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RESUMO

A amilorida (AMI) € um natriurético poupador de potassio. Este medicamento ¢ usado para
tratar hipertensao, insuficiéncia cardiaca e cirrose hepatica. Devido aos seus efeitos diuréticos,
a AMI ¢ proibida no controle de doping e de interesse da Agéncia Mundial Antidoping
(WADA). Nas competicdes esportivas, os diuréticos sdo usados principalmente para perda de
peso, o que ¢ muito importante para algumas praticas de esportes de luta como boxe, caraté,
judd e outras. Da mesma forma, drogas diuréticas sdo tomadas intencionalmente por muitos
atletas para diminuir a concentra¢ao na urina de outras drogas ingeridas e mascarar o uso de
substancias proibidas pela WADA. Embora existam muitos métodos de analise em amostras
de urina para controle de dopagem, notadamente por LC-MS e GC-MS, o desenvolvimento de
métodos de triagem para auxiliar e ampliar o espectro de exames antidoping nos atletas ¢ de
extremo interesse para aplicacdo em grandes competigdes esportivas. Neste contexto, os
métodos eletroanaliticos sdo bastante atrativos para uma triagem de drogas proibidas em
amostras bioldgicas, apresentando sensores simples, rdpidos, portateis e de baixo custo.
Embora os métodos eletroanaliticos tenham sido relatados para detec¢do da AMI em amostras
farmacéuticas, incluindo o uso de eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE), eles nao
foram aplicados em amostras de urina para uma possivel aplicagdo no controle de doping.
Dessa forma, apresentamos um estudo mais completo do comportamento eletroquimico da
AMI no BDDE, mostrando, pela primeira vez, um processo de redugdo desse farmaco para
sua detecgdo seletiva e rdpida em amostras de urina por meio da voltametria de redissolugao
catodica de onda quadrada (SWCSV). A solugio tampdo Britton-Robinson (B-R) 0,1 mol L™
pH 2,0 foi escolhida como eletrélito de suporte para detecgao da AMI, onde trés processos de
oxidagdo foram apresentados no BDDE em +0,3 V, +1,3 V e +1,5 V (vs Ag/AgCl). Além
disso, um processo redox em torno de +0,15V e um novo processo de redugdo em -0,3 V
foram observados para AMI. Este novo processo de redugdo foi usado para determinar AMI
devido a sua maior seletividade, uma vez que essa estratégia analitica permitiu a detec¢ao do
analito na urina sem interferéncia dos acidos ascorbico e urico. O método proposto apresentou
um desempenho analitico satisfatorio para determinacdo da AMI, sendo obtida uma ampla
faixa linear de trabalho entre 0,5 e 55,1 pmol L™ (+* = 0,99) com um limite de detecgdo (0,15
umol L") suficientemente baixo para atender os requisitos exigidos pela WADA em analises
de diuréticos na urina. Portanto, o método proposto demonstra uma alternativa atraente para a
determinagdo de AMI na urina e sua possivel aplicagdo de triagem no controle de doping.
Palavras-chave: Amostras Biologicas, Diuréticos, Mecanismo Eletroquimico, Métodos

Eletroanaliticos, Testes Antidoping.



ABSTRACT

Amiloride (AMI) is a potassium-sparing natriuretic. This drug is used to treat hypertension,
heart failure, and liver cirrhosis. Due to its diuretic effects, AMI is banned in doping control
and of great interest to the World Anti-Doping Agency (WADA). In sports competitions,
diuretics are mainly used for weight loss, which is very important for some fighting sports,
such as boxing, karate, judo, and others. Similarly, diuretic drugs are intentionally taken by
many athletes to decrease the concentration in the urine of other ingested drugs and to mask
the use of substances banned by WADA. Although, many analytical methods have been
reported in urine samples for doping control, mainly, by LC-MS and GC-MS, the
development of simple and fast screening methods is of great interest to application in major
sporting competitions, since these preliminary tests can provide a large-scale anti-doping
analysis in athletes. In this context, electroanalytical methods are very attractive as screening
tests in doping control, offering also a portable and low-cost analysis. Even though some
methods have been reported for detection of AMI in pharmaceutical samples, including the
use of boron doped diamond electrodes (BDDE), these reports have not been applied in urine
samples for application in doping control. Thereby, we present a complete study of the
electrochemical behavior of AMI on BDDE, showing, for the first time, a reduction process of
this drug for its selective detection in urine samples by square wave cathodic stripping
voltammetry (SWCSV). 0.1 mol L' Britton-Robinson (B-R) buffer solution (pH 2.0) was
chosen as the supporting electrolyte for detection of AMI, where three irreversible oxidation
processes were presented on BDDE at +0.3 V, +1.3 V and +1.5 V (vs Ag/AgCl). In addition,
a redox process at around +0.15 V and a new reduction process at -0.3 V were observed for
AMI. The new reduction process was selected to determine AMI due to its higher selectivity,
since this analytical strategy allowed the detection of the analyte in urine without interference
from ascorbic and uric acids. The proposed method provided a good analytical performance
for AMI determination with a wide linear working range between 0.5 and 55.1 pmol L™ (* =
0.99) and a limit of detection (0 .15 umol L'l), which is sufficiently low, according to WAD,
to assess urine sample containing diuretic drugs in anti-doping testing. Therefore, the
proposed method demonstrates an attractive alternative for the determination of AMI in urine

and its possible screening application in doping control.

Keywords: Anti-Doping Analyses, Diuretic Drugs, Biological Samples, Electroanalytical

Methods, Electrochemical Mechanism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doping

O homem sempre tentou melhorar seu desempenho fisico. Na historia, o uso de
substancias para aumentar a performance ocorre desde as antigas civilizacdes. Esse desejo de
aumentar o proprio rendimento para obter melhores resultados na pratica esportiva levou os
atletas a buscarem alternativas por meio de qualquer método: legal ou ilegal, saudavel ou
prejudicial a saude (MAZZEO; D’ELIA; RAIOLA, 2018). Todavia, as competigcdes
esportivas sdo realizadas para testarem as capacidades naturais dos atletas. Todos os tipos de
esporte nessas competicdes possuem um conjunto de regras estabelecido para garantir que os
atletas se desenvolvam e possam competir em um ambiente justo e livre de qualquer ameaca.
A violagdo as essas regras ¢ considerada como doping.

O doping representa uma ameaga ao esporte em todo o mundo, prejudicando o
principio da competicao aberta e justa (MAZZEO; D’ELIA; RAIOLA, 2018). Além disso, o
uso de substincias proibidas durante varias décadas, por muitos atletas profissionais,
especialmente durantes as competi¢des, ndo s6 podem melhorar o desempenho fisico dos
mesmos como pode levar a riscos sérios e prejudiciais a saude, incluindo a morte (AL
GHOBAIN et al., 2016). Em 1999, a fim de regular, monitorar ¢ controlar o uso de
substancias em todo o mundo, foi criada e estabelecida a WADA (do inglés, World Anti-
doping Agency). A WADA produz uma lista de substancias proibidas que ¢ atualizada
anualmente e documenta as substidncias e métodos proibidos de uso dentro e fora das
competi¢des. Entende-se como métodos proibidos pela WADA (WADA, 2021a):

[.  Manipulacio do sangue e componentes sanguineos, sendo proibidos:

(a) Administracdo ou reintroducdo no sistema circulatorio de qualquer
quantidade de sangue autdlogo, alogénico (homdlogo) ou heterdlogo,
ou produtos derivados de células vermelhas do sangue, de qualquer
origem.

(b) Aumentar artificialmente a capacidade de captagdo, transporte ou troca
tecidual de oxigénio. Incluindo, mas ndo Ilimitando a:
perfluoroquimicos;  efaproxiral e produtos modificados da

hemoglobina, por exemplo, substitutos do sangue baseados em
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hemoglobina e produtos de hemoglobina microencapsulados,
excluindo a suplementacdo de oxigénio por inalagao.

(¢) Qualquer forma de manipulagdo intravascular do sangue ou de seus
componentes por meios fisicos ou quimicos.

II.  Manipula¢io quimica ou fisica, os seguintes sdo proibidos:

(a) Adulterar ou tentar adulterar, alterar a integridade ou validade das
amostras coletadas durante um controle de doping. Incluindo, mas nao
limitando a: substituigdo da amostra e/ou adulteracdo, por exemplo
adi¢do de proteases a amostra.

(b) Infusdes intravenosas ou injecdo de mais de 100ml num periodo de
12h, exceto se recebido legitimamente no curso de tratamentos
hospitalares, procedimentos cirurgicos ou de diagnostico.

III.  Doping genético e celular:

(a) Uso de dacidos nucleicos ou seus andlogos, que possam alterar a
sequéncia gendmica e/ou alterar a expressdo genética por qualquer
mecanismo. Isto inclui, mas ndo se limita a edicdo de genes,
silenciamento de genes ou tecnologias de transferéncia genética.

(b) O uso de células normais ou geneticamente modificadas.

Para que uma substancia de melhoria de desempenho seja classificada como
doping e seja incluida na lista de proibidas pela WADA, dois dos trés critérios seguintes
devem ser atendidos:

(I) a substancia aumenta ou tem o potencial de aumentar o desempenho;

(IT) a substancia representa um risco real ou potencial para a saude do atleta e;

(IIT) a substancia viola o espirito do esporte (AL GHOBAIN et al., 2016; VLAD

et al.,2018; WORLD-ANTI DOPING AGENCY, 2021b).

Assim, a lista de substancias proibidas (WADA, 2021a) ¢ parte do Cddigo
Mundial de Anti-Doping (WADA, 2021b), ambos fornecidos anualmente pela WADA. Os
grupos de substancias proibidas mais comumente detectados sdo agentes anabolizantes e
estimulantes, as quais dependem da modalidade esportiva (AGUILAR-NAVARRO et al.,
2020), como no: halterofilismo, atletismo, rigbi, hoquei e voleibol apresentam proporgdes de
anabolizantes altas. Ciclismo, atletismo e ragbi apresentaram proporgdes atipicamente

elevadas de hormdnios peptidicos e fatores de crescimento. Diuréticos (foco deste trabalho
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representado por um dos medicamentos desta classe) e agentes mascaradores sdo mais
comumente encontrados no boxe, luta livre, tackwondo, judo, tiro e ginastica do que em
outros esportes. Ciclismo, remo, esportes aquaticos, ténis, ginastica e hoquei no gelo
apresentaram propor¢oes anormalmente altas de estimulantes.

A WADA também estabelece que, de acordo com seu Codigo, o doping ¢
concebido de diferentes maneiras, incluindo diferentes significados especificos, como:

1. a presenca de uma substancia proibida ou de seus metabolitos ou marcadores
na amostra de um atleta;
il.  aposse, uso ou tentativa de uso de substancias ou métodos proibidos;
iil.  arecusa ou a omissdo, sem justificativa convincente, de submeter-se a coleta
de amostra;
iv.  a violacdo dos requisitos aplicaveis com relagdo a disponibilidade do atleta
para testes fora da competi¢ao;
v.  aadulteragdo ou tentativa de adulterar qualquer parte do controle de dopagem;
vi. o trafico ou tentativa de trafico de qualquer substancia ou método proibido;
vil.  a administracdo ou tentativa de administragdo a qualquer atleta de quaisquer
métodos ou substancias proibidas, ou a assisténcia, encorajamento, auxilio,
cumplicidade, encobrimento ou qualquer outro tipo de cumplicidade
envolvendo uma violacdo das regras antidopagem ou qualquer tentativa de
violagdo das regras antidopagem (MAZZEO; D’ELIA; RAIOLA, 2018;
WADA, 2021b).

Dessa forma, os testes para controle de doping sdo extremamente importantes para
combater o doping no esporte. Nesse sentido, os laboratérios credenciados para realizar os
exames de antidoping tém um papel importante nas analises destas substancias proibidas, que
ja estejam incluidas na lista da WADA, bem como na descoberta de novas substancias. Esses
laboratorios possuem todos os critérios analiticos e as metodologias recomendadas pela
WADA para os testes antidoping (MAZZEQO; D’ELIA; RAIOLA, 2018). Esses testes
fornecem a identificagdo, geralmente seguida de quantificacdo das substancias proibidas. A
fim de obter resultados em acordo de laboratérios credenciados pela WADA, niveis minimos
de desempenho exigidos para métodos analiticos foram estabelecidos, definindo os requisitos
minimos de sensibilidade para a analise das substancias (WADA, 2019).

Os testes de doping sdo realizados em amostras biologicas coletadas de atletas
tanto dentro como fora de competi¢des. As analises de antidoping de rotina t€m como matriz

biologica de escolha as amostras de urina. Em alguns casos, também sao utilizadas matrizes
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hematicas (soro, plasma e sangue total). A urina se apresenta vantajosa em relacdo ao sangue
por disponibilizar volumes relativamente grandes e a coleta ndo ser invasiva. Ao contrario,
nas amostras de sangue a coleta € invasiva e fornece um volume limitado. Dessa forma, a
maioria das analises antidoping ¢ realizada em urina, onde as investigagdes sobre a presenca
de um composto proibido sdo rotineiramente realizadas por meio de um fluxo de trabalho
comum, iniciando com uma triagem inicial seguida de um procedimento de confirmagao
(PROTTL, MANDRIOLI; MERCOLINI, 2019).

Os métodos considerados de referéncia para identificagdo e confirmacgdo do
doping sdo os baseados em espectrometria de massas (MS - do inglés, mass spectrometry)
acoplada as técnicas cromatograficas como GC-MS (do inglés, gas chromatography with
mass spectrometry) ¢ LC-MS (do inglés, liquid chromatography with mass spectrometry). No
que tange aos métodos de triagem usados na identificacdo preliminar de drogas, esses devem
ser rapidos, seletivos e sensiveis o suficiente para auxiliar na identificagdo pelos métodos
confirmatorios e ampliar o espectro de andlise de atletas. Neste sentido, apesar da robustez,
alta seletividade e sensibilidade obtido pelos métodos baseados em LC-MS e CG-MS, esses
nao sao adequados para serem aplicados como métodos de triagem devido a complexidade e
necessidade de laboratorios de grande porte para utilizagdo dessas técnicas.

Cabe destacar que, a lista de substancias proibidas da WADA (WADA, 2021a)
inclui uma ampla gama de compostos, o que demanda dos laboratérios antidopagem uma
variedade alta de metodologias analiticas. Além disso, as técnicas de triagem e confirmacao
devem ser continuamente atualizadas, uma vez que novas substancias sdo anualmente
incluidas na lista da WADA. Entre esses desafios analiticos no controle doping, destaca-se o
desenvolvimento de métodos para analise de substancias diuréticas, as quais serdo abordadas

a seguir.

