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MORAES, Jaqueline Tobias. Desenvolvimento e Validacdo de Métodos
Voltamétricos para a Determinacdo de Anti-hipertensivos Empregando o
Eletrodo de Diamante Dopado com Boro. 2019. 117 f.Tese (Doutorado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Pacientes hipertensos fazem uso diario de medicamentos para o controle diério da
pressdo arterial. Muitos desses anti-hipertensivos, quando administrados com
dosagens acima ou abaixo do recomendado para o tratamento, podem causar
efeitos indesejaveis de moderados a graves ou causar a ineficiéncia do mesmao.
Portanto, existe a necessidade de que as quantidades apresentadas nos rotulos dos
medicamentos devem estar de acordo com a dosagem indicada para cada principio
ativo. Assim, neste trabalho trés procedimentos voltamétricos, utilizando um eletrodo
de diamante dopado com boro (EDDB), foram desenvolvidos para a determinacéo
simultanea do besilato de anlodipino (AML) em associagdo com outras classes de
anti-hipertensivos em  medicamentos  disponiveis  comercialmente.  No
desenvolvimento das metodologias, inicialmente foram estudados o tipo de pré-
tratamento do EDDB, o pH e o eletrélito suporte. Na sequéncia, a influéncia da
velocidade de varredura no processo de oxidacdo dos anti-hipertensivos também
foram estudados, os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades
indicaram que as reacdes para os anti-hipertensivos, na superficie do EDDB séo
irreversiveis e controladas por difusdo. Apos o estudo dos parametros intrumentais
das técnicas, os melhores valores obtidos para as técnicas de voltametria de onda
quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD), foram empregados na
construcdo das curvas analiticas para cada um dos trés trabalhos, obtendo um
intervalo linear de concentracédo de 2,9 — 33 e 9,8 — 190 umol L™*para AML e atenolol
(ATN), respectivamente e 0,9 — 14 e 0,2 — 1,9 pmol L™ para AML e ramipril (RMP),
respectivamente, e para a mistura quaternaria, as curvas analiticas construidas
apresentaram um intervalo linear de concentracédo de 0,9 — 31, 8,7 — 125, 29 — 260 e
11 — 91 pmol L™*para AML, cloridrato de amilorida (AMI), hidroclorotiazida (HCTZ) e
ATN, respectivamente. Os métodos propostos, foram aplicados na determinacéo
simultanea de AML e ATN, AML e RMP e, por fim, na determinacédo simultanea de
AML, AMI, HCTZ e ATN em amostras farmacéuticas comercialmente disponiveis. Os
resultados obtidos nos novos procedimentos foram comparados estatisticamente
com métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia, provando suas
semelhancas a um nivel de confianga de 95%.

Palavras-chave: Voltametria. Eletrodo de diamante dopado com boro. Controle de
qualidade. Anti-hipertensivos. Drogas comerciais.



MORAES, Jaqueline Tobias. Development and Validation of Voltammetric
Methods for the Determination of Antihypertensives Employing the Boron-
doped Diamond Electrode. 2019. 117 p. Thesis (Doctorate degree in Chemistry) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Hypertensive patients daily use of antihypertensive drugs for controlling blood
pressure. Many of these antihypertensives when given at above or below
recommended dosages for treatment may cause moderate to severe undesirable
effects or cause ineffectiveness. Therefore, it is needed for the quantities labeled to
be presented in the tablets in accordance with the dosage indicated for each active
ingredient. Thus, in this work three voltammetric procedures using a boron-doped
diamond electrode (BDDE) were developed for the simultaneous determination of
amlodipine besylate (AML) in association with other classes of antihypertensive
drugs in pharmaceutical formulations commercially available. In the development of
these methods, the type of pre-treatment of BDDE, the pH and the supporting
electrolyte were initially studied. In sequence the influence of the scan rate on the
antihypertensives oxidation process was also studied, the cyclic voltammograms
obtained at different scan rates indicate that the reaction for each antihypertensive
drug on the BDDE surface are irreversible and diffusion-controlled. After, in the study
of the instrumental parameters of the techniques, the best values obtained for the
techniques of square-wave voltammetry (SWV) and differential pulse voltammetry
(DPV) were used to the construction of analytical curves for each one of the three
methods, obtaining a linear range of concentration of 2.9 - 33 and 9.8 - 190 pymol L **
for AML and atenolol (ATN), respectively and 0.9 - 14 and 0.2 - 1.9 ymol L ~* for AML
and ramipril (RMP), respectively, and, for the quaternary mixture, analytical curves
constructed showed a linear range of concentration of 0.9 - 31, 8.7 - 125, 29 - 260
and 11 - 91 umol L " for AML, amiloride hydrochloride (AMI), hydrochlorothiazide
(HCTZ) and ATN, respectively. The proposed methods were applied to the
simultaneous determination of AML and ATN, AML and RMP and, finally, in the
simultaneous determination of AML, AMI, HCTZ and ATN in commercially available
pharmaceutical samples. The obtained results in the new procedures were
statistically compared with high performance liquid chromatography method, proving
their similarities at 95% confidence level.

Keywords: Voltammetry. Boron doped diamond electrode. Quality control.
Antihypertensive. Commercial drugs.



Figura 1 -

Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura5 -

Figura 6 —
Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -
Figura 12 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Estruturas quimicas dos anti-hipertensivos (A) Besilato de
anlodipino (AML), (B) Cloridrato de amilorida (AMI), (C)
Hidroclorotiazida (HCTZ), (D) Atenolol (ATN) e (E) Ramipril

(R 1Y/ 0 T SRRSO 19
Sinal de excitacdo em voltametria ciclica...............cccevvvviiiiiiiieieeeens 25
Sinais de excitacao para a voltametria de pulso diferencial. ............... 26

Geragdo de um sinal de excitagdo em voltametria de onda

(o (U= To =T - USRS 27
Diferencas do “GAP” de energia entre um material isolante e

um material SEMIi-CONAULON. ........euueiiiiee e e e e e e eeeees 31
Eletrodo de diamante dopado cOm DOro ..........ccuvveeiiiieeiiieiiiiiiieeeeee, 33

TerminacBes superficiais dos filmes de diamantes dopados
com boro. Em vermelho eletrodo de diamante dopado com boro
com pré tratamento anddico (EDDB — PA), em azul eletrodo de
diamante dopado com boro com pré-tratamento catodico
(EDDB = PC).cotiieieiiitttitt ettt e e e e e e e e 35
Esquema da célula eletroquimica com indicacdo dos os
eletrodos de trabalho (filme de DDB), auxiliar (placa de Pt) e de
referéncia (Ag/AGCI (KCI 3,0 MOl L™)). ..o, 41
Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB com
diferentes pré-tratamentos usando AML 48 pmol L™ e ATN 190
umol L em solucdo tampdo fosfato (pH 7,0): (—) pré-
tratamento catodico, (—) pré-tratamento anddico. v=50 mV s’
ettt ettt ettt 47
Voltamogramas ciclicos individuais dos analitos obtidos
empregando EDDB-PC utilizando: (—) solugéo tampéo fosfato
(pH 7,0), (—) AML 49,0 pmol L™ e (—) ATN 49,0 umol L™*; v =
BO MV S ottt 48
Reacéo de oxidacao do besilato de anlodipino (AML). ........cuueieeeennn. 50
Reacédo de oxidagao do atenolol (ATN)......cooviiiiiiii e 50



Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Influéncia da concentracdo hidrogenionica do meio na
separacdo do potencial dos picos anddicos (A) e nas correntes
dos picos (B) de AML 46 pmol L™ e ATN 550 umol L™ usando
solucbes tampéo BR em diferentes valores de pH (2,0 - 11,0) e
a VOQ. Condicoes da VOQ: f =30 Hz, a=50 mV e AEs = 2

Voltamogramas de onda quadrada de AML 46 uymol L™ e ATN
550 pmol L™ usando um EDDB-PC em solucées tampdo BR
(—) e fosfato (—), ambos em pH 7,0. Condi¢des da VOQ: f =

B30HZ, a=50mMV € AES = 2 MV .ot

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para AML 49 umol
L? e ATN 97 pmol L™ em tampéo fosfato (pH 7,0) usando EPC
(—), EPNTC (—), ECV (—) e EDDB-PC (—). Condi¢des da

VOQ:f=30Hz,a=50mMVeAEs=2MV..ccc.cccciiiieriiiiiieeeeiiiie e,

Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB-PC em
solucéo tampé&o fosfato (pH 7,0) para (A) AML 48 pmol L™ e (B)
ATN 190 pmol L™ em diferentes velocidades de varredura, de 5

- 200 mV s™. Inserido: dependéncia linear de log lbacomlogv. ......

Influéncia da variacdo dos parametros da técnica de VOQ no
aspecto geral dos voltamogramas do AML 47 pymol L™ e ATN
190 pmol L™* empregando o EDDB-PC em solugdo tamp&o
fosfato (pH 7,0). (A) Variagédo da frequéncia da onda quadrada
(a =50 mV e AEs = 2 mV). (B) Variagdo da amplitude de onda

quadrada (f = 20 s e AEs = 2 mV). (C) Variag&o do incremento

de varredura (@=70mV, F =20 S™). ..ooiieioeie e,

Voltamogramas de (A) pulso diferencial e de (B) onda quadrada
em EDDB-PC em solucdo tampéao fosfato (pH 7,0) na faixa de
concentracdo para AML 2,9-33 pmol L™ e para ATN 9,8-190
umol L™ Inserido: curvas analiticas de AML e ATN para o
processo de oxidacdo. Parametros da VPD: a=75mV, v =5
mV s t=3ms, e daVOQ: f=20Hz,a=70 mV e AEs = 3

.54

...56



Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -
Figura 25 -

Voltamogramas de onda quadrada com EDDB-PC em solucéo
tampéo fosfato (pH 7,0) para (A) AML 2,9 - 34 ymol L™ e para e

concentracdo fixa de ATN 71 umol L™ e (B) concentracéo fixa

para AML 24 umol L™ e para ATN 9,6 - 190 pmol L™ ..ot

Voltamograma ciclico correspondente ao EDDB-PA na solucdo
tamp&o amoénio (pH 9,0), a 50 mV s™. Solucdo branco (—) e
mistura de AML 24,5 pmol L™, AMI 136 pmol L™?, HCTZ 272
umol L™ e ATN 90,7 pmol L™ (—). Inserido: Voltamogramas

ciclicos correspondentes obtidos empregando o EDDB-PC. ...........

Voltamogramas ciclicos obtidos para AML 24,5 ymol L™, AMI
136 pmol L™, HCTZ 272 pymol L™* e ATN 90,7 pmol L em
solucédo tampao aménio (pH 9,0) empregando (A) EDDB-PA e

(B) ECV; V=50 MV S™. .o

Voltamogramas de onda quadrada de AML 24,6 umol L™, AMI
137 pmol L™, HCTZ 182 pmol L™* e ATN 91,2 pmol L™ usando
um EDDB-PA empregando como eletrélito suporte a pH 9,0 as
solugbes tampao amonio (—), BR (—), carbonato (—) e
TRIS (—). Condi¢gbdes da VOQ: f=20Hz,a=70 mV e AEs =2

Voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de
varredura (5 - 175 mV s*) obtidos para (A) AML 98,0 ymol L™,
(B) AMI 294 pmol L, (C) HCTZ 392 pmol L™ e (D) ATN 196
umol L em solugdo tampdo amédnio (pH 9,0) usando um

EDDB-PA. Inserido: dependéncia linear da Iy, € raiz quadrada

da velocidade de varredura. ...........oooeeeeeieiiiiiiiiiee e
Reacgéo de oxidag&o da amilorida (AMI). ......cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee,
Reacgéo de oxidagéo da hidroclorotiazida (HCTZ).......cccovvvvvvveveennnn.

.61

...68

...69

(2
.13



Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Influéncia da variagéo dos parametros da técnica de voltametria
de onda quadrada no aspecto geral dos voltamogramas do
AML 24,5 pmol L*, AMI 136 pmol L™, HCTZ 272 pymol L* e
ATN 90,7 pmol L* em solucdo tampdo aménio (pH 9,0)
empregando EDDB-PA. (A) Variacdo da frequéncia da onda
quadrada (a = 70 mV, AES = 2 mV). (B) Variagdo da amplitude
de onda quadrada (f = 10 s, AES = 2 mV). (C) Variacdo do

incremento de varredura (@=40mV, f =10 S™)..ccooioioieeiieeeen

Voltamogramas de onda quadrada empregando um EDDB-PA
de (a) solugcdo tampé&o amoénio (pH 9,0) e (b - h) AML 0,9 - 31
umol L™, AMI 8,7 - 125 umol L™, HCTZ 29 - 260 umol L™ e ATN
11 - 91 ymol L™. Parametros da VOQ: f = 10 Hz, a = 40 mV e

AES =2 MV, i

Voltamogramas ciclicos em velocidade de varredura de 50 mV
s™* obtidos em solugéo tamp&o Britton-Robinson (BR) (pH 10,0)
contendo 97,1 pmol L™ de AML e 194 umol L™ de RMP, para
as duas superficies do filme de DDB realizadas neste estudo

(anddica (A-B) e catddica (C-D)). ...uueeeeeereeeiiiiiiiiiiiieeee e

Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB-PC em

solucéo tampéao Britton-Robinson (BR) (pH 10,0) contendo 97,1

pumol L™ de AML e 194 pmol L™ de RMP.v=50 mV s ™. ................

Voltamogramas de onda quadrada de AML 49,3 pymol L™ e
RMP 97,1 umol L™ usando um EDDB-PC em solucées tampao
BR (—) e fosfato (—), ambos em pH 6,0. Condicdes da VOQ:

f=30Hz, a=50mMV eAEsS =2 MV

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para AML 190 umol
L' e RMP 290 pmol L™ em tamp&o BR (pH 6,0) usando ECV
(—) e EDDB-PC (—). Condigbes da VOQ: f = 30 Hz, a = 50

MY € AES = 2 NV . e

(7

...86

.87

...90



Figura 32 - Voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de

varredura (5 - 250 mV s™) obtidos para (A) AML 97,1 pmol L e

(B) RMP 194,2 pmol L em solucdo tampdo BR (pH 6,0)

usando um EDDB-PC. Inserido: dependéncia linear da Ip, € raiz

guadrada da velocidade de varredura; dependéncia linear de

109 lpa COM IOQ V. weoiiiiiiiii 91
Figura 33 - Reacédo de oxidacdo do Ramipril (RMP). .......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 92
Figura 34 - Influéncia da variacdo dos parametros da técnica de VPD na

resposta do AML 97,1 pmol L* e RMP 194 umol L*

empregando EDDB-PC em solugdo tampao BR (pH 6,0).(A)

Variacdo da amplitude do pulso (10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 e

125 mV) (v = 20 mV s, t = 5 mV). (B) variacdo da velocidade

de varredura (3; 5; 7,5; 10; 12,5 mV s™) (a = 100 mV, t = 5 mV).

