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Abstract: The present study was undertaken to evaluate the use of boron-doped diamond electrode in the
simultaneous voltammetric determination of antihypertensives amlodipine and hydrochlorothiazide in urine
sample. Two very well-resolved and reproducible oxidation peaks of amlodipine and hydrochlorothiazide,
with separation of 0.360 V, were obtained in Britton-Robinson buffer (pH 5.0). Under the optimum analytical
experimental conditions, the square-wave voltammetric method exhibited linear responses for simultaneous
determination of amlodipine and hydrochlorothiazide in the concentration range 1.0 x 107 — 2.1 x 10 mol
Lt and 2.0 x 10%— 2.2 x 107 mol L™, with detection limits of 5.6 x 108 mol L™* and 1.6 x 107 mol L},
respectively. The proposed method was applied in the simultaneous determination of amlodipine and

hydrochlorothiazide in urine sample.
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1. INTRODUCAO

O  besilato de anlodipino (ANL) e
hidroclorotiazida (HCZ) sdo agentes  anti-
hipertensivos indicados e utilizados pelos pacientes
hipertensivos em estagios da doenga considerados
moderados ou graves. O ANL é um blogueador do
canal de célcio e a HCZ tem acdo diurética,
aumentando a eliminagdo de liquidos pela urina, que
também pode aumentar ou potencializar a acdo de
outros compostos anti-hipertensivos. Ambos analitos
sdo metabolizados no figado, sendo em média
excretado na urina em uma quantidade de 10% da
dose consumida na forma inalterada [1]. A Agéncia
Mundial Antidoping — AMA (World Anti-Doping
Agency) apresenta a HCZ como substancia proibida
em praticas esportivas. Neste contexto, torna-se
importante o desenvolvimento de um procedimento
analitico visando um controle destes compostos em
amostras bioldgicas, como testes para identificacdo de
doping [2].

Existem diversos métodos analiticos descritos
na literatura para a determinagdo simultanea de vérios
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anti-hipertensivos, no qual utilizam a cromatografia
[3, 4], a espectrofotometria [3, 5] e a voltametria [6-
8]. Dentre esses, a voltametria é bastante atrativa,
devido ao seu baixo custo, rapidez de aquisi¢do de
resultados, facil manuseio, além de dispensar o uso de
reagentes organicos, de média ou alta toxicidade.
Essas técnicas mensuram apenas as moléculas
eletroativas de maneira muito sensivel e especifica,
diminuindo o efeito de possiveis interferentes néo
eletroativos, tornando o tratamento da amostra mais
facil e com uma alta repetibilidade e exatidao,
fornecendo ainda, dados para a interpretacdo do
comportamento eletroquimico do sistema.
Recentemente, nosso grupo reportou a determinacdo
simultinea de alguns anti-hipertensivos em
formulagBes farmacéuticas empregando o eletrodo de
diamante dopado com boro (EDDB) ou o eletrodo de
pasta de nanotubos de carbono [6-8]. O EDDB é um
material sintetizado que possui 6timas propriedades
para sua aplicacdo na eletroandlise. Esse eletrodo
surge como alternativa frente aos eletrodos
convencionais por apresentar vantagens fisicas e
guimicas, como ampla janela de potencial de trabalho
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(-1,5V até 2,5 V vs Ag/AgCl KCI 3,0 mol L), baixa
e estavel corrente de fundo, fraca adsorcdo de
moléculas, alta estabilidade fisica e térmica, nédo
necessita de modificacdo de sua superficie e ainda,
apresenta repetibilidade e reprodutibilidade nos dados
obtidos [9-11]. Cabe ressaltar que ndo ha algum
método voltamétrico descrito na literatura para a
determinacdo simultdnea de ANL e HCZ em amostras
bioldgicas.

Dessa forma, nesse trabalho é relatada a
potencialidade do EDDB em conjunto com a
voltametria de onda quadrada (VOQ) para o
desenvolvimento de um procedimento analitico para a
determinacdo simultanea de ANL e HCZ em amostra
de urina, para identificagdo de possivel doping em
atletas.

2. MATERIAL E METODOS

Todas as solugbes empregadas nos
experimentos foram preparadas a partir de reagentes
comerciais de grau analitico, sendo preparadas com
agua destilada e deionizada, purificada em um sistema
Milli-Q (Millipore®). Os reagentes empregados
foram anlodipino (como besilato) e hidroclorotiazida
(Sigma-Aldrich); &cido fosférico, acido fosférico e
metanol (Merck); &cido acético, hidréxido de sodio e
acido bdrico (Synth).

