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Resumo

Com o avanco das tecnologias, faz-se necesséario o melhoramento de sensores e biossensores que
apresentem uma boa correlagéo custo-beneficio-sensibilidade na determinagdo de Epinefrina (EPI) em
condigdes de interferéncia com o Acido Urico (AU) no organismo humano. Nesse sentido, metodologias
eletroguimicas revelam-se como ideais para a realizagdo da identificacdo e quantificacdo dessas
substancias, podendo auxiliar no diagnostico das mais diversas doengas no futuro. Portanto, visando
melhor compreensao dessas espécies, o0 presente trabalho buscou desenvolver estudos voltamétricos
sobre um eletrodo de carbono vitreo baseado na incorporagdo de um filme eletropolimerizado de poli-
L-Cisteina para a determinagéo de EPl e UA em um tampdo fosfato. As moléculas apresentaram um
aumento na intensidade da corrente de pico anddico com a velocidade de varredura. Além disso,
verificou-se que o processo tem natureza irreversivel e € controlado por difusdo. A variacdo de pH
elucidou que os valores de potencial de pico anddico sdo deslocados no sentido negativo da faixa de
potencial de varredura.

Palavras-chave: Acido Urico. Epinefrina. ECV. L-Cisteina. Eletropolimerizac&o.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra — Quimica.
Introducéo

Nos ultimos anos, a avaliacédo e o desenvolvimento de sensores e biossensores, rdpidos e sensiveis,
tém ganhado cada vez mais relevancia, especialmente aqueles baseados na determinacdo da
quantidade de Acido Urico (2, 6, 8 — trihidroxipurina, AU) e Epinefrina (EPI), auxiliando tanto no
diagnéstico de diversas doencas a partir de fluidos biol6gicos, quanto nas demais preparacdes
farmacéuticas. A epinefrina € um importante neurotransmissor de catecolaminas no sistema nervoso
central, hormonal e cardiovascular de mamiferos, sendo que as trés principais representantes dessa
categoria, sdo a dopamina, a adrenalina e a noradrelina (ENSAFI et al., 2010b). Desse modo, muitos
fenbmenos fisiolégicos estdo correlacionados aos niveis de EPI no corpo, sendo utilizada,
principalmente, para o tratamento de infarto do miocardio, hipertensdo, asma brénquica, parada
cardiaca e cirurgia cardiaca em clinicas (ENSAFI; TAEI; KHAYAMIAN, 2010).

O Acido Urico, por sua vez, é o produto final da metabolizacdo de purinas no figado, estando
presente no soro, sangue e urina (KAUR; HALLIWELL, 1990). Para uma pessoa saudavel, os niveis
séricos de AU variam de cerca de 41 a 88 mg mLL, ja na excrecdo urinaria, a concentracdo varia de
250 a 750 mg por dia (ZHENG et al., 2001). Todavia, a sua producdo em excesso ou por efeito de
algum distarbio renal e urinario, levam a um aumento no teor de AU no corpo humano, o que esta
associado a ocorréncia de diversas doencas, como hipertensao, diabetes, gota, a Sindrome de Lesch-
Nyhan e imunodeficiéncias. Para tanto, um grande obstaculo encontrado no reconhecimento dessas
anormalidades, é a propria detecgdo da EPI no organismo pela interferéncia da presenca de AU em
grandes concentracdes, que pode ser oxidado em um potencial muito proximo ao da EPI (ENSAFI et
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al., 2010a). Assim, suas determinacdes sempre foram consideradas como um desafio nos estudos no
campo da medicina.

Existem alguns métodos aplicados para a determinacdo dessas espécies, como cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC) (SANCHEZ et al., 2004), eletroforese capilar (GUO et al., 2005),
analise por injecdo em fluxo (GARCIA MATEO; KOJLO, 1997), quimioluminescéncia (DONG et al.,
2016) e espectrofotometria (EFREMOV; ARIESE; GOOIJER, 2008). Por outro lado, essas técnicas tém
um custo significativo e um fator de complexidade alto. Muitas vezes, exigindo o acoplamento de outros
métodos de deteccdo para produzir resultados mais refinados. Felizmente, essas substancias exibem
propriedades eletroativas, tornando-as passiveis de investigacdo por meio de algumas técnicas
eletroquimicas (KOCAK; DURSUN, 2013).