(C) variacdo do tempo de modulacdo (3; 5 e 7,5 ms™) (a = 100

MV, V=10 MV S ™) ettt 94
Figura 35 - Voltamogramas de pulso diferencial empregando um EDDB-PC

de (a) solucéo tampéao BR (pH 6,0) e (b - h) AML 0,99 — 14,02

umol L, RMP 0,29 — 1,98 umol L™. Parametros da VPD: a =

100 MV, v=10MV S @1 =3 MS. cooiiiieiieieeiee e 97



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Estudo e selecdo dos parametros instrumentais para a
determinacdo simultanea de AML e ATN no EDDB-PC
empregando-Se VPD € VOQ. ...t 58
Parametros analiticos obtidos na determinacgéo voltamétrica de
AML e ATN por VPD e VOQ em solucdo tampéao fosfato (pH
7,0) utilizando um EDDB-PC..........ccoiiiiiiiiiieeiii e 59
Comparacgdo dos parametros analiticos obtidos deste trabalho
com diferentes técnicas analiticas para a determinacéo de AML
B AN . e a e e e e raaaas 63
Resultados obtidos na determinacdo simultanea de AML e ATN
em formulagbes farmacéuticas combinadas por VOQ
empregando o EDDB-PC e pelo método comparativo (CLAE). ........... 66
Estudo e selecdo dos parametros instrumentais da técnica de
VOQ para a determinagcdo simultanea de AML, AMI, HCTZ e
ATN NO EDDB-PA. .. e e 76
Parametros analiticos obtidos na determinacdo voltamétrica
simultanea da mistura de AML, AMI, HCTZ e ATN em solucao
tampao amonio (pH 9,0) por VOQ empregando um EDDB-PA............ 78
Avaliacdo da interferencia entre os picos de oxidacdo dos anti-
hipertensivos na determinagdo simultdnea da mistura
quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN. Uma série de medidas
na VOQ foram registradas mantendo a concentracdo de trés

componentes constantes e variando a concentracdo de um

Comparacdo das faixas de concentracdo linear para a
determinacdo da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e
ATN usando diferentes métodos analiticos com este trabalho. ........... 82
Resultados obtidos na determinagcédo da mistura quaternaria de
AML, AMI, HCTZ e ATN em formulacdes farmacéuticas

comerciais utilizando o método proposto comparado com



Tabela 10 - Influéncia do pH na separacdo e nas correntes dos picos de

AML e RMP usando solugdes tampéao BR em diferentes valores

de pH (2,0 - 11,0) e a VOQ. Condicbes da VOQ: f =30 Hz, a =

50MV @ AES = 2 MV . e 88
Tabela 11 - Estudo e selecdo dos parametros instrumentais para a

determinacdo simultanea de AML e RMP no EDDB-PC usando

tampao BR (pH 6,0) e 97,1 e 194,2 pmol L™ para AML e RMP,

FESPECHIVAMENTE. ..ot e e e e e e e e e e eeeanes 95
Tabela 12 - Parametros analiticos para a determinacdo voltamétrica de

AML e RMP por VPD e VOQ em solucao tampéo BR (pH 6,0)

utilizando um EDDB-PC. .........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiienieneeeeeeenes 96
Tabela 13 - Comparacao dos parametros analiticos obtidos deste trabalho

com diferentes técnicas analiticas descritas na literatura para a

determinacdo de AML € RMP. ... 99
Tabela 14 - Resultados obtidos na determinacdo simultdnea de AML e

RMP em formulacdes farmacéuticas combinadas por VPD

empregando o EDDB-PC e pelo método comparativo (CLAE). ........... 102



LISTA DE SIGLAS

D, Coeficiente de difusao

E, Potencial de pico

Ep/2 Potencial de meio pico

AE; Incremento de potencial

AMI Cloridrato de amilorida

AML Besilato de anlodipino

ATN Atenolol

BR Britton-Robinson

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
DAD Detector de arranjo de diodos

DPR Desvio padrao relativo

DVQ Deposicdo de vapor quimico

ECV Eletrodo de carbono vitreo
ECV-NTC-Nafion Eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanotubos de carbono e nafion
ECV-NTC-NPsAu Eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono e nanoparticulas de ouro
ECV-NTC-NPsAu-poli-metionina Eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanoparticulas de ouro e nanotubos de carbono

EDDB Eletrodo de diamante dopado com boro

EDDB-PA Eletrodo de diamante dopado com boro pré-
tratado anodicamente

EDDB-PC Eletrodo de diamante dopado com boro pré-
tratado catodicamente

EPC Eletrodo de pasta de carbono

EPNTC Eletrodo de pasta de nanotubos de carbono

HCTZ Hidroclorotiazida

IUPAC Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada

LD Limite de deteccao

LOS Losartana

LQ Limite de quantificacao



MTP Metoprolol

n Numero de elétrons
N Numero de replicatas.
OMS Organizacao Mundial da Saude
PDA Photodiode array detector
RMP Ramipril
uv Ultravioleta
VAL Valsartana
VC Voltametria ciclica
VOQ Voltametria de onda quadrada
VPD Voltametria de pulso diferencial
a Amplitude

Frequéncia de onda quadrada
t Tempo de modulacéo
v Velocidade de varredura

a Coeficiente de transferéncia eletronica
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A hipertensdo arterial no Brasil atinge aproximadamente 25% dos
individuos adultos, e estima-se que em 2025 este numero atingira cerca de
40%, contribuindo direta ou indiretamente para as mortes causadas por doenga
cardiovascular (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HIPERTENSAO; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2016). Quando o individuo é diagnosticado com a pressao
arterial igual ou maior que 140/90 mmHg, o tratamento é indicado, e tem como
principal objetivo, a reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovasculares.
Esta doenca pode apresentar estagios diferentes entre os pacientes, pois,
deve-se considerar a condicdo do mesmo, e os fatores de risco como a idade,
género e etnia, excesso de peso, ingestdo de sal e alcool, e sedentarismo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE HIPERTENSAO; SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2016). A
hipertensdo arterial € uma doenca crénica multifatorial, que, quando n&o
controlada, estd relacionada a alteracbes funcionais e/ou estruturais dos
orgdos-alvo (coracdo, rins e vasos sanguineos) e alteracfes metabdlicas, com
consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e nao fatais,
podendo citar doencas cerebrovascular e arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal cronica e doenca vascular (JEFFERS e colab.,
2015; ROCHA e ZIEMEL, 2015; SILVA e RAMOS, 2016). O tratamento inicia-
se com mudancas de habitos alimentares e introducdo das préticas de
atividades fisicas, porém, pelo fato de as mudancas dos habitos de toda a vida
do paciente ndo ser uma tarefa facil, geralmente se faz necessario o emprego
de medicamentos anti-hipertensivos que sao farmacos usados pelos pacientes
hipertensos para reducédo e/ou controle da pressao arterial (CARVALHO e
colab., 2017; SILVA e RAMOS, 2016).

Quando o tratamento medicamentoso é indicado, pode-se empregar
diferentes classes de anti-hipertensivos, dentre os quais, 0s diuréticos,
inibidores adrenérgicos (acdo central, betabloqueadores e alfabloqueadores),

vasodilatadores diretos, antagonistas dos canais de calcio, inibidores da
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enzima conversora da angiotensina e antagonista do receptor da angiotensina
II (CARVALHO; ALVES; MARTINS, 2017; NOVELLO et al., 2017). Apesar da
grande diversidade de classes de anti-hipertensivos, e as diferentes a¢des no
organismo para cada uma das mesmas, de um modo geral, esses farmacos
irdo atuar no sentido de reduzir ou controlar a pressdo arterial do paciente
(MASSA et al., 2016; SOLIMAN; PRINEAS, 2017). Para o tratamento da
hipertenséo arterial, 0 emprego de qualquer medicamento das classes dos anti-
hipertensivos comercialmente disponiveis, sob a condicdo de preservar as
indicacdes e contraindicacdes especificas de cada paciente, podem ser
utilizados (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HIPERTENSAO; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2010).

1.2 ANTI-HIPERTENSIVOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA PRESSAO
ARTERIAL

Alguns anti-hipertensivos, como besilato de anlodipino (AML) (3-etil 5-
metil 2-(2-aminoetoxi)methil-4-(2-clorofenil)-6-metil-1,4-diidropiridina-3,5-
dicarboxilato), de férmula molecular C,0H25CIN,Os e peso molecular 408,9 g
mol™), cloridrato de amilorida (AMI) (3,5-diamino-6-cloro-N-
(diaminometilidene)pirazina-2-carboxamida, de férmula molecular C¢HgCIN;O e
peso molecular 229,6 g mol™"), hidroclorotiazida (HCTZ) (6-cloro-1,1-dioxo-3,4-
dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida  de formula molecular
C7HsCIN30.4S; e peso molecular 297,6 g mol™), atenolol (ATN) (2- [4- [2-hidroxi-
3- (propan-2-ilamino)propoxilfenillacetamida, de formula molecular C14H2>2N,03
e peso molecular 266,3 g mol™") e ramipril (RMP) ((2S, 3aS, 6aS) -1 - [(2S) -2 -
[[(2S) -1-etoxi-1-oxo-4-fenilbutan-2- il] amino] propanoil] -3,3a, 4, Ido 5,6,6a-
hexa-hidro-2H-ciclopenta [b] pirrole-2-acido carboxilico, de férmula molecular
C23H3N,0s e peso molecular 416,5 g mol™) (Figura 1) sdo prescritos para
pacientes hipertensos em estagios iniciais da doenca e ainda para 0s casos
considerados moderados ou graves (KOHLMANN-JR et al., 1999). E descrito
na literatura, que dependendo da gravidade da doenca, a administragcao de
apenas um anti-hipertensivo (monoterapia) ndo € suficiente. Sendo assim, o

tratamento combinado de anti-hipertensivos com diferentes mecanismos de
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acado, quando administrados por via oral, aumenta a probabilidade de ocorrer
uma interacdo entre os farmacos, melhorando a eficacia do tratamento
(CHRYSANT et al., 2008; ROCHA; ZIEMEL, 2015), diminuindo possiveis danos
que podem ser causados em alguns Orgaos, como, coracao, cérebro e rins,
além das vantagens como menor custo do medicamento, simplicidade do
tratamento, e a conveniéncia do paciente passar a ingerir menos comprimidos
durante o tratamento (DAI et al., 2013). Este conjunto possibilita melhor adeséo
do paciente ao tratamento pelo fato de ocorrer poucos atrasos na ingestdo dos
comprimidos, menos doses perdidas e a dosagem correta na administracéo
medicamentosa (NOBRE et al., 2003).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos anti-hipertensivos (A) Besilato de anlodipino (AML), (B)
Cloridrato de amilorida (AMI), (C) Hidroclorotiazida (HCTZ), (D) Atenolol (ATN) e (E) Ramipril
(RMP).
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O AML é um farmaco da classe das dihidropiridinas e é um bloqueador
do canal de calcio (GAZY, 2004) e o ATN é um agente beta-bloqueador.

Ambos medicamentos sao disponibilizados na forma de dosagens individuais
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ou combinados em formulacdes farmacéuticas. Porém, a combinacdo é
preferida para o tratamento de hipertensao arterial e doencas cardiovasculares
em pacientes hipertensos (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

O AMI é um diurético poupador de potassio (MORALES-OLIVAS, 2008)
que atua nos tubulos distais aumentando a excre¢do de sodio (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996), enquanto que a HCTZ pertence a classe dos
diuréticos tiazidicos (MORALES-OLIVAS, 2008) e atua sobre o mecanismo
tubular renal de absorcdo de eletrélitos, aumentando o volume de urina e
reduzindo o volume de sangue e seu retorno para o coragdao (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996). Esses dois diuréticos conferem reducgdes
significativas no acidente vascular cerebral e eventos cardiovasculares. Na
maioria dos casos, os diuréticos sdo recomendados como terapia inicial para
pacientes hipertensos e sdo a base para mdltiplas drogas anti-hipertensivas
(ERNST et al., 2006). Esses dois farmacos podem ser encontrados em
formulac6es combinadas, onde estudos clinicos demonstraram que a utilizagéo
combinada de AMI e HCTZ promove uma diminuicdo na insuficiéncia e na
mortalidade cardiovascular (MAGUREGUI; JIMENEZ; ALONSO, 1998).

O RMP é um inibidor da enzima conversora da angiotensina, causando
efeito farmacoldgico vasodilatador e reduzindo a pressao arterial (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996). Por isso, o RMP é empregado no tratamento de
quadros de hipertensdo em forma de monoterapia, ou em associa¢cdes com
outras classes de anti-hipertensivos, como ramipril com hidroclorotiazida, ou
ramipril com besilado de anlodipino (BRASIL, 2018).

O uso de AML e ATN com dosagens acima do recomendado pode
causar fadiga, depresséo, confusdo mental, alucinacdes e, as vezes, levar a
morte (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996). O AMI apresenta como efeito
colateral a disfuncéo sexual masculina, enquanto que o HCTZ quando utilizado
inadequadamente pode causar varias alteragbes metabodlicas no organismo,
como aumento do colesterol e dos triglicerideos, oferecendo riscos
cardiovasculares a longo prazo (MORALES-OLIVAS, 2008). Por fim, o uso de
dosagens acima do recomendado de RMP, por ser um vasodilatador, pode
causar a dilatacdo excessiva dos vasos sanguineos abaixo da cabeca e, como

consequéncia, causar a queda brusca da pressdo arterial e diminuicdo da
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frequéncia cardiaca, além de alteracdes eletroliticas e insuficiéncia dos rins
(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

Neste contexto, ha uma grande preocupacdo sobre a seguranca dos
medicamentos, devido a necessidade que muitos pacientes apresentam, em
manter o controle da presséo arterial com a utilizacdo de anti-hipertensivos.
Portanto, as quantidades apresentadas nos rotulos dos medicamentos devem
estar de acordo com a dosagem indicada para cada principio ativo, pois, 0 uso
inadequado desses medicamentos, com dosagens acima do recomendado,
podem causar efeitos indesejaveis, de moderados a graves. Além disso, 0 uso
desses medicamentos com dosagens abaixo do recomendado, pode prejudicar
a eficiéncia do tratamento. Assim, neste trabalho a determinacdo simultanea
dos anti-hipertensivos foi investigada, a fim de desenvolver uma metodologia
que seja capaz de quantifica-los simultaneamente com minima utilizacdo de
solventes organicos, agilidade e baixo custo. Ainda, estas metodologias
poderdo ser aplicadas em controle de qualidade dos medicamentos anti-
hipertensivos a fim de garantir sua qualidade, assegurando o uso dos mesmos

pela sociedade.

1.3 VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS

A certificacdo de uma metodologia € o processo por meio do qual uma
entidade certificadora concede o certificado de que um produto, processo ou
servico estd conforme com as respectivas exigéncias especificas. Estas
precisam ser renovadas periodicamente, ou serdo validas por um periodo
especifico de tempo. A certificacdo de uma metodologia é obtida a partir de
uma avaliacdo denominada validacdo (PEREZ, 2010).

A validacdo de um meétodo analitico tem por objetivo, a partir de um
conjunto de estudos laboratoriais, demostrar que o método analitico
desenvolvido é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, para a
determinacdo e quantificagdo de um analito em uma matriz, assegurando a
confiabilidade dos resultados (DE LA ROCA et al.,, 2007). Para tanto, na
avaliacdo de métodos de ensaio, os parametros analiticos que devem ser

explorados podem variar significativamente, dependendo do tipo de método
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empregado. Geralmente, as avaliagbes e apresentacdes das figuras de méritos
como:

v' Seletividade: é a capacidade de método em identificar ou quantificar o
analito de interesse em uma matriz contendo outros componentes;

v Linearidade: é a capacidade do método de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentra¢éo do analito;

v Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho: sdo os intervalos de
concentracfes estudados que apresentam uma relacdo linear entre a
concentragdo do analito e o sinal analitico de resposta;

v Limite de detecg¢do (LD): investiga a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, nao
necessariamente quantificado, sob as condicbes experimentais
estabelecidas;

v Limite de quantificacdo (LQ): € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas;

v Exatidao: é definida como a concordancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico, para o estudo da exatiddo
diferentes métodos podem ser adotados, como, o0 uso de material de
referéncia certificado, comparacdo do método proposto com um método
referéncia e ensaios de recuperagao na matriz;

v' Precisdo: avalia a proximidade de varias medidas de uma mesma
amostra e usualmente pode ser demonstrada em termos de desvio-
padrdo, variancia ou coeficiente de variacao;

v" Robustez: mede a capacidade que o método apresenta em resistir a
pequenas variacbes das condicbes analiticas, geralmente este
parametro é testado durante o desenvolvimento do método analitico.

