Universidade
Estadual de LondRina

CARLOS ALBERTO ROSSI SALAMANCA NETO

EMPREGO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM
BORO NA DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE
METOPROLOL E DE SUA ASSOCIAGAO COM
HIDROCLOROTIAZIDA

Londrina
2017



CARLOS ALBERTO ROSSI SALAMANCA NETO

EMPREGO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM
BORO NA DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE
METOPROLOL E DE SUA ASSOCIAGAO COM
HIDROCLOROTIAZIDA

Dissertacao apresentada ao Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtencao
do titulo de Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof?. Dr2. Elen Julciléia Romao
Sartori Braz

Londrina
2017



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geraco
Automatica do Sisterma de Bibliotecas da UEL

Salamanca Neto, Carlos Alberto Rossi.
Emprego do eletrodo de diamante dopado com boro na determinacao voltamétrica de
metoprolol & de sua associagio com hidroclorotiazida / Carlos Alberto Rossi Salamanca
Meto. - Londrina, 2017.
731

Orientador: Elen Julciléia Romao Sartori Braz.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Exatas, Programa de Pds-Graduag¢fo em Quimica, 2017.

Inclui biblicgrafia.

1. Metoprolol - Tese. 2. Hidroclorotiazida - Tese. 3. Eletrodo de diamante dopado com
boro - Tese. 4. Voltametria - Tese. |. Sartori Braz, Elen Julciléia Roma&o. Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatas. Programa de Pos-Graduagio em
Cuimica. 1. Titulo.



laudi
Texto digitado

laudi
Texto digitado
 3

laudi
Texto digitado

laudi
Texto digitado

laudi
Texto digitado


CARLOS ALBERTO ROSSI SALAMANCA NETO

EMPREGO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO NA
DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE METOPROLOL E DE SUA
ASSOCIAGAO COM HIDROCLOROTIAZIDA

Dissertacao apresentada ao Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Londrina,
como requisito parcial a obtencao do titulo de
Mestre em Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profe. Dr2. Elen Julciléia Romao
Sartori Braz
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profé. Dr2. Andressa Galli
Universidade Estadual do Centro-Oeste —
UNICENTRO

Prof. Dr. Johny Paulo Monteiro
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
UTFPR

Londrina, 22 de fevereiro de 2017.



Dedico este trabalho aos meus pais
Julio Cesar e Arlete pelo incentivo e por
me proporcionar condicbes para que eu
seguisse em busca dos meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus pela vida e pelas oportunidades que tem me

oferecido e por tudo de bom que tem me proporcionado. Sem Ele, nada sou!

A minha orientadora Prof?. Dr®. Elen Rom&o Sartori, ndo sé pela
constante orientacdo, mas sobretudo pela sua amizade, carinho e tempo dedicado ao
meu trabalho. E também aos conselhos e apoio para que eu continue sempre

crescendo na vida académica.

A Dra. leda Spacino Scarminio, pela amizade e também pelo
empréstimo da coluna cromatografica para a analise das amostras pelo método
comparativo e, ao laboratddio DIA pela disponibilizagdo do uso do cromatégrafo para
a realizacao destas analises.

A meus pais Julio César e Arlete, que nao mediram esforgos para que
eu conseguisse alcangcar meus objetivos, pelas conversas, conselhos,
companheirismo, e pelo apoio constante. Obrigado pelo amor incondicional, amo
muito vocés!

As minhas companheiras de casa e, em especial, 8 minha namorada
Juliane, por sempre me apoiar, pelo carinho e respeito em todo esse periodo e, por
entender que eu precisava me ausentar para a realizagao deste trabalho - obrigado
pelas 6timas horas passadas ao seu lado, pelos conselhos e pelo amor. Eu amo muito
vocé!

Aos companheiros de laboratério Ana Paula, Camila, Eduardo,
Gabriel, Igor Rebech, Igor Ruiz, Jaqueline, Jessica, Jodo e Max, pelo apoio e ajuda
constantes. Pelas conversas e discussbes que me ajudaram a interpretar os
resultados desse trabalho e, sobretudo, pela amizade. Um agradecimento em especial

para a Ana e Camila, por me ajudarem na redagao da qualificagao e desta dissertagao.

Aos colegas do LQCN pela convivéncia durante a realizagdo deste

trabalho, conversas, trocas de experiéncias e amizade.

Aos funcionédrios da secretaria de Pds-Graduagdo do CCE, em
especial a Regina, por todas as vezes em que precisei, estavam |a me ajudando

prontamente em tudo.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,

CNPq, pelo auxilio financeiro durante este mestrado.

E, a todas as pessoas que direta ou indiretamente me ajudaram na

realizac&o deste trabalho, o meu muitissimo obrigado!



TAKE UP CHEMISTRY

If you wish to understand the fragrance of the
rose, or tenacity of the oak;

if you are not satisfied until you know the
secret paths by which the sunshine and the
air achieve these wonders;

if you wish to see the pattern which

underlies one large field of human
experience and human measurement,

then take up chemistry. (C. A. Coulson)



SALAMANCA-NETO, Carlos Alberto Rossi. Emprego do eletrodo de diamante
dopado com boro na determinacao voltamétrica de metoprolol e de sua
associagao com hidroclorotiazida. 2017. 73 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A hipertens&o € uma doenga que atinge aproximadamente trés em cada dez pessoas
em todo o mundo. Para algus pacientes a alteragdo de habitos alimentares e fisicos
nao é suficiente para uma reducao da pressao arterial adequada, sendo necessario a
administracdo de farmacos que reduzem a pressao arterial, os anti-hipertensivos.
Como dosagens maiores ou menores estdo diretamente relacionadas com perigosos
efeitos colaterais e a ineficacia do tratamento, o controle da quantidade de farmacos
presentes nos comprimidos é de extrema importancia. Neste trabalho, um
procedimento voltamétrico utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro
(EDDB) foi desenvolvido para a determinagédo de metoprolol (MTP) e de sua
associagado com hidroclorotiazida (HCTZ) sem a necessidade de uma etapa prévia de
separacao ou etapa de pré-concentragao. Estes procedimentos sdo uma alternativa
simples, sensivel, rapida e econdmica aos métodos cromatograficos além de serem
ambientalmente favoraveis. Foram observados picos de oxidacdo bem definidos em
1,28 e 1,42 V (vs Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™")), para a HCTZ e MTP, respectivamente,
em solugao tampao Britton-Robinson (pH 2,0). No desenvolvimento dos métodos
foram estudados o tipo de pré-tratamento do EDDB, o pH e o eletrdlito suporte.
Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades indicaram que as reagdes
para ambos anti-hipertensivos, na superficie do EDDB sao controladas por difusédo e
os valores de coeficientes de difusdo aparente foram obtidos por cronoamperometria.
Com a utilizacao dos melhores parametros instrumentais das técnicas de voltametria
de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial, curvas analiticas foram
construidas obtendo um intervalo linear de concentragéo de 0,38 — 22 umol L™', com
um limite de deteccdo de 0,034 umol L™, para o método de determinacdo do MTP e
de 0,51 — 18,7 € 1,23 — 22,8 ymol L™", com limites de deteccéo de 0,376 e 0,077 umol
L™"para a HCTZ e MTP, respectivamente no método de determinagdo simultaneo. Os
métodos desenvolvidos foram aplicados na determinagéo individual de MTP e na
determinagao simultdnea de HCTZ e MTP em amostras farmacéuticas sendo que os
resultados obtidos foram estatisticamente semelhantes aos resultados obtidos
utilizando um método cromatografico comparativo, com 95 % de confianga.

Palavras-chave: Hidroclorotiazida. Metoprolol. Eletrodo de diamante dopado com
boro. Voltametria. Comprimidos.



SALAMANCA-NETO, Carlos Alberto Rossi. The employment of boron-doped
diamond electrode in the voltammetric determination of metoprolol and of its
association with hydrochlorothiazide. 2017. 73 p. Dissertation (Master in
Chemistry) — State University of Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Hypertension is a disease that affects aproximatelly three in ten people around the
world. For some patients, changes in dietary and physical habits are not sufficient to
reduce blood pressure, and administration of antihypertensive drugs is necessary. As
major or minor dosages are directly related to the dangerous side effects and
ineffectiveness of the treatment, controlling the amount of drugs present in the tablets
is of extreme importance. In this work, a voltammetric procedure using a boron doped
diamond electrode (BDDE) was developed for a determination of metoprolol (MTP)
and its association with hydrochlorothiazide (HCTZ) without needing a prior separation
or preconcentration steps. These procedures are a simple, sensitive, fast and
economical alternative to chromatographic methods besides being environmentally
friendly. Well-defined oxidation peaks at 1.28 and 1.42 V (vs Ag/AgCl (3.0 mol L' KCI))
were recorded for HCTZ and MTP, respectively, in Britton-Robinson buffer solution (pH
2.0). To the development of methods, the type of pretreatment of BDDE, pH and
electrolyte support were studied. Cyclic voltammograms obtained at different scan
rates indicate that the reactions of both antihypertensives, on BDDE surface, are
controlled by diffusion and the values of apparent diffusion coefficients were obtained
by chronoamperometry. With the use of the instrumental parameters of square wave
and differential pulse technique, analytical curves were constructed with a linear
concentration range of 0.38 — 22 ymol L', with a detection limit of 0.034 umol L™, for
the MTP determination method, and of 0.51 — 18.7 and 1.23 — 22.8 ymol L, with
detection limits of 0.376 and 0.077 umol L™ for HCTZ and MTP, respectively in the
simultenous determination method. The methods were applied in the individual
determination of MTP and the simultaneous determination of HCTZ and MTP in
pharmaceutical samples and the obtained results were not statistically different from
those obtained using a chromatographic comparative method at a 95 % confidence
level.

Key words: Hydrochlorothiazide. Metoprolol. Boron doped diamond electrode.
Voltammetry. Tablets.
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17
1 INTRODUGAO

De acordo com a ultima atualizagdo da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) uma pressao arterial considerada normal possui o valor de 120 mmHg,
quando o coragao contrai (sistole), por 80 mmHg, quando o coragéao relaxa (diastole).
Quando a presséo sistdlica atinge um valor igual ou maior que 140 mmHg e/ou a
diastdlica atinge um valor maior ou igual a 90 mmHg e estes valores permanecem
constantes a pressao arterial é considerada alta e o paciente € diagnosticado como
hipertenso. Ainda segundo a OMS, mais de um em cinco adultos possuem hipertensao
arterial, e esta condicado e suas complicacées sao a causa de morte de mais de 9,4
milhdes de pessoas, por ano, no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

A hipertensao arterial pode ser controlada e/ou tratada por meio da
mudanca de habitos alimentares e da pratica de exercicios fisicos, além de
interromper o uso de drogas como alcool e cigarros. Entretanto, alguns pacientes
ainda necessitam de um controle medicamentoso prescrito por médicos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Anti-hipertensivos sao drogas usadas para reduzir a pressao arterial
e s&o administrados por pacientes hipertensos (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Ha
muitas classes de anti-hipertensivos, os quais reduzem a presséao arterial agindo por
diferentes mecanismos ou em diferentes locais de acdo (HARDMAN; LIMBIRD;
GILMAN, 1996). Algumas classes de anti-hipertensivos disponiveis sdo os diuréticos,
bloqueadores dos canais de calcio, -bloqueadores, antagonistas dos receptores da

angiotensina Il e inibidores da enzina conversora da angiotensina.
1.1 METOPROLOL

O tartarato de metoprolol (MTP — tartarato de 1-isopropilamino-3-[4-
(2-metoxietil) fenoxi]propan-2-ol; Figura 1) é uma droga classificada como
bloqueadora dos receptores p-adrenérgicos. Por ser uma molécula com alta
especificidade, o MTP é empregado no tratamento da hipertenséo e outras doengas
relacionadas ao coragdo como angina, além da possibilidade de prevengao e
tratamento do infarto (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996). Em 2013, foia 192 droga
mais comercializada nos Estados Unidos da América (DRUGS.COM, 2014).
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Figura 1. Férmula estrutural do MTP.
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O MTP também pode melhorar a capacidade de relaxamento do
coragdo, além de apresentar efeitos neurolégicos tais como a diminuigdo da
ansiedade e estabilizagdo do desempenho motor. Entretanto, uma sobredosagem de
MTP pode levar a broncoespasmo, insuficiéncia cardiaca, hipoglicemia, hipotensao,
fadiga e ainda a possibilidade de levar a morte (SHORE; CEPIN; DAVIDSON, 1981;
HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

1.2 DETERMINACAO DE MTP

Como mostrado na sec¢&o anterior, o uso de uma dosagem diferente
da recomendada compromete o tratamento e ainda pode ocasionar sérias
complicagbes. Por isso, o teor de MTP no medicamento administrado deve ser
controlado garantindo assim, uma redugao ideal da pressao arterial.

