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RESUMO

O presente trabalho explora uma nova estratégia para a determinacdo de
pravastatina (PRAV) e de sua associacdo com o acido acetilsalicilico (AAS)
empregando técnicas eletroanaliticas em conjunto com o eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB). O comportamento voltamétrico da PRAV e do AAS foi
investigado por voltametria ciclica apresentando processos irreversiveis e
controlados por difusdo, independente do pré-tratamento do EDDB. Sob as
condi¢cdes experimentais estudadas (EDDB pré-tratado catodicamente e solucao
tampéo fosfato (pH 4,0)) e empregando a técnica de amperometria (potencial de 1,3
V), a curva analitica para PRAV foi obtida na faixa linear de concentracéo de 1,0 —
30,0 ymol L%, com limite de deteccdo (LD) de 0,102 pmol L. A determinagéo
simultanea de PRAV e AAS (usando EDDB pré-tratado anodicamente e solucédo de
H2S04 0,3 mol L) foi realizada utilizando a técnica de VOQ com resposta linear na
faixa de concentragéo de 1,08 — 16,4 uymol L para PRAV e 3,9 — 42,7 umol L para
0 AAS, com LD de 0,204 e 0,078 ymol L1, respectivamente. Os métodos propostos
foram aplicados com sucesso na determinacdo dos analitos em formulagdes
farmacéuticas comercialmente disponiveis, agua de torneira e urina sintética.

Palavras-chave: Determinagdo de estatina. Formulagbes farmacéuticas.
Determinacéo simultanea. Amostra biolégica. Amostra de agua
de torneira.
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ABSTRACT

This present work explores a new strategy to the determination of pravastatin (PRAV)
and its association with acetylsalicylic acid (ASA) employing electroanalytical
techniques coupled to boron-doped diamond electrode (BDDE). The voltammetric
behavior of PRAV and ASA was investigated by cyclic voltammetry showing
irreversible and diffusion-controlled oxidation processes for both analytes, regardless
of the type of BDDE pretreatment. Under the optimized conditions (cathodically
pretreated BDDE and phosphate buffer solution (pH 4.0)) and employing
amperometry (potential of 1.3 V), the analytical response for PRAV was linear over
the range 1.0 to 30 umol L1, obtaining a limit of detection (LOD) of 0.102 pmol L.
The simultaneous determination of PRAV and ASA, (using the anodically pretreated
BDDE in 0.3 mol L't H2SO4 solution) was made using square-wave voltammetry with
linear responses over the concentration range of 1.08 — 16.4 ymol L for PRAV and
3.9 — 42.7 ymol Lt for ASA, obtaining a LOD of 0.204 and 0.078 umol L%,
respectively. The methods were successfully applied to pharmaceutical formulations,
synthetic urine and tap water samples.

Keywords: Statin determination. Pharmaceutical formulations. Simultaneous
determination. Biological sample. Tap water sample.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a pratica da medicina moderna expressa uma relacéo
direta com o crescimento do consumo de farmacos, que sdo usados para finalidades
que vao desde amenizar desconfortos ocasionados por dores, até mesmo
tratamento de doencas que podem levar a morte.

Com o crescimento da populacdo mundial, ha um aumento
correspondente da demanda de farmacos, e assim, consequentemente,
necessidade cada vez maior do investimento no setor farmacéutico na pesquisa e
desenvolvimento para que haja como resultado um fluxo constante de produtos
inovadores que salvam, prolongam e melhoram a qualidade de vida da populacao
(AUS DER BEEK et al., 2016; SCHWEITZER e LU, 2018).

Uma das etapas de fundamental importancia no processo produtivo
nas industrias farmacéuticas é o controle de qualidade, implantado com a finalidade
de garantir o cumprimento das determinacdes impostas pela Angéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), defenidas pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 17, de 16 de abril de 2010, a qual dispde sobre as Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos (BRASIL, 2010). O controle de qualidade verifica todas
as matérias-primas, observa os aspectos qualitativos das operacdes de fabricacéo e
inspeciona a qualidade e estabilidade dos medicamentos produzidos, a fim de
assegurar qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos (KOROLKOVAS,
1988; ROCHA e GALENDE, 2014). E nessa etapa em que é realizado o
monitoramento do principio ativo do medicamento para verificar se a dosagem é
concordante com a indicacdo do rétulo do produto, tendo em vista a garantia do
sucesso terapéutico do medicamento, bem como a protecéo contra possiveis efeitos
adversos consequentes da administracdo de dosagens inadequadas.

Para o controle de qualidade dos medicamentos nas industrias sado
adotados procedimentos oficiais descritos em farmacopéias, que podem empregar
titulagcdo por volumetria, cromatografia, gravimetria, espectrofotometria, entre outros
(KOROLKOVAS, 1988). Porém, na maioria dos casos, devido a interferéncias e
limitagcbes dos equipamentos, as analises ndo sao realizadas diretamente na matriz
bruta da amostra, assim, essas metodologias requerem etapas de tratamento e

extracdo da amostra, que resultam em aumento no tempo e custo da andlise, além
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do uso de quantidade consideravel de solventes organicos, que podem ser toxicos
ao operador e ainda tornar a técnica ndo ambientalmente amigavel. Deste modo,
surge a necessidade do desenvolvimento de novos procedimentos analiticos para a
determinacdo de farmacos que sejam eficazes e confiaveis, com atributos adicionais
como simplicidade, rapidez, baixo custo e ser ambientalmente amigavel.

Em vista disso, as técnicas eletroanaliticas como a amperometria e a
voltametria em conjunto com o eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB),
consituiu uma estratégia para se compensar tempo e custo no controle de qualidade
de farmacos em medicamentos ou amostras biolégicas, empregando-se tratamento
simplificado da amostra, apenas dissolucdo/diluicdo da mesma e uso de pouco ou

nenhum solvente organico nas medidas realizadas.

1.1 METODOS ELETROANALITICOS

Os métodos eletroanaliticos de analise sdo aqueles baseados em
propriedades elétricas dos analitos em solugdo, como exemplo, destacam-se a
voltametria e a amperometria.

A voltametria consiste na aplicacdo de um potencial variante com o
tempo ao eletrodo de trabalho, resultando na oxidacdo ou reducdo das espécies
eletroativas presentes na solucdo, gerando como sinal analitico a variacdo da
intensidade de corrente, a qual é relacionada linearmente com a concentracdo da
espécie em questdo. Enquanto que na amperometria, um potencial determinado é
aplicado e mantido constante ao decorrer da andlise, resultando em uma variacdo
da intensidade de corrente decorrente da oxidacdo ou reducdo da espécie
adicionada a solucdo (BRETT e BRETT, 1993; CROUCH, SKOOG e HOLLER,
2007).

Ambas técnicas apresentam grande aplicabilidade na determinagéo
de farmacos devido as suas vantagens como alta sensibilidade, instrumentacao
relativamente simples e de baixo custo, faz uso de baixos volumes de solventes
organicos, e ainda a analise pode ser realizada em solugbes coloridas e que
apresentam particulas em suspensao, garantindo um preparo simples da amostra
(SKOOG et al., 2007).

Além de seu uso na quantificacdo de espécies, a voltametria € uma
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ferramenta muito valiosa para a caracterizacdo de sistemas eletroquimicos. A
voltametria ciclica (VC), por exemplo, € comumente utilizada em estudos
preliminares de analise exploratéria do comportamento voltamétrico dos analitos
sobre a superficie do eletrodo (KISSINGER e HEINEMAN, 1983; ARISTOV e
HABEKOST, 2015).

Os voltamogramas ciclicos apresentam informacfes importantes
sobre o processo eletroquimico em estudo, de sua caracterizagdo em processo
reversivel, irreversivel ou quase-reversivel, além do calculo para estimar a
guantidade de elétrons que sdo tranferidos durante a reacdo eletroquimica na
superficie do eletrodo. Outras propriedades também podem ser estimadas, como 0s
coeficientes de transferéncia de carga e de difusdo aparente do analito sobre a
superficie do eletrodo (GOSSER, 1993; BARD e FAULKNER, 2001).

Também, o mecanismo de transporte de massa pode ser
caracterizado empregando a VC e a equacdo de Randles-Sevcik, sendo avaliada a
relacdo entre a intensidade de corrente do pico voltamétrico (I,) e a velocidade de
varredura (v). Processos controlados preferéncialmente pela difusdo das espécias
apresentam linearidade entre I, e v#2 e coeficiente angular da reta obtida pela
relagcdo entre loglp e logv proximo do valor tedrico de 0,5. JA& oS processos
controlados pela adsor¢céo apresentam linearidade entre I e v, e coeficiente angular
proximo de 1,0 para a relacdo entre loglp e logv (GOSSER, 1993).

Existem varios tipos de eletrodos de trabalho que podem ser
empregados nessas técnicas, como por exemplo, eletrodos contituidos por metais
inertes, como platina ou ouro; eletrodos a base de carbono, como grafite pirolitico
em eletrodos de pasta de carbono, carbono vitreo, EDDB; eletrodos semicondutores,
como o6xido de estanho ou de indio; metal recoberto com um filme de mercurio
(BRETT e BRETT, 1993; SKOOG et al., 2007).

Cada eletrodo é caracterizado por uma faixa de potencial de trabalho

gue apresenta limite inferior por elevados valores de corrente devido a oxidacdo da
agua, e limite superior pela reducdo da agua, sendo que pode variar ndo somente
pelo material que é constituido, mas também pela solucdo em que esta inserido, o
eletrdlito suporte (SKOOG et al., 2007).
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1.1.1 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

O diamante é um mineral que apresenta muitas propriedades, tais
como alta dureza, alto ponto de fuséo, estabilidade quimica, alta condutividade
térmica, alta resistividade, que o tornam um material de amplo emprego nas mais
variadas areas. Por apresentar uma energia de “band-gap” de aproximadamente
5,45 eV, é classificado como um isolante elétrico e ndo pode ser utilizado como
eletrodo (BARROS et al., 2005; LUONG, MALE e GLENNON, 2009). Porém, com a
adicdo de impurezas em sua rede cristalina, o material tem sua energia de “band-
gap” diminuida, tornando-se um semincondutor. A dopagem do diamente pode ser
feita com nitrogénio, boro, fésforo e enxofre, sendo o boro mais comumente utilizado
(PLESKOV, 2002). Com a adicdo de atomos de nitrogénio e fésforo, o material
preparado € um semicondutor tipo-n, apresentando energias de “band-gap” de 0,6 e
1,6 eV, respectivamente. J4 para a dopagem com atomos de boro, o resultado é um
material semicondutor tipo-p com energia de “band-gap” de aproximadamente 0,37
eV, e entdo este material passou a ser conhecido como diamante dopado com boro
(LUONG, MALE e GLENNON, 2009).