1.2 Diuréticos

Os diuréticos sao medicamentos usados para aumentar o fluxo urindrio,
promovendo a excrecdo de agua pelos rins e de eletrdlitos (especialmente sédio e ions
cloreto).  Por apresentar essas propriedades farmacoldgicas, essas substincias sao
frequentemente usadas para aliviar a retengdo de sal ou dgua e para o tratamento de diversas
doencas, como: as cardiacas (ex. hipertensdo), hepaticas, renais ou pulmonares (GOEBEL;

TROUT; KAZLAUSKAS, 2004; MORRA et al., 2006). A familia dos diuréticos inclui
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compostos com estruturas moleculares, propriedades fisicas e quimicas amplamente

diferentes. Do ponto de vista farmacoldgico, além dos diuréticos osmoticos, como manitol e

sorbitol, quatro grupos de diferentes drogas que atuam no rim sao classificados em:

Inibidores da anidrase carbonica, bloqueando a reabsor¢ao de HCO3™ do tubulo
proximal (por exemplo, acetazolamida);
Tiazidas, inibindo o co-transporte Na'/CI” no tiibulo distal (por exemplo,
hidroclorotiazida);
Diuréticos da alga, caracterizados pelo rdpido inicio da inibi¢do do co-
transporte Na'/ K /2CI" na al¢a de Henle (por exemplo, furosemida);
Diuréticos poupadores de potassio, inibindo a reabsor¢ao ativa de sodio na
porc¢ao final do tibulo distal e na parte proximal do ducto coletor (por exemplo,
amilorida) (CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; MORRA
et al., 2006).

Qualquer que seja a classificacdo dos diuréticos, quase todos sdo proibidos nos

esportes e uso dessas substancias ¢ considerado doping devido aos seus efeitos no organismo

humano. Os diuréticos podem ser usados indevidamente por trés principais motivos:

forgar a diurese e conseguir uma rapida perda de peso antes da competi¢dao, em
esportes envolvendo categorias de peso (por exemplo, judo);

aliviar a retencdo de agua induzida pela ingestdo de esterdides anabodlicos
androgénicos (por exemplo, fisiculturistas);

mascarar o uso de outros agentes dopantes, alterando seu mecanismo de

excrecdo, principalmente reduzindo sua concentragdo na urina.

Este ultimo efeito dos diuréticos pode ser obtido diretamente pelo aumento do

volume urinario ou, indiretamente, pela alteragao do pH urinario, reduzindo assim a excregao

urinaria de agentes dopantes acidos/basicos. Portanto, justifica-se a proibi¢do do uso de

diuréticos nas competi¢des esportivas, sendo essas substincias listadas como proibidas pela
WADA (CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; GOEBEL; TROUT;
KAZLAUSKAS, 2004; MORRA et al., 2006, WADA, 2021a). Conforme mencionado

anteriormente, a WADA estabelece os critérios analiticos para determinacdo dessas

substancias proibidas, sendo um dos mais importantes a capacidade minima de detec¢do para
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os métodos de andlises chamados de Limites Minimos de Desempenho Exigidos (MRPL, do
inglés Minimum Required Performance Levels) (WADA, 2019).

O MRLP para cada analito na classe dos diuréticos ¢ de 200 ng/ml (MORRA et
al., 2006; WADA, 2019). Esses valores do MRLP (200 ng/ml) sdo, em geral, alcancados
pelos métodos convencionalmente usados para a detec¢ao de diuréticos, que sdo baseados nas
técnicas cromatograficas com deteccdo espectrométricas, principalmente, LC/MS e GC/MS
(CADWALLADER et al., 2010; DE WILDE et al., 2018; MORRA et al., 2006). Nesse
contexto, apesar da alta sensibilidade, seletividade e robustez, esses métodos sao complexos e
requerem grande infraestrutura e tempo para realizacdo das andlises antidoping. A
complexidade e morosidade no controle de doping apresentam problemas, principalmente, no
caso de grandes eventos esportivos internacionais, como nos Jogos Olimpicos, onde os
relatorios dos testes devem ser transmitidos as autoridades esportivas em até 24 horas apods a
recep¢do das amostras de urina (MORRA et al., 2006). Assim, o desenvolvimento de métodos
alternativos e mais rapidos que possam auxiliar as analises antidoping ¢ de grande interesse
para o controle de doping (MORRA et al., 2006), como no caso de diuréticos. Neste contexto,
dentre essas substancias, a AMI ¢ objeto de estudo deste trabalho, a qual serd relatada no

proximo item.

1.3 Amilorida

A AMI (3,5-diamino-N-carbamimidoil-6-cloropirazina-2-carboxamida), cuja
estrutura ¢ apresentada na Figura 1, ¢ um diurético da classe dos poupadores de potassio. Essa
substancia inibe a reabsor¢do de sddio por meio dos canais epiteliais de sddio nos tubulos
contorcidos distais e nos ductos coletores do rim. E uma base fraca com um pKa de 8,7 e peso
molecular de 229,627 g/mol. Apresenta-se como um pd de coloracdo amarelo-claro ou
amarelo-esverdeado, pouco solivel em dgua, em isopropanol e alcool etilico absoluto, mas
facilmente soluvel em dimetilsulfoxido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Na pratica
médica, a AMI ¢ indicada em estados edematosos e para a conservacao de potassio adjuvante
a tiazida ou diuréticos de alca para tratamento da hipertensdo, insuficiéncia cardiaca

congestiva e cirrose hepatica com ascite (GOODMAN, 2005; SUN; SEVER, 2020).
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Figura 1 - Estrutura quimica da AMI.
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A farmacocinética indica que a AMI ¢ absorvida pelo trato gastrointestinal de
forma incompleta e tem uma biodisponibilidade oral em torno de 50%. Apds a administragao,
o inicio da atividade diurética geralmente ocorre em 2 horas. O pico da diurese ocorre dentro
de 6-10 h. Os efeitos diuréticos persistem por cerca de 24 horas apos a administragao. A AMI
ndo ¢ metabolizada pelo figado. Cerca de 50% de uma dose oral ¢ excretada de forma
inalterada pelos rins na urina, aproximadamente 40% sdo excretados nas fezes. Em pacientes
com func¢dao renal normal, a AMI tem meia-vida sérica de 6-9 h (GOODMAN, 2005;
PERALTA; FERNANDEZ; MASI, 2011; SUN; SEVER, 2020).

O efeito adverso mais perigoso da AMI ¢ a hipercaliemia devido aos seus efeitos
poupadores de potassio. A AMI também ¢ associada a efeitos colaterais nos sistemas nervoso
central, enddcrino, gastrointestinal, musculo-esquelético, dermatoldgico e hematologico. Os
efeitos adversos mais comuns incluem nauseas, vomitos, diarreia ¢ dor de cabeca. O
tratamento cronico com AMI também pode aumentar as concentragdes séricas de acido trico
devido ao aumento da reabsor¢do no tubulo proximal (SUN; SEVER, 2020).

A AMI exibe uma faixa terapéutica extremamente baixa (0,5-25 ng ml™). A faixa
terapéutica ¢ a medida de concentracao plasmatica de um farmaco que se encontra entre a
faixa de efeito terapéutico e a faixa de efeito adverso/toxico, ou seja, uma leve sobredosagem
desse medicamento apresenta sérios riscos a saide do paciente. A dose terapéutica da AMI
varia de 5 a 20 mg por dia, sendo essa faixa de dosagem suficiente para confirmagdao do
doping por um atleta (PERALTA; FERNANDEZ; MASI, 2011). Vale ressaltar que, doses
baixas de AMI levam a excre¢do urindria de alto volume, exigindo métodos altamente
sensiveis para sua deteccdo em amostras de urina. Os métodos ja reportados para deteccao de

AMI sdo apresentados a seguir.
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1.4 Métodos para determinacio da Amilorida

Virias técnicas tém sido relatadas na literatura para determinagcdo de AMI tanto
em formulagdes farmacéuticas quanto em amostras bioldgicas. Entre as metodologias
analiticas da AMI, destacam-se os métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC
- do inglés, high performance liquid chromatography) com diversos detectores (AHMED;
ATIA; MOHAMED, 2011; GOEBEL; TROUT; KAZLAUSKAS, 2004, MOREIRA;
MOREAU, 2005; SHAH et al., 2017) e os espectroscopicos com diferentes tratamentos das
amostras (CHEN et al., 2019; DOMINGUEZ-VIDAL; ORTEGA-BARRALES; MOLINA-
DIAZ, 2002; PERALTA; FERNANDEZ; MASI, 2010, 2011; TANG et al., 2016). Apesar
desses métodos apresentarem robustez, alta seletividade e sensibilidade, conforme
supracitado, pode haver inconvenientes para aplicacdo dessas metodologias no controle de
doping, os quais estdo relacionados, principalmente, a baixa frequéncia analitica e
complexidade para andlises de rotina. Além disso, os métodos cromatograficos, em geral,
utilizam solventes organicos nas etapas de extragdao e/ou separacdo dos compostos, tornando
essas analises nao ambientalmente amigdveis. Uma alternativa para minimizar esses
inconvenientes seria a aplicacdo de métodos de triagem simples e rapidos, diminuindo assim o
grande numero de amostras e, consequentemente, a maior rapidez na confirmagao dos casos
de doping. Neste contexto, os métodos eletroanaliticos tém-se mostrado promissores para
aplicag¢do no controle de doping (DOS SANTOS; AMIN; COMPTON, 2019; DOS SANTOS;
COMPTON, 2019; LIMA; DOS SANTOS; COMPTON, 2019) apresentando alta frequéncia
analitica, baixa geracao de residuos e uma adequada sensibilidade e seletividade para detec¢ao
de analitos eletroativos em amostras biologicas. Além disso, os sensores eletroquimicos
usados ndo sdo dispendiosos e apresentam um baixo consumo de amostras, simplicidade e
portabilidade para aplicagdo em teste de triagem.

As técnicas eletroanaliticas também tém sido reportadas para a determinagao de
AMI em matrizes farmacéuticas e bioldgicas (ALLAFCHIAN; ENSAFI, 2010; ARIDA;
MAGHRABI; ZAYED, 2014; DESAI; SRIVASTAVA, 2012; EL-HEFNAWY et al., 2004;
ENSAFI; ALLAFCHIAN, 2008; HAMMAM, 2004; KHORSHED; KHAIRY; BANKS,
2019; MARTIN et al, 1999; MIRMOMTAZ; ENSAFI; SOLEIMANIAN-ZAD, 2009;
MORAES et al., 2017, NASCIMENTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2016; ZAYED;
ARIDA, 2013). Nesses métodos eletroanaliticos reportados para a deteccio da AMI,

diferentes eletrodos de trabalho foram utilizados, como: um eletrodo de grafite modificado ds-
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DNA (MIRMOMTAZ; ENSAFI; SOLEIMANIAN-ZAD, 2009); eletrodo de carbono
impresso (SPE, do inglés, screen-printed electrodes) (KHORSHED; KHAIRY; BANKS,
2019); eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés, glassy carbono electrode) nao modificado
(NASCIMENTO et al., 2020); GCE modificado com filme de nanotubo-nanocompdsito de
Nafion-carbono (DESAI; SRIVASTAVA, 2012), eletrodo de pasta de carbono (ZAYED;
ARIDA, 2013); eletrodos de gota de mercurio suspenso (HMDE, do inglés Hanging Mercury
Drop Electrode) (EL-HEFNAWY et al., 2004; HAMMAM, 2004); e dois trabalhos com
eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE, do inglés Boron-Doped Diamond Electrode)
(MORAES et al., 2017; PEREIRA et al., 2016). Entre todos esses eletrodos usados para
detectar a AMI, o BDDE ¢ destacado devido sua alta estabilidade e ampla janela de potencial.

Um dos trabalhos reportados para determinar AMI, usou o BDDE acoplado ao
sistema de analise de injecdo em batelada com detec¢cdo por amperometria de multiplos pulsos
(PEREIRA et al., 2016). O outro trabalho utilizou o BDDE com voltametria de onda
quadrada para detectar a AMI (MORAES et al., 2017). No entanto, nesses dois trabalhos, as
aplicagdes das técnicas foram apenas para determinacdo da AMI em amostras de formulagdes
farmacéuticas. Além disso, nessas aplicagdes, os autores ndo exploraram toda janela de
potencial do BDDE, ndo sendo observado todos processos redox da AMI. Por outro lado, o
presente trabalho também propde o uso do BDDE para detectar a AMI, porém investigando
todo potencial deste sensor associado a voltametria de redissolucdo catddica de onda quadrada
(SWCSV- do inglés, square wave cathodic stripping voltammetry) para aplicagdio de um
método simples e rapido de triagem em amostras de urina. As proéximas se¢odes irdo fazer uma

breve descrigdo tedrica das técnicas utilizadas neste trabalho, bem como do sensor de BDDE.

1.5 Técnicas eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas tém o potencial de fornecer informagdes fundamentais
sobre as propriedades intrinsecas das substancias. Estudos de oxidacao e reducdo em varios
meios, estudos de adsor¢do em superficies ¢ de mecanismos de transferéncia de elétrons,
exemplificam algumas das suas aplicagdes (DESAI; SRIVASTAVA, 2012; SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003). Estas técnicas relacionam os efeitos quimicos que ocorrem na
superficie de um eletrodo com a transferéncia de elétrons ou carga em uma célula

eletroquimica. Isso possibilita o estabelecimento de relagdes diretas entre a concentracao do
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analito e alguma propriedade elétrica, como corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou
carga (BARD; FAULKNER, 2000; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2001).

Essas técnicas apresentam ampla aplicabilidade em diversas areas de anélises
como medicina, biologia molecular, bioquimica, quimica ambiental e fisico-quimica
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). A expansao dessa aplicabilidade esta relacionada as
inimeras vantagens apresentadas, como: baixo custo da instrumentacdo e dos materiais
utilizados, quando comparados as técnicas cromatograficas e espectroscopicas; simplicidade
de aplicacdo; menor tempo de analise; possibilidade de automagdo e alta sensibilidade e
seletividade. Além disso, uma grande vantagem apresentada por estas técnicas consiste na
possibilidade das medidas serem realizadas praticamente direto na amostra, realizando, em
geral, apenas uma dilui¢ao simples, sem a necessidade de etapas de pré-tratamento complexas
e tediosas da amostra. Outra vantagem importante frente aos métodos espectrofotométricos, €
possibilidade da andlise de materiais coloridos ou amostras contendo particulas sélidas
dispersas (DESAI; SRIVASTAVA, 2012; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Dentre as técnicas eletroanaliticas, destaca-se a voltametria, onde as informagdes
sobre o analito baseiam-se na medida de corrente, resultante de uma reacao de oxidagao ou
reducdo, que é provocada por uma eletrdlise aplicando uma diferenca de potencial na
superficie de um eletrodo de trabalho (sensor) em uma célula eletroquimica (BARD;
FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; SKOOG et al., 2007). A célula é constituida de
trés eletrodos imersos em uma solugdo contendo o analito e também um excesso de um
eletrolito ndo reativo chamado de eletrdlito de suporte. O eletrodo de trabalho, também
denominado como sensor eletroquimico, ¢ um dos trés eletrodos onde o potencial varia
linearmente com o tempo. Na superficie deste eletrodo ¢ onde ocorre o processo de oxidagao
e/ou reducdo da espécie eletroativa da solucdo. O eletrodo de referéncia tem um potencial que
permanece constante, sendo responsavel por controlar o valor do potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho. O terceiro é um contra-eletrodo, também conhecido como eletrodo
auxiliar, responsavel por fechar o circuito e manter o eletrodo de trabalho no potencial
aplicado durante as andlises. Na célula, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
auxiliar (SKOOG et al., 2007). As técnicas voltamétricas que foram utilizadas neste trabalho

serdo discutidas em seguida.
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1.5.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) ¢ uma técnica
eletroanalitica importante e amplamente utilizada. Sua principal utilizagdo se da no sentido de
gerar informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. Com esta técnica € possivel
avaliar os estudos das reac¢des redox, a deteccao de intermediarios de reagdo ¢ a observagao e
acompanhamento de reag¢des envolvendo produtos formados nos eletrodos. A técnica consiste
de aplicacdo de potencial em uma direcao até atingir um vértice, que em seguida inverte-se a
varredura na dire¢ao contraria, enquanto a corrente ¢ medida em todo momento no eletrodo de
trabalho. A resposta da corrente que ¢ medida em um eletrodo ¢ excitada na forma de uma
onda triangular (Figura 2A). A onda triangular produz a varredura no sentido direto e depois
no sentido inverso. O potencial onde ocorre a reversao ¢ chamado potencial de inversao. A
varredura para potencias mais positivos ¢ denominada varredura anodica e para potenciais
mais negativos, que ¢ conhecida como varredura catddica (SKOOG et al., 2007). O grafico
gerado por esse sinal de excitacdo ¢ dado por corrente versus a varredura do potencial,

chamado de voltamograma, sendo um modelo deste representado na Figura 2B.