Solugbes estoque de ANL e HCZ foram
preparadas diariamente em metanol na concentracdo
de 1,0 x 102 mol L. Adequadas dilui¢des foram
feitas a partir dessas solugBGes diretamente no
eletrolito suporte. O tampdo BR, que foi selecionado
como eletrélito suporte, foi preparado pela mistura do
acido acético, fosforico e borico na concentragdo de
0,04 mol L', sendo o pH ajustado por adicdo de
hidréxido de sédio 2,0 mol L.

As medidas voltamétricas foram realizadas em
um  potenciostato/galvanostato  PalmSens  PC
gerenciado pelo programa PalmSens PC. Para o0s
experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula
de vidro de compartimento Gnico de 15 mL equipada
com uma tampa de Teflon®, contendo orificios para o
posicionamento de trés eletrodos (trabalho, referéncia
e auxiliar). Como eletrodos de referéncia e auxiliar
foram usados Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e uma placa
de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de
comprimento, respectivamente. O eletrodo de trabalho
utilizado nas medidas voltamétricas foi o EDDB
(dopado com 8000 ppm de boro) com éarea geomeétrica
de 0,25 cm? fabricado pelo Centre Suisse de

Electronique et de Microtechnique AS (CSEM), em
Neuchatél, Suica. Antes dos experimentos, 0 EDDB
foi pré-tratado anddica e catodicamente em uma
solucio de H,SO, 0,5 mol L2, por aplicacdo de 0,5 A
cm durante 30 s, e posterior aplicacdo de —0,5 A
cm? durante 120 s, em um potenciostato
Microquimica MQPG-01. Dessa forma, a superficie
do EDDB foi predominantemente terminada em
hidrogénio [9].

As medidas de pH das solucbes empregadas
nesse trabalho foram feitas utilizando-se um pHmetro
Hanna Instruments, modelo HI-221 e um eletrodo de
vidro combinado com um eletrodo de referéncia
externa de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

As curvas analiticas simultaneas foram obtidas
pela adicdo de aliquotas das solu¢des padrdo de ANL
1,0 x 10* mol L' e HCZ 1,0 x 10 mol L' a célula
eletroquimica contendo 10 mL de solugdo tampéo BR
(pH 5,0). Os voltamogramas de onda quadrada foram
obtidos apds cada aliquota adicionada. O limite de
deteccdo (LD) foi calculado a partir da relagdo LD =
3SB/b, onde SB corresponde ao desvio padrdo da
média aritmética de 10 brancos e b é o valor do
coeficiente angular da respectiva curva analitica [13].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Investigacdo do comportamento voltamétrico do
ANL e HCZ no EDDB

A Figura 1 apresenta o voltamograma obtido
para ANL e HCZ empregando-se o EDDB pré-tratado
catodicamente. E possivel observar a presenca de dois
processos de oxidagdo bem definidos em 0,781 V
(ANL) e 1,14 V (HCZ), em que ndo é observado
algum pico de reducdo na varredura reversa,
indicando que ambos processos sdo irreversiveis. A
diferenga entre os potenciais de oxidagdo de ambos
anti-hipertensivos permite propor um procedimento
voltamétrico para a determinacdo simultdnea de ANL
e HCZ.

Efeito do tipo de pré-tratamento do EDDB na
resposta voltamétrica simultanea de ANL e HCZ

O efeito do tipo de pré-tratamento (anddico e
catodico) do EDDB na resposta voltamétrica
simultanea de ANL e HCZ também foi investigado.
Independente do tipo de pré-tratamento, foi observado
processo de oxidacdo para ANL e HCZ. Entretanto, o
EDDB pré-tratado catodicamente apresentou maior
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magnitude de corrente para ambos anti-hipertensivos
do que aquela observada quando o eletrodo foi pré-
tratado anodicamente, em uma propor¢do de 5,0%
para ANL e de 375% para HCZ, selecionando assim,
este tipo de pré-tratamento para a determinagédo
simultanea de ANL e HCZ. Este pré-tratamento foi
realizado uma vez a cada dia de trabalho, sendo
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precedido de um pré-tratamento anddico de 30 s com
a finalidade de garantir resultados reprodutiveis. Esse
comportamento indica que o eletrodo com
terminacBes em hidrogénio proporciona maior
eletroatividade para ambos anti-hipertensivos do que
0 eletrodo com terminages em oxigénio, como
também observado por outros autores [7,9].
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Figura 1. Voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo tampédo BR (pH 5,0) sem adi¢do (a) e com adicéo (b) de
ANL 1,9 x 10° mol L' (A) e HCZ 9,7 x 1075 mol L™" (B), utilizando-se 0 EDDB pré-tratado catodicamente a
40 mV s,