Até agora, a maioria dos métodos analiticos descritos na literatura
para a determinacéo individual de MTP foram cromatografia liquida acoplada com
espectrometria de massa (CLAE-EM) (JOHNSON; LEWIS, 2006; JENSEN et al.,
2008), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com diferentes sistemas de
detecgao (FANG; SEMPLE; SONG, 2004; YILMAZ; ASCI; ARSLAN, 2010; YILMAZ et
al., 2011; XU et al., 2013), cromatografia gasosa com detecg¢éo por captura de elétrons
(ZAK; HONC; GILLERAN, 1980; YANG et al., 1990) e por espectrometria de massa
(YILMAZ; ARSLAN; AKBA, 2009), espectrofotometria de absorgao ultravioleta (UV)
(ALPDOGAN; SUNGUR, 1999; PASSOS et al., 2008; YILMAZ, 2010; JADHAV;
TARKASE; DESHPANDE, 2012), eletroforese capilar (EC) (WANG et al., 2011;
WANG, 2015) e voltametria de redissolucdo adsortiva (DESAI; SRIVASTAVA, 2013;
ZORLUOGLU etal., 2013). O método oficial recomendado pela Farmacopeia Britanica
para a determinagcéo de MTP envolve o uso de CLAE (BRITISH PHARMACOPOEIA
COMMISSION, 2013). A utilizagao desta técnica é preferida em relagdo as demais,
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devido a possibilidade da determinacdo simultdnea de MTP com outros anti-

hipertensivos sem interferéncia.

1.3 HIDROCLOROTIAZIDA

Hidroclorotiazida (HCTZ — 1,1-diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida; Figura 2) € um diurético tiazidico. A HCTZ atua nos
rins aumentando a excregao de sodio, de cloreto e, consequentemente, de agua
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996). Devido a isso, € empregado no tratamento

da hipertensao e no tratamento de edemas.

Figura 2. Férmula estrutural da HCTZ
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A administracdo de uma sobredosagem de HCTZ pode ocasionar
perda de fluidos e eletrdlitos e os sintomas observados sao tontura, diminuigao do
nivel de consciéncia, hipotensdo e caibras musculares (HARDMAN; LIMBIRD;
GILMAN, 1996).

A HCTZ é comercialmente disponivel em dosagens individuais ou em
dosagens combinadas com, por exemplo, o MTP. Esta associagao garante uma
reducdo na pressao arterial mais intensificada do que o uso das drogas
individualmente (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996; RANG et al., 2012), além de
garantir maior comodidade ao paciente devido ao fato da ingestdo de um unico

comprimido.
1.4 DETERMINACAO SIMULTANEADE HCTZ E MTP
Como HCTZ e MTP séao disponibilizados em dosagens combinadas,

a quantidade de cada droga no comprimido deve ser controlada. Para isso, pode se

fazer o uso de métodos individuais, um para determinacao de HCTZ e outro para a
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determinagao de MTP. Entretanto, no desenvolvimento desses métodos individuais,
nao foram avaliadas a interferéncia de uma droga na determinagdo da outra e, por
isso, sdo passiveis a erros. Ademais, gastar-se-ia muito tempo e muitos reagentes
para a realizagado de duas analises individuais em um unico comprimido. Segundo a
literatura, a determinagédo simultdnea de HCTZ e MTP ainda ndo esta descrita em
nenhuma farmacopeia (BRASIL, 2010; BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION,
2013).

Um dos maiores desafios de uma determinacao simultdnea para duas
drogas é justamente a necessidade da eliminagéo da interferéncia de uma droga na
determinagao da outra, por isso os métodos cromatograficos sdo os mais indicados,
pois os analitos sdo previamente separados antes da detecgdo (BRIJESH; PATEL;
GHOSH, 2009; GAO et al., 2010; RAWOOL; VENKATCHALAM, 2011; PHANIR S CH
et al., 2013; ROTE; SONAVANE, 2013; TSVETKOVA; PEIKOVA, 2013). No entanto,
esses métodos possuem uma instrumentacao relativamente complexa e de alto custo,
fazem uso de solventes de alto grau de pureza, além de possuirem um alto tempo de
analise com tempos de retenc&o variando de 2,8 (GAO et al., 2010) a 11 minutos
(RAWOOL; VENKATCHALAM, 2011) para o MTP.

Outros métodos também foram empregados para a determinagao
simultanea de HCTZ e MTP. A EC se mostrou eficaz na determinacao simultanea de
HCTZ e MTP sem interferéncia devido a etapa prévia de separacao dos analitos.
Porém, o tempo de cada andlise é de aproximadamente 9 minutos, pois apds a
deteccao dos analitos se fez necessario uma etapa de limpeza da coluna com duragao
de 5 minutos (ALNAJJAR et al., 2013).

Métodos espectrofotométricos também foram utilizados para a
determinagédo simultanea de HCTZ e MTP (STOLARCZYK et al., 2006; GUPTA;
TAJNE; WADODKAR, 2008). Os comprimentos de onda encontrados para a absor¢ao
da HCTZ e do MTP sao muito préximos e uma droga acaba por interferir na
determinacao da outra. Sendo assim, o desenvolvimento desses métodos sé foi
possivel devido ao tratamento matematico dos dados obtidos em cada analise,
deixando a determinagao simultdnea mais complexa e demorada.

Mais recentemente, Vranic e Vendamme (2015) simularam um
processo industrial para confeccionar comprimidos com dosagens combinadas de

HCTZ e MTP. Foi empregado espectroscopia na regiao do infravermelho préximo para
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a determinagao de HCTZ e MTP diretamente no comprimido, sendo que o modelo de
calibragao foi baseado nos dados gravimétricos e espectrais. Esse método de analise
rapida nao pode ser utilizado nos comprimidos disponibilizados comercialmente, pois
a calibragao foi ajustada para massas que variavam de 18,0 a 42,0 mg de HCTZ e de
96,0 a 144 mg de MTP (VRANIC; VANDAMME, 2015).

1.5 METODOS VOLTAMETRICOS NA DETERMINAGAO DE HCTZ E MTP

Recentemente, métodos voltamétricos vem sendo cada vez mais
empregados na determinacao de drogas. Isto se deve as inUmeras vantagens destes
métodos frente aos tradicionalmente empregados para este tipo de andlise
(SELESOVSKA; JANIKOVA-BANDZUCHOVA; CHYLKOVA, 2015; BRYCHT et al.,
2016; COSTA et al., 2016; WU et al., 2016; MATTOS et al., 2017). O emprego de
técnicas eletroanaliticas como a voltametria permite o desenvolvimento de
metodologias analiticas simples, rapidas, precisas, sensiveis, de relativo baixo custo
e que muitas vezes emprega o minimo de reagentes tdxicos ao ambiente. Ademais, a
técnica voltamétrica possibilita analises de amostras que apresentam particulas
suspensas sem a necessidade de etapas prévias de preparo ou tratamento amostral.

Apesar destas caracteristicas, ha poucos relatos na literatura para a
determinacdo voltamétrica de MTP. Desai e Srivastava (2013) empregaram um
eletrodo de carbono vitreo (ECV) modificado com nanocompdsito de nanotubos de
carbono e nafion (ECV-NTC-NAF) e voltametria de redissolugdo na determinagao de
MTP em formulagdes farmacéuticas e fluidos biolégicos como soro e urina. A relagao
entre corrente e concentragdo foi linear no intervalo de concentragéo de 0,070 a 9,0
umol L' e o limite de detecgéo (LD) obtido foi 0,035 umol L"'(DESAI; SRIVASTAVA,
2013). Em outro trabalho, métodos voltamétricos com e sem redissolugdo adsortiva
juntamente com um eletrodo de mercurio de gota pendente (EHgGP) ou um ECV
foram aplicados para a determinagcdo de MTP em formulagbes farmacéuticas e
amostras de urina humana dopada. O menor LD foi obtido utilizando o ECV
juntamente com voltametria de redissolugéo adsortiva de onda quadrada (VRAdOQ)
e seu valor foi de 0,020 ymol L'(ZORLUOGLU et al., 2013).

Para a HCTZ, alguns eletrodos, com ou sem modificagéo, foram

utilizados como eletrodo de trabalho para sua determinagdo voltamétrica em
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formulagdes farmacéuticas e amostras biolégicas. O ECV foi empregado para avaliar
o comportamento voltamétrico e também para a determinacdo de HCTZ em
formulagbes farmacéuticas e fluidos biolégicos, obtendo um LD de 17 nmol L'
(RAZAK, 2004) e 4,3 nmol L' (ALGHAMDI, 2014). O comportamento da oxidag&o
eletroquimica da HCTZ também foi estudado utilizando um eletrodo de pasta de
carbono modificado com &cido ferrocenodicarboxilico (EPC-AFD) (KARIMI-MALEH,;
ENSAFI; ENSAFI, 2009) e um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono modificado
com benzoil-ferroceno (EPNTC-BF) (BEITOLLAHI;, GHORBANI, 2013), e a
determinagdo de HCTZ obteve valores de LD de 37 e 90 nmol L™, respectivamente.
Um método voltamétrico de redissolugéo adsortiva empregando um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono multicamadas (ECV-NTC) foi
usado na determinacdo de HCTZ em amostras farmacéuticas. Este eletrodo
apresentou atividade eletrocatalitica para a reagdo de oxidacdo da HCTZ e o LD
obtido, foi de 0,8 nmol L' (REZAEI; DAMIRI, 2008).

A determinagcdo de HCTZ simultaneamente a alguns outros anti-
hipertensivos ja vem sido relatada na literatura. Um método voltamétrico empregando
um eletrodo de diamante dopado com boro pré-tratado anodicamente (EDDB-PTA) foi
usado para determinacdo de HCTZ e losartana em amostras farmacéuticas e os LD
obtidos foram 1,2 e 0,95 ymol L™, respectivamente (SANTOS et al., 2013). Um
eletrodo de diamante dopado com boro pré-tratado catodicamente (EDDB-PTC) foi
utilizado para determinar, simultaneamente, HCTZ, anlodipino e valsartana com
valores de LD de 0,75, 0,23 e 6,2 umol L' (MANSANO; EISELE; SARTORI, 2015).
Em outro trabalho, um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (EPNTC) foi
empregado para determinar HCTZ e enalapril. O EPNTC apresentou atividade
eletrocatalitica quando comparado ao ECV, diminuindo o potencial de oxidacao de
ambas as drogas e promovendo um aumento da corrente, tanto da HCTZ quanto do
enalapril, cujo LD obtidos foram 14 e 41 nmol L™, respectivamente (SALAMANCA-
NETO et al., 2015).