As figuras de méritos citadas acima segundo a “Resolugao - RE N° 899",
2003; INMETRO: DOQ-CGCRE-008 (2016), sdo necessarias, pois a partir
desses parametros analiticos € possivel confirmar a validagdo do meétodo
proposto, e com isso, garantir a qualidade operacional e de desempenho

analitico do método, garantindo a qualidade assegurada ao produto final.
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1.4 DETERMINACAO INDIVIDUAL E SIMULTANEA DE AML, AMI, HCTZ, ATN
E RMP

Alguns métodos, certificados ou nado, para a determinacao individual de
AML, AMI, HCTZ, ATN e RMP envolvem o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detectores UV e MS/MS (ALAAMA e colab., 2015; Bl e
colab., 1992; BRASIL, 2010; BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION,
2013; DONIA e colab., 2018; LIU e colab., 2007; RAJORIYA e colab., 2016;
ZARGHI e colab., 2005; ZEEB; FARAHANI; PAPAN, 2016). Outras técnicas
analiticas também empregadas para a determinacdo individual desses anti-
hipertensivos em amostras farmacéuticas e bioldgicas sdo a coulometria
(KALYANARAMU; RAGHUBABU; VAMSIKUMAR, 2011), espectrofotometria
UV-VIS (LAPA; LIMA; SANTOS, 2000; ABDELLATEF, 2007; AFIEROHO;
OKORIE; OKONKWO, 2012), infravermelho proximo (FERREIRA; BRAGA;
SENA, 2013) e eletroforese capilar (ARIAS e colab., 2001; MAGUREGUI;
JIMENEZ; ALONSO, 1998).

Para a determinacdo simultanea de misturas binarias de AML e ATN| e
de AML e RMP, ou de uma mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN,
ainda ndo existe um método oficial descrito em qualquer farmacopeia, pois,
além do processo de validacdo, é preciso a certificacdo do método. Apesar
disso, para a determinacdo desses anti-hipertensivos, ha na literatura muitas
técnicas com os mais diferentes métodos, os quais, sdo em grande maioria,
métodos validados, porém ndo certificados. Algumas técnicas analiticas que
sdo empregadas para a determinagcdo simultdnea das misturas binérias, tanto
para a mistura de AML e ATN como para a mistura do AML e RMP, podem ser
citadas, como, as técnicas espectrofotométricas (GARG; SARAF; SARAF,
2008; PATIL et al., 2009; PAWAR et al., 2013) e CLAE (ARGEKAR; POWAR,
2000; BARMAN et al., 2007; DAI et al., 2013; VENKATESH et al., 2013;
KANNAPPAN; MANNEMALA, 2016; KORALLA et al, 2016). Ja para a
determinacdo simultdnea da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN,
até o momento da finalizacdo deste trabalho, nenhum método validado foi
encontrado na literatura.

Para a determinacao de analitos de interesse em amostras, geralmente,

0 uso da cromatografia € preferido em relacdo a outras técnicas, devido a
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possibilidade de determinagcdo simultanea de anti-hipertensivos, sem
interferéncias (VISHNUVARDHAN et al.,, 2014; ALBISHRI; ABD EL-HADY;
TAYEB, 2015). No entanto, esta técnica pode apresentar algumas
desvantagens, como alto custo de aquisicdo e manutencao dos equipamentos,
utilizacdo de solventes organicos de grau espectroscépico de elevado custo e
de consideravel toxicidade ao analista e ao meio ambiente, e ainda um
tratamento mais demorado das amostras (ALBISHRI; ABD EL-HADY; TAYEB,
2015). Neste contexto, torna-se importante o desenvolvimento de novos
procedimentos analiticos que sejam alternativos aos métodos atuais,
apresentando maior simplicidade e menor custo, visando a determinacéo de
anti-hipertensivos em associacdes. Com isso, o desenvolvimento destes novos
procedimentos voltamétricos referem-se aos processos de validacdo para a
determinacdo de duas misturas binarias, das quais, AML e ATN, AML e RMP e
ainda, uma mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN com aplicacdo em

amostras farmacéuticas comerciais.

1.5 TECNICAS VOLTAMETRICAS

Nos ultimos anos as técnicas eletroanaliticas vem se destacando frente
a outras técnicas, tais como as cromatograficas e espectroscopicas (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003a), uma vez que apresentam relativo baixo
custo de aquisicdo do equipamento, utilizam minima quantidade de reagentes
toxicos, geram menor quantidade de residuos, atendendo, portanto, aos
principios de quimica verde (PAIOLA et al., 2017). Além disso, apresentam boa
sensibilidade analitica e possibilidade de analise de amostras coloridas e com
suspensdo de sdlidos, para a determinacdo de analitos de interesse
diretamente em solugdo (DE SOUZA et al., 2011). Deste modo, as técnicas
eletroanaliticas vém em crescente expansao, como uma das principais areas
da quimica analitica no desenvolvimento de metodologias quantitativas, sendo
impulsionadas principalmente por dois fatores: o desenvolvimento tecnoldgico e
o crescente apelo ambiental nas ultimas décadas.

As técnicas voltamétricas relacionam diretamente medidas de
propriedades elétricas, como corrente, potencial e carga com a concentracédo

da espécie de interesse. Ademais, fornecem limites de detecc¢éo relativamente



25

baixos, quando empregado as técnicas de pulso, e outras informagdes, como
potenciais de oxidacdo e reducdo de determinados compostos quimicos
(BRETT e BRETT, 1993; WANG, 2006).

Dentre as técnicas voltamétricas, a voltametria ciclica (VC), apesar de
ndo ser utilizada com frequéncia em determinacdes quantitativas, é muito
empregada para aquisicdo de informagdes sobre a termodindmica dos
processos redox (GOSSER, 1993a), quantidade de elétrons envolvidos nas
reacoes (GOSSER, 1993a; ARISTOV; HABEKOST, 2015). e a determinacdo
dos potenciais redox das espécies eletroativas (GOSSER, 1993a; ARISTOV;
HABEKOST, 2015). Por isso, a VC muitas vezes, € 0 primeiro experimento
realizado em um estudo eletroanalitico. Nela, o potencial elétrico aplicado ao
eletrodo de trabalho varia linearmente na forma de uma onda triangular (Figura
2), produzindo a varredura de potencial no sentido direto e depois no sentido
inverso. Enquanto a corrente € medida, este processo corresponde a um ciclo
de varredura, possibilitando a observacdo da oxidacdo e ou reducdo da
espécie de interesse quando esta é irreversivel (SKOOG e colab., 2007;
WANG, 2000).

Figura 2 - Sinal de excitagdo em voltametria ciclica.

Er

Direto Inverso

Potencial, ¥

E Tempo, = Er

Fonte: Adaptado de Skoog colab.(2013)

Na técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD), pulsos de igual
amplitude séo aplicados sobre uma rampa linear de potencial em intervalos de
tempo e velocidade constantes. A corrente € medida antes (S;) e préximo ao
final do tempo de aplicacdo do pulso (S;), e entdo, essas correntes Sao

subtraidas (4Aj), como mostrado na Figura 3. O resultado € uma melhora na
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sensibilidade da técnica voltamétrica, bem como dos valores de limite de
deteccdo (LD) das medidas. Dessa forma, € plotado a diferenca entre essas
correntes medidas versus o potencial aplicado, gerando um voltamograma de
pulso diferencial, corrente vs, potencial, como a forma de uma curva gaussiana
(SKOOG e colab., 2007; WANG, 2000). O sinal pode apresentar relagéo linear
com a concentracdo da espécie de interesse e, assim, possibilitar a
quantificacdo de analitos de interesse. Abbar e Nandibewoor (2013)
descreveram o uso da VPD, utilizando o eletrodo de pasta de carbono (EPC),
para a determinacdo de atorvastatina, farmaco este prescrito para diminuir os
niveis de colesterol no sangue. Empregando esta técnica, obteve-se picos de
oxidacdo mais definidos e com menor corrente de fundo, o que possibilitou a
quantificacdo de menores concentracdes de atorvastatina (LD de 0,00408 pmol
L"). Para a determinacdo de HCTZ e MTP em amostras individuais e
combinadas, essa técnica também possibilitou a obtencédo de valores menores
de LD, de 0,376 e 0,077 pmol L™, respectivamente (SALAMANCA-NETO et al.,
2016).

Figura 3 - Sinais de excitacdo para a voltametria de pulso diferencial.
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Fonte: Adaptado de Pacheco e colab. (2013).

A voltametria de onda quadrada (VOQ) € uma das técnicas voltamétricas
de pulso mais rapidas (DE SOUZA e MACHADO e AVACA, 2003a). As
correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos (direto e reverso) (Figura
4), e o sinal é obtido como a intensidade da corrente resultante onde a

magnitude da corrente capacitiva ja esta minimizada. Geralmente, esta
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metodologia possibilita uma melhora na sensibilidade da técnica, podendo os
valores de LD serem comparaveis aos de outras técnicas tais como,
espectroscopicas, cromatograficas (DE SOUZA e MACHADO e AVACA,
2003b; SKOOG e colab., 2007) e muitas vezes, pode ocorrer a comparacao
entre as técnicas de pulso diferencial e varredura linear. Por exemplo, alguns
autores como. Chomistekova e colab. (2016), Santos e colab. (2014) e
Stankovi¢ e colab. (2016) compararam a técnica de VOQ com as técnicas de
varredura linear e pulso diferencial no desenvolvimento de procedimentos para
a determinacdo de diferentes farmacos em diferentes tipos de amostras. Os
resultados mostraram que a VOQ apresentou maior sensibilidade, menor LD e
apresentou rapidez na andlise. Com isso, uma das maiores vantagens da VOQ
€ a possibilidade de se obter correntes de pico bem definidas em experimentos
executados geralmente em alta velocidade de varredura, melhorando, assim, a
sensibilidade da técnica ( DE SOUZA e MACHADO e AVACA, 2003b).

Figura 4 - Geragéo de um sinal de excitagdo em voltametria de onda quadrada.
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Fonte: Adaptado de DANTAS (2007).

Entre as técnicas de VOQ e VPD sao observadas sensibilidade
semelhantes (ALEIXO, 2003), sendo a velocidade de varredura a principal
diferenca entre elas. Na VOQ a velocidade de varredura pode variar de 100 a
1000 mV s ', e na VPD esta velocidade pode variar de 1 a 10 mV s ', e isso
pode aumentar o tempo de analise de alguns poucos segundos para até alguns
minutos para a VPD (ALEIXO, 2003; DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003a).
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1.6 METODOS ELETROQUIMICOS E DIFERENTES ELETRODOS DE
TRABALHO EMPREGADOS NA DETERMINACAO DE AML, AMI, HCTZ, ATN
E RMP

Nos ultimos anos, ha uma crescente procura por métodos analiticos
ambientalmente favoraveis, pois existe a preocupacéo na reducdo da poluicdo
ambiental causada por substancias téxicas e perigosas empregadas nas
analises (ALBISHRI; ABD EL-HADY; TAYEB, 2015). Aléem disso, acredita-se
que o uso de métodos analiticos ambientalmente favoraveis para o controle de
qualidade de drogas proporcionard novos desafios e avangos na industria
farmacéutica. Com isso, 0s meétodos eletroquimicos, em particular os
voltamétricos, que sdo considerados simples, rapidos, sensiveis,
ambientalmente favoraveis e de custo relativamente baixo, podem ser
aplicados na rotina do controle de qualidade desses farmacos.

Véarios trabalhos na literatura reportam a utilizacdo de métodos
voltamétricos e amperométricos para a determinacéo individual de AML, AMI,
HCTZ, ATN e RMP empregando diferentes eletrodos de trabalho. Dentre eles,
podemos citar o EDDB (SANTOS e colab., 2013; SARTORI e colab., 2010),
eletrodo de carbono vitreo (ECV) (ALGHAMDI, 2014), EPC (ALGHAMDI, 2014;
KAZEMIPOUR e colab., 2009; PATIL e colab., 2009), eletrodo de grafite-
poliuretana (CERVINI; RAMOS; CAVALHEIRO, 2007), ECV modificado com
nanoparticulas de ouro (NPsAu)/nanotubos de carbono (NTC) (SHAMSIPUR;
SABER; EMAMI, 2014), eletrodo de ouro (STOILJKOVIC et al., 2012), ECV
modificado com NPsAu-poli-L-metionina e NTC (EMAMI; SHAMSIPUR;
SABER, 2014), ECV modificado Nafion-NTC (DESAI; SRIVASTAVA, 2012),
eletrodo de niquel modificado com hidroxido de niquel (MACHINI; DAVID-
PARRA; TEIXEIRA, 2015), eletrodo de fio de platina (AL-MAJED et al., 2000),
ECV modificado com carbon black (SILVA e FATIBELLO-FILHO, 2017) e
eletrodo gotejante de mercurio (PRIETO; JIMENEZ; ALONSO, 2003).

Além das determinac¢des individuais dos anti-hipertensivos aqui citados,
outros trabalhos da literatura descrevem a determinagdo simultanea de alguns
destes com farmacos de diferentes classes terapéuticas, uma vez que esses
farmacos possuem distintos potenciais de oxidacdo, o que possibilita a

aplicacao de técnicas voltamétricas ou amperométricas para tal finalidade.
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Algumas determinagfes voltamétricas simultdneas de anti-hipertensivos
foram anteriormente realizadas no grupo de pesquisa LAES (Laboratério de
Eletroanalitica e Sensores), que € coordenado pela professora Dr2 Elen R.
Sartori Braz. O trabalho de Mansano e Sartori (2015) utilizou o EDDB pré-
tratado catodicamente (EDDB-PC) e VOQ em soluc¢do tampéo Britton-Robinson
(BR) (pH 5,0) para a determinacdo simultdnea de uma mistura binaria de AML
e HCTZ em amostra de urina sintética, obtendo-se linearidade no intervalo de
concentracdo de 0,10 — 2,1 e 2,0 — 22 pmol L™", com LD de 0,056 e 0,16 pymol
L™, respectivamente. Em outro trabalho, AML e valsartana (VAL) foram
determinados simultaneamente em formulagbes farmacéuticas comerciais e
urina sintética empregando o EDDB e tampao BR (pH 5,0) (MANSANO e
colab., 2015). Nessas condicfes, observou-se linearidade para AML e VAL no
intervalo de concentracdo de 0,49 — 28 pmol L™ e 19 — 280 umol L™, com
valores de LD de 0,076 pmol L' e 0,19 pmol L™", respectivamente. Uma
mistura ternaria contendo os anti-hipertensivos AML, HCTZ e VAL também foi
determinada com o EDDB em tampéo BR (pH 5,0), obtendo linearidade de 0,49
- 72,29 — 45, e 9,7-130 pmol L™", com LD de 0,2, 0,8, e 6,2 pmol L™,
respectivamente (MANSANO; EISELE; SARTORI, 2015). Adicionalmente, os
autores Salamanca-neto e colab. (2016) descrevam a determinacéo simultanea
de metoprolol (MTP) e HCTZ em formulagdes farmacéuticas comerciais,
utilizando como eletrélito suporte o tampdo lactato (pH 4,0) e EDDB-PC,
obtendo linearidade de 0,51 — 18 e 1,2 — 22 pmol L™!, com LD de 0,38 e 0,08
umol L™ para HCTZ e MTP, respectivamente. E por fim, Mattos e colab. (2017)
determinaram simultaneamente RMP e HCTZ em formulacdes farmacéuticas
comerciais empregando o EDDB e tampédo BR (pH 2,0). Nessas condicdes,
obteve-se linearidade de 2,5 — 37 ymol L™ e 1,9 — 37 pmol L™ com valores de
LD 18 e 27 nmol L™' para HCTZ e RMP, respectivamente.

Na literatura, outros trabalhos que mostram o emprego de diferentes
eletrodos para a determinacdo simultdnea de diversos anti-hipertensivos e
outros compostos de interesse farmacéutico sao descritos, podendo-se citar, a
determinacdo simultanea de nifedipino e ATN em formulacdes farmacéuticas
comerciais (KHAIRY et al., 2017), utilizando como eletrélito suporte tampao BR
(pH 9,0) e eletrodo impresso modificado com MgO, como eletrodo de trabalho.

