Variac¢do do potencial de acumulagdo (Eqcc)

Foi realizado um estudo da aplicacdo de diferentes valores de E,., para a otimizagdo
deste parametro, mantendo-se o tempo de acumulagdo (t,..) em 30 s. A Figura 8A mostra os
voltamogramas ciclicos obtidos neste estudo, onde verifica-se que a aplicacdo do E,. foi
avaliada no intervalo de 1,20 a 1,60 V. As correntes de pico (Ip, € I,.) obtidas nos
voltamogramas da Fig. 8A foram medidas e avaliadas em funcdo do E,. aplicado, como
mostra a Figura 8B. Os resultados mostram que no valor de E,.. 1,35 V ocorreu a oxidacao
méxima da AMI, em que foram obtidos os maiores valores de I, e I,c € em E, maiores a
AMI oxidada dé origem a uma outra espécie que € posteriormente reduzida, sendo o valor de

Eaccde 1,35 V selecionado para otimizacao desse parametro.

s
= (B)

o os oz o1 oo <1 <2 120 125 130 135 140 145 150 155 160
E/(V)vs E,gagci E,cc (V)

Figura 8- (A) Voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ registrados em tampdo BR 0,1 mol L™ (pH

2,0) com diferentes potenciais de acumulacdo (E,.), com t,..= 30 s. Intervalo de varredura catédica: de 0,4 a -

0,2V, v=10,05 V/s. (B) Valores de corrente de pico anddica (I,,,) e corrente de pico catddica (I,.) obtidos em cada

valor de E,.
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5.1.2.2 — Variagdo do tempo de acumulacio (tyec)

Ap6s a definicdo do potencial de acumulagdao em 1,35 V, foi realizado o estudo da
variacdo do tempo de acumulacio (t,) no intervalo de 10 a 80 s. A Figura 9A mostra os
voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ registrados em tampao BR 0,1 mol L' (pH

2,0), em diferentes tempos de acumulacao (taec)-

Jipa (B)
) 129 [ -pc
0.9
i (Y
~— ~
— a 0.6
0 —_
0.3
14
T T T T T T 0.0
0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 041 10 20 30 40 50 60 70 80
E/(V)vs EAg/AgCI Tacc ()

Figura 9- (A) Voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ registrados em tampio BR 0,1 mol L (pH
2,0), em diferentes tempos de acumulag@o (t,..),com E,..- 1,35 V, Intervalo de varredura catédica: de 0,4 a -0,1
V,v=0,05V/s. ; (B) Valores de corrente de pico anddica (I,,) € corrente de pico catédica (I,c) obtidos em cada

valor de t,.

Pode-se observar que as correntes de pico anddicas e catddicas (Ip, € Ipc) aumentaram
em func¢do da variacdo do tempo de acumulacio até um tempo de 40 s, e em tempos maiores
do que 40 s as respectivas correntes diminuiram, provavelmente devido a oxidacdo de muitas
moléculas dificultando a difusdo, como mostra a Figura 9B. Assim, foi selecionado um tempo

de acumulacio de 40 s, uma vez que neste tempo se obtém maiores valores de Ip, e L.

5.1.2.3 — Estudo da variacdo do pH

A influéncia do pH na resposta eletroquimica da AMI foi estudada em tampao BR 0,1
mol L™ no intervalo de pH de 1,0 a 4,0 contendo 1,0 mmol L' de AMI, conforme mostram os

voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 10.
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E/(V)VSE,,,

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ registrados em tampdo BR 0,1 mol L', em

diferentes valores de pH, com E,.. = 1,35 Ve t,.= 40s,v=0,05 V/s.