Para se obter diamante sintético dopado com boro, foram
desenvolvidos dois métodos de sintese, na década de 50, que sdo a deposicdo
quimica a partir da fase vapor, do inglés “chemical vapor deposition” (CVD) e o
crescimento a alta-pressao/alta-temperatura, do inglés “high-pressure/high-
temperature” (HPHT). Atualmente, por ser econdmico, utilizar reatores de construcao
e manuseio simplificado e permitir o crescimento dos filmes em varios substratos de
diferentes formatos e tamanhos, o método CVD é o mais empregado na producao
em série de filmes de diamante para suas diversas aplicacdes. Este consiste no
crescimento de diamante sintético em diferentes tipos de substrato (silica, grafite,
carbono vitreo, molibdénio, tungsténio e até mesmo o proprio diamante) a partir da
ativacdo de uma fase gasosa composta geralmente de metano e excesso de
hidrogénio introduzida em um reator sob baixas pressfes (BARROS et al., 2005;
KRAFT, 2007).

A insercdo de impurezas na rede cristalina do filme de diamante,

para conferir ao material caracteristica de semicontudor, é realizada com a injecao
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da espécie no reator juntamente com a fase gasosa. Para a dopagem do diamante
com boro, pode ser utilizado hidreto de boro (BzHs), trioxido de diboro (B203) e
trimetilboro (B(CHs)s). A concentragédo de boro nos filmes de diamante podem variar
de 500 a 10000 ppm, estando relacionada com a resistividade do produto final
(BARROS et al., 2005; KRAFT, 2007). No geral, filmes de diamante dopado com
8000 ppm de boro tém sido os mais comumente utilizados na eletroanélise, por
fornecer estabilidade as medidas realizadas.

O EDDB tem chamado atencéo de pesquisadores para seu emprego
em diferentes areas, como no tratamento de &gua, em eletrossinteses, em
fotoeletroquimica, em aplicacfes eletroanaliticas, entre outras, devido as suas
excelentes propriedades. Sdo elas, alta estabilidade eletroguimica, resisténcia a
corrosdo, corrente de fundo baixa e estavel, ampla janela de potencial de trabalho
com intervalo de aproximadamente 4,0 V vs Ag/AgCI e fraca adsorcdo de espécies
na superficie (PLESKOV, 2002; KRAFT, 2007; PECKOVA, MUSILOVA e BAREK,
2009). Essas caracteristicas aliadas ao fato da ndo necessidade de realizacdo de
pré-tratamento eletroquimico constante em sua superficie, faz o0 EDDB despontar
como um dos eletrodos mais utilizados na determinacdo de compostos organicos
(BALUCHOVA et al., 2019), principalmente farmacos.

Outra vantagem do EDDB ¢é a possibilidade de mudanca de suas
terminacfes superficiais, que pode exercer diferencas na determinacdo de cada
analito. Inicialmente, quando fabricado, o eletrodo apresenta suas terminacdes
predominantemente em hidrogénio, porém, a mudanca para oxigénio pode ser feita
a partir de pré-tratamento eletroquimico anddico (oxida¢édo da agua) e o retorno para
a superficie com terminacbes majoritarias em hidrogénio € realizado por pré-
tratamento eletroquimico catédico (reducdo da agua). A superficie terminada em
hidrogénio confere ao eletrodo caracteristica hidrofébica e alta condutividade,
enquanto que a terminacdo em oxigénio garante tendéncia hidrofilica e baixa
condutividade (SILVA et al.,, 1999; SUFFREDINI et al.,, 2004). O EDDB pode ser
utilizado em uma maior quantidade de medidas eletroquimicas sem a necessidade
de realizar um novo tratamento eletroquimico, reduzindo custos, tempo e danos
ambientais, quando comparado a outros eletrodos modificados e ndo modificados
empregados na eletroanalise.

Popa e colaboradores (1999) demonstraram em seu trabalho que o
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pré-tratamento anodico (PTA) foi importante na separacdo de dopamina e acido
ascorbico, promovendo a determinacdo seletiva da mesma em meio acido. As
terminagcBes em oxigénio também promoveram a separacdo efetiva dos processos
de oxidacdo de quatro fArmacos da classe terapéutica dos antihipertensivos, como
cloridrato de amilorida, besilato de anlodipino, hidroclorotiazida e atenolol para a
determinacdo dos mesmos em amostras de aguas e medicamentos (MORAES et al.,
2017). Esse tipo de pré-tratamento também foi adequado na separacdo dos
processos de oxidacdo de farmacos de diferentes classes terapéuticas em suas
misturas binérias, como a atorvastatina calcica (estatina) e besilato de anlodipino
(antihipertensivo) para a determinacdo simultanea em medicamentos comerciais
(REBECH et al., 2017).

Por outro lado, o pré-tratamento catédico (PTC), melhorou a
separacao e definicdo dos potenciais de oxidacdo entre cafeina e orfenadrina, na
determinacao simultanea de ambos com paracetamol em formulac¢des farmacéuticas
(EISELE et al., 2013). No geral, este tipo de pré-tratamento possibilita a obtencéo de
maiores intensidades de corrente e menores valores de potenciais de
oxidacdo/reducdo para varios tipos de farmacos, tais como sulfametoxazol e
trimetoprima (ANDRADE et al., 2009), propranolol e atenolol (SARTORI et al., 2010),
ciclopirox (SANTOS et al.,, 2014), captopril (VITORETI et al., 2014), ramipril
(MATTOS et al., 2017) e oxcarbazepina (LIMA et al., 2018).

1.2 PRAVASTATINA

Atualmente, de acordo com a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS), as doencas cardiovasculares sdo indicadas como a princial causa de
morte no mundo e estima-se que um terco dos casos dessas doencgas apresentam
como precursor disturbios nos niveis de colesterol no sangue (WHO, 2008; OPAS,
2017).

A hipercolesterolemia, quadro relacionado com concentracdes
plasmaticas de complexos lipoproteina de baixa densidade-colesterol (LDL, do inglés
“low density lipoprotein”) superiores a 160 mg dL, é um dos fatores de risco para
doencas cardiovasculares, em destaque a aterosclerose, e consequentemente

outras patologias associadas a ela, tais como doencga cardiaca coronariana, doenca
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cerebrovascular isquémica e doenca vascular periférica (HARDMAN, LIMBIRD e
GILMAN, 1996).

Para o controle dos niveis de LDL é recomendado mudanca no estilo
de vida, como alimentacdo saudavel e atividade fisica, no entanto, quando essas
medidas ndo séo eficazes, também se faz necessaria a administracdo de farmacos
da classe farmacoldgica das estatinas para o tratamento da hipercolesterolemia. As
estatinas sdo empregadas para tal finalidade, pois atuam como potentes inibidores
competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima
que catalisa uma das etapas iniciais e limitante da biossintese do colesterol
(HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 1996; GOLAN et al., 2014).

A classe das estatinas surgiu com a descoberta por Endo e
colaboradores em 1976 de compostos isolados de cultivos de fungos Penicillium
citrinium que inibiam a biossintese do colesterol. Atualmente, as principais estatinas
disponiveis comercialmente sdo a pravastatina (PRAV, Figura 1), sinvastatina,
lovastatina, fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina, que podem ser de origem
fungica ou sintética (ENDO, 2008; COSTA et al., 2016).

A PRAV tem origem semissintética, sendo um produto derivado da
estatina natural lovastatina, € encontrada como um sal sodico, C23HssNaO7, de
massa molecular 446,51 g mol' e se apresenta como um pé cristalino branco
higroscépico sollvel em dgua e metanol.

O tratamento com a PRAV ¢ indicado com doses de 10, 20 e 40 mg,
na forma de comprimidos, sendo rapidamente absorvido pelo organismo, com taxa
de excrecdo em 20% através da urina (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 1996;
MOFFAT, OSSENTON e WIDDOP, 2004). De acordo com a “Food and Drug
Administration” (FDA) dos EUA, a PRAV pode ser administrada por pacientes
pediatricos a partir dos oito anos de idade e adolescentes (RADAELLI et al., 2018).
Em vista da importancia da PRAV no tratamento clinico de adultos, adolescentes e
criangas, configura-se de extrema importancia um rigoroso controle de qualidade dos
medicamentos que contém esse farmaco em sua composicdo, para eficacia
terapéutica do medicamento ingerido e para que ndo cause nenhum dano a saude

do paciente.
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Figura 1 — Férmula estrutual da PRAV

Fonte: o préprio autor

1.2.1 Métodos para a Determinacéo de PRAV

Na literatura sdo descritos varios métodos analiticos para a
determinacdo da PRAV em formulagBes farmacéuticas e fluidos biologicos (plasma
sanguineo e urina). Esses métodos empregam técnicas como eletroforese capilar
(NIGOVIC e VEGAR, 2008), espectrofotometria cinética (ASHOUR e KHATEEB,
2011), espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier por reflectancia
difusa (DUBEY, PANDEY e SHUKLA, 2017), espectrofotometria, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), polarografia e voltametria.

A espectrofotometria é a técnica analitica mais empregada nas
determinacdes individuais de PRAV em formulagbes farmacéuticas. Pode ser
realizada de maneira direta, sem a necessidade de reagbes que antecedem a
andlise (BALAJI e KATTEBOINA, 2009; KALVIKKARASI et al., 2009; BODIWALA et
al., 2014), ou indiretamente, a partir da reducédo de ions férrico a ferroso, seguido
pela complexacéo destes ions e entdo a medida de aborvancia (KALVIKKARASI et
al., 2009). Em determinacdes diretas de PRAV com outras classes de farmacos,
pode-se haver necessidade de tratamento matematico dos dados para a obtencao
de resultados confiaveis, devido a sobreposicdo das bandas de absorcdo (EL-
OLEMY, 2017).

A CLAE com deteccdo espectrofotométrica (CLAE-UV) € uma
técnica valiosa para a separacdo de compostos presentes na mesma formulacéo e

posterior quantificacdo. Ela tem sido utilizada para a determinagao individual de
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PRAV (ONAL e SAGIRLI, 2006; ASHOUR, NAKSHBANDI e OMAR, 2008; RAJ et
al., 2010; MASLARSKA, 2014; USTUN et al., 2017), bem como simultaneamente
com outras estatinas (CHAUDHARI, PATEL e SHAH, 2007; ABDALLAH, 2011,
SILVA et al., 2012; SHAMSHAD, SULTANA e ARAYNE, 2015). Entretanto, como
comentado, esta técnica apresenta algumas desvantagens, colocando os métodos
eletroanaliticos como alternativa viavel na determinacao individual e simultanea de
PRAV.