Os resultados, mostraram uma linearidade de 0,2 — 104 pmol L™ e 6,7 - 909
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pumol L™ com LD de 0,032 e 1,8 pmol L', para nifedipino e ATN,
respectivamente. Tian e colab. (2017) determinaram dopamina, &cido Urico e L-
tirosina em soro humano e HCTZ em formulacédo farmacéutica, utilizando como
eletrdlito suporte tampéo BR (pH 7,0) empregando como eletrodo de trabalho o
grafeno depositado em um substrato de tantalo. Os resultados mostraram LD
de 0,04, 0,1, 0,6 e 0,4 pmol L™" para dopamina, &cido Urico, L-Tirosina e HCTZ,
respectivamente. Com isso, outros eletrodos de trabalho podem ser
empregados para a determinacdo simultanea dos mais variados compostos.
Porém, estes eletrodos ndo apresentam tantas vantagens como as do EDDB,
podendo-se citar a ndo necessidade de modificacdo da sua superficie, fraca
adsorcdo e elevada reprodutibilidade. Sendo assim, o EDDB €& um excelente
material para o emprego nas determinacfes simultianeas de diferentes
compostos, podendo ser empregado na determinagcdo simultdnea de
compostos presentes em misturas binarias, sendo AML e ATN, e AML e RMP e
também presentes em uma mistura quaternaria constituida por AML, AMI,
HCTZ e ATN, pois, ainda ndo ha descrito na literatura procedimentos

voltamétricos relacionados a essas determinagdes.

1.7 ELETRODO DE TRABALHO - ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM
BORO

Uma das formas alotrépicas de carbono mais conhecidas é o diamante.
O diamante sintético possui quase as mesmas propriedades fisico-quimicas do
diamante natural. Dentre as diversas propriedades, pode-se citar, alta dureza,
alto ponto de fuséo, estabilidade quimica e alta energia de band-gap de
aproximadamente 5,45 eV (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; KRAFT, 2007), e esta
dltima propriedade pode estar relacionada com a capacidade da transferéncia
eletrbnica do material. Este pode se tornar um semicondutor pela dopagem
com alguns elementos, pois, pode ocorrer a diminui¢do consideravel da energia
de band-gap citada inicialmente (Figura 5). ApGs o primeiro artigo publicado por
Pleskov e colab. (1987) mostrando a aplicacéo eletroquimica dos filmes de
diamantes dopados, aumentou-se significativamente o interesse pela utilizacéo
deste material em aplicacdes eletroanaliticas. Isto deve-se principalmente as

excelentes propriedades dos filmes de diamante dopado, que sé&o
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significativamente diferentes de outros eletrodos convencionais, tal como o
ECV (ALFARO et al., 2006).

Figura 5 — Diferengas do “GAP” de energia entre um material isolante e um material semi-

condutor.
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Fonte: Adptado de Kraft (2007)

A sintese mais empregada para obtencdo do diamante é a deposi¢cao
quimica a partir da fase vapor (Chemical Vapor Deposition — CVD). Esse
método foi desenvolvido por William Eversole (SPEAR; DISMUKES, 1994), na
década de 50 e baseia-se no crescimento do diamante sintético utilizando a
decomposicao térmica dos gases, contendo carbono (por exemplo metano) e
hidrogénio. Para este processo, utiliza-se um reator, onde a deposi¢éo do filme
de diamante ocorre sobre um substrato formando uma rede cristalina de
carbono. Diferentes tipos de substratos como silicio, tungsténio, molibdénio,
tithnio, grafite e carbono vitreo podem ser empregados (ALFARO e colab.,
2006; DE CASSIA e colab., 2005; SILVA e colab., 1999). Esta sintese
apresenta viabilidade econémica, sendo o principal método para a obtencédo
dos filmes de diamantes em série (FERRO e colab., 2002; PANIZZA e
CERISOLA, 2005; PEDROSA e colab., 2004; PLESKQOV, 2000, 2002).

Quanto ao dopante, diferentes elementos podem ser utilizados, tais
como silicio, tungsténio e molibdénio; estes podem ser injetados no reator
simultaneamente com os gases hidrogénio e metano (FERRO et al., 2002).
Outros elementos como fésforo e nitrogénio se forem utilizados como

elementos de dopagem, apesar de causar uma mudanca em algumas
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propriedades fisico-quimicas, n&o fornecem condutividade necessaria,
apresentando valores abaixo da banda de conducéo de 1,4 e 0,5 eV,
respectivamente (DE CASSIA e colab., 2005; KRAFT, 2007; SWAIN e colab.,
1998). Na maioria dos casos, utiliza-se como dopante o elemento boro, visto
que, possui trés elétrons na sua camada de valéncia, atua como receptor de
elétrons ao carbono do diamante. Com isso, 0 material resultante adquire
propriedades semicondutoras do tipo p, reduzindo a energia de band-gap para
aproximadamente 0,35 eV (MASSARANI; BOURGOIN; CHRENKO, 1978),
acima da banda de valéncia, que é a energia necesséria para que o elétron
migre da banda de valéncia para a banda de condugcédo (COMPTON; FOORD;
MARKEN, 2003; LUONG; MALE; GLENNON, 2009).

Algumas fontes de boro utilizadas para a obtencdo dos filmes de
diamantes em CVD, estdo descritas, tais como, hidreto de boro (B2Hs),
trimetilboro (B(OCHs3)3) e triéxido de diboro (B,Os) (ALFARO e colab., 2006;
FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; SILVA e colab., 1999). O B;Hs € um material
facilmente encontrado e por ndo conter carbono ou oxigénio em sua estrutura,
apresenta a vantagem de evitar a inclusdao de elementos extras no reator,
possibilitando um controle da concentracdo de boro, porém, apresenta as
desvantagens de ser altamente toxico, explosivo e reativo (MORT et al., 1989;
SILVA et al., 1999). O B(OCH3); e 0 B,O3 ndo séo toxicos, porém, para sua
utilizagdo devem ser solubilizados em acetona ou metanol implicando em uma
fonte adicional de carbono e oxigénio, o que pode alterar a estrutura final do
filme (SWAIN; RAMESHAM, 1993; KATSUKI et al., 1998; GRANGER; SWAIN,
1999; HUPERT et al., 2003; BARROS et al.,, 2005). Em geral, sdo utilizadas
para a dopagem concentracdes de boro que variam de 10 a 20000 ppm,
fornecendo um material com propriedades semicondutoras ou semimetalicas,
dependendo do teor de boro utilizado (ALFARO e colab., 2006; PLESKOV,
2002).

Os filmes de diamantes obtidos pela dopagem com boro (Figura 6)
adquirem inumeras propriedades vantajosas frente aos demais eletrodos
comumente utilizados em eletroanalise. Os autores Swain e Ramesham (1993),
sintetizaram um filme de diamante empregando como substrato o silicio. Para a
caracterizacdo do filme de DDB obtido, empregou a técnica de microscopia

eletrbnica de varredura, que possibilitou a observacdo do tamanho médio dos
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cristais de 1 - 10 um. Ja a técnica de espectroscopia Raman, apresentou uma
banda intensa e estreita, que é caracteristica da forte ligacdo do diamante com
o dopante. Ademais, empregando as técnicas de voltametria ciclica,
cronoamperometria e impedancia, os autores puderam observar algumas
propriedades eletroquimicas como, baixa capacitdncia da dupla camada,
inércia quimica da superficie e uma resposta estavel dos trés filmes testados.
Além destas propriedades citadas, outros estudos destacam a facilidade de
modificacdo, boa resposta a alguns analitos em solu¢cbes aquosas e néo-
aquosas com pré-tratamento convencional, adsorcdo fraca de moléculas
polares, o que melhora a resisténcia do eletrodo a desativagdo ou
envenenamento, além de um amplo intervalo eletroquimico de potencial de
trabalho em meio aquoso e ndo aquoso com o desprendimento de hidrogénio
comecgando em —1,5 V e o desprendimento de oxigénio em +2,5 V vs. Ag/AgCI
(KCI 3,0 mol L") (PECKOVA; MUSILOVA; BAREK, 2009; PLESKOV, 2002;
SALAZAR-BANDA e colab., 2006). Com isso, os filmes de DDB estdo sendo
amplamente utilizados no desenvolvimento de procedimentos eletroquimicos
para determinacédo individual ou simultanea de diversas substancias organicas
(FIGUEIREDO-FILHO e colab., 2015; GIMENES e colab., 2015; LIMA e colab.,
2013; SANTOS e colab., 2013; SANTOS e colab., 2014; SCREMIN e colab.,
2015; SVORC e colab., 2014) e inorganicas (DINIZ et al., 2002), em diferentes

matrizes.

Figura 6 — Eletrodo de diamante dopado com boro

Fonte: O proprio autor.

Os autores Fujishima e colaboradores (1999) sintetizaram um filme de
DDB a partir do substrato de silicio, empregando para a dopagem acetona e
metanol como fonte de carbono, e B>,O; dissolvido como fonte de boro. Na
caracterizacdo do filme, a partir da técnica de espectroscopia Raman, 0s
resultados mostraram uma forte banda caracteristica de diamantes fortemente

ligados ao boro. Com a técnica de microscopia eletrénica de varredura, foram
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observados cristais bem definidos com tamanhos de aproximadamente 50 um.
Este filme foi empregado na determinacdo de dopamina e dinucleotideo de
nicotinamida e adenina, cujas respostas eletroquimicas apresentaram alta
sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade por um longo periodo. Sarada e
colaboradores (2000) empregaram o silicio como substrato para a sintese do
filme de DDB. Eles utilizaram uma mistura de acetona e metanol 9:1 (v/v) como
fonte de carbono, e como fonte de boro o B,O3 que foi dissolvido na acetona-
metanol a uma razdo molar B/C de 10* ppm. A qualidade do filme obtido foi
confirmada por espectroscopia Raman. Este filme foi aplicado para a
determinacdo de histamina e cloridrato de serotonina onde as respostas
eletroquimicas apresentaram alta reprodutibilidade. Svorc e colaboradores
(2014) sintetizaram um filme de DDB para a determinacdo de AML em
formulagdes farmacéuticas e urina humana. Eles caracterizaram o filme obtido
por meio da microscopia eletrbnica de varredura e o tamanho médio dos
cristais de diamante dopado com boro foi de 0,5 — 1 um, e também utilizaram a
espectroscopia Raman para a observacdo de bandas caracteristicas a
incorporacdo do boro no filme, onde foi possivel observar bandas tipicamente
caracteristicas para filmes de diamantes fortemente dopados com boro. O
eletrodo construido foi excelente para a determinacédo da AML.

No processo de producédo dos filmes de DDB a atmosfera contendo
hidrogénio possibilita que as terminagbes dos filmes de DDB sejam
preferencialmente em hidrogénio, com caracteristicas hidrofébicas (BAIRU;
STEFAN; VAN STADEN, 2003; HUPERT et al., 2003; SALAZAR-BANDA et al.,
2006), porém, estas terminacfes podem ser facilmente modificadas para
terminacbes em oxigénio, ou seja, com caracteristicas hidrofilicas. Estas
diferentes terminacdes (Figura 7) podem ser obtidas a partir de pré-tratamentos
eletroquimicos adequados, onde emprega-se a reducdo da agua para obter
terminagBes em hidrogénio (EDDB-PC) e a oxidacdo para obter terminacdes
em oxigénio (EDDB-PA) (SUFFREDINI et al., 2004; GIRARD et al., 2007). Uma
superficie terminada em oxigénio pode ser alterada para uma terminacdo em

hidrogénio por tratamento catddico em meio acido e vice-versa (KRAFT, 2007).
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Figura 7 - Terminac®es superficiais dos filmes de diamantes dopados com boro. Em vermelho
eletrodo de diamante dopado com boro com pré tratamento anédico (EDDB — PA), em azul

eletrodo de diamante dopado com boro com pré-tratamento catodico (EDDB — PC).
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Fonte: O proprio autor.

Com o passar dos anos, diferentes densidades de corrente para o0s
tratamentos eletroquimicos foram testadas. Estudos demonstraram a influéncia
dos pré-tratamentos eletroquimicos catédico e anddico quando se aplica
diferentes densidade de corrente. Os autores Girard e colaboradores (2007)
utilizaram filmes de DDB os quais aplicaram duas diferentes densidade de
corrente, uma mais baixa (+100 YA cm™) e uma outra mais alta (+100 mA
cm™?). Os resultados mostraram que o uso do pré-tratamento com maior
densidade de corrente, apresentou um desgaste maior da superficie do
eletrodo. Muitos pesquisadores ainda estudam os tratamentos eletroquimicos
para avaliar os desgastes nos filmes e ainda, suas influéncias nas
determinacdes de moléculas organicas e inorgancias. Até o momento,
tratamentos eletroquimicos empregando densidade de corrente mais baixas
sdo preferidas, por causarem menores desgastes na superficie dos filmes e
aumentar sua vida util (BROCENSCHI et al., 2016).

Neste contexto, muitos trabalhos da literatura (MANSANO e colab.,
2015; MANSANO; EISELE; SARTORI, 2015; MANSANO e SARTORI, 2015;
SALAMANCA-NETO e colab., 2016; SIANGPROH e colab., 2003) mostram que
as propriedades eletroquimicas dos EDDB sao sensiveis ao tipo das
terminagfes superficiais, tanto para potenciais catédicos (FERRAZ e colab.,
2016; SVORC e colab., 2013) quanto anddicos (EISELE et al., 2013a;
SARTORI et al., 2013; EISELE; SARTORI, 2015), fornecendo preciséo e LD

relativamente baixos. Em um trabalho pioneiro, Suffredini e colaboradores
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(2004) estudaram a influéncia das terminagbes na superficie do EDDB
empregando os pré-tratamentos catddicos e anddicos (terminagbes em
hidrogénio e oxigénio, respectivamente) a partir do processo redox do par
ferrocianeto/ferricianeto de potassio. Observaram que o0 pré-tratamento
catddico facilitou a interacdo do par redox com a superficie do eletrodo,
podendo ser observada uma alta condutividade. Sendo assim, as superficies,
anodica ou catodica, podem causar impacto significativo no desempenho
analitico (SUFFREDINI et al., 2004; BROCENSCHI et al., 2016), principalmente
guando se trata de determinacdes simultaneas de compostos (DEROCO et al.,
2015; SALAMANCA-NETO et al., 2016). Por exemplo, o pré-tratamento
catdédico mostrou melhor definicdo dos picos de oxidacdo na determinacdo
simultinea de MTP e HCTZ (SALAMANCA-NETO et al, 2016), na
determinacdo simultanea ternaria de AML, HCTZ e VAL (MANSANO; EISELE;
SARTORI, 2015) e na binaria de AML e VAL (MANSANO et al., 2015). Por
outro lado, o pré-tratamento anddico foi empregado na determinacéo individual
de imatinib em urina (BRYCHT et al., 2016) e na determinacdo simultanea de
baunilha e cafeina em amostras comerciais de alimentos e bebidas (ALI et al.,
2017), com excelente definicdo dos picos de oxidacgao.

Além da melhora de definicdo dos picos, o tipo de pré-tratamento
empregado pode influenciar na intensidade de corrente e na separacdao dos
potenciais de oxidacdo, quando a determinacao é feita em amostras com mais
de um composto. Na determinacdo simultanea de losartana (LOS) e HCTZ em
medicamentos empregou-se o EDDB-PA (SANTOS e colab., 2013). Os
resultados mostraram que o emprego do EDDB-PC proporcionou um aumento
da intensidade de corrente da HCTZ e menor para a LOS. Quando empregou-
se o0 EDDB-PA a HCTZ apresentou menor intensidade de corrente e a LOS
maior intensidade de corrente. Porém, foi possivel observar que, quando o pré-
tratamento catodico foi empregado, a corrente de oxidagcdo para LOS diminui
significativamente com o aumento do namero de varreduras, indicando que o
produto de oxidacdo pode ser adsorvido na superficie do EDDB-PC, enquanto
que empregando-se o EDDB-PA este comportamento nao foi observado,
obtendo-se maior repetibilidade dos sinais analiticos para obtencédo de LOS. Na
determinacdo de aspartame e acesulfame-K em alimentos (DEROCO et al.,

2015), o pré-tratamento anddico apresentou maior intensidade de corrente e
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excelente separacdo entre o0s potenciais de oxidacdo para 0s dois
edulcorantes, indicando que uma superficie predominantemente terminada em
oxigénio aumenta a atividade eletroquimica do EDDB para 0s processos de
oxidacdo de aspartame e acessulfame. Eisele e colaboradores (2013a)
determinaram paracetamol, cafeina e orfenadrina em formulagbes
farmacéuticas utilizando o EDDB-PC, pois, observaram uma melhor separacao
entre 0s picos e uma maior intensidade de corrente. Em outro trabalho, a
determinacdo de dopamina na presenca do acido ascorbico foi realizada com
EDDB ap6s a obtencdo do filme (sem nenhum tipo de pré-tratamento) e o
EDDB-PA (FUJISHIMA et al., 1999). Os resultados mostraram que o EDDB
sem pré-tratamento ndo apresentou a separacdo do pico anddico dos dois
compostos, ja o EDDB-PA apresentou adequada separacdo da dopamina e
acido ascérbico. A determinacdo de &acido Urico na presenca de altas
concentracbes de acido ascorbico também foi verificada por Popa e
colaboradores (2000). Para isso, utilizou um EDDB sem nenhum tipo de pré-
tratamento e depois 0 EDDB-PA. Os resultados demonstraram que no EDDB-
PA, quando empregou-se as mesmas concentragbes dos dois compostos, o
acido arico apresentou maior intensidade de corrente do que o acido ascérbico,
sendo assim, o EDDP-PA foi aplicado com sucesso para a deteccdo de acido
arico na presenca de acido ascérbico com excelente sensibilidade e
seletividade.