A partir dos voltamogramas ciclicos registrados (Fig. 10), foi possivel plotar um
grafico da relagdo das correntes de pico anddicas (I,,) e de pico catddicas (I,c) em func¢io do
aumento do pH (Figura 11A). Pode-se observar a partir desta Figura que os maiores valores
de I, e I, foram obtidos no valor de pH de 1,5, sendo este valor otimizado utilizando nos

demais experimentos.
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2,00 4 ] I
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1,00 +
0,754
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

pH

Figura 11 (A)- Valores de correntes de pico anddicas (I, ) e catédicas (Ipc) obtidos em fung¢do do aumento do

pH; (B) Valores de potenciais de pico anddicos (E,,) e catédicos (E,.) obtidos em fun¢do do aumento do pH.
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Também, a partir dos voltamogramas ciclicos da Fig.10foi possivel avaliar a
influéncia do pH nos valores dos potenciais de pico anddicos (Ep,) e catédidos (Ep), como
mostra a Figura 11B. Verifica-se na Fig.11B que os valores dos potenciais Ep, e Epc
deslocam-se para valores menos positivos com o aumento do pH, sugerindo o envolvimento
de prétons na reacdo. Também pode ser verificado na Fig.11B que existe uma relacdo linear
entre os valores de E,, € E,ce 0 pH, com inclinagao de -0,036V pH'l, para o gréfico de Ep, vs

pH (Equacdo 3), e também uma inclinacdo de -0,036V pH™ para o grafico de E,. vs pH

(Equacao 4).

E,. = (0,253 + 0,009) — (0,036 + 0,003) pH (R = 0,958) (Equacdo 3)
E,. = (0,205 £ 0,006) — (0,036 + 0,002) pH (R* = 0,978) (Equacdo 4)
AEy= |Epa — Epel= 59mV/ n (Equagdo 5)

AE/ApH = (59mV/n) x Ny (Equagio 6)

Utilizando a Equacdo 6e a partir das inclinacdes encontradas nas Equagdes3e 4¢
possivel encontrar o nimero de prétons envolvidos na reagdo eletroquimica (np=1). O niimero
de elétrons envolvidos na oxirredugdo da AMI pode ser determinado pela Equacdao S(BARD e
FAULKNER, 2001) utilizando o voltamograma da Figura 10, os valores de Ep,, Ep., € para
AMI em pH 1,5 foram de 189mV, 148mV, respectivamente. Logo o nimero de elétrons
transferidos (n) na oxirreducao da AMI pode ser estimado sendo préximo a 1. Portanto, pode-
se sugerir que no processo de oxirredu¢do da AMI estudado, o nimero de prétons seja igual
ao numero de elétrons envolvidos.

De acordo com os numeros de prétons e elétrons encontrados, foi proposto um
possivel mecanismo de oxirreducdo para a AMI. Nesse mecanismo, a AMI (estrutura 1) é
oxidada a 1,30 V para formar as espécies mostradas na estrutura II. Esse resultado €
consistente com O mecanismo proposto no trabalho de Desai; Srivastava (2012).
Posteriormente, foi proposto que a espécie Il formada é protonada e reduzida para formar um
radical tercidrio, relativamente estdvel, com potencial de 0,12 V (espécie III), que é reoxidado

em 0,15 V. O mecanismo proposto € mostrado na Figura 12.
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Figura 12- Mecanismo proposto para a oxirredugao da AMI.
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5.1.2.4 — Estudo da variacdo da velocidade de varredura por voltametria ciclica

Tomando como parametro de andlise a influéncia da velocidade de varredura (v) nas
correntes e potenciais relativos ao analito, Brett (1993) afirmou que é possivel caracterizar o
processo redox em superficies de eletrodos planos ou esféricos através da técnica de
voltametria ciclica. Assim, também foi realizado o estudo de variacdo da velocidade de
varredura por voltametria ciclica de uma soluc¢do de amilorida 1,0 mmol L™ em tampdo BR
0,1 mol L'l, pH = 1,5 em um intervalo de velocidades variando de 10 a 100 mVs'. A Figura
13mostra os voltamogramas ciclicos obtidos neste estudo, onde se verifica um aumento das
correntes de I, € I,. em fun¢do do aumento da velocidade de varredura e também verifica-se
que os potenciais de pico anddicos (E,,) e catddicos (Ep.) praticamente ndo variam como

aumento da velocidade de varredura (dados também mostrados na Tabela 3).