Os métodos eletroanaliticos desenvolvidos para a determinacao
individual de PRAV fizeram uso de eletrodos de mercurio e eletrodos a base de
carbono.

Coskun e colaboradores (1997) empregaram o eletrodo de mercurio
de gota pendente (EHgGP) e polarografia de pulso diferencial (PPD) para a
determinacdo de PRAV em amostras farmacéuticas comerciais. Nesse tipo de
eletrodo, a PRAV apresentou pico catodico irreversivel em —2,1 V vs Ag/AgCl, que
foi usado para a construcdo da curva analitica na faixa linear de concentracéo entre
80 e 240 pmol L. O método desenvolvido necessitou de etapa de extracdo do
farmaco das amostras com metanol por 30 min. Apés essa etapa as amostras foram
filtradas e tratadas com brometo de tetrametilamonio e desaeradas com nitrogénio
anteriormente as analises.

Também empregando o EHQGP, Nigovi¢ (2006) reportou a
determinacdo de PRAV em medicamentos baseados na reducdo do farmaco na
superficie do eletrodo, usando voltametria de onda quadrada (VOQ) e voltametria de
redissolucdo adsortiva de onda quadrada (VRAdAOQ). A PRAV apresentou um pico
catdédico em aproximadamente -1,4 V vs Ag/AgCl em solucdo tampéao Britton-
Robinson (BR) (pH 4,5). As curvas analiticas foram obtidas nas faixas de
concentragéo de 1,0 a 10 ymol L* (VOQ) e 0,080 a 0,50 ymol L (VRAJOQ) com
tempo de acumulagdo de 30 s. Previamente as analises, as amostras eram
sonificadas por 5 min e o nitrogénio era borbulhado na celula eletroquimica durante
4 min para a remogao de oxigénio.

O uso de eletrodos a base de carbono para a determinacdo de
PRAV foi primeiramente reportado por Neves e colaboradores (2010). O eletrodo de
carbono vitreo (ECV) e o eletrodo impresso de carbono (EIC) foram empregados e a

PRAV apresentou processo irreversivel de oxidacdo em 1,3 V (vs Ag/AgCl) e 1,0 V
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(vs Ag pseudo-referéncia) em solucdo tampao BR (pH 5,0). Entre as medidas, o EIC
era substituido e o ECV era polido com Al20s. A relacao linear entre a intensidade de
corrente e a concentragdo de PRAV foi obtida em uma faixa linear de concentragéo
de 60 — 920 umol L* e 50 — 1000 pmol L* para EIC e ECV, respectivamente. O
método apresentou tratamento simples da amostra, pela sonificacdo durante 5 min
para a extracdo do farmaco.

Nesse sentido, o0 EDDB pode ser utilizado em substituicdo a esses
tipos de materiais eletrodicos descritos na literatura para a determinacéao individual e
simultanea de PRAV em medicamentos ou outros tipos de amostras sem
necessidade de renovacao de superficie ou descarte de eletrodo apds cada medida,

e ainda, evitando o trabalho com materiais t6xicos como o mercurio.

1.3 FORMULACOES FARMACEUTICAS CONTENDO COMBINACOES DE PRAV E AcIDO

ACETILSALICILICO

O acido acetilsalicilico (AAS), cuja formula estrutural é apresentada
na Figura 2, de massa molecular 180,2 g mol?, pode se apresentar na forma de
cristais brancos, po cristalino branco ou granulos pouco soluveis em agua (MOFFAT,
OSSENTON e WIDDOP, 2004).

Este farmaco foi sintetizado pela primeira vez em 1897 pelo quimico
alemdo Felix Hoffmann a partir da reagéo do acido salicilico com &cido acético, com
0 objetivo de produzir um substituto para o salicilato de sédio no tratamento de
doencas reumaticas, uma vez que seu uso trazia como efeito colateral forte irritacéo
no estbmago. Mais tarde, em 1899, Friedrich Bayer patenteou o produto como
aspirina, como hoje é conhecido popularmente (ELWOOD, 2001).

Pertencente ao grupo dos farmacos antiinflamatoérios ndo-esterdides,
o AAS apresenta propriedades antiinflamatorias, analgésicas e antipiréticas, e é
indicado para alivio de dores, febre e no tratamento de doencas reumaticas.
Ademais, em dosagens adequadas, o medicamento representa papel importante
como agente antiplaquetario no tratamento e prevencdo de doencas
cardiovasculares e ceérebro-vasculares. Ele previne a agregacdo das células
sanguineas responsaveis pela coagulacdo e a formacdo de codgulos sanguineos,

que podem causar angina e ataque cardiaco (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN,
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1996; GOLAN et al., 2014).

Seu mecanismo de acao consiste na ligacao irreversivel com o sitio
ativo da enzima ciclooxigenase plaquetéria através da acetilacdo covalente, inibindo
a sintese das prostaglandinas e, assim, evitando a agregacdo plaquetaria,
responsavel pelo bloqueio do fluxo sanguineo (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN,
1996; RANG et al., 2012; GOLAN et al., 2014).

A dosagem de AAS indicada para seu uso como agente
antiplaquetario € de 81 mg, administrada uma vez ao dia, enquanto a dose
antiinflamatdria desse farmaco pode atingir 650 mg, com administracdes de 3 a 4
vezes por dia. Seu uso crénico pode causar irritacdo e erosao gastrica, hemorragia,
vOmitos e necrose tubular renal (GOLAN et al., 2014).

O uso combinado de PRAV e AAS € uma pratica comum para
diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo e prevencdo contra infarto em
pacientes com doenca coronaria. Ainda é assunto de discussao sobre a associacao
de ambos farmacos frente a baneficios e riscos, porém, estudos vem sendo
realizados e resultados a curto prazo mostraram que a admistragdo combinada de
estatina e AAS foram eficientes para o proposito (HENNEKENS et al., 2004; LUZAK
et al., 2012; ZHANG et al.,, 2018; FLANNAGAN et al., 2019). A dosagem
comercialmente disponivel de PRAV e AAS é de 40 e 81 mg, respectivamente.

Assim, considerando a condicdo de risco dos pacientes, surge a
necessidade do desenvolvimento de procedimentos analiticos precisos, confiaveis e
ao mesmo tempo que sejam simples e rapidos para a determinacdo desses

farmacos em diagndsticos clinicos e controle de qualidade.

Figura 2 — Férmula estrutual do AAS
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Fonte: o proprio autor.
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1.3.1 Métodos para a Determinacéao Individual de AAS

Na literatura sdo descritos varios métodos para a determinacéo
individual do AAS, seja na forma direta ou indireta. Esta ultima se refere a
quantificacdo do acido salicilico resultante da hidrélise alcalina do AAS. Esses
métodos empregam, dentre outras técnicas, a espectrofotometria, potenciometria,
amperometria e voltametria.

Trinder (1954) realizou a determinacdo espectrofotométrica do AAS
a partir da reacéo de ions Fe®* com o &cido salicilico, obtido apds hidrélise alcalina
do AAS, com formacdo de um complexo de coloracdo roxa que apresenta
absorvancia maxima em 525 nm. Mais tarde, essa mesma reacéo foi adaptada para
um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA, do inglés, “flow injection analysis”)
(PEREIRA, ANICETO e FATIBELLO-FILHO, 1998), utilizando “spot test” e
reflectancia difusa (MATIAS, VILA e TUBINO, 2004).

O sistema FIA com deteccdo potenciométrica foi utilizado para o
desenvolvimento de procedimentos para a determinacdo indireta de AAS
empregando um eletrodo de silicilato-tricapriliimetilaménio imobilizado com
membrana de acetato de etilenovinila (ROVER et al., 1998; KUBOTA et al., 1999).
Também, o sistema de analise de inje¢cdo sequencial (SIA, do inglés “sequential
injection analysis” utilizando eletrodo constituido de uma membrana de policloreto de
vinila contendo salicilato de tetraoctilamonio foi utilizado para a determinacdo de
AAS (PASEKOVA et al., 2001).

Empregando técnicas voltamétricas, como a voltametria de pulso
diferencial (VPD) e a VOQ, o AAS foi determinado de forma indireta empregando o
ECV (TORRIERO et al., 2004), o eletrodo de pasta de carbono e eletrodo de lapis de
grafite (SUPALKOVA et al.,, 2006), bem como eletrodo de pasta de carbono
impregnada com nanoparticulas de o6xido de zirconio dopado com cério (ALIZADEH
e NAYERI, 2018). Nesses casos citados, o AAS foi determinado de forma indireta
devido ao emprego de eletrodos de trabalho que ndo apresentam faixa de potencial
de trabalho ampla o suficiente para atingir o alto potencial de oxidacado do farmaco,
ao contrario do EDDB. Assim, em 2009 este tipo de eletrodo a base de carbono foi

empregado pela primeira vez na determinacdo voltamétrica direta de AAS, sem
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necessidade da etapa de hidrdlise (SARTORI et al., 2009). Apos esse trabalho,
outros eletrodos a base de carbono modificados com materiais nanoestruturados
foram empregados para a mesma finalidade (LU e TSAI, 2010; ZHAO e LIN, 2017).

1.3.2 Métodos para a Determinacdo Simultdnea de PRAV e AAS

Em pesquisa realizada na literatura foram encontrados dois métodos
cromatograficos para a determinagéo simultdnea de PRAV e AAS.

O primeiro método foi reportado por Polagani e colaboradores (2012)
com o procedimento para a determinacdo simultdena dos farmacos em plasma
humano empregando CLAE com deteccédo por espectrometria de massa (CLAE-EM)
e fase movel isocratica composta de solucdo tampdo acetato (5,0 mmol L?) e
acetonitrila (20:80, v/v). E o mais recente trabalho foi realizado por Athota e
colaboradores (2017) com o desenvolvimento de um procedimento CLAE-UV para
determinacdo em formulac¢des farmacéuticas, empregando fase mével constituida de
mistura de &gua, acetonitrila e acido acético (40:59:01, v/iv/v).

Em vista de poucos procedimentos descritos na literatura para a
determinacdo simultdnea de PRAV e AAS, a voltametria em conjunto com as
vantagens supracitadas do EDDB torna-se uma estratégia alternativa para tal
finalidade. Destaca-se que, até o momento da realizacdo desse trabalho, ndo ha
nenhum método voltamétrico descrito na literatura para a determinacdo simultanea
de PRAV e AAS em medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Propor novas estratégias eletroanaliticas para a determinagéo

individual de PRAV e sua associacdo com AAS, explorando as vantagens do EDDB.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter, empregando VC, o perfil voltamétrico da PRAV e AAS para a
caracterizacdo do comportamento eletroquimico dos analitos na superficie do EDDB
pela ocorréncia de processos de oxidacao e/ou reducgéo.