Desta forma, para garantir a mesma superficie em todas as analises,
assegurando assim uma analise reprodutivel, o EDDB deve ser submetido ao
pré-tratamento anodico e/ou catédico, dependendo de qual terminacdo foi

selecionada para o estudo, diariamente, previamente as analises.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver métodos analiticos para a determinacédo voltamétrica de
anti-hipertensivos em formulacbes farmacéuticas comerciais utilizando o

eletrodo de diamante dopado com boro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter voltamogramas ciclicos para AML, HCTZ, ATN, AMI e RMP, a fim
de verificar processos de oxidacao/reducdo no EDDB;

Avaliar o pH ideal para a determinagdo simultdnea dos farmacos e, a
partir disso, avaliar qual o melhor eletrdlito suporte no valor de pH selecionado;

Comparar experimentalmente a resposta voltamétrica obtida para os
farmacos utilizando o EDDB com aquelas obtidas com outros eletrodos;

Estudar os parametros das técnicas de VOQ e VPD para a obtencédo da
curva analitica para posterior determinagéo simultanea dos farmacos;

Determinar os farmacos simultaneamente (mistura binaria de AML e
ATN e de AML e RMP e da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN)
utilizando o eletrodo de diamante dopado com boro nas condi¢gdes otimizadas;

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras
comerciais analisadas e determinar as concentracdes dos anti-hipertensivos
empregando voltametria de onda quadrada e/ou de pulso diferencial eletrodo
de diamante dopado com boro;

Avaliar a exatiddo do método proposto, comparando os resultados
obtidos com aqueles obtidos empregando-se métodos cromatograficos
simultaneos descrito na literatura;

Analisar estatisticamente os resultados obtidos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes
foram preparadas usando &agua ultrapura (resistividade = 18,2 MQ cm)
fornecida por um sistema Milli-Q (Millipore®). Para o ajuste do pH das solucdes,
empregou-se um pHmetro Hanna Instruments, modelo HI-221 com um eletrodo
combinado de vidro com Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™), como eletrodo de referéncia
externa.

Os padroes utilizados de AML, AMI, HCTZ, ATN e RMP apresentavam
uma pureza = 98%, Sigma-Aldrich. O cloridrato de tris(hidroximetil)
aminometano (TRIS), hidrogenocarbonato de sédio, os acidos acético, borico,
fosforico, sulfurico e orto-fosférico, bem como hidréxidos de sodio e amdnia,
fosfatos de potassio monobéasico e dibasico e cloreto de aménio foram
adquiridos da Synth.

As solucdes estoque de todos os anti-hipertensivos foram preparadas na
concentracdo de 10 mmol L™. ATN foi dissolvido diretamente em agua. AML e
RMP foram preparados em metanol:agua, na proporcéo 1: 2 (v/v). AMl e HCTZ
foram preparados em metanol puro.

As solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo das solucdes
estoque de AML, AMI, HCTZ, ATN e RMP com as respectivas solucdes
selecionadas como eletrdlito suporte. A solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0) foi empregada na determinacdo da mistura binaria de AML e ATN. Para a
determinacao simultanea da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN,
utilizou a solugdo tamp&o de aménio 0,1 mol L* (pH 9,0). Finalmente, a
solucdo tamp&o Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L™ (pH 6,0) foi empregada na
determinacdo na mistura binaria de AML e RMP. As solugbes estoque, bem
como, as solugdes de trabalho foram preparadas nos dias dos experimentos.

A solucéo tampédo BR foi escolhida como eletrdlito suporte para estudo
de pH. Esta solucao foi preparada misturando 0,04 mol L™ em &cidos acético,
borico e fosforico, com pH ajustado de 2,0 a 12,0 com uma solucdo de NaOH
2,0 mol L™,
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A solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ foi preparada pela mistura das
solucbes de fosfato de potassio monobasico 0,1 mol L™ e fosfato de potassio
dibasico 0,1 mol L™, ajustando o pH para 7,0.

A solucdo tampao amonia foi preparada pela mistura das solucbes de
hidréxido de aménio 0,1 mol L™ e cloreto de amdnio 0,1 mol L*, com pH
ajustado para 9,0.

As amostras farmacéuticas (comprimidos) analisadas neste trabalho,
foram adquiridas em uma farmacia local, na cidade de Londrina — PR. Para a
determinacao das misturas bindrias, foram utilizadas amostras combinadas dos
farmacos com quantidade declarada nos rotulos de AML:ATN (5:25 e 5:50 mg)
e AML:RMP (5:5 e 5:10 mg), onde 5 mg de AML (MM: 408,9 g mol L™
correspondente a 6,9 mg de besilato de anlodipino. Para a determinacdo da
mistura quaternaria, empregou-se amostras individuas de AML e ATN com
quantidade declarada de 10 e 25 mg, respectivamente e também uma amostra
combinada de AMI:HCTZ (5:50 mg).

3.2 INSTRUMENTACAO

Todos os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em uma célula
de vidro com capacidade para 15 mL de solucéo, equipada com uma tampa de
Teflon®, contendo orificios para o posicionamento de trés eletrodos (Figura 8).
O eletrodo de referéncia utilizado foi de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™), o eletrodo
auxiliar foi uma placa de platina e, como eletrodo de trabalho, foi empregado o
EDDB (8000 ppm de boro, area exposta de 0,25 cm?; produzido pela Adamant,
Suica).
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Figura 8 - Esquema da célula eletroquimica com indicacao dos os eletrodos de trabalho (filme
de DDB), auxiliar (placa de Pt) e de referéncia (Ag/AgClI (KCI 3,0 mol L'l)).

Eletrodo auxiliar

(Placa de Platina) -il

— Eletrodo de Referéncia |
(Ag/AQC! (3,0 mol L~' KCI) ) |

-——--
-

Eletrodo de trabalho ]

€ope) ey |

Fonte: O proprio autor.

Para as medidas voltamétricas foi empregado dois tipos de
equipamentos: o potenciostato/galvanostato FRA2 pAutolab tipo Il (Metrohm
Autolab B.V., Holanda) gerenciado pelo software GPES, foi utilizado na
determinacdo simultdnea da mistura binaria do AML e ATN e para a mistura
quaternaria do AML, AMI, HCTZ e ATN. Para a determinacdo simultanea da
mistura binaria de AML e RMP, as medidas voltamétricas foram realizadas em
um potenciostato/galvanostato PGSTAT101 AUTOLAB (Metrohm Autolab B.V.,
Holanda) gerenciado pelo software NOVA 2.1.

Para o pré-tratamento eletroquimico do EDDB utilizou solucdo de H,SO,4
0,5 mol L*. O pré-tratamento eletroquimico do EDDB, foi realizado em
diferentes equipamentos. Na determinacdo simultdnea da mistura binaria do
AML e ATN e para a mistura quaternaria do AML, AMI, HCTZ e ATN, o pré-
tratamento foi realizado num potenciostato/galvanostato  MQPG-01
(Microquimica, Brasil). Para a determinacdo simultdnea de AML e ATN foi
utilizado o EDDB pré-tratado catodicamente (-0,5 A cm?, 120 s), com sua
superficie predominantemente terminada em hidrogénio (SUFFREDINI et al.,
2004), e para a determinacédo simultanea de AML, AMI, HCTZ e ATN, o EDDB
foi pré-tratado anodiamente (+0,5 A cm? 30 s), com sua superficie
predominantemente terminada em oxigénio (SUFFREDINI et al., 2004). Para a
determinacdo simultanea da mistura binaria do AML e RMP, o pré-tratamento
foi realizado num potenciostato/galvanostato PGSTAT101 AUTOLAB (Metrohm
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Autolab B.V., Holanda). O EDDB foi pré-tratado catodicamente (-0,25 A cm™,
240 s), com sua superficie predominantemente terminada em hidrogénio
(SUFFREDINI et al., 2004).

Para a comparacéo dos resultados obtidos na determinacéo simultanea
do AML e ATN empregando o EDDB foi utilizado um ECV (3 mm de diametro,
Tokay, Japéo), eletrodo de pasta de carbono EPC e eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono EPNTC. Na determinacdo simultdnea da mistura
quaternaria do AML, AMI, HCTZ e ATN e da mistura binaria do AML e RMP
utilizou-se um ECV para comparacao com os resultados obtidos pelo EDDB.
Antes de ser utilizado, o ECV (3 mm de diametro, Tokay, Jap&o), foi
mecanicamente polido com alumina em p6 de 0,05 mm, limpo com agua
destilada, sonicado durante 5 minutos em etanol absoluto e limpo em &agua
ultrapura. Depois de polido e seco a temperatura ambiente, o ECV foi utilizado
na determinacdo da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN e da
mistura binaria de AML e RMP. Para o EPNTC misturou-se NTC ja
funcionalizados com 6leo mineral (Nujol®) na proporcdo de 30:70% (m/m),
conforme descrito por Salamanca-neto e colaboradores (2015). Para a
funcionalizacdo do NTC utilizou-se uma mistura de HNOg3: H,SO,4 (3: 1, viv) a
temperatura ambiente. O EPC foi preparado homogeneizando cuidadosamente
o grafite com 6leo mineral (Nujol®) em uma placa de Petri com uma espétula de
aco inoxidavel por 10 min. Finalmente, a pasta de grafite foi cuidadosamente
acomodada na cavidade de um tubo de Teflon® suportado por uma placa de
carbono e foi compactada com a espatula resultando em uma superficie lisa. A
area geométrica dos eletrodos de trabalho, EPNTC e EPC, foi de 0,0707 cm?

para ambos eletrodos.

3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA AS DETERMINACOES
VOLTAMETRICAS

Para a quantificacdo simultanea dos anti-hipertensivos AML e ATN (5:25
ou 5:50 mg), foram adquiridas duas amostras farmacéuticas comerciais de
dosagem combinada contendo ambos farmacos, dez comprimidos de cada
embalagem foram pesados individualmente para a determinagcdo do peso

meédio dos comprimidos, e em seguida foram reduzidos com o auxilio de um
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almofariz e pistilo, até um po fino e homogéneo. Este p6 foi pesado em balanca
analitica (Shimadzu, ATY224, 0,0001g) até uma massa correspondente a um
comprimido, para cada uma das amostras, e foi transferido para dois baldes
volumétricos de 25,0 mL contendo 10 mL de metanol. Apés 5 minutos de
sonicagdo, o volume dos baldes foi completado até a marca do menisco com
solucdo tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 7,0). Em seguida, as amostras foram
quantificadas, transferindo diretamente uma aliquota de 170 pL do
sobrenadante de cada solucdo amostra para a célula eletroquimica contendo
10 mL de solucdo tampdo fosfato 0,10 mol L* (pH 7,0), e entdo os
voltamogramas de onda quadrada foram obtidos. As concentracdes desses
anti-hipertensivos, em cada amostra, foram determinadas diretamente por
interpolacdo nas respectivas curvas analiticas previamente obtidas.

Para a quantificacdo simultanea dos anti-hipertensivos AML, AMI, HCTZ
e ATN empregou a preparagdo das amostras farmacéuticas comerciais de
dosagens individuais para AML (10 mg) e ATN (25 mg) e de dosagens
combinadas para AMI e HCTZ (5:50 mg), onde dez comprimidos de cada
formulacdo foram reduzidos a um pé fino e homogéneo. Uma quantidade
equivalente a massa de um comprimido para cada amostra em p6 foi pesada e
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL contendo metanol, sendo o
volume do baldo completado com solugdo tampdo aménio 0,10 mol L™ (pH
9,0), ou seja, a massa das trés amostras (AML e ATN — individuais e AMI e
HCTZ — combinados) foram transferidas para o mesmo baldo volumétrico.
Posteriormente, uma aliquota de 190 pL do sobrenadante da solucdo da
amostra foi transferida diretamente para a célula eletroquimica contendo 10 mL
de solucdo tamp&o aménio 0,10 mol L™ (pH 9,0), apds, foram obtidos os
voltamogramas de onda quadrada desta mistura quaternaria. As concentracées
dos anti-hipertensivos foram determinadas diretamente por interpolacdo nas
respectivas curvas analiticas previamente obtidas.

Duas amostras farmacéuticas comerciais de dosagem combinadas dos
anti-hipertensivos AML e RMP foram empregadas para a quantificacdo
simultanea. Tanto para as dosagens de 55 ou 5:10 mg AML e RMP
respectivamente, as solugdes foram preparadas a partir da cominuicdo de 10
comprimidos de cada embalagem, até um po fino e homogéneo. Em seguida,

uma quantidade deste pé, equivalente a massa de um comprido, para cada
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uma das amostras, foi pesada e transferida a dois baldes volumétricos
calibrados de 25,0 mL contendo metanol. Os bal6es volumétricos foram
avolumados, até a marca do menisco, com solucdo tampdo BR 0,10 mol L*
(pH 6,0). Posteriormente, aliquotas de 100 pL do sobrenadante de cada
solucdo amostra, foram diretamente transferidas para a célula eletroquimica
contendo 10 mL de solucdo tamp&o Br 0,10 mol L™ (pH 6,0). Na sequéncia,
foram obtidos os voltamogramas de pulso diferencial para as misturas binarias.
As concentracbes para cada analito presentes nas amostras, foram
determinadas diretamente por interpolacdo nas curvas analiticas previamente

obtidas.

3.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS: METODOS COMPARATIVOS

Para avaliar a exatiddo dos métodos propostos, comparou-se O0s
resultados obtidos na determinacdo voltamétrica com aqueles obtidos por
CLAE. A coluna cromatografica empregada em todas as metodologias foi a
ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 Mm id, tamanho de particula: 5 ym) mantida a 25 +
1,0°C.

Para a determinacdo das amostras farmacéuticas com AML e ATN foi
empregado um equipamento de cromatografia liquida da Alliance® e2695 da
Waters (EUA), acoplado a um detector de arranjo de diodos DAD da Waters
2998. As condi¢cBes de separacdo cromatografica que foram empregadas para
esta determinacao estdo de acordo com (BARMAN et al., 2007), na qual a fase
movel consistiu-se numa mistura de solucdo tampao acetato de aménio (o pH
foi ajustado para 4,5 com acido acético glacial), acetonitrila e metanol (35:30:35
viviv), com fluxo constante de 1,5 mL min™, temperatura da coluna de 40 °C e o
volume de inje¢ao foi de 10 yL, sendo a deteccao realizada em 237 nm. No
preparo das amostras, dez comprimidos de cada formulacdo farmacéutica
foram reduzidos a um pé fino homogéneo com o auxilio de um almofariz e
pistilo. Foi pesada a massa deste pO correspondente a um comprimido e,
entdo, foi transferido para um bal&o volumétrico de 25,0 mL, completando-se o
volume do baldo até a marca do menisco com a fase mével. As solugbes das

amostras foram filtradas usando filtros de membrana de nylon de PTFE 0,20
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um e 0,45 pm (Millipore®), respectivamente. Ap6s a diluicdo apropriada com a
fase mével, foram obtidos os cromatogramas para ambos anti-hipertensivos.