0,4 0,3 0,2 0,1 0,0 -0,1

E/(V)vsE

Ag/AgCI

Figura 13- Voltamogramas ciclicos da amilorida 1,0 mmol L™ registrados em tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 1,5)

em diferentes velocidades de varredura.

A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos na Figl3foi possivel obter dados

adicionais relativos a reac@o redox da amilorida, como mostra a Figura 14(A) e (B).
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Figura 14- Grifico de I, e I, em fun¢io de (A) Velocidade de varredura e (B) Raiz quadrada da velocidade de

varredura

A partir da Figura 14A, verifica-se que as correntes de picos anddica e catddica da
amilorida registradas nas condi¢des apresentada na Figl3, variaram linearmente com a
velocidade de varredura em um intervalo de 10 a 100 mVs . Esse resultado mostra que o
processo € reversivel, o que também € observado no voltamograma ciclico apresentado. O
mesmo perfil linear foi observado para as correntes de picos anddicas e catédicas em funcao
da raiz quadrada da velocidade de varredura, como mostra a Figura 14B. Esse resultado esté
relacionado com a possibilidade de um processo controlado somente por difusdo.

Para comprovar se a etapa determinante da velocidade da reacdo redox da amilorida é
somente controlada por difusdo, também foram construidos graficos de log I,vs log v. A

Figura 15mostra os resultados obtidos.
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Figura 15- Grifico do log I, vs log v e de log L. vs log v

As equacdes das regressoes lineares obtidas a partir da Figura 15s30 apresentadas a seguir:
log I.=- (0,606 + 0,130) + (0,361 +0,018) log v (R* =0,981) (Equagao 7)
log Ipe=-(0.499 = 0,156) + (0,366 + 0,021) log v (R2 =0,974) (Equacao 8)

Verifica-se nas equagdes (7) e (8) que existe uma relacdo linear entre log Ip.vs log v e
de log I,cvs logv ambas apresentando valores de inclina¢bes proximas a 0,5. De acordo com a
literatura, quando o valor de inclinagdo de um grafico linear de log I, x log v for 0,5 o
processo € controlado por difusdo, e para uma inclinagcdao de 1,0 o processo € controlado por
adsorc¢do, sendo os valores intermedidrios de inclinagdes observados, uma composi¢ao entre
os processos por difusdo e adsor¢do (BARD: FAULKNER, 2001). Como o valor das
inclinacdes encontradas foram de aproximadamente 0,5 pode-se considerar que a etapa
determinante da velocidade da reacdo redox da amilorida é controlada por um processo de

difusao.
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5.2 — Voltametria de pulso diferencial (DPV)

Ap6s o estudo do perfil voltamétrico da AMI e da otimizacdo dos parametros
experimentais por voltametria ciclica, foi escolhida a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV) para o desenvolvimento de uma metodologia para a andlise da amilorida,
uma vez que essa técnica apresenta maior sensibilidade analitica do que a voltametria ciclica.
Logo, a otimizacdo dos parametros da técnica de DPV tais como a velocidade e amplitude do

pulso foi realizada.