Cabe enfatizar que a determinacao voltamétrica simultdnea de HCTZ

e MTP ainda nao havia sido descrita na literatura antes da realizacao deste trabalho.
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1.6 FILMES DE DIAMANTE DOPADO COM BORO

O diamante é um mineral raro e de alta resisténcia mecanica. Ele é
empregado em diversos setores industriais, e devido ao seu alto valor comercial,
muitos cientistas buscavam sua sintese em laboratério (BANNISTER; LONSDALE,
1943). Noinicio da década de 50, Willian Eversole, por meio da técnica de deposi¢céao
de vapor quimico (DVQ) conseguiu produzir diamante sintético sobre uma gema de
diamante natural (ANGUS, 2014). Na metade da mesma década, a empresa General
Electric apresentou um novo método de crescimento de diamante sintético, por alta
pressao/alta temperatura. Este método € o que mais se assemelha a formacao natural
de diamante, entretanto, ndo é o mais utilizado. Ambos os métodos foram sendo
aprimorados e atualmente a DVQ é o método mais empregado para crescimento de
diamante sintético sobre diversos substratos, sendo que na escolha do substrato se
leva em consideragao o seu coeficiente de dilatacao térmica, pois se os coeficientes
de dilatagao térmica do substrato e do diamante sintético forem muito distintos, podem
ocorrer fissuras no filme produzido quando de sua retirada do reator em temperaturas
elevadas (BARROS et al.,, 2005). A DVQ se baseia no crescimento de diamante
sintético a partir de uma mistura de um hidrocarboneto (por exemplo metano) com
excesso de hidrogénio (Figura 3). O processo ocorre num reator sob pressdes baixas
na ordem de 10 a 50 matm, onde a reagao € ativada termicamente ou por meio de
radiacdo, sendo que a deposicao ocorre sobre um substrato, formando uma rede
cristalina de carbono (SILVA et al., 1999; BARROS et al., 2005).

O diamante sintético possui quase que as mesmas propriedades
fisico-quimicas do diamante natural. Algumas delas sao alta dureza, alto ponto de
fusdo, estabilidade quimica e possuem uma energia de band-gap de
aproximadamente 5,45 eV (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; KRAFT, 2007). Esta ultima
propriedade estd relacionada com a capacidade da condutividade eletrénica do
material, sendo o diamante um isolante, ndo atraiu atencdo para seu uso na

eletroanalise.
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Figura 3. Esquema da sintese de diamante pelo método DVQ.
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Fonte: Adaptado de (BARROS et al., 2005).

A adicao de impurezas a rede cristalina do diamante causa uma
mudanc¢a nas suas propriedades fisico-quimicas. Por exemplo, a adi¢cao de atomos
de nitrogénio e fosforo causa uma diminuigdo da energia de band-gap para valores de
1,6 € 0,6 eV, respectivamente, alterando de isolante para semicondutor do tipo n. Ja
a adicao de atomos de boro, a energia de band-gap, neste caso, € de 0,37 eV e 0
material é classificado como semicondutor do tipo p (BARROS et al., 2005; KRAFT,
2007). Dependendo do nivel de dopagem o diamante dopado com boro (DDB) pode
adquirir caracteristicas metalicas (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; PLESKOV, 2000;
HUPERT et al., 2003).

Diversas fontes de boro ja foram empregadas para o crescimento de
filmes de DDB tais como hidreto de boro (B2Hs), trioxido de diboro (B20s3) e trimetilboro
(B(CHa)3) (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; SILVA et al., 1999; BARROS et al., 2005). O
hidreto de boro pode ser empregado sem a necessidade de uma dissolugéo prévia;
entretanto, € altamente toxico e explosivo. Ja o trioxido de diboro e o trimetilboro séo
compostos mais estaveis e ndo téxicos, porém necessitam que sejam dissolvidos em

acetona ou metanol para posterior adicdo ao reator. A introducao de solventes como
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acetona e metanol acarretam um fornecimento de oxigénio a mistura reacional, o que
pode mudar a estrutura final do filme de DDB (HUPERT et al., 2003).

A quantidade de boro pode ser controlada obtendo assim filmes de
DDB com diversas concentragdes de boro, as quais estdo diretamente relacionadas
com a resistividade do filme produzido. Geralmente, as concentragdes de boro variam
de 500 a 10000 ppm ou 10"° a 10%' atomos cm™ (BAIRU; STEFAN; VAN STADEN,
2003; KRAFT, 2007).

Devido as propriedades fisicas € mecéanicas, os filmes de diamante
sintéticos possuem uma ampla gama de aplicagdes em diversas areas da tecnologia.
Ja, os filmes de DDB, por apresentarem uma baixa energia de band-gap e serem
classificados como semicondutores do tipo p, podem ser empregados como eletrodos
para diversos fins (SWAIN; RAMESHAM, 1993; BAIRU; STEFAN; VAN STADEN,
2003; BARROS et al., 2005). As primeiras publicagbes, as quais avaliaram as
propriedades eletroquimicas dos filmes de DDB, datam do final da década de 80 e
comego da década de 90 (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; PLESKOV; SAKHAROVA;
KROTOVA, 1987; SAKHAROVA; NYIKOST; PLESKOV, 1992; SWAIN; RAMESHAM,
1993; TENNE et al., 1993; SWAIN, 1994). Esses filmes apresentaram propriedades
unicas quando comparados aos outros eletrodos carbonaceos ja comumente
utilizados, como o ECV, eletrodo de grafite pirolitico e eletrodo de pasta de carbono
(EPC). Dentre as caracteristicas do eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB),
destacam-se uma alta estabilidade eletroquimica e resisténcia a corrosdao, uma
corrente de fundo baixa e estavel, em uma ampla janela de potencial de trabalho, de
aproximadamente 3,5 V em meio aquoso (entre as reagdes de desprendimento de
hidrogénio e oxigénio (SALAZAR-BANDA et al., 2006), com a possibilidade de
determinar eletroquimicamente analitos que possuem altos potenciais catédicos como
atrazina que apresentou um pico de redugéo em -1,1 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L")
(SVORC; RIEVAJ; BUSTIN, 2013) e etionamida que apresentou pico de redugédo em
-0,95 V vs Ag/AgCI (KCI saturado) (FERRAZ et al.,, 2016) e também em altos
potenciais anddicos como acido acetilsalicilico (SARTORI et al., 2009), orfenadrina
(EISELE et al., 2013), ramipril (MATTOS et al., 2017), e enalapril (LOURENCAO;
MEDEIROS; FATIBELLO-FILHO, 2015), que apresentaram potenciais de oxidagao de
1,97, 1,67, 1,67 e 1,75 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"), respectivamente.
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Uma das caracteristicas mais interessantes do EDDB é a
possibilidade de se trabalhar em superficies com diferentes terminacgoes,
principalmente em hidrogénio e oxigénio. O filme de DDB, ao ser fabricado, possui
predominantemente suas terminagdes em hidrogénio (SILVA et al., 1999; BAIRU;
STEFAN; VAN STADEN, 2003; HUPERT et al., 2003) e, para alterar a terminagao
para oxigénio, o filme era submetido a uma polarizagédo anddica em meio acido, ja
para retornar para a terminagao em hidrogénio, o filme era submetido a um plasma de
hidrogénio (GRANGER; SWAIN, 1999). Suffredini e colaboradores (2004), em um
trabalho pioneiro, estudaram a influéncia das terminagdes em oxigénio e hidrogénio
na reacao de oxirreducao do par ferrocianeto/ferricianeto de potassio, sendo que estas
diferentes terminacdes foram obtidas a partir de pré-tratamentos eletroquimicos: a
terminagdo em oxigénio foi obtida a partir da, ja empregada, polarizagdo anddica
seguida de uma inédita polarizagdo catddica para se obter a terminagcdo em
hidrogénio(SUFFREDINI et al., 2004). Entretanto, Salazar-Banda e colaboradores
(2006) perceberam que quando o filme de DDB terminado em hidrogénio era exposto
ao oxigénio atmosférico, a porcentagem de hidrogénio na sua superficie diminuia
devido a oxigenagao provocada pelo proprio ar. Desta forma, para se garantir a
mesma superficie em todas as analises, garantindo assim uma analise reprodutivel, o
EDDB deve ser submetido ao pré-tratamento anddico, seguido de um pré-tratamento
catodico em todo dia de trabalho.

Com o passar dos anos, o tratamento eletroquimico foi aprimorado, e
diferentes densidades de corrente foram utilizadas. Katsuki e colaboradores (1998)
evidenciaram um desgaste da superficie do EDDB devido a uma severa polarizagéo
anddica de 2 A cm? (KATSUKI et al., 1998). O tratamento eletroquimico ainda vem
sendo alvo de estudos de pesquisadores onde a recomendagao € empregar
densidades de corrente cada vez menores, de forma a assegurar uma maior vida util
aos eletrodos (BROCENSCHI et al., 2016).

O EDDB tem sido empregado em conjunto com muitas técnicas
eletroanaliticas para o desenvolvimento de metodologias para a determinacao de
drogas (SVORC et al., 2012; EISELE et al., 2013; SANTOS et al., 2013; GUEDES et
al., 2015; MANSANO; SARTORI, 2015; NIGOVIC; MORNAR; ZAVRSKI, 2015;
BRYCHT et al., 2016).
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Por causa da hidrofobicidade, o EDDB-PTC, que possui a superficie
terminada em hidrogénio, é resistente a desativacdo e incrustacdo causada
principalmente por adsor¢gdo de moléculas polares, levando a medidas mais
repetitiveis (HUPERT et al., 2003). Entretanto, a interagéo entre os diversos analitos
e as diferentes superficies ainda nao esta bem estabelecida na literatura, portanto, a
interacdo entre as diferentes terminagcdes da superficie do EDDB com o analito,

espécie em estudo, devem ser avaliadas eletroquimicamente.

1.7 TECNICAS ELETROANALITICAS

A eletroanalitica compreende um conjunto de técnicas que relacionam
medidas de propriedades elétricas da solucdo de um analito, tais como corrente,
potencial e carga; com suas propriedades quimicas, como concentragédo. Com o
emprego destas técnicas, mais especificamente as voltamétricas, houve a
possibilidade de se alcangar valores de LD excepcionalmente baixos para uma série
de analitos tais como 14 nmol L' para a HCTZ e 41nmol L' para o enalapril
(SALAMANCA-NETO et al., 2015), 49 nmol L' para o anlodipino (VALEZI et al., 2014),
6,3 nmol L™ para o imatinibe (BRYCHT et al., 2016), 20 nmol L' para o nifedipino
(YANG et al., 2014) e 10 nmol L' para o metotrexato (SELESOVSKA; JANIKOVA-
BANDZUCHOVA; CHYLKOVA, 2015). Ademais, o nosso grupo de pesquisa
(Laboratério de Eletroanalitica e Sensores — LAES) vem fazendo uso desta técnica
para determinagcdo de moléculas organicas, principalmente anti-hipertensivos
(EISELE et al., 2013; SANTOS et al., 2013; VALEZI et al., 2014; EISELE; SARTORI,
2015; MANSANO et al., 2015; MANSANO; EISELE; SARTORI, 2015; SALAMANCA-
NETO et al., 2015; SCREMIN; KARIMI-MALEH; SARTORI, 2015; MORAES et al.,
2016; MATTOS et al., 2017).