Estudar as condi¢gbes experimentais para a determinacdo de PRAV
e AAS, como o tipo de pré-tratamento do EDDB e eletrélito suporte, nos quais 0s
analitos apresentem melhores respostas.

Calcular o numero de elétrons envolvidos na reagdo eletroquimica
da PRAV e do AAS com auxilio da VC, como também caracterizar o tipo de
transporte de massa dos analitos até superficie do eletrodo.

Determinar, empregando a cronoamperometria, o coeficiente de
difusdo aparente dos analitos em cada método proposto.

Otimizar os parametros instrumentais relacionados a amperometria e
VOQ para a construcéo de curvas analiticas para a determinacédo da PRAV e de sua
associacdo com AAS, respectivamente.

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras a
serem analisadas.

Aplicar o método amperométrico proposto na determinacdo de
PRAV em formulagBes farmacéuticas, 4gua de torneira e urina sintética.

Aplicar o método voltamétrico simultdneo desenvolvido na
determinacao de PRAV e AAS em amostras farmacéuticas formuladas.

Aplicar métodos cromatografico e titulométrico descritos na literatura,
como métodos comparativos, na determinacéo de PRAV e AAS, respectivamente.

Comparar criteriosamente os resultados obtidos pelos métodos

propostos com aqueles obtidos utilizando métodos comparativos.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 REAGENTES E PREPARO DE SOLUCOES

As solucdes utilizadas em todos os experimentos realizados foram
preparadas com reagentes comerciais de grau analitico e agua ultrapura
(resistividade = 18,2 MQ cm), purificada em sistema Milli-Q (Millipore®). PRAV, AAS
e &cido sulfurico (H2SO4) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Todos os demais
reagentes foram obtidos da Anidrol.

As amostras farmacéuticas de PRAV contendo 10, 20 e 40 mg por
comprimido do farmaco foram adquiridas em drogaria local na cidade de Londrina,
Parana, Brasil. As capsulas manipuladas contendo 40 e 81 mg de PRAV e AAS,
respectivamente, foram adquiridas em farméacia de manipulacéo local na cidade de
Londrina, Parand, Brasil.

As solugbes de acido sulfurico (H2S0a4), acido perclérico (HCIO4),
acido fosférico (HsPOa4), é&cido cloridrico (HCI) e &cido nitrico (HNO3), foram
preparadas em diferentes concentracdes pela diluicdo de volumes apropriados de
cada &cido em agua ultrapura.

A solucdo tampao Britton-Robinson (BR) foi preparada pela mistura
de &cido acético, acido bérico e HsPO4, em concentracdo de 0,04 mol Lt. O pH foi
ajustado para valores de 2,0 a 10,0 com adicdo de solucdo de hidroxido de sédio
(NaOH) 2,0 mol L.

A solucdo tampao acetato (pH 4,0) foi preparada pela mistura das
solucdes de acido acético 0,1 mol L' e NaOH 2,0 mol L.

A solucdo tampéao Mc’llivaine (pH 4,0) foi preparada pela mistura de
solucdes de acido citrico e fosfato de potassio dibasico, ambos em concentracdo 0,1
mol L.

A solucédo tampéo fosfato (pH 4,0) foi preparada pela mistura de
solucdes de fosfato de potassio monobésico e dibasico, ambos em concentracéo 0,1
mol L.

A solugdo estoque de PRAV 10,0 mmol L foi preparada em agua
ultrapura e a solugéo estoque de AAS 10,0 mmol L foi preparada em solugéo de

H2S04 0,01 mol L e sonificada por 10 min em banho de ultrasom para completa
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dissolucédo (SARTORI et al., 2009). As solucdes de trabalho foram preparadas pela
diluicdo apropriada das solucbes estoque no respectivo eletrolito suporte, sendo
preparadas nos dias dos experimentos.

As solucgdes utilizadas para o estudo de interferentes para cada um
dos métodos desenvolvidos foram preparadas na concentracdo 10,0 mmol L?

sendo realizadas diluicbes apropriadas.

3.2 INSTRUMENTACAO

As medidas amperométricas e voltamétricas foram realizadas em
uma célula eletroquimica de vidro com compartimento Unico acoplada a um
potenciostato/galvanostato modelo PGSTAT101 (Autolab) controlado pelo software
NOVA 2.1. Na célula eletroquimica foram posicionados os trés eletrodos necessarios
as andlises, sendo eles, uma placa de platina de 0,25 cm? como eletrodo auxiliar, o
Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L't) como eletrodo de referéncia e o EDDB como eletrodo de
trabalho.

O EDDB utilizado apresenta area geométrica de 0,25 cm? cujo filme
de diamante contendo 8000 ppm de boro foi adquirido comercialmente da Adamant
(Suica). O método de crescimento desse filme em um susbstrato de silicio foi
realizado pela técnica CVD, na qual a fase gasosa consistia em metano com
excesso de gas hidrogénio e trimetilboro como dopante. Antecedente as andlises
eletroquimicas, o EDDB foi pré-tratado anodicamente pela aplicacdo de densidade
de corrente de +0,25 A cm? por 60 segundos ou catodicamente pela aplicacdo de
-0,25 A cm? por 240 segundos em solugdo de H2SO4 0,5 mol L.

O pH das solugdes foi medido a 25 + 1,0 °C utilizando um pHmetro
BEL Engineering W3B acoplado a um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo
de referéncia externa de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L1).

As analises cromatogréficas foram realizadas em um cromatégrafo
liguido LC Thermo Electron Corporation Finnigan com detector de arranjo de
fotodiodo Surveyor PDA Plus, e uma coluna ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym).
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Estudos preliminares empregando VC foram realizados para a
obtencao do perfil voltamétrico da PRAV e do AAS sobre o EDDB, bem como para a
escolha das melhores condi¢cGes experimentais referentes a superficie do EDDB, pH
do meio e eletrdlito suporte. A amperometria e 0 EDDB-PTC foram empregados no
desenvolvimento de procedimento para determinacao individual de PRAV, e para a
determinacao simultanea de PRAV e AAS foram utilizados a VOQ e o EDDB-PTA. A
Figura 3 ilustra a representacdo esquematica das diferentes superficies do EDDB,
técnicas eletroanaliticas empregadas na determinacdo de PRAV e de sua

associacdo com AAS, contendo seus respectivos tipos de amostras.

Figura 3 — Esquema da representacdo do emprego do EDDB-PTC e amperometria
na determinacao individual de PRAV em amostras farmacéuticas, agua de torneira e
urina sintética, e do EDDB-PTA juntamente com a voltametria na determinacéo
simultanea de PRAV e AAS em amostras farmacéuticas formuladas

AMPEROMETRIA

EDDB-PTC

..(g)_:: VOLTAMETRIA

EDDB-PTA

Fonte: o préprio autor

Apos a escolha dos parametros instrumentais das técnicas
eletroquimicas, as curvas analiticas foram construidas por adicbes sucessivas de
aliquotas de solucdo padréo dos analitos na célula eletroquimica contendo 10 mL do

respectivo eletrolito suporte, sendo precedidas pelas medidas amperomeétricas ou
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voltamétrias.
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados

de acordo com as seguintes formulas:

D:3><Sd 1)
m
10 x Sd
o = 10 2)
m

sendo, Sq 0 desvio padrédo da intensidade de corrente calculado para dez medidas
da solugcdo do branco, e m o valor do coeficiente angular da respectiva curva
analitica (LONG e WINEFORDNER, 1983).

A precisdo dos métodos desenvolvidos foram avaliadas em termos
de repetibilidade e precisdo intermediaria, pela medida da intensidade de corrente
de cada analito em dez analises por dia, por um periodo de cinco dias. Os resultados

foram comparados pelo valor de desvio padréo relativo (DPR).

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS: COMPRIMIDOS E CAPSULAS

Para o preparo das amostras farmacéuticas, dez comprimidos de
cada dosagem de PRAV (10, 20 e 40 mg/comprimido) foram pesados e pulverizadas
em um amofariz até homogeneizacdo. Em seguida, a massa referente a um
comprimido foi dissolvida em agua. Para as formulacdes manipuladas de PRAV e
AAS, os conteudos de dez capsulas foram retirados cuidadosamente e pesados.
Uma solucao foi preparada contendo a massa referente a uma cédpsula em solugéo
de H2S04 0,01 mol L e sonificada em banho ultrasom por 10 min para completa
dissolucéo de AAS (SARTORI et al., 2009).
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3.5 DETERMINACAO INDIVIDUAL DE PRAV EM FORMULACOES FARMACEUTICAS, AMOSTRAS
DE AGUA DE TORNEIRA E URINA SINTETICA

A determinagao de PRAV em formulac¢des farmacéuticas, amostras
de agua de torneira e urina sintética foi realizada por método amperométrico.

Para os medicamentos, uma aliquota de cada amostra previamente
preparada no item 3.4 foi diretamente transferida para a célula eletroquimica
contendo 10 mL de solugdo tampéao fosfato (pH 4,0) e os amperogramas foram
obtidos em triplicata. A concentracdo de PRAV em cada formulacéo foi determinada,
em triplicata, utilizando a curva analitica previamente construida com solucdes
padrdo de PRAV. Para a comparacdo dos resultados obtidos pelo método
amperomeétrico proposto, foi realizada a determinagdo de PRAV por método
cromatogréfico descrito na literatura, sem modificacdes (ONAL e SAGIRLI, 2006). O
sistema cromatografico foi composto por uma fase movel constituida pela mistura de
metanol e solugdo tampaéo fosfato (pH 7,0; 0,02 mol L) na propor¢éo de 57:43 (v/v),
vazdo da fase mével de 1,0 mL mint e deteccdo por espectrofotometria UV em 238
nm.

A amostra de agua de torneira foi coletada no dia do experimento na
Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil e, dopada com 30,0 ymol L* de
PRAV. Em seguida, 1,0 mL dessa amostra dopada foi transferida para a célula
eletroquimica contendo 9,0 mL de solucédo tampéo fosfato (pH 4,0). A concentracéo
de PRAV na amostra foi determinada, em triplicata, pelo método de adicdo de
padréo.