5.2.1 — Otimizagdo dos parametros da DPV

5.2.1.1 — Estudo da variacdo da velocidade do pulso

Foi realizado inicialmente o estudo da variagdo da velocidade de pulso (v) para a
escolha daquela que apresentava a maior resposta de corrente para o analito. O estudo foi
realizado em solucdo tampdo BR 0,1 mol L, pH = 1,5, na concentra¢do de AMI de 1,0 mmol
L'l, no intervalo de velocidade de 1 a 10 mV s_l, fazendo-se a varredura de potencial de 0,4 a
-0,1 V A Figura 16mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos neste estudo, onde

se verifica que a AMI apresenta um pico de redu¢do bem definido com E, =0,18 V.
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Figura 16- Voltamogramas de pulso diferencial da AMI 1,0 mmol L™ registrados em tampdo BR 0,1 mol L™
(pH 1,5) com o eletrodo de carbono vitreo, no intervalo de varredura: de 0,4 a -0,1 V, com amplitude de pulso de

20 mV e variando a velocidade de pulso de 1 a 10 mV s™'. (Inserido: Grifico de I,vs velocidade de pulso).

Conforme mostrado inserido na Figura 16, ocorreu um aumento da corrente de pico,
com o aumento da velocidade de pulso até a velocidade de 8 mVs™, permanecendo os valores
de corrente de pico praticamente constantes até a velocidade de 10 mV s'. Assim, a
velocidade de 10 mV s™ foi selecionada visto que o resultado mostra uma corrente de pico
que € constante e de intensidade maxima neste valor, além de apresentar uma boa defini¢ao

do pico voltamétrico.

5.2.1.2 — Estudo da variacio da amplitude do pulso

Ap6s o estudo da variagdo da velocidade de pulso (v), foi realizado o estudo da
varia¢do da amplitude de pulso (a). Este estudo foi realizado em solu¢do tampao BR 0,1 mol
L, pH = 1,5, na concentracdo de AMI de 1,0 mmol L, com uma velocidade de pulso de 10
mV s e no intervalo de amplitude de 10 a 100 mV . A Figura 17mostra os voltamogramas de

pulso diferencial registrados.
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Figura 17- Voltamogramas de pulso diferencial da AMI 1,0 mmol L™ registrados em tampdo BR 0,1 mol L™
(pH 1,5) com o eletrodo de carbono vitreo, no intervalo de varredura: de 0,4 a -0,1 V, variando a amplitude de
pulso no intervalo de 10 a 100mV, a uma velocidade de pulso de 10 mVs™.(Inserido: Gréfico de I,vs amplitude

de pulso).

Verifica-se nos voltamogramas da Figura 17 que ocorreu um aumento da corrente de
pico (Ip) acompanhado de um deslocamento do potencial de pico (E,) para valores menos
positivos. Porém, concomitantemente ao aumento da I,, houve uma diminui¢do da resolugdo
do sinal voltamétrico, observado pelo alargamento da base do voltamograma. Pode ser
verificado inserido na Figura 17 que a corrente de pico aumentou de forma linear como
aumento da amplitude de pulso até o valor de amplitude de 70 mV, ndo ocorrendo aumento
significativo de I, acima deste valor. Portanto, a amplitude de 70 mV foi escolhida para as

andlises posteriores.
5.2.2 - Construcdo da curva analitica para a determinagcdo de AMI

Ap6s otimizados os parametros para a determinagdo da AMI por DPV (v = 10 mV 57!
e a =70 mV), em uma célula eletroquimica, a concentracao de AMI foi variada com a adicao
de aliquotas de uma solucdo padrdo de AMI 1,0 mmol L™ em 10 mL de tampdo BR 0,1 mol
L', pH = 1,5 e em seguida, foram registrados os voltamogramas de pulso diferencial. A

concentracdo foi variada no intervalo de 9,90 a 90,9 umol L' Na Figura 18estdo
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apresentados os voltamogramas de pulso diferencial obtidos neste estudo, os quais foram
utilizados para a constru¢do da curva analitica inserida na mesma figura. Verifica-se nos

voltamogramas que a corrente aumenta em fun¢do do aumento da concentracdo de AMI.