Figura 2 - (A) Variagdo do potencial aplicado com o tempo. E; = potencial inicial, £,= potencial final, E,,, =
potencial maximo, E,,;, = potencial minimo. A taxa de varredura | dE/dt | =v. (B) Voltamograma representativo
de processo de oxidagdo e redugdo quase-reversivel para paracetamol em eletrodo de ouro. E,,= potencial de
pico anodico, E,.= potencial de pico catddico, I,,= corrente de pico anddico e I,;= corrente de pico catodico.

A) (B) Epa
( 8.0- T
., b
6.0- ! e
< 401 '
=
- 90-
—_—
0.0- e
=
-2.0-.:;-_‘,,,“ ....... 5 Epc
02 00 02 04 06 08 10
E/V

Fonte: adaptado de (BRETT; BRETT, 1993; DOS SANTOS et al., 2008).

Durante a varredura da CV, caso o analito possua eletroatividade, reagdes de
oxidagdo e/ou redugdo irdo ocorrer na superficie do eletrodo de trabalho, conforme mostrado

no voltamograma em pontilhado na Figura 2B. Neste voltamograma ¢é possivel observar a
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forma¢ao de um pico de oxidacdo a medida que o potencial se desloca no sentido anddico
(valores mais positivos). Da mesma forma, no sentido catddico (valores mais negativos)
observa-se a formacao de um pico de reducdo. A corrente medida aumenta até atingir uma
corrente de pico (I,), tanto para o pico anddico (Ip), quanto para o catddico (Ipc), depois esta
cai por esgotamento do analito na superficie do eletrodo de trabalho. As I, sdo geradas nos
seus respetivos potenciais de pico (Ep), anddico (Ep,) € catddico (E,c). Cabe ressaltar que sdo
registradas duas correntes nos voltamogramas, a corrente capacitiva e a corrente faradaica. A
primeira estd relacionada com uma corrente de carga residual do sistema, resultante do
carregamento da dupla camada elétrica na interface eletrodo/solucdo sem a ocorréncia de
qualquer processo de oxidagdo/reducdao. A segunda estd relacionada com a transferéncia de
elétrons resultante dos processos de oxidagdo e reducao na célula eletroquimica (SKOOG et
al., 2007).

Analisando a CV ¢ possivel obter informagdes do comportamento eletroquimico e
outros parametros do composto em estudo, bem como realizar a quantificagdo do analito, uma
vez que a corrente gerada ¢ proporcional a concentracdo do analito na célula eletroquimica.
No entanto, devido a contribuicdo da corrente capacitiva, a CV nao possui grande
sensibilidade, sendo mais utilizada para analises qualitativas. Todavia, outras técnicas mais
sensiveis de voltametria sdo atualmente usadas para determinagdo e quantificacdo de

compostos eletroativos, as quais sdo abordadas neste trabalho e apresentadas a seguir.

1.5.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltamentria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse
Voltammetry) consiste de aplicagdo de pulsos de potencial de igual amplitude (AE,) sobre
uma varredura em forma de escada com incremento (AEg) em intervalos de tempo. As
medidas de corrente sdo feita de forma alternada, uma antes da aplicacdo do pulso (I;),
corrente capacitiva, e outra imediatamente apds o final do pulso (I,), corrente faradaica
(Figura 3A). A diferenca da corrente de pulso ¢ registrada em funcdo do aumento linear da
voltagem resultando em uma curva diferencial com um pico. A Figura 3B representa o
voltamograma de pulso diferencial gerado, mostrando um pico de forma gaussiana, onde ¢é
possivel observar que este apresenta melhores definicdes se comparado aos gerados pela CV.
A altura do pico ¢ diretamente proporcional a concentracdo do analito em estudo (BARD;

FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; SKOOG et al., 2007).
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Figura 3 - (A) sinal de excita¢do para DPV e (B) curva diferencial.
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Fonte: Adaptado (BRETT; BRETT, 1993).

Esta técnica tem como vantagem maior sensibilidade quando comparado a CV e
apresenta limites de deteccdo significativamente menores. Esse fato ¢ devido a melhora na
obtenc¢do da corrente faradaica, uma vez que apds aplicacdo do pulso de potencial, a corrente
faradaica decai menos que a corrente capacitiva, gerando uma maior diferenga entre as
correntes medidas (BARD; FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993; SKOOG et al.,
2007).

1.5.3 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry)
consiste na aplicagdo de uma variagdo de potencial (AE,) na forma de onda sobreposto a uma
rampa de potencial na forma de escada de altura constante (AE;) (Figura 4A). As correntes
elétricas sao medidas no final do pulso direto (1- catddico) e reverso (2- anddico), resultando
em um pico de sinal obtido diferencialmente. O grafico, ou voltamograma gerado por esse
sinal de excitacdo, ¢ dado por corrente versus a varredura do potencial, sendo um modelo
deste representado na Figura 4B (BARD; FAULKNER, 2000; BRETT; BRETT, 1993;
SKOOG et al., 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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Figura 4 - (A) sinal de excitacdo da SWV e (B) representacdo esquematica de um voltamograma de onda
quadrada de um sistema reversivel.
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Fonte: SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003.

Conforme demonstrado na Figura 4B, nesta técnica ¢ obtido como resposta trés
tipos de curva: a corrente I;, registrada no final do pulso direto (corrente direta), a corrente I,
registrada no final do pulso reverso (corrente reversa) e a corrente total Al (corrente
resultante) que corresponde a diferenga entre essas duas anteriores. A corrente I, possui sinal
contrario a I;, logo, a diferenca entre as duas correntes resulta, no final, em uma somatdria.
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A SWYV apresenta as seguintes vantagens em comparacdo as outras técnicas de
pulso: elevada sensibilidade, onde ha excelente discriminacdo entre a corrente capacitiva e a
corrente faradaica; rapido tempo de andlise, uma vez que os experimentos podem ser
executados em alta velocidade de varredura e baixo consumo de espécies eletroativas. Além
disso, enquanto na DPV um ciclo é caraterizado por um unico pulso, na SWV ele ¢
caraterizado por dois ciclos, onde a medida da corrente ¢ feita no final do primeiro pulso e no
final do segundo pulso. Com isso, em processos de oxirreducdo reversiveis, a SWV se
apresenta mais sensivel, visto que a resultante das correntes ¢ a somatoria da corrente direta e
da reversa levando a um aumento de intensidade de sinal (SKOOG et al., 2007; SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003).

1.5.4 Voltametria de redissolucdo

As técnicas de redissolucdo (do inglés, stripping) consistem em uma etapa de pré

concentragdo quantitativa do analito no eletrodo de trabalho seguida de uma etapa de deteccao
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voltamétrica. Inicialmente o analito ¢ depositado na superficie do eletrodo e, apos
determinado tempo de eletrodeposi¢do, aplica-se um procedimento voltamétrico. Nesta
segunda etapa o analito € retirado ou redissolvido do eletrodo. Como consequéncia, ha maior
aumento da corrente medida com diminuicao significativa dos limites de detec¢do alcangados
para estas substancias, ja que a etapa de eletrodeposi¢do concentra o analito e permite a
determinagdo de quantidades bastante baixas (SKOOG et al., 2007).

As principais técnicas que se utilizam de processos de pré-concentragdo sao:
stripping voltamétrico anddico e stripping voltamétrico catddico. Nos métodos de stripping
anddico, o eletrodo de trabalho funciona como um catodo durante a etapa de deposicdo e
como um anodo, na etapa de redissolucdo, com o analito sendo oxidado de volta a sua forma
original. Em um método de stripping catddico, o eletrodo funciona como um anodo durante a
etapa de deposicdo e como um catodo, na de redissolucdo A pré-concentragdo pode ser
realizada por adsor¢do ou aplicando-se um potencial de deposi¢ao.

Nos métodos de stripping adsortivo (AdSV, do inglés, adsorptive stripping
voltammetry) ocorre uma adsorcao fisica do analito na superficie do eletrodo de trabalho.
Apos o acumulo, o material depositado ¢ determinado por medidas voltamétricas e entdo,
redissolvido para a solucdo. Estes métodos sdo bastante similares aos de stripping anddico e
catodico e podem também ser associados, ou seja, se uma molécula ¢ adsorvida e seu produto
gerado ¢ usado para detecgdo, tem-se uma voltametria de redissolucao adsortiva catodica (ou
anddica).

O presente trabalho utiliza a técnica de SWCSV onde o analito alvo ¢ pré-
acumulado por eletrodeposicao e posteriormente redissolvido para a solugdo através da
varredura catodica de onda quadrada. E importante destacar que para o aumento na magnitude
de corrente e, consequentemente, um ganho de sensibilidade, o potencial aplicado no eletrodo

de trabalho e o tempo desta aplicagdo, precisam ser avaliados e otimizados.

1.6 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

O diamante ¢ um isolante elétrico, porém pode suportar campos elétricos muito
intensos, sendo assim, um material atraente para ser utilizado em aplicacdes eletronicas,
principalmente quando se torna condutor pela introdugdo de portadores de carga. O boro pode
ser incorporado ao diamante para produzir um material semicondutor e vem sendo um dos
mais utilizados, onde os niveis de dopagem podem variar de 10 a 20000ppm (SALAZAR-

BANDA et al., 2006). As caracteristicas semicondutoras fornecidas ao diamante permitiram o
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seu uso em diferentes areas, incluindo o desenvolvimento de eletrodos para aplicagdes
eletroquimicas. O BDDE tem sido extensivamente estudado e utilizado em diversas areas da
eletroquimica nos ultimos anos. Este fato ¢ devido as suas propriedades favoraveis
(LOURENCAO et al., 2020; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SOUSA et al., 2019), como:

e ampla janela de potencial que permite a investigagdo de numerosas espécies
eletroativas em potencias altamente catodicos ou anddicos;

e baixa capacitancia da dupla camada, juntamente com uma baixa corrente de
fundo, resultando em relagdes sinal-ruido favoraveis para uma detec¢do de alta
sensibilidade;

e resisténcia a espécies adsorventes, tornando-os altamente resistentes a
incrustagdo na superficie do eletrodo que, consequentemente, aumenta a
estabilidade da reposta eletroquimica no BDDE;

e cinética de transferéncia de carga rapida para muitos sistemas redox e,

e cstabilidade microestrutural sob condigdes adversas, quando comparadas a
maioria dos eletrodos solidos.

Estas caracteristicas tornam o BDD um material de eletrodo muito atraente e versatil para
aplicagdes analiticas.

Cabe ressaltar que, o uso do BDDE em eletroanalise ¢ dependente das suas
propriedades fisicas, quimicas e eletronicas. Essas propriedades sdo comumente afetadas pela
quantidade e tipo de dopante, fatores morfologicos e defeitos no filme, presenga de impurezas
(carbono sp?), orientagdo cristalografica e terminacio de superficie (hidrogénio ou oxigénio).
Esta terminagdo superficial pode ser gerada usando tratamentos eletroquimicos de reducao ou
de oxidagdo (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010; SALAZAR-BANDA et al., 2006).
Dessa forma o tratamento da superficie do BDDE pode ser catédico ou anddico. No
tratamento catddico, ocorre a reducdo da dgua fazendo com que a superficie do eletrodo
apresente terminagdes em hidrogénio, conforme evidenciado na Figura 5A. Ja no tratamento
anddico, ocorre a oxidacdo da agua fazendo com que a superficie do eletrodo apresente
terminagdes em oxigénio conforme evidenciado na Figura 5B (SALAZAR-BANDA et al.,
2006).
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Figura 5 - Superficie do eletrodo BDD apos tratamento (A) Catodico e (B) Anddico.
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Fonte: (SOUZA, 2018).

A terminagdo superficial € o fator mais complexo que pode influenciar na resposta
eletroquimica do BDDE. Se por um lado o eletrodo constituido por terminacdes superficiais
de hidrogénio apresenta cardter hidrofobico, afinidade eletronica negativa e alta
condutividade, por outro, as terminagdes superficiais em oxigénio possuem natureza
hidrofilica, apresenta afinidade eletronica positiva e tem baixa condutividade (OLIVEIRA;
OLIVEIRA-BRETT, 2010; SOUSA et al., 2019).

A literatura relata muitos trabalhos utilizando o tratamento anddico para
polarizagdo do BDDE. No entanto, estudos realizados por Oliveira e Oliveira-Brett (2010),
sobre o efeito causado pelo pré—tratamento eletroquimico catdédico sobre a resposta
eletroquimica do BDDE, demonstraram, através de CV, DPV e espectroscopia de impedancia
eletroquimica, superioridade do BDDE apds tratamento catodico frente a polarizagdo anodica.
A interacdo e adsor¢do das espécies eletroativas na superficie do BDDE pré-tratada
catodicamente ¢ facilitada pela maior condutividade do BDDE (maior velocidade de
transferéncia de carga). O BDDE pré-tratado anodicamente ¢ influenciado pela adsorcao de
radicais hidroxilas durante o tratamento, logo a superficie ndo se encontra completamente
inerte levando uma queda na resposta (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010).

Os pré-tratamentos eletroquimicos adequados podem ser uma forma de obter
propriedades de deteccdo mais adequadas como, por exemplo, maior intensidade do sinal,
melhor defini¢do do pico e/ou deslocamento benéfico do potencial redox. Dessa forma, uma
compara¢cdo entre a resposta eletroquimica do eletrodo pre-tratado catodicamente e do
eletrodo pré-tratado anodicamente deve ser feita a fim de obter as melhores condi¢des para

deteccao dos analitos eletroativos no BDDE (LOURENCAO et al., 2020).
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Dessa forma, considerando todas as propriedades abordadas, o presente trabalho
apresenta o desenvolvimento de um método para determinagdo seletiva da AMI usando

SWCSV em BDDE para aplicacdo em amostras de urina.