O uso de técnicas voltamétricas possibilita a obtengdo de uma grande
variedade de informagdes que podem descrever e caracterizar determinados
sistemas. A voltametria ciclica (VC), por exemplo, é uma ferramenta muito utilizada
para obtencdo de dados qualitativos das reagdes eletroquimicas. Na maioria das
vezes, € O primeiro experimento a ser realizado quando se quer investigar o
comportamento voltamétrico dos analitos sobre os eletrodos (ARISTOV; HABEKOST,
2015).
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Na VC, o potencial aplicado a celula eletroquimica varia linearmente
na forma de onda triangular. A varredura de potencial inicia a partir de um potencial
inicial (Ei) aumentando até alcangar um potencial definido como potencial de retorno
(Er), no qual ha a inversao do sentido de varredura, onde ocorre uma nova varredura
de potencial, no sentido inverso, até um potencial final (Ef), que pode ou ndo ser o
mesmo do potencial inicial. Este processo corresponde a um ciclo de varredura (Figura
4).

Figura 4. Onda triangular correspondente a variagdo do potencial em relagdo ao

tempo empregado na voltametria ciclica.
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A partir dos voltamogramas ciclicos, pode-se indentificar
caracteristicas das reacdes eletroquimicas como reversibilidade, quasi-reversibilidade
ou irreversibilidade que estdo relacionadas com a velocidade de reacdo e sua
constante k. Se a reacdo é reversivel, ela possui uma alta velocidade e
consequentemente um alto valor de k. Sabendo-se entdo sobre a reversibilidade do
processo, pode-se estimar o niumero de elétrons a partir de calculos tedricos
especificos para cada condi¢cdo de reversibilidade (GREEF et al., 1985; GOSSER,
1993; WANG, 2000; BARD; FAULKNER, 2001). Por exemplo, para reagdes

reversiveis, a equacao utilizada no calculo de numero de elétrons é:

59 mv
Epa - Epc = :l (1)
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onde E,,€ o potencial de pico anddico, E,. € o potencial de pico catédico en € o
numero de elétrons. Ja para sistemas irreversiveis emprega-se a equagao a seguir:
47,7 mV

E,-E,p = (2)

an

onde E,/ V € o potencial de pico podendo ser anddico ou catodico, Ey ,/ V € o potencial
cujo valor da corrente € a metade do valor da corrente para E,, a € o coeficiente de
transferéncia de carga.

A velocidade de varredura pode assumir qualquer valor, e esta
diretamente relacionada com a corrente obtida segundo a equagao de Randles-Sevick
(NICHOLSON; SHAIN, 1964; GOSSER, 1993; WANG, 2000; BARD; FAULKNER,
2001; ARISTOV; HABEKOST, 2015) para sistemas reversiveis:

I, = 2,69 x 1075 x n2/3 x A x Dg/* x v'/2 x C, (3)
e, para sistemas irreversiveis:
I, = 2,69 x 1075 x n2/3 x a'/2 x A x Dy/* x v'/2 x C, (4)

onde I, (A) é a corrente de pico, podendo ser catddica ou anddica, n € o numero de
elétrons da reagao eletroquimica, a € o coeficiente de transferéncia de carga, A (cm?)
é a area eletroativa do eletrodo, D, (cm? s™') é o coeficiente de difusdo da espécie
envolvida, v (V s™) é a velocidade de varredura e C, (mol cm™) & a concentragéo da
espécie envolvida.

Com o emprego da VC, conhecendo a reversibilidade ou
irreversibilidade do sistema estudado e fazendo o uso adequado destas equacdes, é
possivel conhecer algumas caracteristicas dos componentes envolvidos na anélise,
tais como a area eletroativa dos eletrodos e os coeficientes de transferéncia de carga
e de difusdo do analito sobre determinado eletrodo.

Além disso, a VC também é usada para avaliar o mecanismo de
transporte de massa das espécies em solugdo. Para isso, a partir de um conjunto de
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voltamogramas obtidos em diferentes velocidades, avalia-se a relagdo entre corrente,
potencial e velocidade, de modo que os pardmetros de linearidade entre elas
evidenciam o comportamento das espécies quando estido se movimentando do seio
da solugao para a superficie do eletrodo. Os seguintes testes diagnésticos podem ser

feitos para avaliar o mecanismo caracteristico da reagéo eletroquimica:

e Avaliar a linearidade entre as variaveis I, e v.
e Avaliar a linearidade entre as variaveis I, e v/,

e Avaliar o coeficiente angular da reta obtida pela relagéo entre logl, e logv.

Para sistemas controlados por adsorcao, se observa linearidade entre

L dlogly .
as variaveis I, e v e o valor de Aogv se aproxima do valor 1, enquanto que para

sistemas controlados por difusdo, a linearidade é observada para a relagéo entre I,, e

vl/2 e f;;;—ggz’ assume um valor préximo de 0,5 (GOSSER, 1993; CHRISTENSEN;

HAMNETT, 1994).

Além disso, no estudo da velocidade de varredura, um deslocamento
do potencial de oxidacao para valores mais positivos ou o deslocamento do potencial
de reducdo para valores mais negativos, conforme a velocidade de varredura
aumenta, é caracteristico de reacoes irreversiveis, enquanto que para as reacdes
reversiveis, o potencial permanece constante com a variagdo da velocidade de
varredura (NICHOLSON; SHAIN, 1964; BRETT; BRETT, 1993; GOSSER, 1993;
CHRISTENSEN; HAMNETT, 1994).

Apesar da VC ser a técnica mais empregada para analises
exploratérias de sistemas eletroquimicos, outras técnicas voltamétricas sao
empregadas para analises quantitativas. As técnicas voltamétricas de pulso, como
voltametria de onda quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD)
possuem uma maior sensibilidade do que a VC, devido a minimizacao da interferéncia
da corrente capacitiva na medida da corrente faradaica (BRETT; BRETT, 1993;
BARD; FAULKNER, 2001). A corrente capacitiva decorre da simples polarizagao dos
eletrodos na célula eletroquimica, ja a faradaica € a corrente originada pelo fluxo de
elétrons envolvidos na reacao eletrédica. Nas técnicas de pulso, no momento de

aplicagao do pulso de potencial, ha um aumento no valor de ambas correntes, sendo
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que ha uma maior contribuicao da corrente capacitiva na corrente total medida. Esta
corrente possui uma taxa de decaimento com o tempo maior que a corrente faradaica,
entdo a medida de corrente pode ser realizada apds um intervalo de tempo, no qual a
contribuicdo da corrente capacitiva pode ser negligenciada, e entdo somente a
corrente faradaica é medida (Figura 5) (BRETT, 1993; SCHOLZ, 2010).

Figura 5. Variagéo das correntes faradaica e capacitiva apds a aplicagao de um pulso

de potencial nas técnicas de pulso.

Faradaica
____________ Capacitiva
L L e
-
I It
Aplicacdo do pulso Medida de corrente
de potencial

Fonte: Adaptado de (SCHOLZ, 2010)

Na VPD, a aplicagdo de pulsos de potencial de igual amplitude (a)
ocorre sobre uma rampa linear ou escada de potencial em intervalos de tempo e
velocidade constantes (Figura 6). A corrente € medida imediatamente antes dos
pulsos serem aplicados, ocorrendo uma subtragéo entre as correntes obtidas (/2 — /1),

que sao plotadas contra o potencial aplicado para gerar os voltamogramas.
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Figura 6. Variagdo do potencial em relagdo ao tempo na VPD com destaque os

instantes nos quais ocorre a medida da corrente.

i

E

Fonte: Adaptado de (SCHOLZ, 2010).

A técnica de VPD, na maioria das vezes, é empregada em
velocidades menores que 20 mV s' e ja foi empregada principalmente em
determinacdes de espécies que apresentaram uma reacao eletroquimica irreversivel
sob o eletrodo empregado, tais como HCTZ e losartana (SANTOS et al.,, 2013),
oxcarbazepina (ABOLHASANI; HOSSEINI; KHANMIRI, 2014), diclofenaco (YILMAZ
etal., 2015), aciclovir (DILGIN; KARAKAYA, 2016) e ticlopidina (REBECH et al., 2016).

Outra técnica de pulso que também é muito empregada para analise
quantitativa é a VOQ. Nela os pulsos de potencial de mesma amplitude sao aplicados
numa frequéncia (f) sobre uma escada de potencial de incremento de potencial (AE;)

definido como esquematizado na Figura 7.
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Figura 7. Variagao do potencial em relagado ao tempo na VOQ, onde estdo marcados

os instantes nos quais ocorre a medida da corrente.

4 1

E

Fonte: Adaptado de (BRETT; BRETT, 1993)

A principal diferenga entre a VOQ e a VPD é devido a aplicagdo de
pulso de potencial no sentido reverso da varredura. Desta forma, na VOQ a corrente
€ medida no final de cada pulso de potencial, tanto no sentido direto, quanto no sentido
reverso, sendo que essas correntes sdo subtraidas e plotadas contra o potencial
aplicado para dar origem ao voltamograma. Ademais a VOQ € mais rapida que a VPD,
podendo atingir velocidades de até 1000 mV s, entretanto altas velocidades podem
comprometer o sinal analitico de analitos com cinética de reacéo lenta (reagdes
irreversiveis). Devido a medida de uma corrente resultante, com a contribuicdo das
correntes de oxidacdo e de reducdo, esta técnica é aplicada principalmente na
determinacdo de espécies que apresentam reacdes eletroquimicas reversiveis
(cinética de reacédo rapida) tais como dopamina (RAJ; TOKUDA; OHSAKA, 2001;
TIAN et al., 2012), penicilina V (SVORC et al., 2012) e triptamina (COSTA et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Empregar o EDDB para desenvolver uma metodologia voltamétrica
para a determinagdo de MTP e outra para a determinag¢ao simultanea de HCTZ e
MTP.

Aplicar as metodologias desenvolvidas na analise de produtos

farmacéuticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empregar a VC para estudos exploratorios do comportamento
voltamétrico da HCTZ e do MTP.

Estudar a influéncia do tipo de pré-tratamento do EDDB no perfil
voltamétrico de HCTZ e MTP.

Avaliar o EDDB como eletrodo de trabalho para a determinacao de
MTP e de sua associacdo com HCTZ, comparando-o com outros eletrodos a base de
carbono.

Investigar o melhor valor de pH e o melhor eletrdlito suporte para a
determinacao de MTP e de HCTZ e MTP.

Empregar VC para calcular o numero de elétrons envolvidos na
reagao eletroquimica da HCTZ e do MTP, além de caracterizar o tipo de transporte de
massa durante a reagao eletroquimica e propor os mecanismos de reagao.

Avaliar as técnicas voltamétricas de pulso VPD e VOQ para a
construgao de curvas analiticas para a determinacao de MTP e de sua associacao
com HCTZ.

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras
analisadas e determinar os anti-hipertensivos empregando voltametria e EDDB.

Empregar testes estatisticos como F e t para comparar os resultados
obtidos a partir da técnica voltamétrica com os resultados obtidos a partir de uma

técnica cromatografica reportada na literatura.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUTOS QUIMICOS E SOLUGOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico
e as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura (resistividade = 18,2 MQ
cm, proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore®). HCTZ e MTP foram obtidos da
Sigma-Aldrich. Os acidos acético, borico, citrico, lactico e fosforico, hidréxido de sédio
e metanol foram obtidos da Synth.

Para os estudos iniciais e estudo do melhor pH do eletrdlito suporte,
foi utilizada a solugdo tampao Britton-Robinson (BR). Esta solugdo tampao foi
preparada adicionando 2,3 mL de acido fosférico 85 % (v/v), 2,7 mL de acido acético
99,9 % (v/iv) e aproximadamente 2,5 g de acido bdrico 99,9 % (m/m) a um baldo
volumétrico de 1,0 L, com volume completado com adigdo de agua ultrapura. O pH da
solugdo tampéo BR foi ajustado com a adigdo de uma solugédo de NaOH 2,0 mol L.
A solucao tampao BR foi escolhida como eletrdlito suporte para a determinagao de
MTP, sendo o pH ajustado para 7,0, e a solugado tampao lactato foi escolhida como
eletrdlito suporte para a determinacao simultanea de HCTZ e MTP. A solugao tampao
lactato foi preparada adicionando 4,1 mL de &cido lactico 90 % (v/v) em um balao
volumétrico de 500,0 mL com o volume completado com agua ultrapura, e o pH
ajustado para 4,0 com a adigdo de uma solugédo de NaOH 2,0 mol L™.