Por isso, véarios métodos eletroanaliticos tém sido amplamente utilizados para determinar a
concentracdo de AU na presenca de EPI (MAJER; FINSGAR, 2023), utilizando diferentes tipos de
eletrodos, especialmente, eletrodos de carbono vitreo modificados com filmes poliméricos, por serem
de simples preparac¢édo e de baixo custo (SUKANYA et al., 2023). Esses eletrodos modificados possuem
propriedades eletroanaliticas muito favoraveis para serem usadas como sensores, pois possuem boa
sensibilidade, alta capacidade catalitica, estabilidade e ampla janela de potencial e, além disso, podem
facilmente permitir a incorporagdo de muitas moléculas em sua superficie (MANJUNATHA et al., 2018).
Portanto, nesse presente trabalho, prop6e-se um estudo sobre um eletrodo de carbono vitreo baseado
na eletropolimerizacao de poli-L-Cisteina e a sua resposta na determinacao analitica de AU e EPI.

Metodologia

Estudos a fim de averiguar o comportamento voltamétrico dos analitos foram conduzidos
empregando um potenciostato PGSTAT 128N (Metrohm Autolab B.V.,Utrecht, and The Netherlands),
e uma célula eletroquimica de trés eletrodos — um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com didmetro de
3,00 mm como eletrodo de trabalho, modificado com um filme eletropolimerizado de poli-L-Cisteina, na
concentracdo de 5,00 x 10 mol L preparada em KCI 0,10 mol L'* e pH = 7,00. O filme de poli-L-
Cisteina foi produzido por meio da aplicacéo de um voltametria ciclica (CV) em 12 ciclos de varredura,
em uma janela de potencial de -0,200 V a +0,800 V vs Ag/AgClsa.. Além disso, um fio de platina foi
utilizado como contra-eletrodo e um eletrodo de Ag/AgClsaa em meio a KCI (3,00 mol L) como
referéncia.

Os estudos voltamétricos empregaram a técnica de CV em duas amostras distintas, Epinefrina
(EPI) e Acido Urico (AU), na concentracdo de 8,00 x 102 mol L1 preparada em um tampao fosfato (HAc,
H3POa, HsBOs e NaOH 0,10 mol L) e pH =5,00. A velocidade de varredura aplicada nos experimentos
de CV variou de 0,010 Vs -1 a 0,100 V s 1, no intervalo de -0,200 V a +1,40 V vs Ag/AgClsat.

O efeito do pH foi avaliado por CV (faixa de 2 — 12), sob uma velocidade de varredura de 0,100 V s
1 e os analitos foram preparados na mesma condi¢do anterior. Os dados obtidos foram ajustados a
equacao de Nernst modificada em funcdo da concentracédo hidrogenidénica do meio, conforme a Eq. 1.

Ep=—$.log[H+] Eq.1
Onde E, € o potencial de pico anodico (V); R € a constante universal dos gases (J K* mol?); T é a
temperatura do sistema (K); n € o nimero de mols de elétrons transferidos na reacao e F é a constante
de Faraday (96500 C mol?). Considerando a linearidade do modelo, a interpolagéo de valores de E,
contra pH devera resultar em uma reta com inclinacdo em -2,303RT/nF.
Todos os reagentes usados foram de grau analitico e a agua ultrapura foi obtida pelo sistema de
purificacdo Mili Q®. Bem como, no intervalo entre duas andlises, polimentos no ECV foram realizados
utilizando uma suspenséo de alumina de 0,050 pum.

Resultados
Considerando a metodologia descrita, foi possivel obter os dados referentes aos procedimentos

eletroquimicos de CV. A Figura 1 indica o comportamento ciclovoltamétrico do sistema em presenca e
auséncia de AU e EPI, respectivamente.
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Figura 1 - (A) Comportamento ciclovoltamétrico de (—) AU (8,00 x 102 mol L) + ECV-poly(cys) (0,005 mol L) e

() apenas ECV-poly(cys) (0,005 mol L), (B) Comportamento ciclovoltamétrico de (—) EPI (8,00 x 102 mol L)

+ ECV-poly(cys) (0,005 mol L) e (—) apenas ECV-poly(cys) (0,005 mol L1). Condi¢Ges experimentais: v = 0,100
V st pH = 5,00; Faixa de potencial = -0,200 V — 1,40 V vs. Ag/AgClsat; Cecv-poly(cys)= 5,00 x 10-3 mol L2,
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Fonte: O autor (2023).