0,8-
0,7-
0,6
0,5-

30,4-'

' 0,31
0,2-
0,1-
0,0-

20 40 60 80 100
[AMI] / gmol L™

00 01 02 03 04 05 06 07
E/VvsE
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Figura 18— Voltamogramas de pulso diferencial da AMI com concentragdes variando de 9,90 a 90,9 umol L™
registrados em tampao BR 0,1 mol Lt (pH 1,5) com o eletrodo de carbono vitreo, no intervalo de varredura: de

0,4 a-0,1 V, com amplitude de pulso de 70 mV e velocidade de pulso de 10 mVs™,

Na curva analitica inserida na Figura 18€ possivel observar que existe uma relagio
linear entre a concentracdo de AMI e a intensidade de corrente de pico no intervalo estudado,

sendo essa relacdo expressa pela equacao 9.
I, (LA) = -0,065 + 0,025 [AMI] / umol L™ + 0,012 + 5,058E™ (uA) (Equagio 9)

O coeficiente de correcdo linear (R) obtido foi igual a 0,99.

Os valores de LOD e LOQ encontrados com o método proposto foram iguais a 5,19
umol L™ ¢ 17,3 pmol L', respectivamente, quando aplicados as equacdes 1 e 2 descritas no
item 3.5. Entretanto, na aplicacdo prética e seguindo os critérios propostos pela European
Commission (2002) em que a resposta obtida para a amostra do branco ¢ de 0,08 umol L'eo
primeiro ponto da curva analitica (9,90 umol L) que é pelo menos cinco vezes maior que o

da amostra do branco, o LOQ pode ser considerado igual a 9,90 umol L’'. Quando
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comparados aos métodos de detec¢do da AMI ja descritos na literatura (ver Tabela 8), esses
valores de LOD e LOQ sdo semelhantes, demonstrando assim que o método desenvolvido

apresenta boa sensibilidade.

5.2.3 - Estudos de repetibilidade intradia e interdia

Com o intuito de avaliar a precisdo da metodologia desenvolvida, foram realizadas
medidas em trés niveis de concentracdes dentro do intervalo da curva analitica (24,4; 47,6 e
90,9 pmol L7). As repetibilidades intradia foram efetuadas por dez voltamogramas
consecutivos (n = 10) em um mesmo dia. Ja para as repetibilidades interdia, as medidas foram
realizadas em cinco dias diferentes (n = 5). As Tabelas 3e 4 mostram os resultados obtidos

para o estudo de repetibilidade intradia e interdia.

Tabela 3- Valores de corrente de pico (Ip), corrente de pico média (Ip,.q) € desvio padrio relativo (DPR) das

dez medidas realizadas no mesmo dia para as 24.,4; 47,6 e 90,9 umol L!'de AML

Repetibilidade intradia (n=10)
[AMI] -Ip / pA — referentes ao niimero da medida -Ipmea/ | DPR
umol L™ HA %
24,4 0,195 0,192 0,195 0,196 0,194 0,194 0,196 0,197 0,194 0,197 | 0,195 | 0,80
47,6 0,557 0,561 0,565 0,567 0,561 0,559 0,567 0,556 0,557 0,558 | 0,561 | 0,75
90,9 1,190 1,185 1,181 1,186 1,188 1,195 1,179 1,184 1,193 1,188 | 1,1869 | 0,42

Tabela 4- Valores de corrente de pico (Ip), corrente de pico média (Ip,.q) € desvio padrio relativo (DPR) das

medidas realizadas em cinco dias diferentes para as 24.,4; 47,6 ¢ 90,9 umol L' de AML

Repetibilidade interdia (n=5)
[AMI] -Ip / nA — referentes ao nimero da medida -Ipmea/uA | DPR
pmol L™ %
24,4 0,223 0,224 0,218 0,234 0,246 | 0,229 4,86
47,6 0,552 0,542 0,554 0,542 0,559 | 0,5498 1,37
90,9 1,050 1,110 1,097 1,061 1,081 1,0798 2,29

De acordo com os resultados dos desvios padrdes relativos (DPRs) apresentados nas

Tabelas 3e 4, para ambas as repetibilidades e nos diferentes niveis de concentragdes
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estudados, os valores obtidos foram inferiores a 5,0 %, indicando que a metodologia proposta

para determinacdo da AMI apresenta boa precisao.