As solucdes estoque de HCTZ e MTP foram preparadas na
concentragdo de 10 mmol L™ utilizando metanol. As solugdes de trabalho nas
concentracdes de 1000 e 100 ymol L~" foram preparadas pela diluicdo das solucdes
estoque de HCTZ e MTP com as respectivas solugdes escolhidas como eletrdlito
suporte, solugdo tampéao BR (pH 7,0) para a determinagao de MTP e solugéo tampao
lactato (pH 4,0) para a determinac&o simultdnea de HCTZ e MTP. As solugdes
estoque, bem como, as solucdes de trabalho foram preparadas nos dias dos

experimentos.
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3.2 EQUIPAMENTOS

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma
célula eletroquimica de compartimento Unico com trés eletrodos, incluindo uma placa
de platina (0,5 x 0,5 cm?) como eletrodo auxiliar, um Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) como
eletrodo de referéncia, o qual se referem todos os potenciais apresentados na
sequéncia, e um EDDB como eletrodo de trabalho (Figura 8). O filme de diamante
dopado com 8000 ppm de boro foi obtido da Adamant (Suiga). O EDDB foi preparado
soldando a base de silicio do filme de DDB (que contém uma fina camada de ouro) na
extremidade de uma haste contendo cobre (placa de circuito eletrénico) de 10 cm de
comprimento, 0,5 cm de largura e 0,1 cm de espessura, sendo isolado com resina
epoxi (Araldite®), para que somente a superficie do filme de DDB ficasse exposta para
as medidas eletroquimicas, apresentando dessa forma, uma area de 0,28 cm? (Figura
9).

Figura 8. Representagdo esquematica da célula eletroquimica contendo trés
eletrodos, eletrodo auxiliar, de referéncia e de trabalho, além do orificio para adigcao

das aliquotas.

Eletrodo de Trabalho  Eletrodo Auxiliar
Eletrodo de Referéncia \ /1

AN
Orificio para adicdo
de aliquotas

/

%
N

Fonte: o proprio autor.
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Figura 9. Fotografia do EDDB empregado nas determinagdes voltamétricas de MTP
e HCTZ e MTP em formulagdes farmacéuticas: (1) flme de DDB, (2) contato elétrico
(liga estanho/chumbo), (3) isolamento do eletrodo com resina epdxi Araldite, (4)

camada de cobre.

Fonte: (SARTORI, 2009).

As medidas voltamétricas foram realizadas usando um
potenciostato/galvanostato FRAIl yJAUTOLAB tipo Il (Metrohm Autolab B.V., Holanda)
controlado pelo software General Purpose Electrochemical System - GPES.

Um potenciostato/galvanostato MPEG 2 (Microquimica, Brasil),
operando no modo galvanostatico, foi utilizado para a realizagéo do pré-tratamento do
EDDB. Primeiramente, o EDDB foi pré-tratado anodicamente em uma solugdo de
H2SO4 0,5 mol L' com a aplicacdo de uma densidade de corrente de +0,5 A cm™
durante 30 s, seguido da aplicagdo de —0,5 A cm=2 durante 120 s deixando a superficie
do EDDB terminada predominantemente em hidrogénio (SUFFREDINI et al., 2004;
KRAFT, 2007). Devido a perda de hidrogénio da superficie do EDDB, pelo contato
com o oxigénio do ar (SALAZAR-BANDA et al., 2006), o pré-tratamento catddico foi
realizado no inicio de cada dia de experimentos, precedido do anddico.

Um ECV (Tokay Carbon Co., Jap&o), um EPNTC e um eletrodo de
pasta de grafite (EPG), todos com area superficial de 0,0707 cm?, foram utilizados
para fins de comparagao. Antes do uso, o ECV foi mecanicamente polido com alumina
em po6 (0,05 um) e depois foi lavado com agua ultrapura. O EPNTC e EPG foram
preparados utilizando éleo mineral como ja descrito por Salamanca-Neto (2015),
obtendo uma pasta com 30 % (m/m) de nanotubos de carbono multicamadas no
EPNTC e uma pasta com 70 % (m/m) de grafite no EPG.

O pH foi medido a 25,0 + 1,0°C usando um pHmetro HI-221 (Hanna
Instruments, Estados Unidos da América), empregando um eletrodo de vidro

combinado com um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") como referéncia externa.
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As determinacdées de MTP e de HCTZ e MTP por CLAE foram
realizadas em um cromatégrafo liquido LC (Shimadzu, Japao) acoplado a um sistema
com uma bomba de duplo pistdo LC-20AT, um injetor automatico SIL-20AC e um
detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20. As condigdes de separagao
cromatografica foram realizadas de acordo com um trabalho prévio (BRIJESH,;
PATEL; GHOSH, 2009). A separacao de HCTZ e MTP foi realizada em uma coluna
C18 (ACE, Escocia) com 250 por 4,6 mm de diametro interno e 5 ym de tamanho de
particula mantida a 24,0 (x 0,1) °C. A fase mével consistiu em uma mistura de uma
solugéo tampéo fosfato na concentragdo de 50 mmol L™ (pH 5,0), acetonitrila e
metanol (52,5:25:22,5, v/viv), e foi mantida num fluxo de 1,0 mL min~' com volume de
injecéo de amostra de 20 pL que foram detectadas num comprimento de onda de 222

nm.
3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

VC e VOQ foram empregadas para estudos preliminares do
comportamento eletroquimico de HCTZ e MTP sobre o EDDB. VOQ e VPD foram
usadas para desenvolver a metodologia eletroanalitica para a determinagcao de MTP
e para a determinacao simultanea de HCTZ e MTP em amostras farmacéuticas.

Com a utilizacdo dos parametros experimentais e instrumentais
previamente selecionados, as curvas analiticas foram construidas pela adigao
sucessiva das solucdes de trabalho de cada anti-hipertensivo. Para a determinagao
individual foram feitas adicdes sucessivas da solucao de trabalho de MTP na célula
eletroquimica, contendo 10 mL de solugdo tamp&o BR (pH 7,0), j4 para a
determinacao simultanea foram feitas adicoes sucessivas das solucdes de trabalho
de HCTZ e MTP, simultaneamente, na célula eletroquimica, contendo 10 mL da
solugdo tampéo lactato (pH 4,0). Voltamogramas de onda quadrada e de pulso
diferencial foram obtidos apds cada adicdo das solucbes de trabalho dos anti-
hipertensivos.

O valor do LD foi obtido por meio da seguinte equacgao:

LD =35 (5)

m
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sendo S; o valor do desvio padrao da corrente obtida a partir de dez medidas da
solugao do branco, e m, o valor do coeficiente angular da curva analitica, de acordo
com a recomendacédo da IUPAC (LONG; WINEFORDNER, 1983).

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS

As amostras farmacéuticas utilizadas neste estudo foram adquiridas
em uma drogaria local na cidade de Londrina, Brasil. Os comprimidos adquiridos eram
rotulados com as quantidades de 25, 50 e 100 mg de MTP e 12,5 e 100 mg de HCTZ
e MTP, respectivamente.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de MTP e na
determinacao simultinea de HCTZ e MTP em comprimidos. Para o preparo das
amostras, 10 comprimidos de cada formulag¢ao analisada foram pesados e macerados
em um graal com auxilio de um pistilo até a formagao de um pé fino e homogéneo. A
massa correspondente a 1 comprimido foi pesada e transferida para um baldo
volumétrico de 25 mL contendo 10 mL de metanol. Apds 5 minutos de sonicacéao, o
balao volumétrico foi completado com metanol. Feito isso, uma aliquota adequada foi
diluida para 2 mL usando o eletrdlito suporte correspondente. Para cada amostra, uma
aliquota desta solugao diluida foi transferida diretamente para a célula eletroquimica,
contendo 10 mL do eletrdlito suporte apropriado, apds a qual, os voltamogramas foram
obtidos. A concentracao de MTP e de HCTZ e MTP nas solugcdes das amostras foram
determinadas diretamente pela interpolacdo nas curvas analiticas previamente

construidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DE HCTZ E MTP SoBRE 0 EDDB

O comportamento voltamétrico de HCTZ e MTP foi estudado por VC
a 50 mV s'. A varredura de potencial direta foi aplicada de 0,6 a 1,6 Ve de 1,6 a 0,6
na varredura reversa. O eletrdlito suporte utilizado foi a solugao tampao BR (pH 2,0)
e foram obtidos voltamogramas para 99 ymol L™' de HCTZ (Figura 10A), para 80 pmol
L' de MTP (Figura 10B) e para a mistura desses anti-hipertensivos nas
concentragdes ja empregadas (Figura 10C) no EDDB-PTC. Como pode ser visto,
HCTZ e MTP apresentaram um pico de oxidacao nos potenciais de 1,28 e 1,42 V,
respectivamente. Nenhum pico de reducgao foi observado na varredura reversa; sendo
assim, as reacdes eletroquimicas de HCTZ e MTP sobre o EDDB-PTC sao
caracterizadas pela irreversibilidade do processo redox.

Por meio do voltamograma apresentado na Figura 10C, pode-se
observar que os picos de oxidacdo dos anti-hipertensivos estdo separados por uma
pequena diferenga de potencial de 0,147 V, o que pode comprometer a analise

simultdnea dessas duas drogas no EDDB-PTC.
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) em solugédo tampdo BR (pH 2,0),
empregando um EBBD-PTC para (A) 99 ymol L' de HCTZ, (B) 80 ymol L' de MTP

e (C) 99 umol L™" de HCTZ e 80 umol L™" de MTP, simultaneamente.
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4.2 ESTUDO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS PARA A DETERMINAGCAO DE MTP E SUA
AsSOCIACAO COMHCTZ

Com apenas 0,147 V de potencial de separacio dos picos anddicos,
a determinagdo simultidnea estaria suscetivel a interferéncia de um analito na
oxidagao do outro e, com o intuito de viabilizar a determinagéo simultdnea de HCTZ e
MTP, varios parametros experimentais foram investigados. Primeiramente,
investigou-se o efeito das terminag¢des superficiais do EDDB, obtidas por meio do pré-
tratamento eletroquimico. O EDDB-PTA possui sua terminagéo, predominantemente,
em oxigénio enquanto que o EDDB-PTC possui predominantemente hidrogénio em
sua terminagdo (PASTOR-MORENO; RILEY, 2002; SUFFREDINI et al., 2004;
BROCENSCHI et al., 2016).

O estudo do pré-tratamento foi realizado da seguinte maneira:
primeiramente, o EDDB foi pré-tratado anodicamente, entdo, investigou-se o
comportamento voltamétrico da HCTZ e do MTP, simultaneamente, no EDDB-PTA
por meio de VC. Apds, o EDDB foi pré-tratado catodicamente e investigou-se o
comportamento voltamétrico da HCTZ e do MTP, simultaneamente. As concentragdes
empregadas de HCTZ e MTP foram 99 e 80 pmol L' respectivamente. Os
voltamogramas ciclicos da HCTZ e do MTP em mistura binaria em solugao tampao
BR (pH 2,0) utilizando o EDDB-PTA e EDDB-PTC estao apresentados na Figura 11.
Como pode ser visto, quando se empregou o EDDB-PTC, dois picos de oxidagao
individuais foram identificados, um a esquerda para HCTZ e outro, a direita, para MTP.
Quando o EDDB-PTA foi empregado, ambos picos de oxidagéo tiveram o seu
potencial deslocado para valores menos positivos. Para a HCTZ houve a redugéo de
47,8 mV, e para o MTP, 102 mV, entretanto, os picos de oxidacdo apresentam-se
sobrepostos. Sendo assim, devido a separagao de picos obtida empregando o EDDB-
PTC, este pré-tratamento foi empregado nas analises posteriores.