Para a determinacdo das amostras farmacéuticas da mistura quaternaria
de AML, AMI, HCTZ e ATN e da mistura binaria de AML e RMP, foi utilizado
um sistema LC Shimadzu acoplado a uma bomba LC-20AT, um injetor
automatico SIL-20AC e um detector SPD-M20A PDA.

Considerando que nao ha na literatura, a descricdo de algum método
que possibilitasse a determinacdo simultdnea dos quatro anti-hipertensivos,
houve a necessidade do emprego de trés diferentes métodos cromatograficos
para a determinacdo dos mesmos. Como ja descrito anteriormente, foram
utilizadas trés diferentes amostras farmacéuticas para a determinacdo dos
quatro anti-hipertensivos. Com isso, para cada amostra farmacéutica foi
empregado um método cromatogréfico diferente. As condicbes de separagao
cromatografica foram empregadas de acordo com Basavaiah e colaboradores
(2005) para a determinacdo do AML, Zecevic e colaboradores (2000) para a
determinacao simultanea de AMI e HCTZ e finalmente, a metodologia descrita
por Kumar e colaboradores (2010) para a determinacdo do ATN, todas as
metodologias adotadas tiveram pequenas modificacdes. Para a determinacéo
individual do AML, o método descrito empregou como fase moével uma mistura
de solucéo de acetonitrila e acido ortofosférico (pH 3,0) 80:20 (v/v), o fluxo foi
de 1,0 mL min™, sendo a deteccao realizada em 238 nm. A segunda amostra,
foi empregada para a determinacdo simultanea de AMI e HCTZ, a fase mével
foi composta por uma mistura de agua e metanol 60:40 (v/v) com pH ajustado
para 3,2 com &cido acético, o fluxo foi de 1,0 mL min™ e o detector foi ajustado
em 280 nm. E por fim, para a determinacdo da terceira amostra, que estava
presente apenas o ATN, a fase movel consistiu de uma mistura de solucao de
acetonitrila e tampao fosfato (pH 7,0) 50:50 (v/v), o fluxo foi de 1,2 mL min* e a
deteccéo foi realizada em 230 nm.

Para o preparo das amostras, dez comprimidos de cada respectiva
formulacdo farmacéutica foram reduzidos a um po6 fino e homogéneo com o
auxilio de um almofariz e pistilo. Para o AML, 30 mg do p¢ foi transferido para
um baldo volumétrico de 100,0 mL, adicionou-se 60 mL de fase mdvel, agitou-
se por aproximadamente 20 min e entdo o volume do baldo foi completado até

a marca do menisco com a fase movel. Um volume de 10 mL desta solucéo foi
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filtrado usando filtros de membrana de nylon de PTFE 0,20 ym (Millipore®). A
solucéo filtrada foi adequadamente diluida com a fase movel e entdo foram
obtidos os cromatogramas. Para o preparo da amostra de AMI e HCTZ
(formulacdo combinada), a massa equivalente a um comprimido foi transferido
para um baldo volumétrico de 50,0 mL e diluido com solucdo padréo interno
(solucdo de cafeina 80 pug mL™). A mistura foi sonicada durante 5 min a
temperatura ambiente. O volume de 1 mL desta solucéo foi diluido para 10 mL
com solucdo de padrédo interno e entdo, esta solucdo foi adequadamente
diluida, apds a filtragdo com membrana de PTFE de 0,45 pym (Millipore®),
obtendo-se os cromatogramas. Para o ATN a massa correspondente a um
comprimido foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 25,0 mL,
completando o volume do baldo com a fase movel para obter a concentracéo
de 1 mg mL™. Em seguida, filtrou esta solu¢cdo em uma membrana de PTFE de
0,45 um (Millipore®). Esta solucdo filtrada foi adequadamente diluida com a
fase movel, e entdo, foram obtidos os cromatogramas.

O método comparativo empregado para a determinacdo das amostras
farmacéuticas contendo AML e RMP estd de acordo com Maste e
colaboradores (2011), com pequenas modificacbes. Para isso, a fase moével
consistiu de uma mistura de acetonitrila:;tampao fosfato pH 4,0 (60:40 v/v), o
fluxo foi constante de 1,0 mL min™, a temperatura da coluna foi mantida a 25
°C e o volume da injecao foi de 10 L, a deteccao foi realizada em 222 nm. No
preparo das amostras, dez comprimidos de cada formulacdo farmacéutica
foram reduzidos a um po6 fino e homogéneo com o auxilio de um almofariz e
pistilo. Este po, foi pesado até a massa correspondente a um comprimido, e
entdo transferido para um baldo volumétrico calibrado de 100,0 mL contendo
50,0 mL de fase mével, sonicou-se por aproximadamente 10 minutos e entao, o
volume do baldo foi completado até a marca do menisco com a fase movel.
Posteriormente, estas solug¢des foram filtradas em uma membrana de PTFE de
0,45 um (Millipore®). Apés a filtrac&do, estas solucdes foram adequadamente

diluidas com a fase movel, e entéo, foram obtidos os cromatogramas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE AML E ATN

4.1.1 Estudo Eletroquimico do AML e ATN sobre o EDDB

Para avaliar o comportamento eletroquimico do AML e ATN empregou-
se a VC. Inicialmente, o efeito do pré-tratamento, anddico e catédico, no EDDB
na mistura contendo AML e ATN foi investigado em meio a solugdo tampéao
fosfato (pH 7,0). Como pode ser observado na Figura 9, que mostra 0s
voltamogramas ciclicos obtidos para AML 48 umol L™ e ATN 190 pmol L?, o
comportamento eletroquimico do AML e ATN nesses dois tipos de pré-
tratamento foram muito semelhantes. No entanto, os melhores resultados
foram obtidos usando um EDDB-PC, que apresentou maior magnitude de
corrente e melhor repetibilidade do pico de oxidacdo de ambos os anti-
hipertensivos. Assim, os experimentos seguintes foram realizados utilizando o
EDDB com sua superficie predominantemente terminada em hidrogénio. Cabe
ressaltar que o pré-tratamento da superficie do eletrodo foi realizado apenas
uma vez ao dia, no inicio do trabalho, o que permitiu o uso do eletrodo durante

um longo periodo de tempo com a mesma resposta.

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB com diferentes pré-tratamentos
usando AML 48 pmol L™ e ATN 190 pmol L™ em solucdo tampéo fosfato (pH 7,0): (—) pré-
tratamento catodico, (—) pré-tratamento andédico. v =50 mV s™.
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Fonte: o préprio autor
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A Figura 10 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos individualmente
para AML 49,0 umol L™ e ATN 49,0 umol L™ em solugcdo tampao fosfato (pH
7,0) sobre o EDDB-PC. Como pode ser visto, para ambos os analitos, um
processo de oxidacao foi observado, o primeiro correspondendo a oxidacéao do
AML (0,727 V) e o segundo, a oxidagdo do ATN (1,32 V). Nenhum pico na
varredura reversa foi observado, indicando que o processo de oxidacdo de
ambos anti-hipertensivos no EDDB ¢ irreversivel (GOYAL et al., 2006; GOYAL;
BISHNOI, 2010). A diferenca dos valores dos potenciais entre os picos de
oxidagdo de ambos anti-hipertensivos (AEp,) € de 0,590 V, mostrando que a
determinacdo simultdnea dessas drogas € viavel neste eletrodo e nessas

condicoes.

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos individuais dos analitos obtidos empregando EDDB-PC
utilizando: (—) solucdo tampéo fosfato (pH 7,0), (—) AML 49,0 ymol L e (—) ATN 49,0
pumol L v=50mvs™.
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Fonte: o préprio autor

O numero de elétrons transferidos (n) na oxidacdo de AML e ATN no
EDDB-PC foi estimado empregando os voltamogramas obtidos para AML e
ATN em solucao tampao fosfato (pH 7,0) (Figura 10) e a Equacao 1 (BARD;
FAULKNER, 2001):

47,7 mvV
- an

E

»— E

Eq. 1

NS
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sendo:
E, : Potencial de oxidacéo;

Ep . Potencial de meia onda,;
2

a : Coeficiente de transferéncia de elétrons (0,5 para sistemas irreversiveis) (LI,
2007).

Para AML, E, € 0,727 V e Ep € 0,677 V. Para ATN, E, € 1,32V e Ep €
2 2

1,27 mV. Considerando o valor do coeficiente de transferéncia de elétrons (a)
como 0,5, o n foi calculado igual a 2 para ambos os anti-hipertensivos. Esses
resultados demonstram que dois elétrons estdo envolvidos, tanto na oxidacdo
de AML, como na oxidagdo de ATN em solugdo tampao fosfato (pH 7,0). De
acordo com outros trabalhos da literatura, acredita-se que a oxidacéo
eletroquimica de AML (Figura 11) ocorre no anel de 1,4-dihidropiridina,
envolvendo dois prétons e dois elétrons (GOYAL; BISHNOI, 2010); ja para o
ATN (Figura 12), o pico anodico aqui observado corresponde a oxidacdo do
grupo alcoolico secundério desta molécula, como sugerido por Goyal e colab.
(2006) com base nos resultados relatados por Hiremath e colab.(2005) da

oxidacdo do ATN com permanganato em meio alcalino.
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Figura 11 - Reacao de oxidacdo do besilato de anlodipino (AML).

+2H" +2e

Figura 12 - Reacao de oxidacdo do atenolol (ATN).

OH o)
o}
NH NH
)\ - - )\ t2H +2¢e
e} 0]
z 4
H,N HoN

4.1.2 Efeito da Concentracéo Hidrogeniénica do Meio e Eletrdlito Suporte

O comportamento eletroquimico de AML 46 pmol L™ e ATN 550 pmol L™
no EDDB-PC foi explorado em solu¢des tampao BR em diferentes valores de
pH (2,0 — 11,0) usando VOQ com frequéncia (f) = 30 Hz, amplitude do pulso (a)
= 50 mV e incremento de varredura (AEs) = 2 mV. Foi observada a influéncia
da concentracao hidrogenionica do meio no AE,, (Figura 13 A) e na corrente do
pico (lpa) (Figura 13 B) de AML e ATN, respectivamente. Com o0 aumento na
concentragdo hidrogeniénica do meio ha um deslocamento do pico de oxidagao
para valores menores de potencial para ambos os anti-hipertensivos e 0 AEp,
torna-se menor. Os valores de intensidade de corrente mais altos para AML e
ATN foram obtidos em pH 6,0 e 7,0, respectivamente. Considerando a
repetibilidade da corrente de pico obtida para a oxidacdo de ambos anti-
hipertensivos, foi selecionado o pH 7,0 para a determinacdo simultanea de
AML e ATN.
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Figura 13 - Influéncia da concentracdo hidrogenidnica do meio na separacao do potencial dos
picos anddicos (A) e nas correntes dos picos (B) de AML 46 umol L" e ATN 550 pmol L™
usando solucdes tampéo BR em diferentes valores de pH (2,0 - 11,0) e a VOQ. Condi¢cdes da
VOQ: f=30Hz,a=50mV e AEs =2 mV.
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Fonte: o préprio autor

A resposta obtida em solucdo tampdo BR foi comparada com aquela
obtida em solucdo tampao fosfato, ambas no mesmo valor de pH 7,0 (Figura
14). Os resultados foram muito semelhantes para AML e uma maior magnitude

de corrente de oxidacdo para ATN foi obtida em solugcéo tampéao fosfato, com
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uma melhor repetibilidade do sinal. Portanto, a solugéo tampéao fosfato (pH 7,0)
foi escolhida como eletrdlito suporte para posteriores estudos.

Figura 14 - Voltamogramas de onda quadrada de AML 46 pmol L™ e ATN 550 pmol L™ usando
um EDDB-PC em solu¢cdes tampéo BR (—) e fosfato (—), ambos em pH 7,0. Condi¢cGes da
VOQ: f=30Hz,a=50mV e AEs =2 mV.
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Fonte: o préprio autor

O desempenho eletroanalitico do EDDB-PC na oxidacdo da AML e ATN
foi comparado com aqueles obtidos empregando-se ECV, EPC e EPNTC,
utilizando a VOQ para AML 49 pmol L™ e ATN 97 umol L™ em solucéo tampao
fosfato (pH 7,0) (Figura 15). Como apresentado na Figura 8, maiores correntes
dos picos de ambos farmacos foram obtidas com EPC e EDDB-PC. Nenhum
pico foi observado para ATN usando ECV e EPNTC, sob condi¢des
experimentais idénticas. N&o foi observado repetibilidade dos sinais analiticos
para ambos os anti-hipertensivos usando o EPC; no entanto, foi observado
uma repetibilidade dos sinais de oxidacdo para AML e ATN (desvio padrao
relativo (DPR) < 1,0%, para N = 6) no EDDB-PC. Este eletrodo mostrou-se
superior frente ao EPC e as determinacdes simultaneas do AML e ATN foram

realizados apenas com o EDDB-PC.
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Figura 15 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para AML 49 umol L e ATN 97 ymol L™
em tampéo fosfato (pH 7,0) usando EPC (—), EPNTC (—), ECV (—) e EDDB-PC (—).
Condicdes da VOQ: f =30 Hz, a=50mV e AEs =2 mV.

100

80 ﬂ
g 60—.
< 40
20 /\

R ) A\AWA

06 09 1.2 15 1.8
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: o préprio autor

4.1.3 Influéncia da Velocidade de Varredura no Processo de Oxidacao do AML
e ATN

O estudo da velocidade de varredura foi realizado para obter
informacdes Uuteis sobre o comportamento do AML e ATN no EDDB-PC.
Usando AML 48 pmol L™ e ATN 190 pmol L™ em solucéo tampé&o fosfato (pH
7,0), os voltamogramas ciclicos foram obtidos em diferentes velocidades de
varredura (5-200 mV s?). Os voltamogramas correspondentes ao AML s&o
mostrados na Figura 16A e ao ATN na Figura 16B. O potencial dos picos para
ambos os anti-hipertensivos foram ligeiramente deslocados para valores mais
positivos conforme o aumento da velocidade de varredura, uma caracteristica
tipica de uma reacdo eletroquimica irreversivel (GOSSER, 1993). Pode-se
observar também que a intensidade de pico anddico varia linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura para ambos os anti-hipertensivos (r =
0,999 para o AML e r = 0,998 para o ATN), sugerindo que 0 mecanismo de
oxidacdo destes anti-hipertensivos é difusional (GOSSER, 1993a). Para
confirmar esses resultados, pode-se observar nas Figuras 9A e 9B, que o

grafico do log lya vs. log v foi linear, com uma inclinagéo de 0,56 para o AML e
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0,44 para o ATN, estes valores estdao proximos do estimado pela literatura
(0,50) para um processo controlado por difusdo(GOSSER, 1993).

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB-PC em solugéo tampao fosfato
(pH 7,0) para (A) AML 48 pymol L™ e (B) ATN 190 pmol L™ em diferentes velocidades de
varredura, de 5 - 200 mV s™. Inserido: dependéncia linear de log l,a cOM log v.
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Fonte: o préprio autor

4.1.4 Escolha da Técnica Analitica e Validagdo do Método Proposto para a
Determinacéo Simultanea de AML e ATN

Para a construgdo da curva analitica na determinacdo simultanea de
AML e ATN, o efeito dos parametros instrumentais das técnicas de VOQ sobre

a intensidade de corrente e potencial de oxidacdo dos AML e ATN foram
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investigados. Esses parametros instrumentais sdo estudados, pois, quando
bem empregados, podem melhorar muito a sensibilidade dos analitos. Cabe
ressaltar que cada parametro foi avaliado individualmente, mantendo os outros
dois constantes.