A amostra de urina sintética foi preparada no dia do experimento de
acordo com procedimento descrito na literatura (LAUBE, MOHR e HESSE, 2001).
Esta solucdo continha mistura de cloreto de calcio 7,5 mmol L cloreto de sddio
50,05 mmol L?, sulfato de sédio 15,84 mmol L2, fosfato de potassio monobasico
12,29 mmol L1, cloreto de potassio 21,46 mmol L1, cloreto de amdnio 18,69 mmol L
1, ureia 0,42 mol L e creatinina 9,72 mmol L. A amostra de urina sintética foi
dopada com 25,0 ymol L' de PRAV. Em seguida, 1,0 mL da amostra dopada foi
transferida para a célula eletroquimica contendo 9,0 mL de solucéo tampéao fosfato
(pH 4,0).
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3.6 DETERMINACAO SIMULTANEA DE PRAV E AAS EM FORMULAGCAO FARMACEUTICA
MANIPULADA

A determinacdo de PRAV e AAS em formulagdo farmacéutica
manipulada (40:81 mg/capsula) foi realizada por método voltamétrico. Para isso,
uma aliquota da amostra anteriormente preparada (item 3.4) foi diretamente
transferida para a célula eletroquimica contendo 10 mL de solu¢édo de H2SO4 0,3 mol
L1 e os voltamogramas foram registrados em triplicata. A concentracdo de PRAV e
AAS foi determinada, em triplicata, utilizando a curva analitica previamente
construida com as solucdes padrdao de PRAV e AAS.

O método comparativo adotado para a determinacdo de PRAV foi o
cromatogréafico descrito por Onal e Sagirli (2006), como mencionado. E para a
determinacdo de AAS foi utilizada a titulacdo de retorno descrita na Farmacopéia
Britanica (BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2013) com algumas
modificacdes (PEREIRA, ANICETO e FATIBELLO-FILHO, 1998). A massa referente
a uma capsula foi tratada com solucdo padronizada de NaOH 0,0926 mol L e
aguecida cautelosamente em forno microondas para completa hidrolise do AAS em
acido salicilico, sem a ebulicdo da solucédo. Apds o resfriamento, 0 excesso de OH-
foi titulado com solugcédo padronizada de HCI 0,0954 mol L, usando fenolftaleina

como indicador.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO AMPEROMETRICA DE PRAV

4.1.1 Comportamento Eletroquimico da PRAV sobre o EDDB

O comportamento eletroquimico da PRAV sobre a superficie do
EDDB-PTC em solugdo tampdo BR (pH 5,0) foi avaliado por meio dos
voltamogramas ciclicos registrados para 99,0 umol L* do analito em uma janela de
potencial compreendida entre 0,85 e 1,45 V (Figura 4). De acordo com o perfil
voltamétrico obtido, € possivel observar que no sentido anddico de varredura ocorre
uma variagdo da intensidade de corrente com valor maximo em 1,2 V, indicando que
a PRAV esta envolvida em processo de oxidacéo irreversivel, uma vez que nédo é

observado processo de reduc¢éo no sentido reverso de varredura.

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s) obtidos empregando o EDDB-PTC
para PRAV 99,0 umol L** em solucdo tampéo BR (pH 5,0)
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Fonte: o proprio autor
4.1.2 Estudo dos Parametros Experimentais para a Determinacdo de PRAV

Com o objetivo de determinar os paramétros experimentais nos

quais a resposta eletroquimica da PRAV sobre o EDDB apresentasse melhor
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desempenho em termos de maior intensidade de corrente, melhor definicdo do pico
anadico e repetibilidade entre as medidas, foram realizados alguns estudos.

Primeiramente, foi realizado o estudo do pré-tratamento do eletrodo.
Para isso, foi investigado o efeito das duas diferentes terminacdes superficiais do
EDDB na oxidacdo da PRAV. Empregando VC, foram realizadas medidas de 99,0
umol L do farmaco no EDDB-PTA e, posteriormente, no EDDB-PTC (Figura 5). A
comparacao entre os resultados mostrou que a oxidagdo da PRAV sobre o EDDB-
PTC apresentou pico de oxidacdo com melhor definicdo e maior intensidade de
corrente. Logo, todos os experimentos posteriores foram realizados com o EDDB-
PTC.

Figura 5 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s*) obtidos para PRAV 99,0 umol L't em
solugéo tampéao BR (pH 5,0) empregando EDDB-PTA e EDDB-PTC
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Fonte: o préprio autor

Uma vez que o tipo de pré-tratamento do eletrodo tenha sido
selecionado, foi estudado o pH do eletrélito suporte. Para isso, foram realizadas
analises de PRAV 99,0 umol L* por VC variando o pH da solugéo tampéo BR de 2,0
a 7,0 (Figura 6A). Como pode ser observado, o potencial de oxidacdo da PRAV é
praticamente constante na faixa de pH entre 2,0 e 4,0. Por outro lado, no intervalo
de 5,0 a 7,0, o potencial de oxidacdo descresce linearmente em 43,0 mV pH?, de
acordo com a seguinte equacédo: E (V) = (-0,043 V) x pH + 1,396 (R? = 0,9967),

indicando que protons estédo participando da oxidacao do analito no EDDB. Ademais,
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a interseccao das duas retas obtidas (Figura 6B), em pH 4,32, é atribuido ao valor
experimental de pKa da PRAV, valor préximo ao tedrico, de 4,2 (SERAJUDDIN,
RANADIVE e MAHONEY, 1991). Em relagdo as caracteristicas do pico anddico,
valores similares de intensidade de corrente foram obtidos para os valores de pH 4,0
e 5,0. No entanto, considerando a melhor repetibilidade entre as medidas, o pH 4,0
foi escolhido para a continuidade do trabalho. Além disso, manter o pH das amostras
de PRAV em torno de 4,0 impede a conversdo da molécula em sua forma lactona
(JEMAL e XIA, 2000). Os valores de corrente obtidos para pH > 8,0 apresentaram
intensidade relativamente baixas, e por isso, os resultados ndo foram acrescentados

na Figura 6.

Figura 6 — (A) Voltamogramas ciclicos (50 mV s1) obtidos para PRAV 99,0 umol L
empregando EDDB-PTC em solucdo tampao BR com valores de pH entre 2,0 — 7,0.
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Fonte: o préprio autor

A resposta eletroquimica da PRAV foi avaliada em diferentes
solucdes tampado com valor de pH igual a 4,0. Foram realizadas analises por VC de
PRAV 99,0 umol L* em solucédo tampdo acetato, BR, fosfato e Mc’llvaine (Figura 7).
De acordo com os resultados obtidos, a solugédo tampéao fosfato apresentou melhor
resposta voltamétrica da PRAV, caracterizada pela melhor definicdo de pico de
oxidacdo e com maior intensidade de corrente. Assim, o desenvolvimento do
procedimento para a determinacao individual de PRAV teve continuidade utilizando

solucdo tampdo fosfato (pH 4,0) como eletrdlito suporte.
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Figura 7 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s) obtidos para PRAV 99,0 umol L?
empregando EDDB-PTC em diferentes solu¢bes tampéo com pH 4,0
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Fonte: o préprio autor

4.1.3 Estudo da Velocidade de Varredura

O estudo da velocidade de varredura foi realizado variando-se a
mesma no intervalo de 5 a 200 mV s pelo registro de voltamogramas ciclicos para
99,0 umol L't de PRAV em solucdo tampdao fosfato (pH 4,0) (Figura 8). O aumento
da velocidade de varredura resultou no aumento da magnitude de corrente do pico
de oxidacdo e, simultameamente, no seu descolamento para potenciais mais
positivos, indicando um comportamento caracteristico de sistemas totalmente
irreversiveis (GOSSER, 1993).

Ainda a partir dos voltamogramas da Figura 8, foram construidos
graficos de intensidade de corrente do pico de oxidagéo (Iprav) Vs raiz quadrada da
velocidade de varredura (142) e log lprav Vs log v (Figura 9). A dependéncia linear
entre lprav € 12 expressa pela equacéo lprav = 0,819 x 14/2 — 0,188 com R? =
0,9992, indica que o processo de oxidacdo do PRAV sobre o EDDB-PTC é
controlado pela difusdo das espécies do seio da solucdo para a superficie do
eletrodo (GOSSER, 1993). Além disso, o coeficiente angular igual a 0,5 da relacao
linear entre log lprav € log v através da equacao log Irrav = 0,513 % log v — 0,125,
guando comparado com o valor tedrico de 0,5, confirma que a etapa mais lenta do

processo eletrédico é a difusdo das espécies (GOSSER, 1993).
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos para PRAV 99,0 ymol L' em solugédo
tampao fosfato (pH 4,0) empregando EDDB-PTC variando a velocidade de varredura
de 54200 mV st
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Fonte: o préprio autor

Figura 9 — Relacéo linear entre (A) intensidade de corrente do pico de oxidacédo da
PRAV e a raiz quadrada da velocidade de varredura, e, (B) logaritmo da intensidade
de corrente e logaritmo da velocidade de varredura, para PRAV 99,0 umol L em
solugéo tampao fosfato (pH 4,0) empregando EDDB-PTC
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Fonte: o proprio autor

O namero de elétrons (n) transferidos na oxidacdo da PRAV sobre o
EDDB-PTC foi estimado pela Equagédo 3 (BARD e FAULKNER, 2001), onde Epa/ V é
o potencial do pico anddico, Epaz / V é 0 potencial de meia onda e a € o coeficiente
de transferéncia de carga, cujo valor descrito na literatura para processos totalmente
irreversiveis é de 0,50 (GOSSER, 1993).
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De acordo com o voltamograma ciclico registrado com velocidade de
50 mV s (Figura 8), os valores de Epa e Epa2 para oxidacdo da PRAV foram 1,217 e
1,141 V, respectivamente. Assim, o calculo indica que um elétron (n = 1) esti
envolvido na oxidacdo da PRAV na superficie do EDDB-PTC. A oxidacdo da PRAV
pode ser explicada pela perda de 1 elétron e 1 préton do grupo hidroxila ligado ao
anel e formacgéo de um cétion radicalar (KHERA e HU, 2013).

Com auxilio da cronoamperometria foi possivel determinar o
coeficiente difusional aparente (Doap) da PRAV em solucdo tampéo fosfato (pH 4,0).
Os cronoamperogramas foram registrados com potencial fixo em 1,3 V para
concentragées do analito na faixa de 2,5 — 24,4 umol L* (Figura 10). A partir dos
dados obtidos foram construidos gréaficos de Ipa vs t Y2 (Insercéo da Figura 10), dos
quais o valor do coeficiente angular da equacao de reta correspondente foi aplicado
na equacao de Cottrell (BARD e FAULKNER, 2001) e assim, o valor de Doap

determinado foi de 1,39 x 104 cm? s1.