Ainda, para a determinacio individual de MTP, o pré-tratamento
catddico também foi escolhido, devido principalmente a melhor repetibilidade da

corrente de pico anddico obtida com este pré-tratamento.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') em solugdo tampao BR (pH 2,0) de 99
umol L™" de HCTZ e 80 umol L™' de MTP, usando um EDDB-PTA (—) e um EDDB-
PTC (—).
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Com o tipo de pré-tratamento escolhido, outro parametro foi avaliado,
o pH do eletrdlito suporte. Para este estudo foi empregada VOQ e as correntes de
oxidag&o para 99 uymol L™' de HCTZ e 80 uymol L™" MTP simultaneamente em solug&o
tampao BR, foram avaliadas em diferentes valores de pH (2,0 — 9,0). Como pode ser
visto na Figura 12, tanto para a HCTZ quanto para o MTP, o potencial de oxidagéo
sofreu um deslocamento no sentido de valores menos positivos conforme o
incremento de valor de pH. Esse deslocamento é um indicativo que prétons estao
envolvidos na oxidacdo de ambos analitos e que esta reacdo acontece
irreversivelmente na superficie do eletrodo (SMITH, 2006). A fim de se estimar a
relacéo entre protons e elétrons envolvidos nas reagdes eletroquimicas de HCTZ e
MTP, plotou-se o valor de potencial em funcdo do valor de pH. Onde o valor do

coeficiente angular foi empregado na equagéao

D~ _0,059 2 (6)
dpH n

dE, ., . . . , . .
onde, @—Z € o coeficiente angular da reta obtida e p € o valor de numero de proétons

(SHAH et al., 2015).



44

Para ambos anti-hipertensivos, houve uma correlacao linear entre os
.. . ~ dE. -
potenciais de oxidacao e os valores de pH com valores de aTZ —0,047 V pH™" para a

HCTZ e de —0,046 V pH™" para o MTP. Sendo assim, estima-se que as reacdes de
oxidagéo de HCTZ e de MTP ocorrem com a perda de quantidades iguais de protons
e elétrons (ZUMAN, 1969).

Figura 12. Voltamogramas de onda quadrada de 99 uymol L™' de HCTZ e 80 pymol L™’
de MTP usando um EDDB-PTC em solugéao tampao BR em pH 2,0 (—), 4,0 (—), 7,0
(—) e 9,0 (—). Pardmetros da VOQ: f=30 Hz, a=50 mV e AE; =2 mV
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Para a escolha do pH do eletrdlito suporte a ser empregado para a
determinagcdo de MTP e de HCTZ e MTP algumas caracteristicas puderam ser
avaliadas. A maior magnitude de corrente para a HCTZ e para o MTP foi observado
em valores de pH 2,0 e 7,0, respectivamente. Como ja visto, no pH 2,0, os picos de
oxidacdo dos anti-hipertensivos estdo sobrepostos podendo ocorrer interferéncia de
um composto na oxidagéo do outro, ja em pH 7,0, a magnitude de corrente para a
HCTZ é mais reduzida. Como a dosagem de HCTZ e MTP nos comprimidos
comercializados é 12,5 e 100 mg, respectivamente, a quantidade molar de HCTZ é
inferior a quantidade molar de MTP, assim, uma corrente de MTP muito maior que de
HCTZ nao seria adequada para a determinag¢ao simultanea desses compostos. Dessa
forma, o valor de pH 4,0 foi escolhido para as futuras analises por apresentar

magnitudes de corrente mais semelhantes, aliadas a uma diferenga de potencial de
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oxidagao de 0,245 V, que permite a determinagao simultanea, sem interferéncia de
um composto na presenca do outro. Ja para a determinacdo de MTP, individualmente,
o valor de pH 7,0 foi escolhido, pois neste valor de pH, foi obtida a maior magnitude
de corrente para o MTP.

Com os valores de pH dos eletrdlitos suporte definidos, varias
solugdes tampao nos valores de pH escolhidos foram avaliados utilizando VOQ para
a determinacao simultanea de HCTZ e MTP. Foram avaliadas as solugdes tampao
acetato, BR, citrato, fosfato, lactato e Mc'llvaine, em pH 4,0 (Figura 13). Com solugao
tampao BR e lactato foram obtidas as maiores magnitudes de corrente para a HCTZ
e para o MTP. Contudo, usando-se a solucdo tampao lactato, houve uma maior
magnitude paraa HCTZ, além de uma melhor repetibilidade dos sinais analiticos tanto
para a HCTZ quanto para o MTP, sendo entdo a solugdo tampéo lactato (pH 4,0)

escolhida como eletrélito suporte para determinar simultaneamente HCTZ e MTP.

Figura 13. Voltamogramas de onda quadrada de 99 uymol L™' de HCTZ e 80 pymol L™’
de MTP usando um EDDB-PTC em diferentes solugdes tampao em pH 4,0: (A) citrato,
(B) Mc’llvaine, (C) acetato, (D) fosfato, (E) lactato e (F) BR. Parametros da VOQ: f =
30 Hz,a=50mV e AE; =2 mV.
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Ja para a determinacdo MTP, as solugbes tampao BR e fosfato, em
pH 7,0, foram avaliadas (Figura 14). Para ambas as solugdes tampdo, o MTP

apresentou uma magnitude de corrente semelhante. Porém, uma melhor
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repetibilidade dos sinais analiticos foi obtida utilizando-se a solugao tampao BR; sendo
assim, a solugao tampéo BR (pH 7,0) foi escolhida como eletrélito suporte para a

determinacao de MTP, individualmente.

Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada de 99,9 ymol L™ de MTP usando um
EDDB-PTC em solugdes tampao em pH 7,0: (—) fosfato e (—) BR. Parametros da
VOQ: f=60Hz, a=40 mV e AEg =3 mV
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A resposta voltamétrica simultanea de 99 ymol L™ de HCTZ e de 80
umol L™' MTP obtida com o EDDB-PTC em solugdo tampéo lactato (pH 4,0), foi
comparada com a resposta obtida por outros eletrodos de carbono nas mesmas
condigbes de andlise. Os eletrodos utilizados foram ECV, EPNTC e EPG, e os

voltamogramas de onda quadrada obtidos estdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Voltamogramas de onda quadrada para 99 ymol L™ de HCTZ e 80 umol
L™" de MTP em solugéo tamp3o lactato (pH 4,0) usando um EDDB-PTC (—), um EPG
(—), um EPNTC (—) e um ECV (—). Parametros da VOQ: f=30 Hz,a=50 mV e
AE; =2 mV.
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Como pode ser observado, maiores magnitudes de densidade de
corrente para a HCTZ foram obtidas utilizando o EPG, o EPNTC e o ECV, entretanto,
nenhum sinal analitico foi observado para o MTP nestes eletrodos, nestas condicoes.
Devido a isso, o EDDB-PTC foi o unico eletrodo utilizado para a determinacao
individual de MTP e determinagao simultdnea de HCTZ e MTP.

4.3 CARACTERIZAGAO E MECANISMOS DE OXIDACAO DE HCTZ E MTP

Foi utilizado a VC em diferentes velocidades de varredura para 99
umol L™" de HCTZ e para 80 umol L™' de MTP, separadamente, em solugéo tamp&o
lactato (pH 4,0) e para 99 pmol L™" de MTP em solugéo tampéo BR (pH 7,0). Utilizando
o EDDB-PTC, os voltamogramas ciclicos foram obtidos em diferentes velocidades de
varredura (5 — 200 mV s™") e estdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos (A) obtidos em solugéo tampao lactato (pH 4,0) de
(i) 99 ymol L™ de HCTZ e (ii) 80 ymol L' de MTP, e (B) obtidos em solugdo tamp&o
BR (pH 7,0) de (iii) 99 umol L™" de MTP, usando um EDDB-PTC em vérias velocidades
de varredura (a—j: 5— 200 mV s™).
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Como pode ser observado, com o aumento da velocidade de
varredura, houve um deslocamento para maiores valores de potencial para ambos os
farmacos. Este deslocamento ¢é tipico de sistemas totalmente irreversiveis
(NICHOLSON; SHAIN, 1964; GOSSER, 1993; ARISTOV; HABEKOST, 2015).

O numero de elétrons (n) envolvidos na eletro-oxidagédo de HCTZ e
MTP no EDDB-PTC foi estimado através da Equacao 2, para sistemas irreversiveis
(GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). Os voltamogramas ciclicos a 50 mV s

foram empregados para a realizagéo dos calculos e os valores de E,, e E,, ;,, bem como

o valor de numero de elétrons estimados estio relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de E,, E,/,, E, — E,;, € n obtidos a partir dos voltamogramas

ciclicos a 50 mV s, para a HCTZ e para o MTP.
HCTZ MTP (pH 4,0) MTP (pH 7,0)

E, 1,195 1,445 1,294
E, 2 1,148 1,394 1,243
E,—E,;, 0,047 0,051 0,051
n 2,03 1,87 1,87

O numero de elétrons calculados para a oxidagcdo da HCTZ e do MTP,
sobre o EDDB-PTC, foi igual a 2, para ambos os farmacos. Com a relagao de prétons
e elétrons obtida no estudo do pH, a partir da Equacao 6, temos que o numero de
prétons é igual ao numero de elétrons, portanto dois elétrons e dois prétons estao
envolvidos na oxidagdo da HCTZ para clorotiazida, como proposto por Razak (2004)

usando um ECV e estudos espectrofotométricos (Figura 17).

Figura 17. Mecanismo proposto para a eletro-oxidagado da HCTZ sugerido por Razak
(2004) empregando um ECV
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E para o MTP, dois elétrons e dois protons estdo envolvidos em sua
oxidagdo que, provavelmente, acontece no anel aromatico, como proposto por
Zorluoglu e colaboradores (2013) usando um ECV e baseado em investigagdes

computacionais (Figura 18).