Efeito do eletrdlito suporte e velocidade de
varredura

A influéncia do pH também foi investigado na
oxidagdo simultanea de ANL 1,0 x 10°® mol L e
HCZ 1,0 x 10° mol L™ sobre o EDDB no intervalo
de 2,0 a 9,0. Os resultados indicaram que o potencial
de oxidagdo de ANL e HCZ sdo influenciados pela
variacdo do pH do meio, no qual ha um deslocamento
de potencial para valores menos positivos com o
aumento do pH, principalmente para a HCZ. Para
valores de pH superiores ou iguais a 10,0 ndo foram
observados algum processo de oxidagdo para a HCZ
sobre o EDDB. O maior valor de intensidade de
corrente para ANL e HCZ foi obtido em valores de
pH iguais a 4,0 e 2,0, respectivamente. Entretanto, foi
selecionado o pH 5,0 para dar sequéncia a
determinacdo simultdnea, uma vez que foi obtido
melhor repetibilidade entre as medidas nesse valor de
pH.

Neste mesmo valor de pH, as respostas
voltamétricas de ANL e HCZ foram comparadas em
diferentes eletrolitos suporte, como tampdo fosfato,
acetato e BR. Os resultados obtidos em solucéo
tampdo BR apresentaram maior intensidade de
corrente, principalmente para HCZ, além de melhor
repetibilidade. N&o foi observado deslocamento de
potencial nesses eletrélitos testados. A solugdo

tampdo BR (pH 5,0) foi entdo selecionada para a
determinacdo simultanea de ANL e HCZ.

O efeito da velocidade de varredura na
oxidacdo do ANL e HCZ foi investigado no intervalo
de 5 a 200 mV s7!. Observa-se que a corrente de pico
de ambos anti-hipertensivos aumenta e desloca para
valores de potenciais mais positivos com o aumento
da velocidade, indicando irreversibilidade do sistema
[14]. A existéncia de uma linearidade entre as
correntes de pico anddico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura indica que na reacdo de
oxidacdo de ANL e HCZ ha predominéncia de um
processo controlado por difusdo. Além do mais, o
grafico do logaritmo da intensidade de corrente de
pico em funcdo do logaritmo da velocidade de
varredura apresentou comportamento linear com
inclinacdo proxima a do previsto na literatura (0,50)
para processo controlado por difusdo das espécies
[14].

Obtencdo de curvas analiticas e aplicacdo do
método proposto

A voltametria de onda quadrada foi utilizada
para a determinacdo simultanea de ANL e HCZ em
urina sintética. Essa técnica se mostra muito sensivel,
alcancando baixos limites de deteccdo, além de
possibilitar uma anélise mais rdpida dos dados [15].
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Assim, 0s pardmetros instrumentais dessa técnica
foram investigados, no qual os valores foram: 10 — 80
mV para amplitude de pulso (a), 10 — 70 Hz para
frequéncia e 1 — 4 mV para incremento de varredura
(AEs). Os valores selecionados foram a = 40 mV, f =
30Hz e AEs=2 mV.

Nas condi¢Bes otimizadas, foram construidas
curvas analiticas para a determinacdo simultanea de
ANL e HCZ por meio de adicdo de aliquotas de
solucdo padrdo dos anti-hipertensivos em 10 mL de
solucdo tampédo BR (pH 5,0). A Figura 2 apresenta 0s
voltamogramas de onda quadrada obtidos para ANL e
HCZ. A resposta obtida para cada curva analitica

apresentou boa linearidade e sensibilidade. As curvas
analiticas para a determinagdo simultanea de ANL e
HCZ foram obtidas na faixa de concentracdo de ANL
1,0x107-2,1x10%mol L' e de HCZ 2,0 x 1075 —
22 x 10° mol L' As curvas analiticas
correspondentes sdo:

LanL (WA) = 0,055 + 1,7 x 10° [c (mol L™4)] (r = 0,995)
lncz (MA) = 0,19 + 7,2 x 10 [¢ (mol L™Y)] (r = 0,997)

Os valores de LD calculados para ANL e
HCZ foram de 5,6 x 10 mol L' e 1,6 x 1077 mol
L', respectivamente.
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Figura 2. Voltamogramas de onda quadrada para a oxidagdo de ANL e HCZ em um EDDB pré-tratado
catodicamente em solucéo tampédo BR (pH 5,0). Faixa linear de (2-8) 1,0 x 1077 — 2,1 x 107° mol L' para ANL
e (2-8)2,0x10°°—2,2 x 107 mol L™! para HCZ. Inserido: curvas analiticas de ANL e HCZ. Parametros da
VOQ: f=30Hz,a=40 mV, AEs =2 mV.