As Figuras 17A-C mostram o0s voltamogramas de onda quadrada
obtidos para 46 e 190 ymol L™ de AML e ATN, respectivamente, em solucéo
tampéo fosfato (pH 7,0), em funcdo da variacdo da frequéncia (Figura 17A), da
amplitude (Figura 17B) e do incremento de varredura (Figura 17C). Observa-se
que para o AML, com o aumento no valor da frequéncia ocorre um aumento na
intensidade de corrente de pico; para o ATN é possivel observar que com o
aumento no valor da frequéncia, ocorreu a diminuicdo na intensidade de
corrente de pico, exceto para o valor de frequéncia de 20 s™. Considerando
gue o AML apresenta maior aumento de corrente que o ATN, selecionar uma
condicdo instrumental que favorega um aumento na corrente de pico para o
ATN é desejado. Por este motivo, a frequéncia de trabalho selecionada para o
desenvolvimento do trabalho foi a de 20 s™, onde obteve-se um voltamograma
bem definido com maior intensidade de corrente para o ATN.

Na Figura 17B estdo apresentados os voltamogramas obtidos para o
AML e ATN em funcéo da variacdo da amplitude de onda quadrada. E possivel
observar que para o AML, ocorre um aumento dos valores da intensidade de
corrente até o valor da amplitude de 40 mV e para o ATN até um valor de 70
mV. Valores de amplitude maiores parecem nao atuar de modo significativo na
sensibilidade dos analitos para o propdsito analitico deste trabalho. Sendo
assim, como ja mencionado, o valor selecionado da amplitude foi de 70 mV
com o objetivo de proporcionar melhor sensibilidade para o ATN.

O ultimo parametro estudado na VOQ foi o incremento de varredura. Os
valores deste parametro também estdo relacionados com a intensidade do
sinal obtido e assim, diretamente relacionado com a sensibilidade do método.
Os voltamogramas de onda quadrada obtidos estdo apresentados na Figura
17C. Observa-se que a variacdo nos valores do incremento de varredura
proporcionou variagdes nas intensidades de corrente para ambos analitos e

gue o valor de 3 mV foi selecionado para dar continuidade no trabalho.



56

Figura 17 - Influéncia da variacdo dos parametros da técnica de VOQ no aspecto geral dos voltamogramas do AML 47 pymol L™ e ATN 190 umol L™
empregando o EDDB-PC em solucao tampéo fosfato (pH 7,0). (A) Variacdo da frequéncia da onda quadrada (a = 50 mV e AEs = 2 mV). (B) Variacédo da

amplitude de onda quadrada (f = 20 s™ e AEs = 2 mV). (C) Variagdo do incremento de varredura (a = 70 mV, f = 20 s™).
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A Tabela 1 apresenta o intervalo de estudo e os valores selecionados
para cada um dos parametros da VOQ, em comparagcdo com os resultados
obtidos pela VPD (voltamogramas ndo apresentados). Essa comparacéo foi
realizada, uma vez que em ambas as técnicas foram observadas uma boa
separacao dos potenciais de pico, 0 que permite a determinagdo simultanea
desses anti-hipertensivos. Os parametros estudados na VPD foram: amplitude
do pulso (a), velocidade de varredura (v) e tempo de modulacéo (t).

Os parametros selecionados foram utilizados para a construcdo das
curvas analiticas para ambos os anti-hipertensivos, usando o EDDB-PC em
solucdo tampéao fosfato (pH 7,0). As curvas analiticas foram construidas pelo
método de adicdo de padrdo externo. Para isso, adicdes sucessivas de
aliquotas das solucdes de trabalho dos anti-hipertensivos, foram transferidas
para a célula eletroquimica, onde a intensidade de corrente foi aumentanda
linearmente e simultaneamente com as suas concentragdes. Os resultados do
desempenho analitico para ambas as técnicas VPD e VOQ estédo reunidos na
Tabela 2. Os melhores valores para o0s parametros analiticos, como
sensibilidade e linearidade, foram obtidos pela VPD. No entanto, a VOQ
apresenta melhor coeficiente de correlacdo e precisdo, portanto, foi a técnica
escolhida para a determinacdo simultanea de AML e ATN. A Figura 18-A
mostra o0s voltamogramas de pulso diferencial e a Figura 18-B mostra os
voltamogramas da onda quadrada obtidos para a solugédo contendo ambos os

anti-hipertensivos em diversas concentragoes.
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Tabela 1 - Estudo e selecdo dos pardmetros instrumentais para a determinagcédo simultanea de
AML e ATN no EDDB-PC empregando-se VPD e VOQ.

Valores
Técnica Parametros intrumentais Intervalo de estudo
selecionados

a (mV) 10 — 100 75
VPD v (mVs™) 3-75 5
t (ms) 2-7 3
f(s™? 10 - 60 20
VOQ a (mV) 10 — 100 70
AEs (mV) 1-5 3

Fonte: o préprio autor
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Tabela 2 - Parametros analiticos obtidos na determinacdo voltamétrica de AML e ATN por VPD e VOQ em solucédo tampao fosfato (pH 7,0) utilizando um

EDDB-PC.
AML ATN

VOQ VPD VOQ VPD
Potencial de pico (V) 0,68 0,68 1,24 1,27
Intervalo linear (umol L™) 2,9-33 0,98 - 33 9,8 -190 14-14
Coeficiente angular (A mol L™ 3,1 x 10* 7,1 x 10* 3,72 x 10* 7,40 x 10*
Coeficiente linear (nA) 0,08 0,16 0,05 1,37
Coeficiente de correlacao (r) 0,992 0,973 0,999 0,974
Limite de deteccéo (umol L™ 0,17 0,16 0,22 0,19
Repetitividade (DPR %) 2,95 5,71 1,02 4,14
Precisdo intermediaria (DPR %) 4,21 9,35 3,62 8,70

Fonte: o préprio autor
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Figura 18 - Voltamogramas de (A) pulso diferencial e de (B) onda quadrada em EDDB-PC em
solucdo tampéao fosfato (pH 7,0) na faixa de concentragdo para AML 2,9-33 pmol L e para
ATN 9,8-190 ymol L. Inserido: curvas analiticas de AML e ATN para o processo de oxidacao.
Parametros da VPD:a=75mV,v=5mV s> t=3ms, e da VOQ:f=20Hz, a=70mV e
AEs =3 mV.
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Fonte: o préprio autor

A repetitividade foi determinada por medidas sucessivas (N = 10) de
AML 9,7 umol L™ e ATN 48 pmol L™. A precisdo intermediaria foi avaliada
medindo-se a corrente do pico para solucbes recém preparadas por um
periodo de 5 dias. Como pode ser visto na Tabela 2, os baixos valores de DPR

indicam que o método proposto é preciso.



61

Em seguida, a interferéncia de cada analito na determinag&o simultanea
de seu par foi avaliada (Figura 19A e 19B) empregando o EDDB-PC em
solucédo tampéo fosfato (pH 7,0). Para isso, uma curva analitica individual de

um analito foi construida mantendo a concentracédo do outro analito constante.

Figura 19 - Voltamogramas de onda quadrada com EDDB-PC em solucao tampao fosfato (pH
7,0) para (A) AML 2,9 - 34 pmol L e para e concentracdo fixa de ATN 71 pmol Lt e (B)
concentracao fixa para AML 24 ymol Lt e para ATN 9,6 - 190 umol L™
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Fonte: o préprio autor

Sendo assim, uma curva analitica individual para o AML foi construida

na faixa de concentracdo de 2,9 a 34 umol L™ e a concentragéo de 71 umol L™
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do ATN foi mantida fixa (a corrente do pico de oxidacdo para o ATN
permaneceu constante - DPR = 7,9%). De acordo com a andlise, a equacgao da
reta obtida para o AML foi Iaw./ pA = 0,060 + 3,5 10* [c/(mol L™)] (r = 0,993). Ja
para a determinacdo do ATN na faixa de concentracdo de 9,6 a 190 pmol L, a
determinacao foi realizada em solugbes contendo AML na concentragao fixa de
24 umol L™ (a corrente de oxidacdo do AML permaneceu constante - DPR =
9,4%), obtendo uma equacao da reta de latn / MA = 0,017 + 3,6 x 10* [c/(mol
L™M] (r = 0,998). Dessa maneira, quando comparado os valores de coeficiente
angular obtidos na curva analitica simultanea, com os obtidos na curva
analitica da seletividade, estes sdo muito préximos, isto, somados aos baixos
valores de DPR, obtidos na curva de seletividade, pode-se concluir que a
mudanca da concentracdo de um farmaco estudado n&o teve influéncia
significativa na determinacdo do outro. Em vista disto, os processos de

oxidacdo de AML e ATN no EDDB-PC sao considerados independentes.

4.1.5 Comparacao com Metodos Analiticos Descritos na Literatura

Uma comparacgao entre os parametros analiticos do método proposto e
de alguns métodos anteriores relatados na literatura para a determinacao
simultanea de AML e ATN séo apresentados na Tabela 3. A partir desses
dados, pode-se observar que os parametros analiticos para a determinacdo
voltamétrica simultinea de AML e ATN sdo satisfatorios. Além disso, a
preparacdo das amostras para a analise voltamétrica é simples, néo
demandando de filtrac6es ou outros tratamentos. O procedimento ndao envolve
0 uso de produtos quimicos perigosos para o analista e para o ambiente.
Devido as vantagens citadas, este método pode ser utilizado para a

determinacao simultanea de AML e ATN em formulacfes farmacéuticas.
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Tabela 3 - Comparacdo dos parametros analiticos obtidos deste trabalho com diferentes técnicas analiticas para a determinacdo de AML e ATN.

Analito Técnica Intervalo linear de concentracao (umol L'l) LD (umol L'l) Referéncias
(ARYAL; SKALKO-
CLAE - UV 18 — 880 35
BASNET, 2008)
(PAWAR et al.,
uv 98 — 150 8,9
2013)
(RATHEE et al.,
uv 7,1-35 0,09
AML 2010)
(BRITISH
PHARMACOPOEIA
uv 7,1-56 0,51
COMMISSION,
2013)
VOQ 29-33 0,17 Este trabalho
(ARYAL; SKALKO-
CLAE - UV 38 — 1900 3,8
BASNET, 2008)
(PAWAR et al.,
ATN uv 1500 — 2300 20
2013)
(RATHEE et al.,
uv 15-90 0,31

2010)
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uv

VOQ

75—750

9,8 -190

(BRITISH
PHARMACOPOEIA
> COMMISSION,
2013)
0,22 Este trabalho

Fonte: o préprio autor
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4.1.6 Aplicacdo do Método Voltamétrico Desenvolvido na Determinagéo
Simultdnea de AML e ATN em Formula¢des Farmacéuticas Combinadas

Previamente a analise das amostras selecionadas, a seletividade do
meétodo proposto foi avaliada pela adicdo de possiveis interferentes (presentes
nas formulagbes farmacéuticas selecionadas), tais como amido, povidona,
celulose microcristalina, diéxido de titanio, carbonato de magnésio e estearato
de magnésio. Para isso, uma solucdo padrdo contendo AML e ATN, nas
proporcdes de concentracdes (solucdo padrdo:composto interferente) de 1:1 e
1:10 (m/m) foram analisadas. Nenhum dos excipientes avaliados apresentou
eletroatividade no EDDB-PC na janela de potencial de trabalho, mesmo em
concentracfes 10 vezes maiores que a dos anti-hipertensivos. Além disso, as
correntes de pico obtidas para as solu¢cbes dos anti-hipertensivos contendo os
possiveis interferentes foram comparadas com as obtidas na auséncia de cada
interferente. A andlise das respostas obtidas permitiu concluir que esses
compostos nao interferem significativamente, apresentando DPR menores que
5%, na determinacdo de AML e ATN nas condi¢cdes de trabalho usadas,
revelando a seletividade do método para aplicagdo em formulacdo
farmacéutica contendo AML e ATN.

O método aqui proposto foi empregado para analisar duas amostras
farmacéuticas comerciais diferentes (A e B) contendo AML e ATN em
formulagbes combinadas. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos das
analises para as amostras empregando o método proposto em comparacao ao
método comparativo (CLAE). Nao foram observadas diferencas significativas
entre os valores encontrados para os teores de AML e ATN nas amostras
farmacéuticas comerciais utilizando o método proposto e o comparativo. De
acordo com o teste F (ANDERSON, 1987), a um nivel de confianca de 95%, os
dois métodos fornecem um nivel de precisdo equivalente. Os valores de
Fcalculado foram inferiores ao valor de Fiapelado (Feritico = 19,0). Além disso, o teste t
pareado (ANDERSON, 1987) foi aplicado e os resultados obtidos foram
estatisticamente iguais, pois, os valores de t calculados foram menores que o
valor tabelado (tam. = 2,00, tatn = 3,25 e teit = 12,7 a um nivel de confianca de
95%), indicando que ndo ha diferengcas entre 0 método proposto e o método

comparativo.
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Tabela 4 - Resultados obtidos na determinacdo simultinea de AML e ATN em formulacfes
farmacéuticas combinadas por VOQ empregando o EDDB-PC e pelo método comparativo
(CLAE).

Quantidade (mg por comprimido)?

Amostras Analito E (%) Feac®
Roétulo CLAE VvVOQ
AML 6,9 6,9+0,2 6,8+£0,2 -1,4 1,0
A ATN 25 245+0,7 25,4+0,3 3,7 5,4
AML 6,9 6,8+0,1 7,1+0,3 4.4 9,0
° ATN 50 50,7+ 0,6 49,0+£0,3 -3,4 4,0

®Média de 3 medidas; 100 x (VOQ - CLAE/CLAE); *Valor Feico= 19 (nivel de confianca de
95%).
Fonte: o préprio autor

O estudo de recuperacdo foi realizado por adicdo de volumes
conhecidos de solu¢cdes padrdao de AML e ATN a uma determinada amostra,
seguida da andlise usando VOQ. Foram obtidas boas recuperacbes para
analise dos comprimidos comerciais, os valores obtidos nas recuperacfes
variaram de 93,7 a 102 e 95,3 a 104% para AML e ATN, respectivamente;
claramente o método proposto ndo sofre de quaisquer efeitos significativos da
interferéncia da matriz.