Figura 10 — Cronoamperogramas obtidos com potencial fixo em 1,3 V para PRAV na
faixa de concentracdo de 2,5 — 24,4 umol L empregando EDDB-PTC em solucéo
tampéao fosfato (pH 4,0). Inserc&o: graficos de lpa vs t 12
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4.1.4 Determinacdo Amperométrica de PRAV Usando EDDB-PTC

O procedimento para determinacdo de PRAV foi desenvolvido
utilizando a amperometria e o EDDB-PTC em solugéo tampéao fosfato (pH 4,0). Para
a obtencdo da curva analitica deve-se avaliar inicialmente a influéncia do valor de
potencial aplicado. Para isso, selecionou-se 1,2, 1,3 e 1,4 V sendo construido uma
curva analitica para cada valor de potencial, em intervalos de 30 s. Os parametros
analiticos correspondentes a cada curva analitica obtida estdo organizados na
Tabela 1. Pode-se observar que a curva analitica construida em potencial de 1,3 V
apresentou melhores resultados em termos de linearidade e sensibilidade, sendo
escolhida para a determinacao individual de PRAV em amostras reais. Os valores de
LD e LQ calculados foram 0,102 e 0,34 umol L, respectivamente.

O estudo da repetibilidade foi realizado a partir de 10 medidas
amperométricas de PRAV 10,0 ymol L' em solucdo tampéo fosfato (pH 4,0) e
apresentou DPR de 2,71%. O estudo da precisdo intermediaria foi feito pelas
medidas de PRAV 10,0 ymol L* em um periodo de 5 dias, sendo que a solucéo
analisada foi preparada no dia do estudo. O DPR calculado foi de 3,16%. Os
resultados obtidos indicam a precisdo do método desenvolvido, uma vez que

apresentam valores de DPR < 5%.

Tabela 1 — Parametros analiticos associados as curvas analiticas obtidas por
amperometria em diferentes valores de potencial para determinacdo de PRAV em
solucéo tampao fosfato (pH 4,0) usando o EDDB-PTC

Potencial (V)

Parametros

1,2 1,3 1,4
Linearidade (umol L1) 1,0-24 1,0-30 1,0-30
Coeficiente angular (WA umol L) 0,0314 0,0328 0,0189
Coeficiente linear (LA) 0,0748 0,134 0,0757

Coeficiente de determinacéo, R? 0,9960 0,9986 0,9984
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Figura 11 — (A) Amperograma registrado em potencial de 1,3 V para adi¢cbes de
PRAV na faixa de concentragdo 1,0 — 30 ymol L' em solucédo tampéo fosfato (pH
4,0) usando EDDB-PTC e (B) curva analitica correspondente.
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1’25_ 112 ()
1,0-
1,00
< < 08
30,75 3
= —~ 0,6
0,50~ 0.4
0,25- 0,2
: . : : : : , 0+
0 50 100 150 200 250 300 0 5 10 15 20 25 30
t/s [PRAV] / umol L

Fonte: o préprio autor

As caracteristicas resultantes do método amperométrico
desenvolvido para a determinacdo de PRAV foram comparadas com aquelas
apresentadas por outros métodos eletroquimicos descritos na literatura (Tabela 2).
Como pode ser observado, o método amperométrico empregando o EDDB-PTC
destaca-se em relacdo a algumas caractristicas, como por exemplo, apresentou
valor de LD mais baixo em relacdo aos outros métodos comparados, nos quais
foram empregados EHgGP, ECV e EIC (NIGOVIC, 2006; NEVES, NOUWS e
DELERUE-MATOS, 2010), com excecao daquele no qual foi utilizada a técnica de
redissolucdo adsortiva (NIGOVIC, 2006). Ademais, o uso da amperometria
juntamente com o EDDB ndo demanda tratamento complexo de amostra que requer
varias etapas ou uso de solventes organicos, mas somente a solubilizacdo da PRAV
em agua, tornando o procedimento rapido, econbmico e ambientalmente favoravel.
O uso do EDDB é uma alternativa ao emprego de outros materiais eletrédicos ja
empregados na determinacdo de PRAV, pois néo requer polimento, limpeza ou de
pré-tratamento eletroquimico de sua superficie apés cada medida, além de nao ser

toxico como o mercurio.



Tabela 2 — Caracteristicas do método amperometrico para determinacdo de PRAV em comparacao
eletroanaliticos encontrados na literatura
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com outros métodos

o Faixa linear LD . )
Eletrodo Técnica Caracteristicas do método
(umol L) (umol L)

Referéncia

- material eletrédico toxico

- uso de solventes orgéanicos

(COSKUN, AYCAN

EHgGP PPD 80 — 240 -
- tratamento complexo da amostra e SUNGUR, 1997)
- etapa de desaeracao
- material eletrédico toxico
- renovacgdo da superficie para cada analise
EHgGP VOQ 1,0-10 0,13 - tratamento simples da amostra (NIGOVIC, 2006)

- LD relativamente baixo

- etapa de desaeracao

- material eletrddico toxico
- etapa de adsorcao

EHgGP VRAdOQ 0,08-0,5 0,036 - tratamento simples da amostra
- LD relativamente baixo

- etapa de desaeracao

(NIGOVIC, 2006)
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- baixo custo

- etapa de limpeza da superficie para cada

(NEVES, NOUWS e

ECV VOQ 60 — 920 11 _ DELERUE-MATOS,
medida
, 2010)
- tratamento simples da amostra
- baixo custo
L . (NEVES, NOUWS e
- substituicdo do EIC entre as analises (eletrodo
EIC VOQ 50 — 1000 30 . DELERUE-MATOQOS,
descartavel)
. 2010)
- tratamento simples da amostra
- ndo faz uso de solventes organicos
- tratamento simples da amostra, sem filtracao,
apenas dissolucao/diluicao
_ - sem necessidade de limpeza, renovacdo ou
EDDB Amperometria 1,0-30 0,102 Este trabalho

pré-tratamento da superficie do eletrodo
- 200 medidas com apenas um pré-tratamento
eletroquimico (DPR < 5,0%)

- custo relativamente baixo
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4.1.5 Aplicacdo do Método Amperométrico Desenvolvido na Determinacao Individual

de PRAV em Amostras Farmacéuticas, Ambientais e Biologicas

Anteriormente & aplicagdo do método nas amostras, sua seletividade foi
avaliada no estudo da possivel interferéncia de espécies comumente presentes nas
matrizes das amostras analisadas. Os possiveis interferentes selecionados para
esse estudo foram dioxido de silicio, celulose microcristalina, lactose, Oxido de
magnésio, talco, Ca?*, SO4>, Mn?*, NO%*, Fe?*, acido ascorbico, cafeina, epinefrina,
dopamina, ureia e acido Urico. Para isso, uma concentracdo de 7,0 ymol L de
PRAV foi adicionada a célula eletroquimica contendo solucdo tampéao fosfato (pH
4,0) e, em seguida, foram realizadas sucessivas adi¢cdes dos possiveis interferentes
para que fossem realizadas medidas amperométricas das propor¢des molar 10:1,
1:1, 1:10 (analito:interferente). Os resultados mostraram que as espécies estudadas
nao causaram variacdo significativa na intensidade de corrente da PRAV, e assim,
foi comprovada a seletividade do método proposto.

Os resultados obtidos na determinacdo de PRAV em amostras
farmacéuticas de diferentes dosagens foram comparados com aqueles obtidos pelo
método cromatografico (ONAL e SAGIRLI, 2006) (Tabela 3). Os resultados
demonstram que o procedimento desenvolvido é estatisticamente semelhante ao
método cromatografico em um nivel de confianca de 95%, pois aplicado o teste t
pareado, o valor de t calculado foi de 2,24, menor que o t tabelado de 2,31. Ainda
assim, a precisdao do método foi comprovada pelo teste F, uma vez que, como
indicado na Tabela 3, todos os valores de F calculado foram menores que o F critico,

em um nivel de confianca de 95%.

Tabela 3 — Resultados obtidos na determinacdo de PRAV em comprimidos com
diferentes dosagens usando método amperométrico e método cromatografico

Quantidade (mg)?3

Amostra _ _ E (%)P Fealc®
Rotulado Amperometria Cromatografia

A 10 10,4+0,1 10,0+ 0,2 3,33 3,39

B 20 19,7+0,2 20,6 +04 -4,87 4,36

C 40 40,1+0,2 41,0+0,1 -2,20 4,66

aMédia de 3 replicatas. PErro relativo = [(Método amperométrico — método cromatografico) / (método
cromatografico)] x 100. ¢ Valor critico de F = 19,0 (nivel de confianca = 95%).
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O método proposto também foi aplicado na determinacdo de PRAV
em amostras de agua de torneira e urina sintética (Tabela 4). Os resultados
mostraram Otimas porcentagens de recuperacdo para ambas as amostras,
demonstrando assim, a versatilidade do uso da amperometria em conjunto com o

EDDB-PTC na determinacédo de PRAV em varios tipos de amostras.

Tabela 4 — Analise de PRAV em urina sintética e agua de torneira por método de
adicao de padrao

Concentracdo (umol L)

Amostra __ Recuperagéo? (%)
Adicionado Esperado Recuperado

_ o 0 2,5 2,61 104
Urina sintética

6,5 9,0 8,91 99,0

] _ 0 3,0 3,09 103
Agua de torneira

15,0 18,0 17,8 98,8

4.2 DETERMINAGAO VOLTAMETRICA SIMULTANEA DE PRAV E AAS

4.2.1 Comportamento Eletroquimico da PRAV e AAS sobre o EDDB

Inicialmente, a voltametria ciclica foi empregada na investigacdo do
comportamento eletroquimico de PRAV 196,0 ymol L* e AAS 99,0 umol L* em
solucdo de H2S04 0,01 mol L* sobre a superficie do EDDB-PTA (Figura 12). Os
perfis voltamétricos registrados em janela de potencial compreendida entre 0,7 e 2,2
V revelou que ambos farmacos estdo envolvidos em processos de oxidacao
independentes, em potenciais distintos de 1,25 e 2,03 V, para PRAV e AAS,
respectivamente, possibilitando a determinacdo simultdnea sem interferéncia.
Também é notada a auséncia de picos de reducao no sentido catodico de varredura,

indicando que ambos o0s processos séo irreversiveis.
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Figura 12 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s) obtidos empregando EDDB-PTA
para PRAV 196,0 ymol Lt e AAS 99,0 umol L't em solugdo de H2SO4 0,01 mol L*

80 -

PRAV /
—

08 10 12 14 16 18 20 22
E /V vs Ag/AgCI

Fonte: o préprio autor

4.2.2 Estudo dos Parametros Experimentais para a Determinagdo Simultanea de
PRAV e AAS

O efeito do tipo de pré-tratamento do EDDB sobre o processo de
oxidacdo de PRAV e AAS, ambos a uma concentracdo de 98,0 umol L* em solugéo
de H2S04 0,01 mol L foi realizado empregando VC (Figura 13). De acordo com o0s
voltamogramas obtidos, é possivel observar que a oxidacdo do AAS na superficie do
EDDB-PTA apresentou um pico anédico com melhor definicAo em comparacdo ao
EDDB-PTC, no qual ndo € possivel visualiza-lo nessas condi¢cdes. Em relagdo ao
pico de oxidagdo da PRAV nenhuma diferencga significativa foi observada. Dessa
forma, o EDDB-PTA foi utilizado para todos o0s experimentos realizados

posteriormente.
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Figura 13 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s!) obtidos para PRAV 99,0 umol L? e
AAS 99,0 umol L* em solugéo de H2SO4 0,01 mol L' empregando EDDB-PTA e
EDDB-PTC

200
—— EDDB-PTC
|| —— EDDB-PTA
1501 Eletrélito suporte
<
— 1004
50
0+ : /
08 1.2 16 2.0 2.4
E /V vs Ag/AgCI

Fonte: o préprio autor

A determinacdo simultdanea de PRAV e AAS foi realizada em meio
acido com o intuito de manter a estabilidade do AAS, evitando sua hidrdlise a &acido
salicilico e acido acético (CONNORS, AMIDON e STELLA, 1986). Assim, o estudo
do eletrdlito suporte foi realizado, primeiramente, pela escolha do &cido e, em
seguida, pela concentragdo do mesmo.