34

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método eletroanalitico simples, rapido e de baixo custo para
determinagdo sensivel e seletiva da AMI em amostras de urina para controle de doping

usando BDDE.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar o comportamento eletroquimico da AMI no BDDE em diferentes
eletrolitos e pH por CV;

e Escolher o melhor pH e eletrdlito para detectar a AMI;

e Otimizar as técnicas voltamétricas pulsadas, DPV e SWV, a fim de escolher a
melhor técnica para determinacao da AMI;

e Otimizar os parametros analiticos como, limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificagdo (LOQ), linearidade, reprodutibilidade e repetibilidade para
determinagdo da AMI;

e Realizar estudos de adicdo e recuperacdo para avaliar os efeitos de matriz,
bem como investigar os possiveis interferentes nas amostras de urina;

e Determinar o numero de elétrons envolvidos nas reagdes da AMI utilizando
BDDE e investigar os respectivos mecanismos.

e Aplicar o método desenvolvido em amostras reais de urina.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados no preparo das solucdes de analitos e eletrdlitos suporte
foram de grau analitico com pureza superior a 99 %. As solucdes foram preparadas utilizando
agua deionizada obtida pelo sistema de purificacdo Mili-Q plus (Millipore), cuja resistividade
foi igual ou superior a 18,2 MQ cm. AMI foi obtida da Sigma-Aldrich (Lancashire, Reino
Unido). A solugio estoque de AMI a 10? mol L™ foi preparada em metanol de grau HPLC e
entdo diluida nos eletrolitos de suporte estudados neste trabalho.

O estudo de pH entre 2 a 12 foi conduzido em solugdes tampao B-R, conforme
procedimento de preparacao descrito por Fatibello-Filho (2016) para obtengdo de uma forga
16nica (0,1 M) constante em todos pHs avaliados. Os reagentes utilizados na preparagao deste
tampao foram acido acético, acido borico e acido fosférico adquiridos da Merck (Rio de
Janeiro, Brasil) e o pH foi ajustado pela adigio de uma solugio de 1,0 mol L' de hidroxido de
sodio ou acido cloridrico da Vetec (Duque de Caxias, Brasil). Outros reagentes para o estudo
de eletrdlito foram utilizados: acido sulfurico e &cido cloridrico da Dinamica® (Diadema,
Brasil). Ainda o 4cido sulfurico foi utilizado para tratamento e limpeza do BDDE.

Os estudos de interferéncia foram realizados na presenga de acido ascorbico (AA)
e acido urico (AU), ambos da Sigma-Aldrich (Lancashire, Reino Unido). Os padroes AA e
AU foram diluidos no eletrolito otimizado em concentragdes de 1,0 a 1000 vezes maiores do
que as solugdes de AMI.

As amostras de urina humana foram coletadas de voluntarios saudaveis em frasco
coletor universal estéril e analisadas dentro de até¢ 2 horas apos coleta. Os frascos com as
amostras foram envoltos de papel aluminio para evitar qualquer reagdo sensivel a luz dos
componentes da urina.  Os voluntdrios ndo fizeram uso da AMI ou de qualquer outra
medicagdo e nenhum procedimento adicional foi necessario. As urinas coletadas foram
diluidas 10 vezes em eletrolito suporte otimizado para detec¢do pelo método proposto e
utilizadas para estudos de adicao e recuperagdao da AMI.

Um gés de nitrogénio puro foi borbulhado em todas as solugdes estudadas por 5

minutos para remover o oxigénio antes das analises por CV.
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3.2 Instrumentacao

As medicoes eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 da Autolab (Eco Chemie, Holanda) (Figura 6)

acoplado a um computador e controlado pelo software NOVA 2.1.

Figura 6 - Potenciostato/galvanostato Autolab/PGSTAT 101.

GALVANOSTAT .

PGSTAT101 O

1o

Fonte: Metrohm.

Os estudos voltamétricos foram realizados em uma célula eletroquimica contendo
trés eletrodos (Figura 7A), cujo compartimento tinha capacidade de volume de dois
mililitros. Um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 4 ) (Figura 7A-a) e um fio de platina (Figura 7A-b)
foram usados como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente. O eletrodo de trabalho
utilizado foi uma placa (1 cm x 1 cm) contendo um filme de diamante dopado com boro com
nivel de dopagem de 8000 ppm (NeoCoat SA, La Chauxde-Fonds, Sui¢a) (Figura 7A-c). A
area de trabalho do eletrodo (0,13 cm?) foi definida pressionando a placa de diamante dopado
com boro contra um O-ring (didametro de 0,4 cm de borracha adequada colocada em um
orificio no fundo da célula). O contato elétrico do eletrodo de trabalho foi feito através de uma
placa de cobre (Figura 7A-d). O eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro pode ser
melhor visualizado na Figura 7 B, assim como a morfologia de sua superficie obtida por

microscopio eletronica de varredura (MEV) na Figura 7 C.
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Figura 7 - (A) Célula eletroquimica utilizada nos estudos contendo a) eletrodo de referéncia, b) eletrodo
auxiliar, c) eletrodo de trabalho e d) placa de cobre. (B) Visualizagdo do tamanho real da placa de BDDE em
comparagdo a uma moeda. (C) Imagem obtida MEV da morfologia da superficie do BDDE usado neste trabalho.

(B)
BDDE

lcm

Fonte: (A) (TEOFILO, 2018).
(B) e (C): proprio autor.

A morfologia superficial do BDDE foi examinada usando um microscopio
eletronico de varredura da TESCAN modelo VEGA3 LMH (Republica Tcheca).

As andlises dos produtos de eletrolise usados para determinagdo do mecanismo de
oxirreducdo proposto neste trabalho foram realizadas por espectroscopia no infravermelho

com transformada de Fourier (FTIR) em um espectrometro da Varian modelo 640-IR.

3.3 Detecg¢do eletroquimica

O comportamento eletroquimico da AMI em BDDE foi inicialmente investigado
por CV em pH 2 a 12 utilizando o tampao B-R. Definido o pH que apresentava melhor sinal
analitico, outros eletrolitos suporte foram testados e comparados. Foram também utilizadas
solugdes de acido cloridrico e 4cido sulftrico.

Foi avaliado o efeito da ativagdo eletroquimica prévia da superficie do BDDE,
cujo pré-tratamento catdédico e anddico foram realizados. O BDDE foi pré-tratado
catodicamente aplicando +0,001 A por 120 s e, em seguida, aplicou-se —0,030 A por 360 s em
0,5 mol L' H,SO4. Para o tratamento anddico, o inverso foi realizado, aplicando
primeiramente —0,030 A por 360 s seguido por +0,001 A por 120 s (SALAZAR-BANDA et
al., 2010). O melhor pré-tratamento foi escolhido em fun¢ao da melhor resposta eletroquimica
para detecgdo da AMI, considerando a sensibilidade e estabilidade do sinal obtido. O pré-

tratamento do BDDE foi realizado antes do inicio de cada analise.
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Para o comportamento eletroquimico da AMI em regides mais catodicas foi
utilizado um GCE modificado com filme de mercurio. A superficie do GCE foi polida com
alumina, lavada e sonificada por 60 segundos em metanol. O mercurio foi depositado a partir
de solugdo de Hg (I) 1,0 x 10° mol L™ em tampdo B-R 0,1 mol L' pH 2 aplicando-se as
seguintes condi¢des: Potencial de deposicao=- 1,0 V e tempo de deposi¢ao = 60 s.

Os parametros SWCSV foram otimizados para deteccdo de AMI estudando a
variacao da amplitude de 10-100 mV, escada de potencial (step) de 2—12 mV, frequéncia de
10—100 Hz, potencial de acumulacao de 1,2-2,2 V e tempo de acumulagao de 0—60 s.

As medidas voltamétricas foram realizadas em solugdes desaeradas através de

borbulhamento de gés nitrogénio por 5 min antes das analises por CV.

3.4 Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade

Os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade foram realizados usando trés
BDDEs diferentes, nos quais dez (N= 10) voltamogramas consecutivos de solucdes padrao
AMI foram registrados por SWCSV sem pré-tratamento do eletrodo de trabalho entre as
medicoes. Os desvios padrao relativos (DPR) obtidos das correntes de pico de AMI foram

calculados conforme a Equagao 1:

DPR =— (1
onde s € o desvio padrao e X ¢ a média das correntes de pico apresentadas em cada andlise.

O mesmo BDDE também foi avaliado em dias diferentes com pré-tratamento
catédico e anddico entre as medi¢cdes (N = 10). O DPR também foi calculado para as

correntes de pico da AMI.

3.5 Estudo de linearidade e sensibilidade

A curva analitica foi avaliada em triplicata para determinacdo da AMI apds todas
as otimizagdes dos parametros da SWCSV. A sensibilidade da metodologia foi obtida pela
inclinagdo da regressdo linear da curva de calibragdo analitica, sendo a partir desse valor
realizado o calculo do LOD e LOQ, conforme Equagdes 2 e 3, respectivamente.

LOD = 3XSb (2)

m

10X sp

LOQ

€)

m
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onde Sy € o desvio padrao do branco e m € o coeficiente angular da regressao obtida da curva

analitica.

3.6 Estudos de adi¢do e recuperacio

Estudos de adi¢do e recuperagdo foram realizados para determinacdo da AMI em
amostras de urina. Volumes conhecidos de amostras padrdo foram preparados em
concentragdes crescentes e adicionados as amostras de urina previamente diluidas no
eletrolito suporte selecionado (10 vezes). Cada uma das solugdes foi preparada e analisada em
triplicata. A taxa de recuperacgao foi calculada a partir das correntes de pico geradas conforme

equagdo abaixo:

[Ap]-[A
Yoreuperagio = 1 % 100 ©

onde A4 € a concentragdo da amostra dopada, A é a concentragdo da amostra e P, ¢ a

concentragdo do padrdo que foi adicionada na amostra.

3.7 Calculo do numero de elétrons

A fim de propor um mecanismo de oxirreducdo para todos os processos
eletroquimicos da AMI apresentados no BDDE, foi investigada a relacio do numero de
elétrons e protons envolvidos em cada processo redox. O numero de elétrons foi calculado
usando curvas de Tafel corrigidas para transporte de massa e pela técnica de SWV, onde ¢
possivel estimar o valor do coeficiente de transferéncia de carga (o) na superficie do eletrodo

de trabalho, de acordo com a Equacao 5 abaixo (FATOUROS; KRULIC, 1998):

__ 17RT
W1/2F

)

onde R corresponde & constante dos gases (8,314 K™ mol™"), T a temperatura (298,15 K), F
¢ a constante de Faraday (96485 C mol™") e W, corresponde & largura do pico 4 meia altura,
para o voltamograma de onda quadrada. A SWYV foi realizada com parametros especificos:
step de SmV, amplitude de 30mV e frequéncia de 25Hz (BARD; FAULKNER, 2000;
BRETT; BRETT, 1993). O valor da largura do pico a meia altura encontrado foi substituido
na Equacao (5).

O grafico de Tafel foi construido a partir de pontos obtidos na CV em baixa

velocidade de varredura, 10 mv s™', com comportamento linear entre o logaritmo natural da
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corrente versus o potencial. Diante do coeficiente angular da reta, este foi substituido na

Equagdo 6 abaixo:
__RTD

n= oc_F (6)
onde n corresponde ao nimero de elétrons, R a constante dos gases, T a temperatura, b ¢ o
coeficiente angular da reta de Tafel, « ¢ o coeficiente de transferéncia de carga obtido pela

Equacao (5), e F a constante de Faraday.

3.8 Estudos de interferentes

A fim de determinar AMI em amostras de urina, foram avaliados os principais
interferentes encontrados nesta amostra bioldgica, o AU e AA. Dessa forma, foram analisadas
solucdes de AMI na presenca de AU e AA. As interferéncias foram avaliadas mantendo a
concentracdo de AMI constante e aumentando as concentragdes de AU ou AA (de 1 até
1000). A concentracdo de AU foi aumentada apenas até 100 vezes devido a sua baixa

solubilidade no eletrdlito suporte otimizado para detecgdo da AMI.

3.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os produtos dos processos de oxidagdo da AMI foram analisados usando
FTIR. Uma eletrélise de solugdo de AMI foi realizada (apds pré-tratamento catodico) usando
a técnica de cronoamperometria com potenciais aplicados a +1,3 Voua +1,8 V (vs Ag/AgCl),
ambos por trés horas. Os produtos de reacdo obtidos foram liofilizados e analisados. Os
espectros de FTIR foram obtidos em peletes prensados de KBr (40,0 mg de KBr anidro)
preparados com 1,0 mg do material s6lido coletado (eletrolisado e liofilizado) ou com pod de
padrao analitico AMI. Os espectros foram registrados na faixa espectral de 400 a 4000 cm’

1 1 ~
usando 4 cm™ de resolucao e 64 varreduras.



41

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Comportamento eletroquimico da AMI

O comportamento eletroquimico da solucio de 1,0 mmolL'de AMI foi
investigado por CV usando o BDDE em 0,1 mol L de solugdes tampdo B-R na faixa de pH
de 2,0 a 12,0 (Figura 8A), cujo estudo mostrou que os processos eletroquimicos sao
dependentes do pH. No sentido de melhorar a visualizagdo de cada processo redox da AMI
nesse estudo de pH, recortes dos CV foram plotados para esses processos nas Figuras 8B, 8C

e &D.

Figura 8 - Voltamogramas obtidos por CV de 1,0 mmol L' AMI em solugdes tampao B-R 0,1 mol L' com
diferentes valores de pH no BDDE. Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na direcdo
positiva para +2,2 V com uma taxa de varredura de 50 mV s™, onde os CVs completos sdo mostrados em (A) e a
inser¢do ¢ um zoom dos processos redox da AMI. Para uma melhor visualizagdo desses processos
eletroquimicos, as linhas dos CVs foram recortadas e plotadas separadamente em torno de +0,3 V (B); +1,3V e
+1,5V (C); ¢-0,3 V (D).
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Como pode ser visto na Figura 8A, devido a ampla janela de potencial estudada
no BDDE neste estudo de pH (1,5 V a 2,2 V), as altas correntes capacitivas geradas nas
descargas da dgua, tanto na sua oxidagao quanto na redug¢do, dificultaram a visualizagcdo dos
processos faradaicos da AMI no BDDE. Dessa forma, inserido na Figura 8A, pode ser visto a
ampliacio para mostrar a regido de potencial dos processos eletroquimicos do analito. E
possivel observar a formagdo de quatro processos. O primeiro processo, melhor visualizado
na Figura 8B, ¢ uma oxida¢ao por volta de +0,3V que teve sua corrente de pico aumentada
conforme foi aumentando o valor de pH. Esse aumento se deu do pH 2,0 ao pH 9,0, sendo
diminuido no pH 10 e ndo mais aparecendo no pH 11 e 12. Ainda, pode-se observar um leve
deslocamento dos potenciais de pico para potenciais mais negativos a medida que o pH foi
aumentando. Posteriormente, dois processos de oxidacdo sdo visualizados, um por volta de
+1,3V e ou outro por volta de +1,5V, conforme demonstrado na Figura 8C. Essas oxidagdes
apresentaram melhores defini¢des de pico em pH mais 4cidos, quando, a partir do pH 8, ndo
se consegue ter uma boa separacdo dos mesmos, se apresentando apenas como um pico apos o
pH 9. Nestes dois processos também ha a influéncia do pH nos potenciais de pico, sendo estes
deslocado para esquerda, ou seja, também no sentido de potenciais mais negativos. O quarto
processo eletroquimico visualizado neste estudo ¢ um processo de reducdo por volta de -0,3
V, melhor representado pela Figura 8D. Neste processo, 0s picos apresentaram maiores
correntes ¢ melhores definicdes em baixos pH, de 2 a 5. A partir do pH 6 nao ¢ possivel
visualizar mais nenhum processo de redug¢do ocorrendo para a AMI. Da mesma forma que os
outros processos eletroquimicos, também hé influéncia do pH nos potenciais de pico, sendo
estes deslocados levemente para potenciais mais negativos com o aumento do pH.