Figura 18. Mecanismo proposto para a eletro-oxidagdo do MTP sugerido por

Zorluoglu e colaboradores (2013) empregando um ECV.
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Ainda, a partir dos voltamogramas obtidos em diferentes velocidades,
foi observado que a magnitude da corrente de pico variou linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura para a HCTZ (R? = 0,999) e MTP (R? = 0,999)
em solugéo tampéo lactato (pH 4,0) e para o MTP (R? = 0,997) em solugédo tamp&o
BR (pH 7,0), o que indica que a etapa lenta da reagao eletrédica é caracterizada por
difusdo dos compostos do seio da solucdo para a superficie do EDDB-PTC
(NICHOLSON; SHAIN, 1964; BRETT; BRETT, 1993; GOSSER, 1993; ARISTOV,
HABEKOST, 2015). A Figura 19 mostra a relacédo entre a magnitude da corrente de
pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Além disso, foi observada uma relagao linear entre o logaritmo da
corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura para HCTZ e MTP em
solugéo tampao lactato (pH 4,0) e para MTP em solugao tamp&o BR (pH 7,0), cujas
equacoes obtidas foram:

lOg IHCTZ—pH 4,0 = 0,4‘4‘ X lOg v+ 0,064‘ RZ = 0,999 (7)
10g Iyyrp—p 40 = 0,46 X logv + 0,15 R? =0,999 (8)
lOgIMTP—pH 7,0 = 0,52 X lOgU + 0,04‘1 RZ = 0,999 (9)

Os valores de coeficientes angulares das retas obtidas confirmam o
controle difusional das reacdes desses anti-hipertensivos sobre o EDDB-PTC
(NICHOLSON; SHAIN, 1964; GOSSER, 1993; ARISTOV; HABEKOST, 2015).
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Figura 19. Relagao linear entre corrente de pico e raiz quadrada da velocidade de
varredura para voltamogramas ciclicos (A) obtidos em solugédo tampao lactato (pH 4,0)
de (i) 99 umol L' de HCTZ e (ii) 80 ymol L™ de MTP, e (B) obtidos em solugéo tamp&o
BR (pH 7,0) de (i) 99 umol L™' de MTP, usando um EDDB-PTC em vérias velocidades
de varredura (a—j: 5— 200 mV s™).
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Como ambos os farmacos possuem uma reag¢do caracterizada por
difusdo, o coeficiente difusional aparente (D,) de cada um foi obtido usando
cronoamperometria. Os valores de D, foram calculados a partir de
cronoamperogramas obtidos para os intervalos de concentragao de 3,1 a 5,0 ymol L™
"de HCTZ e de 6,5 a 7,4 ymol L' de MTP com valores de potenciais fixados em 1,27
e 1,48 V, respectivamente, em solugdo tampéo lactato (pH 4,0). Para o MTP, em
solugdo tampéo BR, as concentragdes empregadas variaram de 3,8 a 7,6 ymol L™" e
o potencial foi fixado em 1,25 V. A partir dos graficos de corrente versus o inverso da
raiz quadrada do tempo e da equacgédo de Cottrell (BARD; FAULKNER, 2001), os
valores de D, foram calculados, sendo de 6,6 x 10™° cm? s~' para HCTZ, concordante
com o valor de 1,1 x 10° ¢cm? s~" encontrado por Mansano e colaboradores (2015)
empregando um EDDB-PTC em solugéo tampéao BR (pH 5,0) e, para o MTP os valores
de D, encontrados foram de 7,8 e 1,87 x 10* cm? s' em pH 4,0 e 7,0,

respectivamente.

4.4 DETERMINAGAO DE MTP UsaNDO 0 EDDB-PTC

VOQ e VPD foram aplicadas para a determinacao individual de MTP.
Deste modo, a influéncia dos valores dos parametros operacionais associados a cada
uma das técnicas voltamétricas foi investigada usando o EDDB-PTC e MTP na
concentragdo de 11 pymol L™" em solugdo tamp&o BR (pH 7,0). Os valores foram
avaliados tendo em conta uma maior intensidade de corrente de pico e 0os menores
valores de largura de meio-pico, ou seja, a maxima sensibilidade e seletividade,
respectivamente.

Para a VOQ, as variaveis estudadas foram frequéncia (f), amplitude
(a) e incremento de potencial (AEs), enquanto que para a VPD, estudou-sea,
velocidade de varredura (v) e tempo de modulagdo (tm). A Tabela 2 apresenta o
intervalo estudado para cada parametro, bem como o valor escolhido. Cabe ressaltar

que cada parametro foi avaliado individualmente, mantendo os outros dois constantes.
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Tabela 2.Parametros instrumentais da VOQ e VPD, avaliados para a determinacéao

de MTP em solugéo tampéao BR (pH 7,0)

Técnica Parametros Intervalo estudado Valor escolhido

f(s™) 10-70 60

VOQ a (mV) 10 - 50 40
AEg (mV) 1-5 3

a (mV) 10 — 200 125
VPD v (mVs™ 3-7 5
tm (ms) 3-7 5

Usando os parametros selecionados, as curvas analiticas para o MTP
foram construidas pela adicao sucessiva de aliquotas da solugdo padrdo de MTP
utilizando VOQ e VPD, empregando o EDDB-PTC. Os parametros analiticos como
potencial de oxidagao, intervalo linear de concentragao, coeficientes angular e linear
da curva, LD e repetibilidades inter- e intra-dia das medidas, obtidas por VOQ e VPD

estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros analiticos obtidos para a determinacao individual de MTP por
VPD e VOQ em solugéo tampéo BR (pH 7,0) usando um EDDB-PTC

Parametros obtidos VPD voQ
Potencial de pico (V) 1,22 1,24
Intervalo linear de concentragédo (umol L") 0,38 — 22 0,38 — 22
Coeficiente de determinacgéo, R? 0,998 0,999
Coeficiente angular (WA mol~' L) 1,2 x 10° 3,9 x10°
Coeficiente linear (pA) 0,94 0,059
LD (umol L) 0,034 0,076
Repetibilidade Intra-dia (DPR %) 3,0 2,9
Repetibilidade Inter-dia (DPR %) 3,2 3,5

A repetibilidade intra-dia da magnitude de corrente de pico foi
determinada por sucessivas medidas (N = 10) de 11 pymol L' de MTP utilizando as
técnicas VOQ e VPD. A repetibilidade inter-dia da magnitude de corrente de pico foi

avaliada por meio da medida da corrente de pico para 11 pmol L™' de MTP
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provenientes de solugdes preparadas diariamente durante 5 dias. Como pode ser visto
na Tabela 3, foram obtidos valores toleraveis de desvio padrao relativo (DPR), em
ambas as técnicas, sendo o valor maximo permitido 5% (PEREZ, 2010).

Devido a uma maior sensibilidade apresentada pela VPD, esta técnica
foi escolhida para a determinagado de MTP. Os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para o intervalo de concentracdo de 0,38 — 22 umol L™" de MTP estdo
apresentados na Figura 20, e a curva analitica obtida, com esta técnica, € mostrada
na Figura 21, sendo que, devido a repetibilidade dos sinais analiticos, as barras de

erros para as correntes obtidas ndo sao perceptiveis.

Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial em solugdo tampéo BR (pH 7,0)
obtidos usando o EDDB-PTC para as seguintes concentra¢des de MTP: (1) 0, (2) 0,38,
(3)1,9, (4) 3,8, (5) 7,6, (6) 11, (7) 15, (8) 18 e (9) 22 ymol L~". Parametros da VPD: a

=125mV,tm= 5msev=5mVs’.
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Figura 21. Curva analitica obtida por VPD, para o intervalo de concentragdo de MTP

de 0,38 a 22 ymol L.
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Na Tabela 4 sao mostrados os parametros analiticos obtidos para a
determinagao individual de MTP ja relatados na literatura em comparagédo com o
método desenvolvido. Sao apresentadas as técnicas utilizadas, os intervalos lineares
de concentracao, bem como os valores de LD obtidos para a determinacdo de MTP.
A partir destes dados, nota-se que o valor de LD, para o MTP, obtido usando o método
aqui proposto € menor do que os valores obtidos usando o ECV e o EHgGP, exceto
quando o ECV foi utilizado em conjunto com voltametria de redissolugédo adsortiva de
onda quadrada (VRAdOQ) (ZORLUOGLU et al., 2013) e é similar ao LD obtido
utilizando um ECV-NAF-NTC (DESAI; SRIVASTAVA, 2013). No entanto, nesses
métodos foi necessaria uma etapa prévia de acumulacao do farmaco na superficie do
eletrodo antes de cada determinacdo (DESAI; SRIVASTAVA, 2013; ZORLUOGLU et
al., 2013), ou ainda foi utilizado um eletrodo modificado (DESAI; SRIVASTAVA, 2013),
aumentando o tempo das analises. Tendo em vista estes resultados, e que o EDDB-
PTC garantiu bons resultados, simplicidade de utilizagdo sem a necessidade de
modificacao da sua superficie, uma estabilidade elevada e uma consideravel vida util,
este eletrodo pode ser utilizado como método alternativo para a determinagao de MTP

em comprimidos.
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Tabela 4. Caracteristicas dos procedimentos analiticos voltamétricos para a

determinagcdo de MTP previamente reportados em comparagdo ao procedimento

proposto
Intervalo
linear de LD .
Eletrodo Técnica Referéncias
concentragao (umol L)
(umol L™)
ECV-NAF- (DESAI;
VRAdPD 0,07 -9,0 0,035
NTC SRIVASTAVA, 2013)
(ZORLUOGLU et al.,
ECV VPD 1,6 — 101 0,51
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
ECV vOQ 3,23 -101 0,97
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
ECV VRAdPD 0,62 - 3,25 0,19
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
ECV VRAJOQ 0,06 — 1,08 0,02
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
EHgGP VPD 3,18 -28,5 0,93
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
EHgGP vOQ 3,18 -16,9 0,96
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
EHgGP VRAdPD 0,95-945 0,28
2013)
(ZORLUOGLU et al.,
EHgGP VRAJOQ 0,95-945 0,29
2013)
EDDB-
VPD 0,38 — 22 Este trabalho
PTC 0,034

Abreviacoes: VRAJPD — voltametria de redissolucao adsortiva de pulso diferencial.

4.5 DETERMINACAO SIMULTANEA DE HCTZ E MTP UsSANDO 0 EDDB-PTC

A determinacgao voltamétrica simultanea de HCTZ e MTP foi realizada

por VOQ e VPD. Previamente, os parametros experimentais de ambas técnicas
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também foram estudados a fim de se obter uma maior magnitude de corrente para 50
umol L™" de HCTZ e 40 ymol L™" de MTP em solugéo tampé&o lactato (pH 4,0) e,
consequentemente uma maior sensibilidade analitica. Para a VOQ, as variaveis
estudadas foram f, a e AEg, enquanto que para a VPD, estudou-se a, v e tm. A Tabela
5 apresenta o intervalo estudado para cada parametro, bem como o valor escolhido.
Assim como na determinacéo individual, cada parametro foi avaliado individualmente,

mantendo os outros dois constantes.

Tabela 5. Parametros instrumentais da VOQ e VPD, avaliados para a determinacéao

simultdnea de HCTZ e MTP em solugao tampao lactato (pH 4,0)

Técnica Parametros Intervalo estudado Valor escolhido

F (s 8—100 30

voQ a (mV) 10 -60 40
AEs (mV) 05-7 3

a (mV) 10-175 125

VPD v (mVs™) 3-50 20

tm (ms) 2-5 3,5

Com a utilizacdo dos pardmetros previamente selecionados, as
curvas analiticas simultaneas foram construidas a partir da adicdo de aliquotas das
solugdes de trabalho de HCTZ e MTP simultaneamente. Apds cada adigéao de aliquota
de ambos os farmacos os voltamogramas foram obtidos.

Usando tanto a VOQ quanto a VPD, a magnitude de corrente daHCTZ
e do MTP foi linearmente relacionada com a concentragcao destas espécies. Porém,
usando a VPD, foi obtida uma melhor sensibilidade, além de uma maior precisao e
linearidade, (Tabela 6). Portanto, a VPD foi utilizada para a determinac&o simultanea
de HCTZ e MTP em solugao tampéo lactato (pH 4,0) usando o EDDB-PTC em
amostras farmacéuticas. Como pode-se observar na Tabela 6, os valores de desvio
padréo relativos obtidos para as repetibilidades intra- e inter-dia foram menores que o
valor maximo permitido, 5 % (PEREZ, 2010). No caso da determinagéo simultanea de
HCTZ e MTP, para o calculo dos valores de repetibilidade inter- e intra-dia foram
realizadas as seguintes medidas: para a repetibilidade intra-dia, 6 sucessivas medidas

de HCTZ e MTP na concentracdo de 10 umol L™" e, para a repetibilidade inter-dia, as
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medidas de HCTZ e MTP na concentracédo de 10 ymol L~ foram realizadas em cinco

dias diferentes utilizando solugdes de trabalho recém-preparadas.