5.2.4 — Determinagdo de AMI em amostras biologicas

5.2.4.1 - Estudos de interferentes

Com o intuito de analisar a seletividade da metodologia proposta, foi realizado um
estudo de substancias que sdo potencialmente interferentes presentes em urina e soro humano
(4cido citrico, 4cido urico e 4cido ascorbico). As solugdes dos interferentes estudados foram
preparadas na relacdo (solugdo de AMI: interferente) de 1:100 nas condi¢Oes otimizadas
(tampdo BR 0,1 mol L™ e pH = 1,5) em concentracdo fixa de AMI 47,6 umol L. Para se
obter uma resposta relativa, as correntes de pico registradas para a solucdo de AMI na
presenca de interferentes foram comparadas com as correntes de pico registradas para a
solucdo de AMI sem interferentes. Com o propdsito de alcangar melhor confiabilidade dos
resultados, todas as medidas foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5— Efeito de alguns possiveis compostos interferentes na determinagdo de AMI. [interferente adicionado]

=4,76 mmol L-', [AMI] 47,6 umol L™

Substancias interferentes Resposta relativa %
Acido citrico 96,8(+0,1)
Acido drico 96,2(+3,0)

Acido ascorbico -

Na Tabela 5¢ possivel constatar que as respostas relativas estudadas para a AMI na
presenca dos interferentes, 4cido citrico e acido urico foram préximas a 100%, indicando que
essas substancias testadas ndo interferem significativamente na resposta eletroquimica da
AMI. Entretanto, o acido ascérbico interferiu na resposta eletroquimica da AMI quando
avaliado em uma concentracdo 100 vezes maior do que a concentragdo de AMI. Este
composto geralmente encontra-se presente nas amostras de soro humano, sendo, portanto, um

potencial interferente para a anélise de AMI neste tipo de amostra.
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5.2.4.2 — Determinacio de AMI em amostras de urina e soro humano

Com o propésito de analisar a exatidao do método desenvolvido para a determinacao
de AMI em urina, foram realizados testes de adi¢do e recuperagdo com a adi¢do de trés
quantidades conhecidas de AMI (47,6; 65,4 e 90,9 pmol L_l) na presencga de urina. De forma
andloga, para andlise em soro, testes de adic@o e recuperacdo foram realizados com a adi¢ao
de trés quantidades conhecidas de AMI (30,0; 54,5 e 75,0 umol Lfl) na presenca de soro. Para
uma maior confiabilidade dos resultados, os testes de adi¢do e recuperacao foram realizados
em triplicata (n=3). O valor percentual de recuperacdo foi obtido através da razdo entre a
concentracdo de AMI (amostra + padrdo adicionado) encontrada e a concentragdo de AMI
esperada multiplicada por 100. Nas tabelas 6e 7estao apresentados os resultados dos testes de

adicao e recuperacdo de AMI em amostras de urina humana e de soro humano.

Tabela 6 - Resultados da adi¢@o e recuperacdo de AMI em amostras de urina humana usando a metodologia

desenvolvida.
Amostra de [AMI] [AMI] [AMI] Recuperacao
Urina adicionada esperada encontrada (%)
Humana (pmolL'l) (pmolL'l) (pmolL'l) (n=3)
(n=3) (n=3) (n=3)
A 0,0 - 0,0 -
47,6 47,6 47,2(£1,7) 99,2(£3,6)
65,4 65,4 68,2(+2,4) 104,3(%3,5)
90,9 90,9 91,5(x1,7) 100,6(£1,9)
B 0,0 - 0,0 -
47,6 47,6 50,6(£2,0) 106,3(+4,0)
65,4 65,4 62,4(+4,0) 95,4(+6,4)
90,9 90,9 92,1(£1,7) 101,3(£1,8)
C 0,0 — 0,0 -
47,6 47,6 47,9(£3,6) 100,6(%7,5)
65,4 65,4 67,0(x4,0) 102,4(£6,0)
90,9 90,9 91,5(x4,7) 100,7(£5,1)
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Tabela 7 - Resultados da adi¢do e recuperacdo de AMI em amostras de soro humano usando a metodologia