Devido ao objetivo de detectar a AMI em amostras de urina e sabendo que nesta
matriz biologica hd sempre a presenca de dois compostos eletroativos, AA e AU, foi
escolhido, para a detec¢do, um processo de reducdo deste composto no BDDE. Isso porque, o
AA e AU possuem processos de oxidagdo bem definidos em diferentes sensores
eletroquimicos, tal como no BDDE (LIMA et al., 2018). Deste modo, o pH 2,0 foi escolhido
devido as correntes de pico mais altas e bem definidas para um processo de reducdo da AMI
em torno de -0,3 V. O CV da AMI no BDDE em 0,1 mol L™ solugio tampdo B-R em pH 2,0

¢ mostrado, separadamente, na Figura 9.
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Figura 9 - CV obtido no BDDE em 0,1 mol L' tamp&o B-R pH 2,0 sem (linha preta) e com adig¢io de 1,0 mmol
L' AMI (linha vermelha). Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na dire¢io positiva com
uma taxa de varredura de 50 mV s”'. A inser¢do ¢ um zoom para mostrar um ligeiro processo de reducio da AMI
em torno de +0,15V.

100-
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A Figura 9 mostra cinco processos eletroquimicos para AMI no BDDE em
solucao tampao BR pH 2,0, dos quais trés sdo processos de oxidacao em torno de +0,3 V
(Ox;), +1,3 V (Ox;) e +1,5 V (Ox3), e dois sdo processos de redugdo em torno de +0,2 V
(Red;) (melhor notado na insercdo da Figura 9) e em —0,3 V (Red;). Outros eletrolitos
suporte em meios mais acidos formam também avaliados com o intuito de buscar as melhores
condigdes eletroliticas para detectar a AMI no BDDE. No entanto, em meio de &cido
sulfirico, em concentragdo superior a 0,01 mol L'l, independentemente do meio acido, 1,0
mmol L™ de AMI precipitou nestas solugdes. Enquanto na presenca de acido cloridrico 0,1
mol L' nenhuma precipitagio foi observada apos a adigdo de 1,0 mmol L™ de AMI. Esse
fendmeno provavelmente ocorreu devido a precipitacdo de um sal da AMI com o sulfato, uma
vez que houve precipitacdo também da AMI quando foi adicionada em 0,1 mol L' de solugdo
de sulfato de so6dio, mesmo em meio 4cido com adicdo de acido cloridrico 0,1 mol L. De
qualquer forma, os voltamogramas realizados em meio de 4cido cloridrico ndo apresentaram
picos definidos da AMI. Assim, um outro eletrélito suporte em pH 2,0 foi avaliado, como

a solucio tampdo fosfato 0,1 mol L™, conforme mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - CVs de solugdo AMI 1,0 mmol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0 (linha preta) e tamp&o B-R
0,1 mol L' pH 2,0 (linha vermelha) no BDDE. Taxa de varredura: 50 mV s™'. Todos os potenciais de varreduras
foram iniciados em -0,6 V na dire¢ao positiva.
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A Figura 10 demostra que em pH 2,0 usando o tampao fosfato (voltamograma em
preto) as I, foram inferiores quando comparadas as obtidas no tampdo B-R (voltamograma em
vermelho), principalmente, para os processos Ox, e Ox3 da AMI. No processo de interesse
para detectar a AMI, o Red,, o tampdo B-R mostrou que I,,. também foi ligeiramente superior,
justificando sua escolha e utilizagdo nos proximos estudos como eletrolito suporte para
determinar esse diurético em urina. Cabe mencionar que, o primeiro processo de oxidagdo da
AMI (Ox;) nao foi notado em ambos eletrélitos. O motivo da auséncia deste processo
eletroquimico foi devido a menor janela de potencial avaliada no BDDE nesse estudo
mostrado na Figura 10. O entendimento desse comportamento eletroquimico e dos demais
processos relacionados a AMI sdo abordados posteriormente e a avaliacao dos diferentes pré-
tratamentos (catddicos ou anodicos) do BDDE utilizando CV em solugdo tampao BR pH 2,0

(Figura 11).



45

Figura 11 - CVs da solugio de AMI a 1,0 mmol L' em tampdo B-R 0,1 mol L pH 2,0 apds pré-tratamento
catodico (linha preta) e anddico (linha vermelha) do BDDE. Taxa de varredura 50 mV s™'. Todos os potenciais
de varreduras foram iniciados em -1,5 V na diregdo positiva para +2,2 V.
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Apesar do CV apresentado na Figura 11 ter sido recortado para melhor
visualizacdo dos processos redox da AMI, € possivel notar que o potencial do inicio de
varredura na CV foi realizado em um valor que -1,0 V e, nesse caso, o Ox; ¢ novamente
observado no BDDE. Em relagdo ao comportamento eletroquimico da AMI em fung¢do dos
pré-tratamentos do BDDE, ha uma pequena diferenga na I, para os processos redox da AMI
em Ox, e Ox3 e uma diferenca um pouca mais significativa na I na Red,. Embora, o pré-
tratamento anodico tenha mostrado um maior I,. para detectar a AMI, o pré-tratamento
catodico do BDDE foi selecionado devido a sua melhor estabilidade da resposta, como ja
demonstrado em outros trabalhos usando este eletrodo (BRETT; BRETT, 1993; MORAES et
al., 2017). Nesse trabalho também demonstramos, apds otimizagdo da técnica de SWV, que
uma maior repetibilidade do sinal para detectar a AMI foi obtida usando o pré-tratamento
catodico. A justificativa para maiores I, para AMI no tratamento anddico do BDDE pode ser
devido a melhor afinidade dessa molécula com as terminagdes de oxigénio geradas nesse

tratamento.
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O estudo da taxa de varredura também foi realizado pela técnica CV com o
objetivo de avaliar o controle do transporte de massa da AMI no BDDE referente aos

processos redox deste analito (Figura 12).

Figura 12 - CVs em diferentes velocidades de varredura (10 a 800 mV s™) para 1,0 mmol L' de AMI em 0,1
mol L™ tampdo BR pH 2,0 no BDDE. Todos os potenciais de varreduras foram iniciados em -1,5 V na diregao
positiva para 2,2 V.
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Como pode ser visto na Figura 12, as I, para todos os processos eletroquimicos de
AMI aumentam com a velocidade de varredura no BDDE, mostrando também um ligeiro
deslocamento dos E,. Neste estudo, as I, para os processos redox de AMI apresentaram um
comportamento mais linear em relagdo a raiz quadrada da velocidade de varredura (v %)
(Figura 13) do que em funcdo apenas de v (Figura 14), sugerindo que esses processos

eletroquimicos sao controlados por difusdo no BDDE.
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Figura 13 - Grafico da corrente de pico (I,) vs raiz quadrada da velocidade de varredura (v 2) obtida a partir da
Fig. 12 para os processos eletroquimicos da AMI no BDDE: Ox; (A), Ox, (B), Ox; (C) ¢ Red, (D).
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Figura 14 - Grifico da corrente de pico (I,) vs velocidade de varredura (v) obtida a partir da Fig. 12 para os
processos eletroquimicos da AMI no BDDE: Ox, (A), Ox, (B), Ox; (C) e Red, (D).

20+
(A) ° 50 (B) 2
154 (* ] 40- (" ]
|
s ° £'30 *
&10- % o
= N °
~= ]
ol o 204
» * ]
™ 10
0 T T T T T ' ! T T T
0,0 0,2 0,41 0,6 0’8 0;0 0:2 0;7V _?,6 0,8
vIVs v/IVs
201 [+ |
%1 (0 401 (p) °
1 30+
| " e :
6;10- ° % 204 °°
~ : &
o P | 10],
(- : : : , gl . . . ‘
el P 00 02 04 06 08
v/IVs N



48

Conforme observado no estudo de velocidade de varredura, os coeficientes de

172

correlacdo lineares (r%) dos graficos I, vs v ' (Figura 13) foram melhores e todos maiores do

que 0,99, cuja as regressoes obtidas sao dadas pelas seguintes equagoes:

Lyaoxi, (MA) = 0,89 (+0,01) + 21,63 (+ 0,01)v*/2 (mV s71) (7)
Lyqoxi, (A) = 1,21 (£ 0,07) + 45,1 (+ 1,3)v/2 (mV s71) ®)
Lyaoxi, (MA) = 2,16 (+ 0,04) + 21,14 (+ 0,09)v*/? (mV s71) )
Lycrea, (PA) = —8,73 (+ 0,07) + 41,6 (£ 1,8)v/? (mV s71) (10)

No sentido de comprovar se o transporte de massa dessas reagdes redox da AMI ¢
realmente controlado por difusdo no BDDE, foram avaliados os graficos de log I, vs log v dos
CVs, (Figura 15), os quais também mostram relacdes lineares (r 2> 0,99), cujas regressoes

sdo dadas pelas seguintes equagoes:

1081, on, (HA) = —4,64 (£ 0,02) + 0,47 (£ 0,02) log v (mV s™*) (11)
10g1, 10, (HA) = —4,25 (4 0,02) + 0,38 (& 0,02) log v (mV 5™ (12)
10g1, 40, A) = —4,63 (£ 0,02) + 0,41 (£ 0,01) log v (mV s™hH (13)
1091, cpeq, WA = —4,35 (£ 0,01) + 0,30 (£ 0,01) log v (mV s™H (14)

Figura 15 - Grafico de log Ip vs log v obtido a partir da Figura 12 para os processos eletroquimicos da AMI no
BDDE: Ox, (A), Ox, (B), Ox; (C) e Red, (D).
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Os valores dos coeficientes angulares obtidos nas regressdes lineares do estudo
entre log I, vs log v (Figura 15) sdo proximos a 0,5 para todos os processos redox da AMI no
BDDE, corroborando e indicando que esses processos eletroquimicos sao todos controlados
por difusdao (BRETT; BRETT, 1993). A dependéncia desses processos eletroquimicos da
AMI no BDDE foi avaliada em varreduras sucessivas neste eletrodo com diferentes janelas de

potencial (Figura 16).

Figura 16 - CVs registrados em BDDE em tampéo B-R pH 2,0 com taxa de varredura: 50 mVs ~' com diferentes
janelas de potencial em (A) de -0,5 V a +0,5 V sem (linha preta) e com adi¢do de 1,0 mmol L' AMI ( linha
vermelha) e em (B) de -0,6 V a 1,3 V para a primeira varredura (linha preta) e a segunda varredura (linha
vermelha), além de -0,6 a 2,2 V para a primeira varredura (linha verde) e a segunda varredura (linha azul). A
inser¢do ¢ um zoom para mostrar claramente um processo de redugdo de AMI em torno de +0,15 V com seu
processo redox reversivel. Todas os potencias de varreduras se iniciaram em -0,5V no sentido catodico.
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Nota-se na Figura 16A que quando o CV foi realizado na janela de potencial mais
estreita, de -0,5 a +0,5 V, nenhum processo eletroquimico foi observado para AMI no BDDE
em tampao B-R pH 2,0, indicando uma dependéncia do processo Ox; e dos processos Red;
Red, com outros processos redox apresentados anteriormente para esta droga na Figura 9. Por
outro lado, a Figura 16B mostra que as Red; e Red, da AMI sdao dependentes de Ox; e Oxs,
respectivamente. A dependéncia da Red; pode ser confirmada quando a janela de potencial
teve o potencial de inversdo na CV no E, da Ox,, uma vez que nessa condi¢do o produto
oxidado neste processo ¢ agora reduzido e notado (Red;), como pode ser melhor visualizado
na amplia¢ao do voltamograma em preto (para primeira varredura) na Figura 16B.

Além disso, nessa mesma janela de potencial, a insercao da Figura 16B mostra um
novo processo de oxidacdo (Ox4) em torno de +0,15 V para AMI na segunda varredura no
BDDE (voltamograma em vermelho), indicando um processo eletroquimico reversivel

(Red;/Ox4) que esta relacionado ao produto da reducao gerada na Red;, visto que a Ox4 6 ¢
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apresentada na segunda varredura. Na ampliagdo da Figura 16B, este processo reversivel
(Red;/Ox4) de AMI (AE, =30 mV) tem suas I, mais nitidas quando o potencial de inversdo na
CV ¢ finalizado no E, da Ox; (em +1,3 V), indicando que na Ox3 provavelmente, ocorre a
oxidagdo do produto gerada em Ox,, e assim, diminui a quantidade de espécies para o
processo redox Red;/Oxy.

Cabe destacar que a Red; ndo foi observada quando a janela de potencial teve o
potencial de inversdo finalizado no E, da Ox,, tanto para primeira quanto para segunda
varredura da CV. Dessa forma, a dependéncia da Red, pode ser relacionada ao processo Oxgj,
pois este processo somente foi exibido quando o potencial de inversdo na CV foi finalizado
ap6s o Ox;3 (voltamograma em azul da Figura 16B). E importante mencionar que, o inicio da
varredura foi realizado, primeiramente, sempre em dire¢do a regido catodica, conforme
indicado pelas setas na Figura 16B, e por isso na primeira varredura (voltamograma em verde)
a Red, ndo ¢ apresentado, o que também confirma sua dependéncia de outros processos
eletroquimicos no BDDE.

Por fim, ¢ preciso novamente ressaltar que, nos estudos realizados na Figura 16,
nao foi observado o primeiro processo de oxidagao da AMI (Ox;) a +0,3 V no BDDE devido
a menor janela catddica neste estudo (com potencial de inversdo em -0,5 V). Desse modo,
outras janelas de potenciais mais catodicas foram investigadas para avaliar a geragdao da Ox;
usando o BDDE, bem como um GCE modificado com filme de mercurio para verificar algum

processo de reducdo da AMI em valores de potencial mais baixos do que —0,6 V (Figura 17).