Para a escolha do acido, foram registrados voltamogramas ciclicos
para PRAV e AAS, ambos a uma concentragdo de 98,0 umol Lt empregando um
EDDB-PTA em solugdes de HCIO4, H2SO4, HsPO4, HCl e HNOs em concentragao
0,01 mol L* (Figura 14). Os voltamogramas resultantes mostram que ndo houve
mudanca significativa no pico de oxidacdo da PRAV; no entanto, para o AAS, o
H2SO4 forneceu uma resposta com uma melhor definicAo de pico, sendo entéo
selecionado para o proximo estudo.

A influéncia da concentracdo do H2SO4 foi avaliada em uma faixa de
0,01 — 0,5 mol L (resultados nédo apresentados). A solucéo de H2SO4 0,3 mol L?
apresentou melhores resultados em termos de definicdo de pico de oxidacao para
PRAV e AAS e melhor repetibilidade entre as medidas de corrente, na qual foi
selecionada como eletrdlito suporte para a determinacdo simultanea de PRAV e
AAS.
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s!) obtidos para PRAV 98,0 umol L e
AAS 98,0 umol L' empregando EDDB-PTA em diferentes solucdes de acidos a 0,01
mol L1
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Fonte: o proprio autor

4.2.3 Estudo da Velocidade de Varredura

O estudo da velocidade de varredura foi realizado individualmente
no intervalo de 5 a 200 mV s para PRAV e AAS, ambos analitos na concentragdo
de 99,0 ymol L (Figura 15). Os voltamogramas obtidos mostraram comportamento
de processos totalmente irreversiveis (GOSSER, 1993), ou seja, aumento da
intensidade de corrente com 0 aumento da velocidade de varredura para ambos 0s
analitos, e, concomitantemente, o deslocamento dos potenciais de oxidacdo para

valores mais positivos.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (A) PRAV 99,0 umol L e (B) AAS
99,0 umol Lt em solucédo de H2SO4 0,3 mol Lt empregando EDDB-PTA e variando a
velocidade de varredura de 5 a 200 mV s
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Fonte: o préprio autor

Os gréficos de | vs 2 e log | vs log v (Figura 16) foram construidos
com os dados resultantes do estudo da velocidade de varredura de ambos os
analitos (Figura 15). A relacédo linear entre | e /2, expressa pelas equacdes de reta
(Equacbes 4 e 5) para PRAV e AAS, respectivamente, é indicativo de um processo
ocorrente na superficie do EDDB-PTA controlado preferencialmente pela difusdo das
espécies (GOSSER, 1993). Também, os coeficientes angulares da relagédo linear
entre log | e log v (Equacdes 6 e 7) para PRAV e AAS foram 0,468 e 0,419,
respectivamente, confirmando processo difusional, dado que o valor descrito na
literatura é de 0,5 (GOSSER, 1993).

Iprav = 0,5746v/? + 0,176 (R? = 0,9995) (4)
Iaas = 3,596v'/2 + 3,672 (R? = 0,9998) (5)
log Ipgay = 0,468logv — 0,163 (R? = 0,9993) (6)

loglsas = 0,4191ogv + 0,760 (R? = 0,9986) 7
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Figura 16 — Relag&o linear entre intensidade de corrente do pico de oxidacgdo e a
raiz quadrada da velocidade de varredura para (A-i) PRAV 99,0 umol Lt e (A-ii) AAS
99,0 umol L. Relacéo linear entre logaritmo da intensidade de corrente e logaritmo
da velocidade de varredura para (B-i) PRAV 99,0 umol L e (B-ii) AAS 99,0 umol L
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Fonte: o préprio autor

O valor de n envolvido na oxidacao dos analitos na superficie do
EDDB-PTA foi calculado pela Equacdo 3 (BARD e FAULKNER, 2001) a partir dos
dados retirados do voltamograma ciclico a 50 mV s (Figura 15). Os valores de Ep e
Ep2 foram 1,23 e 1,13 para PRAV, e 2,03 e 1,94 para AAS, respectivamente. Foi
estimado 1 elétron envolvido na oxidacdo de cada analito, nessas condi¢cdes. No
caso do AAS, a oxidagao ocorre devido a uma interacdo facilitada do analito com a
superficie do EDDB-PTA devido a presenca de radicais hidroxilas eletrogerados em
potencial muito positivo durante a analise (~2,0 V), sendo provavelmente formado
um composto quindnico como produto final (SARTORI, 2009).

O valor de Doap para cada analito em solugdo de H2S04 0,3 mol L*
empregando EDDB-PTA foi determinado por cronoamperometria. Para isso, foram
registrados cronoamperogramas na faixa de concentracéo 1,99 — 15,7 umol L para
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a PRAV fixando o potencial em 1,32 V e na faixa de concentracéo 4,98 — 33,8 pmol
Lt para o AAS em potencial fixo de 2,10 V (Figura 17). Aplicando os valores de
coeficiente angular obtidos pela relacéo linear entre | vs t12 (Insercdo da Figura 17)
na equacéo de Cottrell (BARD e FAULKNER, 2001), foram determinados valores de
Doap de 3,74 x 10* cm? st para a PRAV e 2,89 x 102 cm? st para o AAS. O valor de
Doap Obtido para PRAV foi menor que aquele obtido anteriormente, devido as
medidas terem sido realizadas em diferentes condicdes experimentais, nesse caso
no EDDB-PTA e solucdo de H2S04 0,3 mol L.

Figura 17 — Cronoamperogramas obtidos para (A) PRAV na faixa de concentracao
de 1,99 — 15,7 umol L com potencial fixo em 1,32 V e (B) AAS na faixa de
concentracdo de 4,98 — 33,8 umol L' com potencial fixo em 2,10 V empregando
EDDB-PTA em solucéo de H2S040,3 mol L. Insercéo: gréficos de lpa vs t 12
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Fonte: o proprio autor
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4.2.4 Determinacédo Voltamétrica Simultanea de PRAV e AAS usando o EDDB-PTA

No desenvolvimento do procedimento voltamétrico para a
determinacao simultdnea de PRAV e AAS empregando o EDDB-PTA, as técnicas de
VOQ e VPD foram comparadas. Assim, foi realizada a investigacdo dos parametros
operacionais para cada uma das técnicas, sendo eles, a frequéncia (f), amplitude (a)
e incremento de potencial (AEs) para VOQ, e, amplitude (a), velocidade de varredura
(v) e tempo de modulacdo (tm) para a VPD. A andlise de cada parametro foi feita
pela variacdo em uma faixa de valores determinada, enquanto que os outros dois
foram mantidos constantes. As medidas voltamétricas foram realizadas para 19,92
pumol L de cada farmaco em solucdo de H2SO4 0,3 mol L (Tabela 5). O estudo foi
efetuado com 0 objetivo de se determinar 0os parametros operacionais nos quais 0s
analitos apresentassem melhores respostas, visando uma melhor resolucdo de pico

e melhor detectabilidade do método final desenvolvido.

Tabela 5 — Parametros operacionais das técnicas de VOQ e VPD estudados para a
determinacao simultdnea de PRAV e AAS empregando o EDDB-PTA
Técnica Paradmetros Intervalo estudado Valor selecionado

f(sh 10 - 80 60
VOQ a (mV) 1-7 5
AEs (mV) 10 - 70 60
a (mV) 10 - 200 150
VPD v(mV s?) 5-60 50
tm (ms) 3-15 5

Apos a escolha dos parametros operacionais das técnicas, foram
construidas curvas analiticas para a determinagdo simultinea de PRAV e AAS
empregando VOQ e VPD. Comparando os parametros analiticos (Tabela 6), é
possivel verificar que a VOQ apresentou melhores resultados em termos de
sensibilidade, precisao e linearidade, portanto foi selecionada para a determinacdo
simultanea de PRAV e AAS. As Figuras 18 e 19 mostram os voltamogramas obtidos

e as respectivas curvas analiticas para PRAV e AAS.
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Tabela 6 — Parametros analiticos obtidos para as curvas analiticas construidas
simultaneamente para PRAV e AAS empregando as técnicas de VOQ e VDP em
conjunto com o EDDB-PTA em solucéo de H2SO4 0,3 mol L*

Parametros voR voP

PRAV AAS PRAV AAS
Potencial de pico (V) 1,20 1,96 1,16 1,93
Faixa linear (umol L) 1,08-16,4 3,96 -42,7 0,89-6,91 493-424
R? 0,9974 0,9972 0,9871 0,9973
Coeficiente angular 0,091 0,346 0,059 0,339
(WA L pmol?)
Coeficiente linear (uA) —-0,052 -1,69 0,058 -1,94
LD (umol L) 0,204 0,781 0,242 0,213
LQ (umol L) 0,679 0,260 0,807 0,710

Figura 18 — Voltamogramas de onda quadrada (f = 60 Hz; a = 60 mV; AEs = 5 mV)
registrados em solugéo de H2S04 0,3 mol L empregando o EDDB-PTA para PRAV
(b —1i) 1,08 — 16,4 pmol Lt e AAS (b —i) 3,96 — 42,7 umol L. Insercédo: amplificacdo
dos voltamogramas da PRAV
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Fonte: o proprio autor
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Figura 19 — Curvas analiticas obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada
da Figura 16 para a determinacao simultanea de (A) PRAV e (B) AAS
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Fonte: o préprio autor

Também foi avaliado se na determinacdo simultdnea de PRAV e
AAS haveria interferéncia de um analito no sinal voltamétrico do outro. Esse estudo
foi realizado pela construcdo da curva analitica de um analito enquanto a
concentracdo do outro era mantida constante (Figura 20). A partir dos
voltamogramas obtidos, € possivel afirmar que ndo ha interferéncia significativa de
um analito na determinacdo do outro, dado que o DPR da intensidade de corrente
para o analito com concentracdo mantida constante apresentou valores menores
que 3,1%. Adicionalmente, as equacdes de retas resultantes do estudo, quando
comparadas com aquelas construidas simultaneamente para PRAV e AAS (Tabela
7), nado apresentaram diferengas significativas nos valores dos coeficientes
angulares, confirmando assim, que um analito ndo interfere na determinacdo do
outro.