desenvolvida.
Amostra de [AMI] [AMI] [AMI] Recuperacao
Soro adicionada esperada encontrada (%)
Humano (umolL™) (umolL™) (umolL™) (n=3)
(n=3) (n=3) (n=3)
A 0,0 - 0,0 -
30,0 30,0 24,7(£2,3) 82,3(£9,3)
54,5 54,5 51,3(%7,9) 94,1(x15,4)
75,0 75,0 79,5(%8,6) 106,0(x£10,8)
B 0,0 - 0,0 -
30,0 30,0 24,7(£2,3) 82,3(49,3)
54,5 54,5 52,1(+8.,9) 95,6(x17,1)
75,0 75,0 79,0(x7,4) 105,3(£9,4)
C 0,0 - 0,0 -
30,0 30,0 28,3(%1,6) 94,3(%5,7)
54,5 54,5 51,2(£5,1) 93,9(+10,0)
75,0 75,0 78,1(x4,2) 104,1(£5,4)

Conforme apresentado nas Tabelas 6e 7, a metodologia proposta apresentou bons

percentuais de recuperacdo de AMI nas amostras de urina e soro humano analisadas, com

valores de recuperacdo compreendidos entre 95,4 + 6,4% al106,3 +£4,0% e 82,3+ 9,3% a 106,0

+ 10,8%,respectivamente, comprovando a boa exatidao do método desenvolvido.

5.2.5 Comparagdo com outros métodos analiticos descritos para andlise da AMI

Foi realizada uma comparagdo do método eletroquimico desenvolvido neste trabalho

com métodos previamente descritos na literatura para andlise da AMI em amostras reais. Essa

comparacdo foi elaborada com base em alguns parametros definidos, sendo eles: eletrodo de

trabalho, técnica, intervalo linear de concentracao, limite de deteccao, limite de quantificacdo

e o tipo de amostra analisada. A Tabela 8 mostra uma sintese do comparativo desses métodos

descritos na literatura. Com a andlise da tabela € possivel perceber que o método proposto no
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presente trabalho apresentou valores compardveis com os métodos descritos na literatura,
apresentando-se como uma alternativa rapida, direta e sensivel para a determinacdo de AMI

em fluidos bioldgicos.



Tabela 8 - Comparacdo entre algumas caracteristicas do método analitico proposto para determinacdo da AMI com outros métodos analiticos descritos na literatura

Ref. Eletrodo Técnica Intervalo linear LOD LOQ Amostra
(umol L) (umol L™ (umol L)
(MORAES et al., Diamante dopado Formulagdo farmacéutica e
2017) com boro SWV 8,70 a 9,00 x 10 - Agua de torneira
1,25x 10°
(HAMMAM, 2004) Merciirio SWAACS 2,00 x 107a0,20 1,90 x 10™ 6,30 x 10™ Formulagio farmacéutica e
Soro humano
57x 10" 1,90 x 10

(EL-HEFNAWY et Mercirio Polarografi 2,50x 10" a 1,00 x 10' 3,30x 10° Formulagdo farmacéutica
al., 2004) a/DPAdCS 2,50 x 10
2,0x107a