Figura 17 - (A) CVs registrados em solugo 1,0 mmol L' AMI em tampao B-R 0,1 mol L! pH 2,0 no BDDE.
As varreduras foram iniciadas em diferentes potenciais (Eo, de -0,5 a -1,5 V) na diregdo positiva com uma taxa
de varredura de 50 mV s”'. A inser¢do é um zoom para mostrar claramente o processo de oxidagio de AMI em
torno de +0,4 V. (B) CV obtido usando GCE com filme de mercirio em tampio B-R 0,1 mol L' pH 2 sem (linha
preta) e com adi¢do de 1,0 mmol L' de AMI (linha vermelha). Taxa de varredura de 50 mV s™.
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Como pode ser visto na Figura 17A, a Ox; da AMI em +0,3 V ¢ claramente
notado no BDDE quando as varreduras foram iniciadas em potenciais Ey menores que -1,0 V
(voltamograma em verde). De acordo com este estudo apresentado na Figura 17A, a primeira
oxidagdo processo de AMI ¢ dependente de algum produto gerado por outro processo de
reducdo na superficie do BDDE em potenciais negativos maiores que -1,0 V. Todavia, devido
a descarga do solvente (reducdo da dgua) no BDDE nessa faixa de potencial, ndo ¢ possivel
observar um processo de redugao da AMI usando este eletrodo. Por outro lado, de fato
processos de reducao da AMI ja foram reportados em potenciais altamente negativos usando o
eletrodo de mercirio suspenso (DME — do inglés dropping mercury electrode) (MARTIN et
al., 1999), onde dois processos catodicos foram observados com E,. a —0,9 e —1,3 V (vs
Ag/AgCl) em meio 0,04 M acido bdrico/borato de sodio pH 9,0. Nesse sentido, a fim de
confirmar este comportamento eletroquimico da AMI, foi usado um GCE modificado com um
filme de mercurio para mimetizar a janela de potencial catédico do DME. A Figura 17B
mostra esse estudo que evidencia os dois processos de reducdo da AMI (—0,9 e —1.4 V) e
corrobora os resultados com o estudo anterior reportado usando o DME (MARTIN et al.,
1999).

Considerando todos esses processos eletroquimicos observados para AMI, o
complexo comportamento eletroquimico desta droga nao foi devidamente apresentado em
trabalhos anteriores. Como por exemplo, usando o mesmo BDDE, dois trabalhos reportaram
apenas um processo de oxidacdo em torno de +0,9 V (vs Ag/AgCl) para AMI (MORAES et
al., 2017; PEREIRA et al., 2016). Nesses trabalhos a ampla janela de potencial do BDDE,
notadamente na faixa catodica, ndo foi explorada e discutida para a deteccdo de AMI. Por
outro lado, pela primeira vez, o presente trabalho mostra que a AMI possui diversos processos
eletroquimicos no BDDE, os quais estio quase todos correlacionados. E importante
mencionar que alguns desses processos eletroquimicos da AMI no BDDE estdo sendo
apresentados de forma inédita para essa molécula, como por exemplo, a Ox; (em +0,3 V) e
Red; (em —0,3 V).

Dessa forma, como apresentamos uma alteracdo da eletroquimica da AMI no
BDDE com uma abordagem inovadora, avaliamos também neste trabalho uma proposta de
mecanismo para todos esses processos de oxirredugdo. Inicialmente foi investigada a relagdo
do nimero de elétrons e prétons envolvidos em cada processo redox usando os dados do
estudo de pH mostrado na Figura 8. Esses dados foram usados para elaborar os graficos de E,
vs pH para os processos redox da AMI, cujo os resultados para Ox;, Ox,, Ox3 ¢ Red, sdo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Graficos da relagdo entre E, vs pH no BDDE obtido a partir da Figura 8 para processos
eletroquimicos da AMI na Ox; (A), Ox, (B), Ox; (C) e Red, (D).
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Como pode ser observado na Figura 18, o E, para todos os processos redox de
AMI diminuiu linearmente com o aumento do pH, mas em diferentes faixas de pH. As
regressoes lineares (E, vs pH) obtidas (r 2> 0,98) entre pH 2,0 e 12,0 para Ox, (Figura 18A) e
para Ox; (Figura 18B) sdo apresentadas nas equagdes 15 e 16, respectivamente.
Epaox, (V) = 0,46 (£ 0,03) — 0,068 (£ 0,004) pH ¢ (15)
Epaox, V) = 1,42 (£0,02) — 0,054 (£ 0,002) pH (16)
Devido ao processo Ox; da AMI nao ser observado apdés pH 7,0 em BDDE
(Figura 8C), a faixa linear (E , vs pH) foi obtida neste caso entre pH 2,0 a 7,0 (Figura. 18C),
cuja regressdo linear (r 2 = 0,99) é mostrada na equacio 17.
Epaox,V = 1,62 (£0,01) — 0,052 (£ 0,003) pH (17)
Para o processo Red, da AMI, duas faixas lineares (E, vs pH) foram apresentadas
(Figura 18D), (I) entre pH 2,0 ¢ 6,0 e (II) entre pH 7,0 e 10, cujas regressoes lineares foram
obtidas com r > > 0,98 ¢ sio mostradas nas equacdes 18 ¢ 19, respectivamente.
(D Epcrea, = —0,27 (£ 0,01) — 0,024 (£ 0,001) pH (18)
(ID) Epcrea, = —0,19 (£ 0,04) — 0,068 (£ 0,005) pH (19)
Os valores dos coeficientes angulares (m) obtidos para a maioria das equagdes das

regressoes lineares (15,16, 17 e 19) estdo proximos do valor teorico (0,0592 V/pH), sugerindo
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pela equacdo de Nernst que esses processos redox envolvem o mesmo numero de elétrons e
protons (BRETT; BRETT, 1993). Por outro lado, para o processo Red, na primeira faixa
linear (pH 2 a 6,0), o valor de m ¢ préximo a metade do valor tedrico (0,0592 V/ pH),
indicando neste caso o envolvimento de dois elétrons para cada proton nesse processo de
reducdo (BRETT; BRETT, 1993).

A avaligdo da relacdo de E, vs pH para o processo eletroquimico reversivel de
AMI (Red;/Ox4) foi também realizada, cujo estudo de pH foi refeito aplicando previamente
um potencial de +1.3 V (Ox;) no BDDE para gerar o respectivo processo redox (Figura 19A).
Os dados gerados neste estudo foram coletados para elaboragdo do grafico de E, vs pH

(Figura 19B).

Figura 19 - (A) Voltamogramas obtidos para AMI 1,0 mmol L' em tampdo B-R 0,1 mol L em diferentes
valores de pH com potencial de acumulagdo de +1,3 V por 30s. Taxa de varredura de 50 m Vs™. Todos os
potenciais de varredura iniciaram em 0,4V no sentido catddico. (B) Grafico dos potenciais de picos (Ep, € E,.) da
AMI vs pH no BDDE obtido a partir da Figural9A.
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Como pode ser visto na Figura 19A, o processo reversivel da AMI (Red;/Ox4) ¢
também dependente do pH em BDDE. Vale ressaltar que, apés pH 6,0, este processo
reversivel nao foi observado no BDDE, conforme mostrado na Figura 19A para pH 7,0. Este
comportamento eletroquimico também foi observado no GCE para AMI (NASCIMENTO et
al., 2020) sugerindo que uma molécula protonada pode ser mais facilmente reduzida para
formar este par redox reversivel. Além disso, o grafico de E, vs pH (Figura 19B) apresentou
uma faixa linear (r *> 0,99) entre pH 2,0 e 6,0 para o Red;/Ox4, ambos com m (V pH ")
semelhantes: para E,,0.s = 0,032 ( £ 0,001) e para Ej,crea; = 0,034 (= 0,002), indicando que
este processo reversivel envolve dois elétrons para cada préton. Como esse processo ainda

ndo estava bem definido anteriormente, apresentamos também o seu estudo de velocidade de
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varredura (Figura 20) no BDDE, usando, da mesma forma anterior, um potencial de
acumulacdo em +1.3 V (Ox;) para gerar os produtos a serem reduzidos (Red;) e,

posteriormente, oxidados (Ox4) na superficie desse eletrodo.

Figura 20 - (A) Voltamogramas obtidos para AMI 1,0 mmol L™ em tampio B-R 0,1 mol L pH 2,0 em

diferentes velocidades de varredura com potencial de acumulagdo de +1,3 V por 30s. (B) Grafico da corrente de

pico (I € L) vs v'"? obtida a partir da Figura 20A.
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De acordo com o estudo de velocidade de varredura apresentado na Figura 20, a
relagdo linear obtida entre I, vs v' sugerem que o processo reversivel € controlado por difusao
no BDDE. Dessa forma, o nimero de elétrons foi estimado em 2,0 (dois) para este processo
eletroquimico, baseando esse calculo na relacdo tedrica apresentada na equacdo 20 (BARD;
FAULKNER, 2000).

AEp = E,. — Epo(AEp =34mV) (20)

Com base em todos os resultados obtidos para o comportamento eletroquimico da
AMI no BDDE, os mecanismos de reagdo foram propostos para todos o0s processos
apresentados deste diurético (Esquemas 1, Esquema 2 e Esquema 3), os quais podem ser
resumidos da seguinte forma:

(I) Ox;. oxidagdo irreversivel a +0,3 V do produto gerado em altos potenciais

negativos (Red; e Redy);

(IT) Ox,. oxidagao irreversivel a +1,3 V;

(IIT) Ox3. oxidagao irreversivel a +1,5 V;

(IV) Red,: redugdo irreversivel em -0,3 V do produto gerado em +1,5 V (Ox3).

(V) Red;/Ox4: reducdo/oxidacdo reversivel em + 0,12 / 0,15 V do produto gerado

em +1,3 V (Ox»).
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Esquema 1. Mecanismo proposto para processos eletroquimicos da AMI, Ox;, Ox3, e Red; no BDDE.
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Como novamente mostrado no Esquema 1, a estrutura da AMI (Figura 1) consiste
em um anel de pirazina contendo dois grupos amino, um cloro e um alquil-guanidina
anexados. O curso da eletrooxidacdo de AMI ¢ notavelmente complexo, conforme mostrado
no Esquema 1. As espécies envolvidas no mecanismo estdo principalmente relacionadas ao
grupo guanidina, no qual a oxidagdo anddica das iminas geralmente ocorre com adi¢ao
nucleofilica ao carbono daligacio dupla C=N (MASUIL; OHMORI, 1973)(M'HALLA,
1978). Portanto, o processo de oxidagdo (Ox; em +1,3 V) da AMI (1) envolve a perda de um
elétron e um proton, levando a uma reagdo intramolecular entre a guanidina € o grupo
aromatico de amina primario. Consequentemente, o composto biciclico (2) ¢ formado com
partes de um NH; radical como grupo de saida. Além disso, como pode ser visto no Esquema

1, ¢ possivel a formagdo de outro produto (tautdmero) a partir do composto (2), o que foi
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sugerido diretamente a partir da oxidagdo de AMI a +1,3 V em GCE (NASCIMENTO et al.,
2020). No entanto, nesta proposta atual o produto oxidado a 1,3 V (composto 2) representa o
tautomero quimicamente mais estavel da estrutura anterior apresentada para o produto
oxidado no GCE (NASCIMENTO et al., 2020). Além disso, de acordo com estudos
eletroquimicos e conceitos de reagdes de quimica organica, esse mecanismo de reagdo
anterior usando um GCE precisa ser corrigido envolvendo apenas um elétron e um préton
transferidos. Outra corregdo a ser feita no mecanismo deste processo no GCE ¢ a perda de um
grupo amina (-NH,), que ndo foi apresentada no mecanismo proposto anteriormente
(NASCIMENTO et al., 2020).

O processo de oxidagdo subsequente (a Ox; em +1,5 V) € caracterizado pela
transferéncia de um elétron e uma perda de um segundo radical amino com adi¢do simultanea
de um grupo hidroxila, resultando no composto (3). Entdo, o composto (4) € formado por uma
etapa de um elétron e um proton resultante da reacdo de redugdo (Red, em -0,3 V) do
composto (3). Finalmente, o composto (4) pode passar por uma etapa adicional com ganho de
mais um elétron e um préton através de um processo de redugdo irreversivel para formar o
composto (5), corroborando com os CVs de AMI no BDDE (Figuras 9 e 16).

A fim de apoiar o mecanismo eletroquimico proposto, o nimero de elétrons ()
envolvidos no processo de oxidagdo da AMI na Ox; foi calculado usando curvas de Tafel
corrigidas para transporte de massa e a técnica de SWV (FATOUROS; KRULIC, 1998). A
Figura 21 apresenta a SWV no BDDE em solu¢do de tampao B-R, pH 2, de onde foi
adquirido o valor da medida da largura de pico a meia altura (W), para realizar o célculo do
coeficiente de transferéncia de carga (o) para encontrar o n do processo Ox, da AMI no
BDDE.

Figura 21 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em solugdo 1,0 mmol L™ AMI em tampdo B-R 0,1
mol L' pH 2,0 no BDDE. Step: 5mV, amplitude: 30mV e frequéncia: 25Hz.
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O valor de W encontrado (0.15996V) pela Figura 21 foi substituido na Equacao
(5), j& descrita na parte experimental, sendo o valor de a estimado em 0,2730. Para a
construcdo da curva de Tafel, foram utilizados os primeiros dez pontos lineares obtidos da CV
(Figura 22 A) para o processo Ox, da AMI, usando uma baixa velocidade de varredura (10
mV s™7). Os dados coletados foram plotados em um grafico de potencial versus o logaritmo

natural da corrente (Figura 22 B).

Figura 22 - Voltamogramas ciclico registrados em solugdo 1,0 mmol L' AMI em tampédo B-R 0,1 mol L' pH
2,0 no BDDE. Velocidade de varredura: 10 mV s™'(A). Gréfico de Tafel para a Ox,da AMI a + 1,3 V (B).
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A curva de Tafel apresentada na Figura 22B mostrou linearidade (r*= 0,999) com
seguinte regressao linear:

In(i) = —26,910 (+0.082) + 14.16 (+0.082)E (20)

Onde o m da equagao 20 foi substituido na equagdo 6 para o calculo do n (1,3)
envolvidos na Ox; da AMI, cujo valor pode ser estimado como 1,0 (um) elétron corroborando
com mecanismo sugerido no esquema 1 para este processo eletroquimico.

Como observado na Figura 16B, o processo reversivel Red;/Ox4 ¢ dependente do
Ox, da AMI e, portanto, precisa ser primeiramente reduzido do composto (2) mostrado
no Esquema 1. Nesse sentido, o Esquema 2 propde um mecanismo de reacdo para este
processo eletroquimico. Vale ressaltar que, neste mecanismo proposto, o processo reversivel
inicia-se pelo composto 2 (produto oxidado no Ox; em 1,3 V), que representa um tautdmero

quimicamente mais estavel, conforme mostrado no Esquema 1.