Além do perfil ciclovoltamétrico dos analitos, bem como, do ECV modificado, ainda é possivel
identificar a relacdo entre picos de oxidacdo e de reducdo. Com isso, pode-se relacionar as correntes
de pico com a raiz quadratica da velocidade de varredura, e entre o logaritmo de i, contra o logaritmo
da velocidade de varredura (BARD; FAULKNER, 2001). Para tanto, os dados experimentais de CV
foram ajustados ao modelo linear de Randles-Sevcik, para verificar a reversibilidade/irreversibilidade
do processo redox do AU e da EPI na superficie do ECV modificado. A Figura 2 apresenta os graficos
relacionados as interpolagGes de ip contra v2, e log ip contra log v.

Figura 2 - (A) Grafico de corrente de pico anddico contra a raiz quadrada das velocidades de varredura e (B)
Gréfico de log ip contra log v para os voltamogramas obtidos. Inser¢do: Equacéo da reta e coeficiente de
determinagdo pertinente a regressdo. Condigdes experimentais: v = 0,01 V s*— 0,100 V s%; pH = 5,00; Faixa de
potencial = -0,200 V — 1,40 V vs. Ag/AgClsa;; Cecv-poly(cys)= 5,00 x 102 mol L.
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Fonte: O autor (2023).

Estudos acerca do efeito do pH no potencial de pico anddico do AU e da EPI, na superficie do ECV
modificado, também foram conduzidos pelo ajuste dos dados experimentais a equagéo linear de Nernst,
como evidencia a Figura 3.
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Figura 3 - (A) Gréfico do efeito do pH sobre o comportamento do potencial de pico anédico da AU em ECV-
poly(cys), (B) Gréfico do efeito do pH sobre o comportamento do potencial de pico anédico da EPl em ECV-
poly(cys) (equacao de Nernst). Inser¢édo: Equacéo da reta e coeficiente de determinagao intrinsecos a regresséo.
Condigoes experimentais: ApH = 2 — 12; Faixa de potencial = -0,200 V — 1,40 V vs. Ag/AgClsat.; Cecv-poly(cys)= 5,00

x 103 mol L.
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Fonte: O autor (2023).

Discusséo

O comportamento eletroquimico das moléculas de AU e EPI foi investigado por meio da técnica de
CV dentro de uma faixa de -0,200V a +1,40 V, sob uma velocidade de varredura de 0,100 V s1. Esse
procedimento permitiu elucidar o comportamento presente na Figura 1A, a qual permite verificar uma
Unica regido de oxidagdo durante a varredura de potencial no sentido direto, localizada em Ep = +0,592
V. De modo geral, o processo oxidativo observado para a molécula de AU pode ser atribuido a
transferéncia eletrbnica direta entre a superficie do ECV e a molécula, possivelmente devido a area da
superficie fornecida pelo filme polimérico (KOCAK; DURSUN, 2013). Na figura 1B, € possivel verificar
2 regides de oxidacdo com potenciais de pico de +0,442 V e +0,580 V, e um processo de redu¢cédo no
potencial de +0,37 V e 0 V, quando a varredura de potenciais foi revertida, correspondente com o
estudo de El Bouhouti et al (2009).

O efeito da variacdo de velocidade de varredura de potenciais sobre o potencial e corrente de pico
foi investigado. Conforme mostrado na Figura 2A, a variacdo da corrente do pico anddico possui uma
relacdo linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura, acompanhado ainda de um
deslocamento positivo do valor do potencial. Esse comportamento indica que o processo de oxidagéo
possui caréter irreversivel. Ainda, a interpolacdo de pontos de log i, contra log v (Figura 2B), permitiu
determinar a natureza do transporte de massa envolvido no processo. Com isso, a regressao linear
intrinseca a curva gerada para EPI apresentou um ajuste de R? = 0,99824 e a seguinte equacgdo da
reta:

log ip = 0,6865logv — 6,05781 Eqg.2

Ja aregresséo linear intrinseca a curva gerada para AU apresentou um ajuste de R? =0,99333 e a

seguinte equacéo da reta:
log ip = 0,47961logv — 6,08260 Eq.3

Na literatura, Bard e Faulkner (2001), salientam que em um gréfico log i, contra log v ter4 carater
linear e com inclinacdo igual a aproximadamente a 0,500 em processos controlados majoritariamente
por difusdo. Por outro lado, os autores salientam também que caso a inclinacdo apresente valor igual
a 1,0, o processo de transferéncia de massa sera governado por adsor¢cdo. Ja em casos intermediarios,
valores entre 0,500 e 1,00 sugerem que 0 processo apresente natureza mista, controlados por difusao
e adsor¢do simultaneamente. Portanto, no presente trabalho constata-se que a inclinagéo foi de 0,6865
para a EPI, assim, por se referir a um valor intermediario, mais préximo a 0,7, o processo é de carater
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misto, com a ocorréncia simultdnea de adsorcéo e difuséo, no intervalo de velocidades de varredura
estudado. Por outro lado, pode-se analisar o voltamograma do AU, na qual obteve-se uma inclinacéo
de 0,4796, proximo do valor teérico de 0,5, corroborando com o esperado para reagdo de espécies em
solucao, indicando ainda que o processo é predominantemente controlado por difusdo no eletrodo
modificado.

O efeito da variacéo do pH sobre as medidas de CV foi estudado e os resultados apresentados na
Figura 3 (A-B). Os potenciais de pico anddico de EPI e AU foram deslocados de forma linear de acordo
com a alcalinizacdo da solucdo sob uma inclinacao de 0,05961 V e 0,06476 V, respectivamente. Desse
modo, os dados obtidos com as varreduras concordam diretamente com o trabalho desenvolvido por
Ensafi et al., (2010b) os quais evidenciaram um subito deslocamento nos valores de Ep para o sentido
negativo a medida que o pH do meio aumentava, utilizando um ECV com a superficie modificado por
eletropolimerizacdo  de  3,3'-bis[N,N-bis(carboximetil)aminometil]-o-cresolftaleina. =~ Além  do
comportamento de Ep, os estudos de variagédo de pH também permitiram determinar o comportamento
eletroquimico dos analitos frente a equacdo de Nernst modificada (equacdo 1). Com isso, como a
Figura 3 evidencia dois comportamentos lineares distintos para os dados de Ep contra pH, fazendo-se
uso de tratamentos de parametrizacao, verifica-se que o numero de prétons transferidos no processo
redox € igual a 1 e aproximadamente igual ao nimero de elétrons, ou seja, nH* = ne- = 1,0. De acordo
com Bard e Faulkner (2001), em processos com caracteristicas similares ao obtido, infere-se que a
reacdo apresenta um comportamento Nernstiano, ou seja, segue um comportamento eletroquimico
previsto pela equacdo de Nernst. As equacdes referentes a cada reta estdo presentes na area de
plotagem do gréfico.

Conclusao

No presente estudo, um ECV foi preparado baseado na incorpora¢éo de um filme eletropolimerizado
de poli-L-Cisteina. O eletrodo modificado apresentou um comportamento apropriado, resposta
eletrocatalitica, resolucgéo e seletividade do sinal do EPI e do AU, individualmente, apropriados quando
comparado com outros valores de deteccao similar relatados na literatura. Constatou-se, entéo, que os
valores de corrente de pico andédico (ip) tendem a aumentar a medida que a velocidade de varredura
cresce. Ademais, observou-se uma relacéo linear entre ip e velocidade de varredura, logo o processo
redox na superficie do ECV tem carater irreversivel. Ainda, por meio da regresséo linear dos dados de
log ip contra log v, foi possivel esclarecer a natureza do processo de transferéncia de massa, e a reacéo
redox do EPI e da AU em Cecv-poly(cys) € controlada por difusdo, com uma inclinagéo de 0,6865 e 0,4796,
respectivamente. Por ultimo, com o efeito da variagdo do pH, observa-se que & medida que o sistema
€ alcalinizado, os valores de potencial de pico anddico sao deslocados no sentido negativo da faixa de
potencial de varredura.
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