A precisdo do método voltamétrico simultaneo foi determinada pelo
registro de 10 medidas sucessivas de concentracdes diferentes de PRAV e AAS
(repetibilidade) e, também, pelo registro de medida de solu¢des padrdo preparadas
diariamente em um periodo de 5 dias (precisdo intermediaria). Os resultados
expressos em DPR (Tabela 8) confirmam que o método desenvolvido apresenta boa
precisao para determinacao simultanea de PRAV e AAS.
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Figura 20 — Voltamogramas de onda quadrada (f = 60 Hz; a= 60 mV; AEs = 5 mV)
registrados em solucdo de H2SOs 0,3 mol L' empregando EDDB-PTA para (A)
PRAV (b —i) 1,08 — 16,4 umol L na presenca de AAS 22,0 umol L, e (B) AAS (b —
i) 3,96 — 42,7 ymol L* na presenca de PRAV12,9 ymol L
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Tabela 7 — Parametros analiticos para a determinacdo de PRAV e AAS em solucdo de H2S04 0,3 mol L utilizando a VOQ em

conjunto com o EDDB-PTA

Analito Faixa linear (umol L) Equacéao de regresséao linear R?

a) Dados analiticos para a determinacao simultanea de PRAV e AAS

PRAV 1,08-16,4 Iprav (WA) = 0,0906 x ¢ (umol L) —0,0515 0,9974
AAS 3,9-42,7 laas (MA) = 0,3456 x ¢ (umol L) — 1,96 0,9972
b) Dados analiticos para a determinagdo de PRAV na presenca de 22,0 ymol L de AAS

PRAV 1,08 -16,4 Iprav (WA) = 0,0894 x ¢ (umol L) — 0,0243 0,9959
c) Dados analiticos para a determinacdo de AAS na presenca de 12,9 umol L= de PRAV

AAS 3,9-427 laas (WA) = 0,3584 x ¢ (umol L) - 1,873 0,9945

Tabela 8 — Dados obtidos do estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria de diferentes concentracbes de PRAV e AAS,

utilizando a VOQ em conjunto com o EDDB-PTA em solucéo de H2SO4 0,3 mol L

Analito Concentracdo (umol L'1) Repetibilidade (DPR %) Preciséo intermediaria (DPR %)

2,86 5,34 4,89
PRAV

12,18 1,63 4,94

10,85 0,79 5,04
AAS

35,2 0,55 3,37
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As caracteristicas analiticas resultantes do método voltamétrico para
a determinacdo simultinea de PRAV e AAS foram comparadas com aquelas
apresentadas por outros métodos encontrados na literatura (Tabela 9). Como pode
ser observada, a VOQ em conjunto com o EDDB-PTA apresentou algumas
vantagens em relacdo aos métodos cromatograficos (POLAGANI, PILLI e GANDU,
2012; ATHOTA, JAGARLAPUDI e SINGAMPALLI, 2017), como menor tempo de
andlise, simplicidade no tratamento da amostra e ndo fazer uso de solvente orgénico
e padrao interno. Ndo h& necessidade de se fazer limpeza na superficie do eletrodo
ou pré-tratamento eletroquimico apés cada medida, uma vez que os analitos nao
adsorvem em sua superficie. Assim, a VOQ em conjunto com o EDDB é uma
estratégia alternativa rapida, simples e ambientalmente favoravel na determinacdo

simultanea de PRAV e AAS em medicamentos.
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Tabela 9 — Caracteristicas analiticas do método empregado na determinacdo simultanea de PRAV e AAS em comparagcdo com

outros métodos encontrados na literatura

LD
o Faixa linear (umol L) o ) o
Técnica (umol L) Caracteristicas do método Referéncia
PRAV AAS PRAV | AAS
- determinagcdo em plasma humano
- uso de solvente organico (acetoniltrila; éter metil-terc-butil) (POLAGANI,
0,0012 — 0,111 -
CLAE-EM - — - tratamento complexo de amostra PILLI e
1,34 11,12 . ~
- uso de furosemida como padréo interno GANDU, 2012)
- tempo de analise de 2 min
- determinag&o em amostras farmacéuticas (ATHOTA,
- uso de solvente organico (acetonitrila) JAGARLAPUDI
22,4 — 113,8 - .
CLAE-UV 0,17 | 1,13 | - tratamento simples da amostra e
67,4 341,4 . .
- tempo de analise de 6 min SINGAMPALLI,
2017)
- determinagédo em amostras farmacéuticas
- ndo faz uso de solvente organico
1,08 — 3,96 — .
VOQ 16.4 427 0,204 | 0,078 | - tratamento simples da amostra Este trabalho
’ ’ - custo relativamente baixo
- menos de 1 min por analise
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4.2.5 Aplicacdo do Método Voltamétrico Desenvolvido na Determinacdo Simultanea

de PRAV e AAS em Amostra Farmacéutica Formulada

Os excipientes presentes na amostra farmacéutica analisada foram
investigados como possiveis interferentes na determinacdo simultanea de PRAV e
AAS, sendo eles: dioxido de silicio, celulose microcristalina, lactose, talco, dioxido de
tithnio e carbonato de magnésio. Para isso, foram registrados voltamogramas de
PRAV e AAS, ambos em concentracédo de 7,0 umol L, na presenca dos possiveis
interferentes nas propor¢des molar de 10:1, 1:1, 1:10 (analito:interferente). Segundo
os resultados obtidos, é possivel afirmar que o método apresenta seletividade em
amostras farmacéuticas, uma vez que nao houve interferéncia significativa (DPR <
5,0%) na intensidade de corrente da PRAV e AAS na presenca das espécies
analisadas.

O AS também foi testado como interferente e nesse caso apresenta pico
de oxidacdo no mesmo potencial do AAS, inviabilizando medidas que sejam
realizadas na sua presenca. Dessa forma, o método voltamétrico simultaneo
desenvolvido ndo foi aplicado na determinacdo de PRAV e AAS em amostras de
agua de torneira ou urina sintética, pois, o AS, proveniente da hidrdlise alcalina do
AAS, em geral esta presente neste tipo de amostra (FARIA et al., 2012).

A determinagdo simultanea de PRAV e AAS em amostra farmacéutica
formulada (40:81 mg) foi realizada pelo método voltamétrico desenvolvido e pelos
métodos comparativos, sendo o cromatografico para PRAV (ONAL e SAGIRLI,
2006) e o titulométrico para AAS (PEREIRA, ANICETO e FATIBELLO-FILHO, 1998;
BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2013) (Tabela 10). O método
eletroanalitico apresentou niveis equivalentes de precisdo em comparacdo com 0S
métodos comparativos em um nivel de confianca de 95% (Fcac < 19,0). Além disso, o
teste t pareado aplicado aos resultados, indicou que ndo ha diferencas estatisticas
entre os valores obtidos por VOQ e pelos métodos comparativos (tprav = 1,39; taas =

3,30; travelado = 4,30), em nivel de confianca de 95%.
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Tabela 10 — Resultados obtidos na determinagdo simultanea de PRAV e AAS em
capsulas formuladas usando o método voltamétrico e métodos comparativos

Quantidade (mg)?

Analito Rotulado Método Método E (%)P Fcalc®
Voltamétrico  Comparativo

PRAV 40 40,9+0,8 41,1+0,7 -0,59 1,32

AAS 81 80,7+0,6 81,9+1,0 -1,55 13,6

a Média de 3 replicatas. P Erro relativo = [(Método voltamétrico — método comparativo) / (método
comparativo)] x 100. ¢ Valor critico de F = 19,0 (nivel de confianca = 95%).
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5 CONCLUSOES

Um procedimento amperométrico empregando EDDB-PTC foi
desenvolvido para a determinacao individual da PRAV, apresentando caracteristicas
como alta detectabilidade, simplicidade e rapidez, quando comparados com outros
meétodos ja descritos na literatura. Nessas condicbes, a PRAV apresentou faixa
linear no intervalo de 1,0 — 30 ymol L, com LD de 0,102 ymol L* em solucgédo
tampédo fosfato (pH 4,0) e potencial fixo de 1,3 V. O método foi aplicado com
sucesso em medicamentos, agua de torneira e urina sintética, demonstrando que o
mesmo pode ser aplicado em diferentes tipos de matriz da amostra, desde controle
de qualidade em uma industria farmacéutica ou farmacia de manipulacdo até
analises clinicas ou monitoramento deste em aguas potaveis.

Na determinagdo simultdnea de PRAV e AAS foi usada a VOQ em
conjunto com o EDDB-PTA. Nesse caso, foi selecionado a solu¢cdo de H2SO4 0,3
mol L para as medidas, observando potenciais de oxidacdo distintos para ambos
analitos, de 1,20 e 1,96 V para PRAV e AAS, respectivamente. A curva analitica
apresentou faixa linear no intervalo de 1,08 — 16,4 ymol L* para PRAV e 3,9 — 42,7
umol L para AAS, com valores de LD de 0,204 e 0,78 ymol L, respectivamente.
Nesse caso, o método foi aplicado com sucesso em medicamentos, demonstrando
sua eficiéncia como método alternativo em controle de qualidade de medicamentos
gue contém ambos farmacos na composigao.

O filme de BDDE néo apresentou adsorcdo de ambos farmacos na
superficie do mesmo e ndo houve necessidade de renovacdo de superficie (pré-
tratamento a cada medida). As técnicas eletroanaliticas empregadas proporcionaram
uso de agua como solvente na solubilizacdo dos farmacos e nas medidas ndo houve
necessidade do uso de solvente organico, ndo havendo prejuizos para o operador
ou para o meio ambiente.

Por fim, os resultados aqui apresentados demonstram que as
técnicas eletroanaliticas em conjunto com o EDDB configuram-se como uma
excelente alternativa para a determinacao individual de PRAV e de sua associacéo
com AAS.
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