58

Esquema 2 . Mecanismo proposto para o processo eletroquimico reversivel Red;/Ox, da AMI no BDDE.
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Como pode ser observado no Esquema 2 , a etapa do mecanismo de reagdo ¢
caracterizada pela transferéncia de um elétron para o nitrogénio sp >. O produto reduzido
(2red) ¢ formado apds uma segunda etapa de um elétron e um proton, que na presenga de
meio acido existe em equilibrio rdpido com um tautomérico. Um mecanismo de reacdo
também foi descrito anteriormente usando um GCE para este processo reversivel de
AMI (NASCIMENTO et al., 2020). No entanto, neste trabalho anterior, o processo reversivel
em GCE comeca a partir de um tautdmero quimicamente menos estavel do que o composto
(2). Além disso, uma reacdo de ciclizagdo ¢ relatada neste processo reversivel como uma
reagdo polar, que pode ser dificil em meio acido. Nessa condi¢do, a maioria dos grupos amino
sao protonados e, consequentemente, devem prevenir o ataque nucleofilico no grupo
guanidina. Diferentemente do que j& havia sido proposto, foi apresentado neste trabalho
(Esquema 2) uma reagdo completamente radical, que € mais consistente para uma descricao

reversivel do processo.
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O Esquema 3 mostra o mecanismo de reagdo para os processos de reducdo da
AMI em altos potenciais negativos (Red; e Red4), os quais geram o produto para a oxidacao

irreversivel (Ox;) a +0,3 V no BDDE.

Esquema 3 . Mecanismo proposto para processos de reducao de IAM em altos potenciais negativos no BDDE e
a oxidacdo do produto gerado nesses potenciais.
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O Esquema 3 mostra que o processo de redugdao em altos potenciais para AMI ¢
atribuido a redugdo eletroquimica dos haloaromaticos (M"HALLA; PINSON; SAVEANT,
1978). Na primeira etapa (Reds), o composto do radical anion ¢ formado pela perda de um
elétron, que leva ao radical neutro (6) apdés a clivagem do grupo de saida do
cloreto. Subsequentemente, a reducao adicional (Reds) envolvendo etapa de um elétron e um
proton resulta no composto (7). Isso implica que o intermediario (6) ¢ mais facil de reduzir do
que o material de partida (ANDRIEUX et al., 1979). Assim, o processo de oxidacdo
irreversivel Ox; inicia a partir do radical neutro (6) por meio de uma reacdo envolvendo a
perda de um elétron e adicdo de um grupo hidroxila, que gera o derivado fenol (8). Nesse
sentido, pela proposta apresentada, a Ox; da AMI ¢ gerada pelo processo Red; no BDDE.

Vale destacar que, as oxidac¢des de fenol envolvendo radicais fenoxi levam a processos de
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acoplamento C-C a partir da substitui¢do orto ou para conduzida por grupos de retirada de
elétrons (EVANS; JIMENEZ; KELLY, 1984). No entanto, a presenca de dois grupos
doadores de amino e a auséncia de carbono aromatico ndo substituido dificultam ou mesmo
impedem a ocorréncia de eletrooxidacao do fenol do composto (8), o que esta de acordo com
os CVs registrados no BDDE, uma vez que os processos de oxidacao da AMI para Ox; (em

+1,3 V) e Ox; (em +1,5 V) sdo independentes desta oxidagdo da Ox; (em +0,3 V).

No intuito de confirmar a proposta do mecanismo (Esquema 1, 2 e 3), os produtos
gerados nos processos Ox; e Oxs foram avaliados por FTIR apo6s uma eletrédlise da solucdo de

AMI no BDDE, cujos resultados sdo apresentados a seguir.

4.2 Caracteriza¢ao do mecanismo proposto por analise FTIR

Os produtos dos processos Ox; ¢ Ox3 da AMI foram analisados usando a técnica
de FTIR. Para tanto, foi realizada a eletrolise das solugdes de AMI no BDDE pela técnica de
cronoamperometria com potenciais aplicados a +1,3 V ou +1,8 V, ambos por 3 horas. Os
produtos de reagdo obtidos foram liofilizados. Desse modo, a caracterizacdo de FTIR dos
produtos de eletrooxidacdo de AMI em +1,3 V e +1,8 V foram realizadas para confirmar as
estruturas dos compostos (2) e (3) mostradas no Esquema 1, respectivamente. A Figura 23

mostra os espectros de FTIR coletados para a AMI e seus produtos de eletrooxidagao.
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Figura 23 - Espectros FTIR da AMI (espectro preto) e os produtos de eletrooxidagdo a +1,3 V (espectro

vermelho) e 1,8 V (espectro azul) (A). Sobreposi¢do espectral na regido do infravermelho do alongamento da
amida (B) e do alongamento C = O (C).
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Na Figura 23, o espectro de AMI foi analisado em comparagdo com a literatura
(GUMIENICZEK et al., 2018; MAZZO, 1986), cuja banda dupla entre 3690 e 3000 cm e
atribuida ao alongamento N-H de aminas primarias de grupos aromadticos e guanidina. O
alongamento das ligagdes C=0 ¢ prontamente identificado pela banda intensa em 1690
cm "' e a deformagio angular simétrica das ligagdes N-H em 1570 cm ~'. As bandas estreitas
entre 1510 e 1375 cm ™' estdo relacionados com o alongamento C=C, ¢ a banda em 1,625 cm™
com alongamento C=N. A deformacao axial da ligacdo C-Cl ¢ caracterizada pela banda forte
a720 cm .

Apoés a eletrooxidagdo de AMI em +1,3 V (Ox;), vibragdes semelhantes de
carbonila e anel aromatico também foram visualizados no espectro deste produto (Figura
23A), indicando que essas porgdes sdo preservadas. No entanto, intensidades relativas mais
baixas significativas do alongamento da banda N-H (3690 - 3000 cm ') sio observadas
quando comparadas ao espectro do padrao inalterado da AMI (Figura 23B). Este achado esté

de acordo com o mecanismo de eletrooxidagdo proposto para o composto (2) e confirma a
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perda do grupo amino da guanidina. Além disso, a banda tnica de alongamento N-H sugere a
presenca de grupo amino secundario, como consequéncia da etapa de ciclizagao.

Em relacdo a eletrooxidagdo do AMI a +1,8 V, no espectro IR do produto
oxidado também foram observados os alongamentos C=C e C=N, juntamente com a banda
caracteristica de baixa intensidade do alongamento C-Cl a 720 c¢cm ', o que confirma a
integridade do anel aromatico. A menor intensidade relativa de deformacdo axial N-H ¢
observada para o produto oxidado da eletrooxidagao Ox3 a + 1,8 V em comparagao com o
espectro do produto da eletrooxidagao Ox; a 1,3 V (Figura 23B). Ao mesmo tempo aumentos
significativos sdo observados para o alongamento C=O (Figura 23C), indicando a segunda
etapa envolvendo a perda de outro grupo amino e a formacao de outro grupo carbonila, como
sugerido na estrutura do composto 3, corroborando com a dependéncia do processo Red, com
Ox3.

Assim, considerando os estudos realizados para confirmagdo dos produtos
gerados pela eletrolise da AMI, o mecanismo eletroquimico proposto (Esquema 1-3) neste
trabalho apresenta plausibilidade e pode ser usado para desenvolvimento de diferentes
aplicacdes na area de eletroquimica. Uma dessas aplicagdes ¢ o uso de um novo processo
eletroquimico para uma deteccdo seletiva da AMI em matrizes mais complexas, como
amostras de urina. Essa estratégia de deteccao ¢ baseada na utilizacao da Red, para detecgao
da AMI no BDDE. Dessa forma, a otimizacao de uma técnica voltamétrica mais sensivel para

detectar esse diurético pela Red, ¢ apresentada a seguir.

4.3 Otimizacio da SWCSYV e dos parametros analiticos para determinagio da AMI

Como o objetivo principal deste trabalho foi a detec¢do de AMI na urina, a
interferéncia do AU e AA foram avaliados tanto por CV em tampao BR pH 2,0 em BDDE
(Figura 24A), quanto pela técnica de SWCSV (Figura 24B). A justificativa desse estudo de
interferéncia ¢ devido a presenga em altas concentracdes desses compostos na urina humana
(LIMA et al., 2018; MATOS et al., 2000), bem como a eletroatividade de ambos em varios
sensores eletroquimicos, como no BDDE (GUEDES et al.,, 2016; LIMA et al., 2018;
SANJUAN et al., ; SVORC et al., 2017).
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Figura 24 - (A) CVs registrados no BDDE em tampéo B- R 0,1 mol L™ pH 2 com adigio de solugdes padrio de
10 umol L' de AMI (linha azul) ou AU (linha preta) ou AA (linha vermelha). Todas as varreduras potenciais
foram iniciadas em - 1,5 V na direcio positiva com uma taxa de varredura de 50 mVs™. (B) SWCSVs registrados
no BDDE em tampédo B- R 0,1 mol L' pH 2,0 para 10 pmol L' de AMI (linha azul), AU (linha preta) e AA
(linha vermelha). Amplitude: 80 mV, frequéncia: 70 Hz, step: 8 mV, tacc: 15 s, Eacc: 1,8 V.
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Como esperado (LIMA et al., 2018), o AA e o AU mostram processos
eletroquimicos de oxidacdo no BDDE (Figura 24A), que sdo praticamente sobrepostos aos
processos de oxidacdo da AMI. Nesse contexto, o processo de reducao (Red;) da AMI a —0,3
V no BDDE indica uma detec¢ao mais seletiva desse farmaco em amostras de urina e, dessa
forma, justifica o seu uso para uma determinacdo seletiva desse diurético por SWCSV, como
pode ser visto na Figura 24B.

Os parametros experimentais da técnica de SWCSV, como escada de potencial
(step) (Figura 25A), amplitude (Figura 25B) e frequéncia (Figura 25C), bem como o tempo de
acumulacgao (t,) (Figura 25A) e o potencial de acumulacio (E,.) (Figura 26B), foram todos

otimizados de forma univariada para deteccao de AMI.
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Figura 25 - Voltamogramas registrados em solugio 1,0 mmol L™ AMI em tampdo B-R 0,1 mol L™ pH 2,0 no
BDDE para otimizagdes dos pardmetros da técnica de SWCSV. (A) step, (B) amplitude e (C) frequéncia.
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Figura 26 - Voltamogramas registrados em solugdo 1,0 mmol L' AMI em tampdo B-R 0,1 mol L™ pH 2,0 no

BDDE para otimizagdes dos parametros da técnica de SWCSV. (A) potencial de acumulagdo e (B) tempo de
acumulagio.
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As melhores condi¢des para cada parametro avaliado nas Figuras 25 e 26 sdo
mostradas em destaque na insercdo dessas Figuras, sendo essas baseadas em funcdo das

maiores € mais estaveis I,. obtidas no E,. do Red, da AMI. Os parametros otimizados para
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determinag¢do de AMI por SWCSV usando BDDE foram: step de 8,0 mV, amplitude de 80
mV, frequéncia de 70 hz, t,cde 15 s e E,cem1,8 V. No sentido de avaliar outra técnica
voltamétrica pulsada para detectar AMI pela redissolucdo catddica, a voltametria de
redissolucdo catodica de pulso diferencial (DPCSV, do inglés, differential pulse cathodic
stripping voltammetry) também foi otimizada para a determinagdo da AMI. As melhores
condi¢des obtidas pela DPCSV foram: step de 12, 0 mV, amplitude de 100 mV, tempo de
modulagdo de 10 ms e intervalo de tempo de 0,1 s, mantendo os mesmos valores de t,. € E,.
previamente otimizados. Considerando as condi¢des otimizadas para detectar a AMI por
SWCSV ou DPCSV, a Figura 27 apresenta uma comparagdo das respostas eletroquimicas

obtidas por essas técnicas no BDDE.

Figura 27 - Voltamogramas registrados em solu¢do 1,0 mmol L' AMI em tampdo B-R 0,1 mol L' pH 2,0 no
BDDE para as técnicas otimizadas SWCSV (linha vermelha) step:8,0 mV, amplitude:80 mV, frequéncia: 70 hz,
tac: 15 s € By 11,8 V; e DPCSV ( linha preta) step: 12, 0 mV, amplitude: 100 mV, tempo de modulagdo: 10 ms,
intervalo de tempo: 0,1 s, t,.: 15se E,. :1,8 V.
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Como pode ser visualizado na Figura 27, a técnica de SWCSV apresentou maior
I, para redug¢do da AMI no BDDE quando comparada ao sinal obtido pela DPCSV. Visto que
o Red, da AMI ¢ caracterizado como um processo eletroquimico irreversivel no BDDE,
teoricamente a diferenga da I,c obtida pelas duas técnicas voltamétricas (SWCSV e DPCSV)
ndo deveria ter sido significativa. Entretanto, como o processo Red, da AMI ndo apresentou
carateristicas de transporte de massa por adsorcao no BDDE (Figuras 12, 13 e 14), o uso de

uma técnica de redissolucao mais rapida pode ser favoravel para detectar o composto gerado
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na etapa de acumulacdo, antes que essa espécie difunda para seio (bulk) da solucdo e se
distancie da superficie do eletrodo. Assim, a SWCSV de fato pode oferecer uma maior I,
para detec¢do pela Red, da AMI, uma vez que essa técnica apresenta, nas condigdes
otimizadas, uma velocidade de varredura (560 mV s™) 4,7 vezes superior 8 DPCSV (120 mV
s'l).

Dessa forma, a SWCSV foi selecionada para otimizar os pardmetros analiticos
para determinacdo da AMI em urina. O primeiro parametro avaliado foi a curva analitica
(Figura 28), onde a deteccao da AMI foi realizada, em triplicata, para solugdes padrao deste

analito (0,1 a 110 pmol L") em tampao B-R (pH 2,0).

Figura 28 - SWCSVs para concentragdes de 0,51 a 55,1 pmolL ~' AMI em 0,1 mol L tampio B -R pH 2,0 no
BDDE. Amplitude: 80 mV, frequéncia: 70 Hz, step: 8 mV, t,.: 15 s, E,.: 1,8 V. A inser¢do ¢ o grafico de
regressdo linear correspondente. A ampliagdo mostra os sinais mensuraveis obtidos nas menores concentragoes.
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Como pode ser visto na Figura 28, as I, da AMI sdo proporcionais a concentragao

deste analito, sendo obtida uma curva analitica de calibrag¢do (insercdo no Figura 28) para o
processo Red, da AMI no BDDE (em -0,3 V) com uma ampla faixa linear de 0,5 a 55,1
umol L (¥ =0,99). A respectiva equacio de regressdo linear obtida ¢ dada por:

—Ipcrea,/HA = =1,1x1077 (£ 2,5x1077) 4+ 1,10 (£ 0,01)uA/umolL™" 21)
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Considerando o desvio padrdo das solugdes tampao B-R pH 2,0 (branco)
detectadas por SWCSV e a inclinacdo da curva analitica obtida na Figura 28, o LOD e LOQ
foram estimados em 0,15 pmol L™ e 0,50 pmol L™, respectivamente. Como a WADA exige
dos métodos analiticos um MRPL (minimo LOD) de 200 ng / mL para aplicacdao no controle
de dopagem de drogas diuréticas em urina humana, o LOD obtido (34 ng / mL) por SWCSV
usando BDDE permite que o método proposto seja aplicado a analise antidopagem deste
analito. Além disso, como pode ser visto na ampliagdo inserida na Figura 28, o menor sinal
mensuravel de AMI (voltamograma em preto) foi obtido para 0,51 pmol L™ (115 ng/ mL), o
qual ¢ ainda menor que MRPL exigido pela WADA para diuréticos, como seria o caso da
AMI.