1,00
(DESALSRIVASTA  NAF-CNT-GCE AdSDPV 9,07x 107 a 7,02 x 107 - Formulacio farmacéutica e
VA2012) 5,06 x 10 fluidos biolégicos
(ZAYEDet al., 2013) CPE DPV 2,61 a 1,13 3,79 Formulagédo farmacéutica
1,84 x 10'
(PEREIRA et al., Diamante dopado BIA-MPA 1,31x10'a 0,57 1,87 Formulagédo farmacéutica
2016) com boro 6,97 x 107
(KHORSHED et al. , SPEs DPV 0,33 a 0,18 - Formulagdo farmacéutica e
2019) 2,28 x 10" Urina humana
Presente trabalho Carbono Vitreo DPV 9,90 a 5,19 9,90 Soro humano e Urina

9,09 x 10
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho descreveu o desenvolvimento de uma metodologia
eletroquimica, utilizando a voltametria de pulso diferencial (DPV), para a determinagao
direta de AMI em fluidos biolégicos empregando o GCE.

Através da voltametria ciclica foi estudado o processo de oxirredugdo da AMI
que ocorre no intervalo de potencial de 0,4 a - 0,1 V, sendo este processo caracterizado
como reversivel e controlado por difusdo. Foi mostrado que o processo de oxirredugao
da AMI comporta-se como um sistema nernstiano e € dependente do pH do eletrdlito
suporte, sendo envolvidos um mesmo niimero de prétons e elétrons no processo (1H" e
le).

O método proposto para determinacdo de AMI apresentou, apds a otimizacao
dos parametros da DPV, uma consideravel faixa linear de 9,90 a 90,9 umol L‘l, LOD
(5,19 pmol L'l) e LOQ (9,90 pumol L’l) baixos e boa precisdo para os valores de
repetibilidade intradia e interdia (DPR inferiores a 5,0 %) para os diferentes niveis de
concentracoes estudados (24,4; 47,6 e 90,9 umol L'l, respectivamente).

O método foi aplicado na determinacdo de AMI em amostras de urina e soro
humano de forma direta, ndo sendo necessdrio o tratamento prévio das amostras,
apresentando boa exatiddo, a qual foi avaliada através dos resultados obtidos nos
estudos de adicdo e recuperagdo do analito nas amostras.

Ao realizar o estudo de interferentes, os resultados evidenciaram que os
compostos encontrados em fluidos bioldgicos tais como dcido citrico, dcido turico e
acido ascorbico, ndo interferem na determina¢do de AMI em urina. No entanto, o dcido
ascorbico, que normalmente estd presente em amostras de soro, mostrou ser um
potencial interferente para a determinacdo de AMI neste tipo de matriz. Esse resultado
evidencia que o método proposto € seletivo para a determinacdo da AMI em amostra de
urina. Porém o método apresenta como limitacao a determina¢do da AMI em amostra de
Soro.

O método eletroquimico desenvolvido exibiu caracteristicas relevantes para um
método de determinacdo analitico, como baixo custo, exatiddo, simplicidade,
reprodutibilidade, sensibilidade, sendo, apropriado para a determinagdo e quantificacao,

com seletividade, de AMI em amostras de urina.
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Abstract

In this work. an analytical clectrochemical method was developed using a glassy carbon electrode (GCE) for the determination of
amiloride (AMI). To study the electrochemical behavior of AMI, the cyelic vollammetry and dilferential pulse vollammery
techniques were used, adding a AMI solution in (1.1 mol L ! BR butfer solution (pH 2.0) to the electrochemical cell. A reversible
AMI oxi-reduction process was revealed in the scan rate of + 0.4 to — 0.1 V. The DPV parameters optimized were the scan rate
(10 m¥ s 'y and amplitude (70 mV). After parameters optimization, the linear working range was from 9.90 to 90.9 umol L |,
with detection limit of 5,19 umol L ' and quantification limit of 17.3 pmol L', The validity of the electroanalytical method for
the determination of AML in biological Quids (urine and serum) was demonstrated. The proposed method is advantageous due to
its good sensitivity, speed, simplicity, precision, and accuracy towards AMI quantification.

Keywords Amiloride - Electroanalysis - Differential pulse voltammetry - Cyclic voltammetry
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