Tabela 6. ParAmetros obtidos para as curvas analiticas de HCTZ e MTP obtidas
simultaneamente por VOQ e VPD usando o EDDB-PTC
HCTZ MTP

VPD voQ VPD voQ
Potencial de pico (V) 1,11 1,12 1,32 1,38

Intervalo linear de

Parametros obtidos

0,50-19 15-71 12-23 21-85
concentragdo (umol L)

Coeficiente de determinacao,

R2 0,999 0,999 0,998 0,999
Coeficiente angular
9 2,3x10% 50x10° 6,2x10% 9,8 x 10°

(WA mol~" L)
Coeficiente linear (pA) 0,037 —-0,0060 -0,45 -0,31
LD (umol L) 0,38 0,46 0,077 0,22
Repetibilidade Intra-dia

1,1 0,95 2,1 1,9
(DPR %)
Repetibilidade Inter-dia

3,7 3,5 3,7 3,9
(DPR %)

A Figura 22 mostra os voltamogramas de pulso diferencial e, a Figura
23, as respectivas curvas analiticas obtidas simultaneamente para a HCTZ e para o

MTP, sendo que, as barras de erro também nao séo perceptiveis para essa analise.
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Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial em solugdo tampéao lactato (pH 4,0)
para as seguintes concentragdes de HCTZ: (1) 0, (2) 0,50, (3) 1,0, (4) 1,5, (5) 2,4, (6)
3,9, (7) 5,8, (8) 8,2, (9) 11, (10) 14, (11) 19 ymol L™" e de MTP: (1) 0, (2) 1,2, (3) 1,6,
(4) 2,4, (5) 3,6, (6) 5,1, (7) 6,7, (8) 9,0, (9) 12, (10) 15, (11) 23 ymol L™". Parametros
daVPD:a=125mV,tm= 35msev=20mVs’.
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Figura 23. Curvas analiticas obtidas simultaneamente para a HCTZ e para o MTP, a

partir dos voltamogramas de pulso diferencial
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A interferéncia da presenca de um analito na determinagéo

simultdnea do outro foi avaliada. Para isso, usando VPD, uma curva analitica
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individual foi construida mantendo a concentragao da outra droga constante utilizando
o EDDB-PTC em solugdo tampéo lactato (pH 4,0). A concentragdo de HCTZ foi
variada de 1,0 a 20 ymol L~ enquanto a concentracdo de MTP foi fixada em 6,5 pmol

L~". A curva analitica para a HCTZ pode ser representada pela equacéo

Iycrz/uA =-0,14 + 2,6 x10° [¢/(mol L~1)] (R? = 0,999), (10)

enquanto que os valores de corrente de pico para o MTP permaneceram constantes
com DPR de 1,7 %. Por outro lado, a concentracdo de MTP foi variada de 1,3 — 24
umol L' enquanto a concentragdo de HCTZ foi fixada em 10 umol L~'. A curva

analitica para o MTP pode ser representada pela equagao

Lyrp/uA =-0,68 + 5,9 x10° [¢/(mol L™1)] (R? = 0,999), (11)

enquanto que os valores de corrente de pico para a HCTZ permaneceram constantes
com DPR de 8,2 %. Os valores dos coeficientes angulares para as curvas analiticas
de HCTZ, na presenca de concentracao fixa de MTP, e de MTP, na presenca de
concentracao fixa de HCTZ, sdo muito préximos dos coeficientes angulares das
curvas analiticas obtidas simultaneamente. As correntes de pico para os anti-
hipertensivos cujas concentragdes foram mantidas constantes também
permaneceram constantes, de modo que demonstram que um analito nao interfere
significantemente na determinagdo do outro e que as oxidagdes eletroquimicas de
ambos os compostos sdo independentes.

Os parametros analiticos obtidos com o0 método proposto utilizando a
VPD foram comparados aos parametros obtidos com outros métodos ja descritos na
literatura e os dados sdo mostrados na Tabela 7. A partir desses dados pode-se
observar que o LD obtido para a HCTZ e para o MTP utilizando o método proposto foi
menor que os obtidos previamente, exceto para o trabalho desenvolvido por Gao e
colaboradores (2010) utilizando CLAE com detecgéo por espectrometria de massa e
por Alnajjar e colaboradores (2013), que utilizaram eletroforese capilar. Entretanto,
esses métodos sdo demorados, pois exigem uma etapa prévia para a separagao dos
analitos, além de serem caros. Assim, para andlise de drogas, os métodos

voltamétricos podem ser convenientemente empregados, pois sao rapidos, possuem



Tabela 7. Comparagao dos paradmetros analiticos obtidos usando diferentes métodos para a determinacao simultanea de HCTZ e

MTP em formulagbes farmacéuticas

Intervalo linear de concentragcao LD
Técnica (umol L) (umol L) Referéncia
HCTZ MTP HCTZ MTP
CLAE-UV 6,72 — 162 6,13 -98,0 - - (BRIJESH; PATEL; GHOSH, 2009)
CLAE-EM 1,00 x 1072-3,36 8,76 x 107 - 2,92 1,0x102 8,8x1073 (GAO et al., 2010)
CLAE-UV 43,7 — 252 292 —1752,3 - - (RAWOOL; VENKATCHALAM, 2011)
CLAE-UV 33,6 — 202 29,2 -175 - - (PHANIR S CH et al., 2013)
CLAE-UV 21,0 - 168 73,0 - 584 1,34 5,84 (TSVETKOVA; PEIKOVA, 2013)
CCDAE-UV 0,672 - 4,03 5,84 — 35,05 0,672 5,84 (ROTE; SONAVANE, 2013)
uv 42,0 - 126 292 — 876 5,04 14,6 (STOLARCZYK et al., 2006)
uv 16,8 — 84,0 117 — 584 - - (GUPTA; TAUJNE; WADODKAR, 2008)
EC 8,4 — 840 7,3-730 0,0336 0,0584 (ALNAJJAR et al., 2013)
VPD 0,50 - 19 1,2-23 0,37 0,077 Este trabalho

Abreviatura: CCDAE — cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia.
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um baixo custo e sdo ambientalmente favoraveis, além de ser um método analitico

mais simples.

4.6 APLICACAO DOS METODOS DESENVOLVIDOS NA DETERMINAGAO DE MTP E DE SUA
AssociACA0 coM HCTZ EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

Os métodos voltamétricos desenvolvidos empregando o EDDB-PTC
foram aplicados na determinacgao individual de MTP e na determinagéo simultanea de
HCTZ e MTP em comprimidos com diferentes dosagens. Porém, antes das analises
das amostras, a seletividade do método proposto foi avaliada verificando possiveis
efeitos na corrente de pico de HCTZ (19,9 uymol L") e de MTP (16,9 umol L") na
presenca de interferentes. Os interferentes que foram avaliados sido excipientes
presentes nas formulagbes farmacéuticas contendo MTP ou nas formulagdes
farmacéuticas combinadas de HCTZ e MTP, sao eles: amido, povidona, celulose
microcristalina, dioxido de titanio, 6xido de ferro (lll), carbonato de magnésio e
estearato de magnésio. As solugdes estoque dos interferentes foram preparadas em
metanol e as de trabalho foram preparadas pela diluicdo da solugdo estoque em
solugao tampéao lactato (pH 4,0) e/ou em solugédo tampéao BR (pH 7,0). A variagdo das
correntes de oxidagdo de HCTZ e MTP foram avaliadas na presenca de cada
interferente individualmente na propor¢gdo molar de (maior concentragdo de anti-
hipertensivo:concentragdo do excipiente) 1:1, 1:10, e 10:1. Com a presenga dos
excipientes, a magnitude de corrente tanto para a HCTZ, quanto para o MTP, nao
variou significantemente e apresentou DPR menores que 4,1%, onde o limite maximo
é de 5% (PEREZ, 2010).

Uma vez que os métodos propostos possuem boa sensibilidade e
seletividade para a determinagao individual de MTP e para a determinagéo simultanea
de HCTZ e MTP, foram aplicados na analise do teor destes analitos em amostras
farmacéuticas comerciais. Os resultados da analise de todas as amostras estdo
resumidos na Tabela 8, onde o conteudo nominal dos analitos, os dados obtidos com
o método proposto, os dados obtidos por meio do método comparativo CLAE
(BRIJESH; PATEL; GHOSH, 2009) e os valores de erro relativo da VPD em

comparacao a CLAE sao apresentados.



63

Tabela 8. Resultados obtidos na determinagao individual de MTP e na determinacéao
simultdanea de HCTZ e MTP em comprimidos com diferentes dosagens usando o

método proposto e 0 método cromatografico

Quantidade (mg comprimido™)?

Amostras Droga E (%)° Feac®
Rotulado CLAE VPD
A MTP 25,0 246 +1 249+ 2 1,49 3,2
B MTP 50,0 51,9+3 53,7+2 3,47 3,3
C MTP 100 1057 102 £5 -2,54 2,1
MTP 100 103 +4 101 £5 -1,94 1,3
HCTZ 12,5 12,3+£0,6 12,6 £ 0,3 2,44 2,9
MTP 100 98,4 +4 102 £4 3,35 1,4
HCTZ 12.5 12,0+£0,3 124+04 3,62 2,3

aMédia de 3 replicatas.
5100 x (Método VPD — método CLAE) / método CLAE).

¢Valor critico de F = 19 (nivel de confianga de 95 %).

O teste t pareado foi aplicado nos resultados para verificar a
semelhanca entre os métodos. O valor de t calculado na determinacao individual para
o MTP foi de 0,109, enquanto que na determinacdo simultdnea os valores de t
calculados paraa HCTZ e para o MTP foram de 1,22 e 0,223, respectivamente. Sendo
o valor critico de t tabelado 2,31 para a determinacao individual e 2,57, para a
determinacao simultanea, considera-se que os métodos propostos nao sao diferentes
ao nivel de confiangca de 95% do método cromatografico (ELLISON; BARWICK;
FARRANT, 2009; MILLER; MILLER, 2010). A andlise das variancias foi verificada com
a aplicacao do teste F. Como pode ser visto na Tabela 8, todos os valores calculados
de F foram menores que o valor critico de F tabelado (19), sendo assim os métodos
possuem o mesmo nivel de precisdao a 95% de confianga (ELLISON; BARWICK;
FARRANT, 2009; MILLER; MILLER, 2010).
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5 CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados, demonstraram que o EDDB possui
melhor desempenho para a determinagédo de MTP que outros eletrodos a base de
carbono. A determinagao simultdnea de HCTZ e MTP s6 foi viabilizada por meio da
aplicagdo do pré-tratamento catédico da superficie do EDDB, mostrando sua
aplicabilidade e estabilidade para analises destes anti-hipertensivos. A VC foi util na
caracterizacao das reacgbes eletroquimicas dos anti-hipertensivos na superficie do
EDDB. Foram observadas caracteristicas similares a outros trabalhos da literatura,
tais como irreversibilidade das reacdes de HCTZ e MTP e numero de prétons e
elétrons envolvidos. A VPD se mostrou mais sensivel para a determinacao de MTP e
de sua associagao com HCTZ onde foram obtidos limites de detecgdo mais baixos
que os ja obtidos por outros autores. Os resultados obtidos para determinagéo de MTP
e de sua associacdo com HCTZ em amostras farmacéuticas pelo método proposto
(VPD) sao equivalentes aos obtidos utilizando um método cromatografico, a um nivel
de confianca de 95%. Sendo assim, o método proposto € preciso, robusto, sensivel,
favoravel ao meio ambiente e pode ser usado em analises de rotina na determinacao

individual de MTP e de sua associacdo com HCTZ em amostras farmacéuticas.
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