A repetibilidade intra-dia da magnitude do pico
de corrente foi obtido em medic¢Ges (n = 10) de 5,0 x
107" mol L™ de ANL e 4,0 x 1075 mol L™' de HCZ em
solucdo tampdo BR (pH 5,0). Quando esses valores
foram comparados foi possivel obter um desvio
padrdo relativo (DPR) das medidas, de 2,0% e 1,7%
para ANL e HCZ, respectivamente, mostrando a boa
repetibilidade intra-dia do método proposto. A
repetibilidade inter-dia da magnitude da corrente
também foi feita para n = 10. Os resultados obtidos de
DPR foram de 4,2% e 5,7% para ANL e HCZ,
respectivamente, indicando que o método proposto
resulta em uma adequada repetibilidade inter-dia.

O método proposto foi testado na determinagéo
simultdnea de ambos anti-hipertensivos em urina
sintética, em dois valores de concentracdo para cada
um dos analitos. A Tabela 1 apresenta os resultados

para a analise da amostra de urina sintética, em termos
de percentagem de recuperagdo. Este valor € a
concentracdo da amostra determinada a partir das
curvas analiticas, convertido a uma percentagem.
Foram obtidos bons resultados para a recuperacdo de
ANL e HCZ na amostra de urina sintética utilizada,
mostrando a potencialidade do uso do EDDB em
conjunto com a VOQ para a deteccdo e determinagdo
de ambos anti-hipertensivos em baixas concentraces.
Além disso, alguns outros compostos, como
dopamina, uréia, é&cido Urico, cafeina e 4cido
ascorbico foram testados como possiveis interferentes
na determinacdo de ambos anti-hipertensivos em
amostra de urina. Verificou-se que esses compostos
oxidam-se na superficie do EDDB em valores de
potenciais menores que aqueles observados para o
ANL. A cafeina oxida-se em valor mais positivo de
potencial (maior que aquele observado para a HCZ), o

Orbital: Electron. J. Chem. 7 (1): 81-86, 2015



Mansano & Sartori

Short Communication

que indica que eles ndo interferem na determinacédo
simultanea de ANL e HCZ. Em concentracfes de
acido Urico na ordem de 100 vezes maior do que a de

ANL pode haver interferéncia, ndo sendo possivel a
determinacdo simultanea de ANL e HCZ em amostras
reais.

Tabela 1. Resultados obtidos para adicdo e recuperacdo simultdnea de ANL e HCZ em amostras de urina

sintética.

. Concentragéo (x 1076 mol L™) .
Analito Adicionado Encontrado?® Recuperagdo (%)
ANL 0,12 0,11 £0,01 91,7
HCZ 3,0 29+0,3 96,7
ANL 0,20 0,19 £0,05 95,0
HCZ 4,0 3,9+0,2 97,5

aMédia de 3 medidas.

O perfil voltamétrico de ANL e HCZ também
foi obtido em uma amostra de urina humana
(individuo saudavel e ndo fumante) (Figura 3). Neste
experimento uma aliquota de 100 pL de urina foi
adicionada diretamente na célula eletroquimica
contendo 10 mL de solugdo tampdo BR (pH 5,0).
Pode-se observar apenas um pico em torno de 0,5 V,
que corresponde ao processo de oxidacdo do &cido
Urico. Valores de recuperacdo de 91,4% e 92,0%
foram obtidos respectivamente para ANL e HCZ

nessa amostra de urina humana, indicando que néo
houve interferéncia significativa da matriz da amostra,
desde que ndo haja concentragdes elevadas de acido
arico. Svorc et al. [11] também realizou
determinagfes individuais de ANL em amostras de
urina humana empregando o EDDB, demonstrando a
viabilidade de se empregar este eletrodo e técnica em
amostras bioldgicas, desde que ndo haja elevada
concentracdo de cido Urico nestes tipos de amostras,
como também observado neste trabalho.

0,30
0,25+ —— tampéo BR (pH 5,0)
—urina
0,20 4 ---ANLeHCZz
<
= 0,15
0,10
0,05
0,00
0.2 04 06

T
0,8 10 1.2 14

E /V vs. Ag/AgCI

Figura 3. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a oxidacdo de ANL e HCZ em uma amostra de urina
humana empregando um EDDB pré-tratado catodicamente. Eletrélito suporte: tampéo BR (pH 5,0). Pardmetros
da VOQ: f=30Hz, a=40 mV, AEs=2 mV.

4. CONCLUSAO

Levando em consideracdo 0s resultados
alcancados nesse trabalho, o EDDB pré-tratado
catodicamente em conjunto com a VOQ apresentam
potencialidade para a determinacdo simultanea de
ANL e HCZ em amostras de urina para testes de
doping em atletas. O método proposto é simples e de

relativo baixo custo, sem demandar elevado tempo de
analise ou de uso de reagentes que apresentam algum
grau de toxicidade.
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