Os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade do método proposto foram
realizados usando o mesmo e trés BDDEs diferentes, nos quais dez (10) voltamogramas
consecutivos de solugdes padrado AMI foram registrados por SWCSV sem pré-tratamento

desses eletrodos de trabalho entre as medigdes (Figura 29 A-C).

Figura 29 - SWCSVs registrados de 10 medigdes de 1,0 mmol L' AMI em 0,1 mol L' tampao B-R pH 2,0 em
trés BDDEs diferentes mostrados em (A), (B) ¢ (C). Os parametros eletroquimicos foram os mesmos da Figura
28 . (D) Grafico das correntes de pico vs nimero de medi¢des realizadas em trés BDDEs diferentes.
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Como pode ser observado na Figura 29A-C, os E,. da Red, da AMI praticamente
ndo foram alterados usando um mesmo BDDE. Todavia, ¢ possivel notar um maior
deslocamento do E,. quando diferentes BDDE foram usados, cujo motivo pode ser devido a
diferenca no material de dopagem desses eletrodos de trabalho ou mesmo algum problema
nos eletrodos de referéncia usados nesta investigacao. Esse inconveniente no deslocamento do
E,. ndo apresenta um grande problema para realizar a triagem de AMI pelo método proposto,
uma vez que esta mudanga pode ser ajustada realizando uma analise prévia da solu¢do padrao
deste analito no BDDE.

No que tange aos DPRs obtidos das I, de AMI na Red, (Figura 29A-C), esses
desvios foram menores que 2,0% (N= 10) para cada um dos BDDEs, indicando a
possibilidade de reutilizagdo do sensor eletroquimico proposto por pelo menos 10 vezes sem
realizar nenhum pré-tratamento do eletrodo. Além disso, a Figura 29D mostra que a média
das I, para Red, da AMI usando trés BDDESs diferentes apresenta uma alta reprodutibilidade
(intereletrodo) com um DPR de 1,6% ( N = 3). O mesmo BDDE também foi avaliado em dias
diferentes (N = 10) com pré-tratamento catddico e anoddico entre as medi¢des (Figura 30),
mostrando um DPR razoavel de 4,2% ( N = 10) para I,. da AMI quando foi usado tratamento
catodico (Figura 30A) e um DPR de 9,5% (N = 10) quando foi usado tratamento anddico
(Figura 30 B). Como pode ser observado na Figura 30, o pré-tratamento catédico do BDDE
apresenta uma melhor estabilidade da resposta e, assim, uma maior repetibilidade do
sinal. Desse modo, a deteccdo de AMI pelo método proposto apresenta uma alta estabilidade
das respostas eletroquimicas para I, utilizando o mesmo ou diferentes BDDESs, indicando um
grande potencial para aplicacdo na triagem deste analito em urina. Os estudos dos

interferentes e aplicagao do método proposto em urina sao apresentados a seguir.
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Figura 30 - SWCSVs de 1,0 mmol L™ AMI em tampdo B-R 0,1 mol L' pH 2,0 no mesmo BDDE em dias
diferentes com tratamento catodico (A) e anddico (B). Os parametros eletroquimicos foram os mesmos da Figura
28. As insergdes sdo os graficos de I, vs. nimero de medi¢des realizadas em 10 dias diferentes.
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4.4 Estudos de interferentes e adicio e recuperacio de AMI em amostras de urina

Devido a alta concentragao de AA e AU na urina (LIMA et al., 2018; MATOS et
al., 2000), esses compostos podem ser considerados os principais interferentes para uma
deteccao eletroquimica nessas amostras. Isso porque ambos sdo eletroativos, sendo relatado
um processo de oxidagdo irreversivel para AA ou AU usando varios eletrodos de
trabalho (ABELLAN-LLOBREGAT et al., 2017, 2018; JUSTINO et al., 2013; MATOS et
al., 2000), bem como no BDDE (GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2018, SANJUAN et al.,
: SVORC et al., 2017), o que também foi confirmado neste trabalho na Figura 24. Embora, o
processo Red, da AMI permita detectar seletivamente este analito sem qualquer sobreposi¢ao
com processos de oxidagao de AA e AU no BDDE, como mostrado por CV (Figura 24A) e
por SWCSV (Figura 24B), foi também investigado a resposta eletroquimica da AMI na
presenga de altas concentra¢des de AU (Figura 31A) e AA (Figura 31B).
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Figura 31 - Voltamogramas obtidos por SWCSV no BDDE em tampio B — R 0,1 mol L' pH 2,0 contendo
apenas 10 pmol L' AMI antes (linhas pretas) e apos a adi¢do de diferentes razdes de concentragdo para AMI:
UA em (A)de 1: 1 a 1: 100; e para AMI: AA em (B) de 1: 1 a 1: 1000. Os pardmetros eletroquimicos foram os
mesmos da Figura 28.
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Como pode ser observado na Figura 31, o sinal de resposta eletroquimica do AMI
permanece constante mesmo na presenca de AU (Figura 31A) e AA (Figura 31B) em altas
concentragdes, indicando que ndo ha interferéncia significativa para detec¢ao de AMI no
BDDE em concentragoes at¢ 100 e 1000 vezes maiores que AU e AA, respectivamente. Vale
ressaltar que, solugdes de AU em concentracio maior que 100,0 pmol L™ foram precipitadas
no eletrolito suporte (tampao BR 0,1 M pH 2,0) e, portanto, o AU na urina em concentragao
maior que 100 vezes a da AMI ndo ¢ considerado um potencial interferente para a detecgao
desta droga diurética.

Estudos de adicao e recuperacdo de AMI em amostra de urina humana também
foram avaliados em voluntarios saudaveis, que ndo ingeriram essa droga antes dessas
andlises. A Figura 32 mostra os voltamogramas obtidos por SWSCV no BDDE para uma

amostra de urina sem (linha preta) e com adicdo de AMI (linha vermelha).
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Figura 32. SWCSVs no BDDE em tampéo B-R 0,1 molL ~' pH 2,0 contendo amostras de urina (diluidas 10
vezes) sem (linha preta) e com adi¢do de 10 wmol L' AMI (linha vermelha). Os pardmetros eletroquimicos
foram os mesmos da Figura 28 .
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Como pode ser verificado na Figura 32, a urina humana investigada ndo
apresentou nenhum processo de redugao em torno de -0,3 V usando um BDDE (linha preta), o
que sugere uma deteccdo seletiva de AMI nesta amostra biologica usando a Red, deste
analito. Além disso, a adicdo de solucdes padrao de AMI em amostras de urina humana
apresentou Otimas recuperagdes, as quais foram proximas a 100%, conforme mostrado
na Tabela 1, indicando auséncia de efeito de matriz para detec¢do de AMI pelo método

proposto.

Tabela 1 - Estudos de adigo e recuperagdo da AMI em amostras de urina utilizando o método proposto.

Adicionado Esperado Encontrado Recuperagao
(umol L) (umol L) (umol L") (%)

0.0 0.0 0.0 -

10.0 10.0 9.89 (+0.2) 98.9

25.0 25.0 25.3 (+0.2) 101.0

40.0 40.0 39.7 (£ 0.1) 99.21
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A auséncia de efeito de matriz permite fazer a determinagdo da AMI a partir da
curva de calibracdo externa, ndo sendo necessario fazer uma calibragdo de adicdo de padrao
para a quantificagdo do medicamento. Isso garante uma maior agilidade nas analises tornando
o0 método mais rapido.

Vale ressaltar que a quantidade de AMI inalterado na urina pode ser encontrada
entre 10,9 a 43,5 umol, uma vez que cerca de 50% de uma dose oral é excretada dessa
forma (PERALTA,; FERNANDEZ; MASI, 2011). Desse modo, mesmo considerando uma
diluicao de 10 vezes para as amostras de urina, o sinal mensuravel para deteccao de AMI pelo
método proposto (0,5 umol L™, ampliagio mostrada na Figura 28) & baixo o suficiente para
possibilitar sua aplicagdo no controle de dopagem deste diurético. Além disso, conforme
mencionado, o LOD obtido pelo método proposto estd dentro dos MRPLs exigidos pela

WADA para a determinacao de diuréticos (WADA, 2019) como a AMI.

4.5 Comparacoes dos métodos eletroanaliticos para determinacio de AMI

A Tabela 2 mostra uma comparacdo dos principais parametros analiticos obtidos

para a determinacao de AMI usando o método proposto e outros métodos eletroanaliticos.
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Tabela 2 - Comparacdo dos métodos eletroanaliticos relatados para determinagdo de AMI com o método

proposto.
Técnica Eletrodo Faixa linear/ LOD/ Amostra Referéncia
(umolL'l) (umolL™)
DPP DME 24-80 - Farmacéutica (MARTIN
etal., 1999)
DPAdCSV ~ HMDE 25-2.5x10° 10 Farmacéutica (EL-
HEFNAWY
et al.,2004)
SWAJCSV HMDE 2x107-2x10"  1.9x107 Farmacéutica e (HAMMA
biologica M, 2004)
AdSDPV  NAF- 9.07x107- 7.02x107 Farmacéutica e (DESAL
CNT-GCE 50.6 biologica SRIVASTA
VA, 2012)
DPV GCE 9.90-90.9 5.19 Biologica (NASCIME
NTO et al.,
2020)
DPV Ds-DNA-  0.75-240 0.5 Farmacéutica e (MIRMOM
PGE biologica TAZ;
ENSAFTI;
SOLEIMA
NIAN-
ZAD, 2009)
DPV CPE 2.6-18.4 1.13 Farmacéutica (ZAYED;
ARIDA,
2013)
DPV SPE 0.33-22.8 0.18 Farmacéutica e (KHORSH
biologica ED;
KHAIRY;
BANKS,
2019)
SWV BDDE 8.7-125 0.09 Farmacéutica (MORAES
etal.,2017)
BIA-MPA  BDDE 13.1- 697.8 0.57 Farmacéutica (PEREIRA
etal.,2016)
SWCSV BDDE 0.5-55.1 0.15 Bioldgica Presente
trabalho

Polarografia de pulso diferencial (DPP- do inglés differential pulse polarography); eletrodo de mercurio
suspenso (DME — do inglés dropping mercury electrode); voltametria de redissolugdo catddica adsortiva de
pulso diferencial (DPAdCSV- do inglés differential-pulse adsorptive cathodic stripping voltammetry);
voltametria de redissolugdo catodica adsortiva de onda quadadra (SWAdCSV- do inglés square-wave adsorptive
cathodic stripping voltammetry); voltametria de redissolugdo adsortiva de pulso diferencial (AdSDPV — do
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inglés adsorptive stripping differential pulse voltammetry); eletrodo de carbono vitreo modificado de filme de
nanotubo-nanocomposito de Nafion-carbono (NAF-CNT-GCE- do inglés Nafion—carbon nanotube-nano-
composite film modified glassy carbon electrode; voltametria de pulso diferencial (DPV- do inglés Differential
pulse voltammetry); Eletrodo de grafite lapiseira modificado com ds-DNA (Ds-DNA-PGE- do inglés ds-DNA-
modified pencil graphite electrode); eletrodo de pasta de carbono (CPE - do inglés carbon paste electrode);
eletrodo de carbono impresso (SPE - do inglés screen-printed carbon electrode); voltametria de onda quadrada
(SWV — do inglés square wave voltammetry); analise de injecdo em lote com amperometria de pulso miltiplo
(BIA-MPA — do inglés batch injection analysis system with multiple pulse amperometric)

Conforme mostrado na Tabela 2, o0 método proposto exibe um LOD semelhante
ou inferior aos reportados por alguns métodos eletroanaliticos, como no caso da utilizagdo de
sensores baseados em SPE, CPE e GCE. O menor LOD para deteccdo de AMI foi alcancado
usando um eletrodo de mercurio de trabalho com técnica de SWAdCSV (HAMMAM, 2004).
No entanto, devido a toxicidade do mercurio, o uso deste sensor como eletrodo de trabalho
apresenta uma desvantagem ambiental. Um GCE modificado com nanotubos de carbono e
nafion também apresenta um LOD inferior ao do sensor eletroquimico proposto. No entanto,
o uso de um BDDE para aplicacdo no controle de dopagem pode ser mais atraente para a
determinagdo de AMI devido a sua simplicidade e possibilidade de reutilizagdo. Embora um
sensor eletroquimico mais simples baseado em eletrodo impressos (SPE) descartaveis também
seja relatado (Tabela 2) com uma boa sensibilidade para deteccdo de AMI, esses sensores
geralmente nao podem ser reutilizados e ainda sdo relativamente caros para uma aplicacdo em
analises de rotina. Por outro lado, recentemente, estio sendo comercializados SPEs com
eletrodos de trabalho baseados em um filme BDD, o que possibilita a reprodugdo do presente
trabalho para um sistema de deteccao eletroquimico de baixo custo com maior portabilidade e
simplicidade de aplicagdo na triagem da AMI em urina.

Como também pode ser visto na Tabela 2, outros eletrodos de trabalho baseados
em BDD foram relatados para detectar AMI (MORAES et al., 2017; PEREIRA et al., 2016).
No entanto, esses relatorios tém usado diferentes técnicas eletroanaliticas, como
SWV (MORAES et al., 2017), e analise de inje¢do em lote com amperometria de pulso
multiplo (BIA-MPA) (PEREIRA et al., 2016). Além disso, outros processos eletroquimicos
foram utilizados por esses métodos para deteccao de AMI no BDDE, os quais apresentaram
LOD superior ao método proposto, bem como aplicacio apenas em formulagdes

farmacéuticas.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou, pela primeira vez, um completo estudo do
comportamento eletroquimico da AMI, mostrando diferentes processos redox no BDDE. O
produto gerado pelos processos de oxidagdo da AMI foram avaliados por técnicas de FTIR,
sendo possivel propor um mecanismo de reagao para todos os processos redox deste diurético.
Um processo de reducdo ainda ndo relatado para AMI foi demostrado neste trabalho,
permitindo a detecc¢do seletiva e sensivel desse diurético em amostras de urina por SWCSV. O
desempenho analitico do método proposto proporcionou uma analise de triagem atraente com
baixo LOD (0,15 umol L™), alta reprodutibilidade e baixo custo para aplicacio no controle de
dopagem de AMI em amostras de urina. Portanto, o uso do BDDE com detec¢ao por SWCSV
demonstra ser uma alternativa, simples, sensivel e seletiva para auxiliar exames antidoping da
AMI, fornecendo uma identificagdo e quantificagdo preliminar deste diurético em urina

humana.
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