No inicio deste estudo, foi possivel observar que a determinacgéo
simultinea de AML e ATN usando EDDB-PC apresentou uma grande
separacdo entre os valores dos potenciais de oxidacdo (AEp,) dos dois
farmacos, cerca de 0,59 V. Isto indicou a viabilidade da andlise simultanea de
outros farmacos, que apresentassem potenciais distintos em relacdo ao AML e
ATN, e que pudessem se oxidar dentro da janela de potencial do eletrodo de
trabalho. Com isso, considerou-se a possibilidade de determinacédo simultanea
de quatro anti-hipertensivos AML, AMI, HCTZ e ATN usando o EDDB. Deve-se
enfatizar que, de acordo com pesquisa na literatura, ndo ha ainda descrito um
meétodo eletroquimico para a determinacdo simultanea de uma mistura
quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN. Portanto, pela primeira vez, foi
investigado o comportamento voltamétrico dessa mistura quaternaria, bem

como a sua determinagcdo em amostras reais.
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4.2 DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE AML, AMI, HCTZ E ATN

4.2.1 Estudo do Comportamento Eletroquimico do AML, AMI, HCTZ e ATN
sobre o EDDB

No sentido de verificar a presenca de processos de oxidagao e reducao
dos quatro anti-hipertensivos, foram realizados experimentos preliminares de
VC sobre a superficie do EDDB em solucao tampéao aménio (pH 9,0). A Figura
20 mostra voltamogramas ciclicos obtidos para a mistura quaternaria destes
anti-hipertensivos empregando o EBBD pré-tratado anddica e catodicamente.
Como pode ser visto, quatro picos de oxidacdo distintos sao encontrados
utilizando um EDDB pré-tratado anodicamente (EDDB-PA), correspondente a
oxidacdo de AML em 0,76 V, AMl em 0,93V, HCTZ em 1,10 Ve ATN em 1,26
V. Quando o EDDB foi pré-tratado catodicamente (inserido na Figura 20), pode-
se notar uma sobreposicdo dos picos de oxidagdo, o que dificulta a
determinacao simultanea destes quatro anti-hipertensivos. Devido a separacéo
entre os picos de oxidacdo dos anti-hipertensivos no EDDB-PA, este pré-

tratamento foi escolhido para dar continuidade nos experimentos.
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Figura 20 - Voltamograma ciclico correspondente ao EDDB-PA na solu¢céo tampao aménio (pH
9,0), a 50 mV s™. Solucdo branco (—) e mistura de AML 24,5 pmol L™, AMI 136 pmol L™,
HCTZ 272 umol L* e ATN 90,7 pmol L™ (—). Inserido: Voltamogramas ciclicos
correspondentes obtidos empregando o EDDB-PC.
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Fonte: o préprio autor

Em seguida, o desempenho do EDDB-PA que foi empregado como
eletrodo de trabalho para determinar a mistura quaternaria de anti-
hipertensivos, foi comparado com o ECV, conforme apresentado na Figura 21.
Utilizou a VC para AML 24,5 pmol L™, AMI 136 pmol L™, HCTZ 272 pmol L™ e
ATN 90,7 umol L™ em solucéo tamp&o aménio (pH 9,0). Os resultados obtidos
mostraram que usando o EDDB-PA, quatro picos de oxidacdo bem definidos
puderam ser observados (Figura 21A). Ja, usando o ECV como eletrodo de
trabalho (Figura 21B), apenas dois picos foram observados, o primeiro, em
torno de 0,60 V, correspondente a oxidacdo de AML e o segundo, em torno de
0,75V, correspondendo a sobreposicao dos picos de oxidacdo de AMI e HCTZ.
Nenhum pico foi observado para a oxidacdo do ATN no ECV, nestas
condicdes. Assim, levando em consideracdo a separacdo dos quatro farmacos
e boa definicdo dos picos, os estudos posteriores foram realizados apenas com
o EDDB-PA.
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos obtidos para AML 24,5 pmol L™, AMI 136 umol L™, HCTZ
272 pmol L™ e ATN 90,7 umol L™ em solugéo tamp&o aménio (pH 9,0) empregando (A) EDDB-
PAe (B) ECV;v=50mVs™.
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Fonte: o préprio autor

4.2.2 Efeito do pH e Eletrolito Suporte

A influéncia do valor de pH (2,0 a 11,0) nas correntes de picos para AML
24,6 pmol L™, AMI 137 umol L™, HCTZ 182 pymol L™ e ATN 91,2 ymol L™ no
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EDDB-PA foi avaliada usando a solucdo tampédo BR. Os melhores resultados
obtidos foram para o pH 9,0 (melhor AEp, e repetibilidade dos valores das
correntes), portanto, este pH foi selecionado. Em seguida, a influéncia de
diferentes eletrélitos suporte com pH 9,0 foram avaliados. Além da solugéo
tampéo BR, avaliou-se também as solu¢cbes tampéao amonio, carbonato e TRIS
na oxidacao eletroquimica dos quatro anti-hipertensivos no EDDB-PA (Figura
22). Para estas condicdes, foi observado um pico de oxidacdo para a HCTZ
apenas nas solucbes tampdo BR e amobnio. Ademais, usando a solucéo
tampao amonio, os valores da corrente dos picos para AMI, HCTZ e ATN foram
maiores que os observados usando solugdes tampéo BR, carbonato e TRIS.
Assim, a solucao tampao amodnio (pH 9,0) foi escolhida como eletrdlito suporte
para a determinacao simultanea de AML, AMI, HCTZ e ATN usando um EDDB-
PA.

Figura 22 - Voltamogramas de onda quadrada de AML 24,6 uymol L™, AMI 137 umol L™, HCTZ
182 pmol L™ e ATN 91,2 pmol L™ usando um EDDB-PA empregando como eletrélito suporte a
pH 9,0 as solu¢des tampao amdnio (—), BR (—), carbonato (—) e TRIS (—)I Condicdes da
VOQ:f=20Hz,a=70mV e AEs =2 mV.

6 AMI

06 09 12
E /V vs Ag/AgCI

Fonte: o préprio autor

4.2.3 Influéncia da Velocidade de Varredura no Processo Oxidagdo do AML,
AMI, HCTZ e ATN

O efeito da velocidade de varredura na resposta voltamétrica do EDDB-
PA foi explorado no intervalo de 5 a 175 mV s™ para concentracdes de AML 98
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umol L™, AMI 294 pymol L™, HCTZ 392 ymol L™ e ATN 196 pmol L™ em solucéo
tampao amonio (pH 9,0) (Figura 23 A-D). Como pode ser visto, com 0 aumento
da velocidade de varredura, ocorreu um deslocamento dos picos para valores
de potenciais mais positivos, acompanhada por um aumento dos valores das
correntes maximas, para todos os anti-hipertensivos. Nao foram observados
picos de reducdo na varredura reversa, caracterizando processos irreversiveis
para todos os farmacos anti-hipertensivos (GREEF et al., 1985). Estes
comportamentos também foram observados em estudos anteriores com
diferentes valores de pH (GOYAL et al., 2006; SARTORI et al., 2010; SANTOS
et al., 2013; MORAES et al.,, 2016; SALAMANCA-NETO et al., 2016). Os
valores obtidos da inclinagdo a partir das dependéncias lineares de log I, € log
v foram 0,54 (r = 0,998) para AML, 0,51 (r = 0,999) para AMI, 0,47 (r = 0,999)
para HCTZ e 0,44 (r = 0,996) para ATN. Esses valores (préximo de 0,50)
indicam que o0s mecanismos das reacdes de oxidacdo de todos os
medicamentos anti-hipertensivos estudados na superficie EDDB-PA sé&o
controladas por difusdo (GOSSER, 1993). Além disso, as dependéncias
lineares de I,4 € a raiz quadrada da velocidade de varredura (Inserido na Figura
16) confirmam que as reacdes sao controladas majoritariamente pela difusdo
dos analitos para a superficie do EDDB-PA (GOSSER, 1993a; KISSINGER;
HEINEMAN, 1996).
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de varredura (5 - 175 mV s™)
obtidos para (A) AML 98,0 umol L™, (B) AMI 294 umol L™, (C) HCTZ 392 pmol L e (D) ATN
196 pmol L em solucao tampéo aménio (pH 9,0) usando um EDDB-PA. Inserido: dependéncia
linear da I, € raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: o préprio autor

A Equacéo 1 foi utilizada para estimar o valor de n da oxidagédo de AML,
AMI, HCTZ e ATN em solucéo tampé&o amoénio (pH 9,0) usando um EDDB-PA.

Os valores obtidos de E, — Ep para cada anti-hipertensivo foram AML 48 mV,
2

para AMI 47 mV, para HCTZ 50 mV, e para ATN 51 mV. Assumindo o valor de
a como 0,5 (empregado para processos totalmente irreversiveis (GOSSER,
1993)), os valores de n envolvidos na eletro-oxidagcdo de todos os anti-
hipertensivos em EDDB-PA sdo proximos de 2 (1,97, 2,03, 1,92 e 1,88,
respectivamente). De acordo com a literatura, a oxidagédo da AML (Figura 11)
ocorre no anel de 1,4-diidropiridina (GOYAL; BISHNOI, 2010), a oxidacdo do
AMI (Figura 24) se da no grupo da amina formando um anel heterociclico de
seis atomos (DESAI; SRIVASTAVA, 2012), oxidagdo de HCTZ para a
clorotiazida (Figura 25) (RAZAK, 2004) e a oxidacao do ATN (Figura 12) ocorre
no grupo alcodlico secundario (GOYAL; SINGH, 2006).
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Figura 24 - Reacao de oxidacdo da amilorida (AMI).
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Figura 25 - Reacédo de oxidag&o da hidroclorotiazida (HCTZ).
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4.2.4 Selecdo da Técnica Analitica e Validagcdo do Método Proposto para a
Determinagdo Simultdnea da Mistura Quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN
no EDDB-PA

Apenas a VOQ foi aplicada para a determinacdo da mistura quaternéria
de AML, AMI, HCTZ e ATN. A VPD ndao foi testada neste trabalho, pois, na
determinacao da mistura binaria de AML e ATN esta técnica apresentou menor
coeficiente de correlacdo e precisdao quando comparado com a VOQ. Deste
modo, a influéncia dos valores dos parametros operacionais associados
apenas a VOQ foi investigada usando o EDDB-PA na mistura quaternaria. A
concentracdo empregada de cada farmaco foi AML 24,5 umol L™, AMI 136
pmol L™, HCTZ 272 umol L™ e ATN 90,7 pymol L™, em solucdo tamp&o aménio
(pH 9,0).

A variacdo da frequéncia (Figura 26A), da amplitude (Figura 26B) e do
incremento de varredura (Figura 26C) foi avaliada individualmente mantendo os
outros dois constantes. De um modo geral, quando os valores desses trés
parametros sao alterados é possivel observar que ocorre variagcdes nas
intensidades dos sinais e, também, deslocamento dos potenciais de oxidac&o.
Dentre os quatro anti-hipertensivos testados € possivel observar que a HCTZ,
mesmo em maior concentracdo que os demais, é o anti-hipertensivo que
apresentou menor intensidade de corrente. Sendo assim, os parametros foram

avaliados no intuito de proporcionar maiores intensidades de corrente para a
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HCTZ. Na Figura 26A observa-se que o valor da frequéncia de 10 s™ foi o que
apresentou melhor resposta para a maioria dos anti-hipertensivos, apenas o
AML apresentou uma pequena diminuicdo na intensidade de corrente, é
possivel observar também, que com o aumento nos valores da frequéncia,
ocorre um leve deslocamento nos valores dos potenciais de oxidagéo para
valores mais positivos. Por estes motivos, a frequéncia de trabalho selecionada
para o desenvolvimento do trabalho foi de 10 s, onde obteve-se um
voltamograma com maior intensidade de corrente para a HCTZ.

Na Figura 26B estdo apresentados os voltamogramas obtidos para o
AML, AMI, HCTZ e ATN em funcdo da variagdo da amplitude de onda
quadrada. E possivel observar que para todos os anti-hipertensivos, ocorre um
aumento dos valores da intensidade de corrente até o valor da amplitude de 40
mV. Valores de amplitude maiores parecem nao atuar de modo significativo na
sensibilidade de medida dos sinais analiticos dos analitos para o propdsito
deste trabalho. Sendo assim, como ja mencionado, o valor selecionado da
amplitude foi de 40 mV com o objetivo de proporcionar melhor sensibilidade
para a HCTZ.

O ultimo parametro estudado na VOQ foi o incremento de varredura. Os
valores deste parametro também estdo relacionados com a intensidade do
sinal obtido e, assim, diretamente relacionado com a sensibilidade do método.
Os voltamogramas de onda quadrada obtidos estdo apresentados na Figura
26C. Observa-se que a variacdo nos valores do incremento de varredura
proporcionou variacdes nas intensidades de corrente e nos potenciais de
oxidacdo para valores mais positivos. Também é possivel observar, que ocorre
o alargamento dos picos, o que geralmente ndo ¢é desejado, pois,
principalmente em uma determinagdo de misturas de analitos, o processo de
oxidagcdo pode néo ter terminado antes de iniciar o outro, 0 que pode
comprometer a seletividade. Com isso, o valor de 2 mV foi selecionado para
dar continuidade no trabalho. Os respectivos intervalos dos parametros e os

parametros selecionados estado descritos na Tabela 5.
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Figura 26 - Influéncia da variacdo dos parametros da técnica de voltametria de onda quadrada no aspecto geral dos voltamogramas do AML 24,5 pmol L™,
AMI 136 pmol L™, HCTZ 272 pmol L™ e ATN 90,7 ymol L™ em solugdo tamp&o aménio (pH 9,0) empregando EDDB-PA. (A) Variacdo da frequéncia da onda
quadrada (a = 70 mV, AES = 2 mV). (B) Variacdo da amplitude de onda quadrada (f = 10 s™, AES = 2 mV). (C) Variacéo do incremento de varredura (a = 40
mV, f =10 s™).
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Tabela 5 - Estudo e selecdo dos parametros instrumentais da técnica de VOQ para a
determinacéo simultdnea de AML, AMI, HCTZ e ATN no EDDB-PA.

Intervalo de
Parametros instrumentais Valores selecionados
estudo
f/st 8-40 10
a/mv 10 -100 40
AEs / mV 1-4 2

Fonte: o préprio autor

Ap0s a escolha dos melhores parametros da VOQ, as curvas analiticas
foram construidas pela adicdo de padrdo externo dos anti-hipertensivos na
célula eletroquimica contendo uma solucdo tampdo amoénio (pH 9,0),
empregando como eletrodo de trabalho um EDDB-PA. A Figura 27 exibe os
voltamogramas da VOQ registrados para a solucdo contendo faixas de
concentracdes para AML 0,9 - 31 pmol L, para AMI 8,7 - 125 pmol L?, para
HCTZ 29 - 260 umol L e para ATN e 11 - 91 umol L. Os parametros
analiticos obtidos para esta determinacdo da mistura quaternaria estdo
resumidos na Tabela 6. A linearidade obtida para cada anti-hipertensivo € um
parametro importante para a determinacdo simultanea de AML, AMI, HCTZ e
ATN, pois permite a aplicacdo do método em todas as dosagens comerciais de
qualquer combinacdo destes anti-hipertensivos.

As correntes maximas de oxidagdo de AML 9,5 pmol L™, AMI 38,0 umol
L, HCTZ 115 pymol L™* e ATN 39,7 pmol L™ foram avaliadas em termos de
repetitividade. Para a repetitividade, a magnitude das correntes dos picos de
oxidacdo foi avaliada por meio de dez medidas sucessivas que foram
realizadas no mesmo dia, e para a precisdo intermediaria, a magnitude das
correntes dos picos de oxidacdo foram avaliadas ao longo de cinco dias

diferentes. Os resultados estdo resumidos na Tabela 6.
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Figura 27 - Voltamogramas de onda quadrada empregando um EDDB-PA de (a) solucdo
tampao amonio (pH 9,0) e (b - h) AML 0,9 - 31 umol L™, AMI 8,7 - 125 ymol L™, HCTZ 29 - 260
pumol L™ e ATN 11 - 91 ymol L. Parametros da VOQ: f = 10 Hz, a = 40 mV e AEg = 2 mV.
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Tabela 6 - Pardmetros analiticos obtidos na determinagéo voltamétrica simultanea da mistura de AML, AMI, HCTZ e ATN em solu¢édo tampao aménio (pH

9,0) por VOQ empregando um EDDB-PA.

Anti-hipertensivos

Parametros

AML AMI HCTZ ATN
Potencial de pico (V) 0,68 0,89 1,04 1,21
Intervalo linear (umol L™) 0,90 — 31 8,7-125 29 — 260 11 -91
Coeficiente angular (MA L mol™) 2,3 x 10* 2,1 x 10* 0,75 x 10* 3,6 x 10*
Coeficiente linear (MA) 0,16 -0,72 -0,11 -0,27
Coeficiente de correlacao (r) 0,951 0,997 0,992 0,999
Limite de deteccéo (umol L™ 0,30 0,09 0,08 0,06
Repetitividade (DPR %) 3,52 0,89 0,91 2,30
Precisdo intermediaria (DPR %) 5,97 4,29 3,11 5,08

Fonte: o préprio autor
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Para avaliar a possivel interferéncia entre os anti-hipertensivos, o
método proposto foi empregado para a determinacdo simultdnea da mistura
quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN. Para isso, uma série de medidas na
VOQ foram registradas (Tabela 7), mantendo a concentracdo de trés
componentes constantes e variando a concentracdo de um deles. No primeiro
caso, construiu uma curva de calibracio do AML na presenca de
concentracdes fixas de 55,3, 114 e 58,5 ymol L' de AMI, HCTZ e ATN,
respectivamente. A corrente do pico do AML aumentou proporcionalmente ao
intervalo de concentragdo de 0,9 a 32 pmol L™, cuja equacéo de regressao
correspondente é Iamuyua = 0,067 + 2,2x10% [c/(mol L™)] (r = 0,982), onde law. é
a corrente de pico anddico para AML. Logo depois, as concentracdes de AML,
HCTZ e ATN foram fixadas em 9,43, 114 e 58,5 umol L™, respectivamente, e a
concentracdo de AMI variou no intervalo de 8,53 a 131 ymol L™. A equacdo
correspondente é Iaw/MA = -0,193 + 2,3x10* [c/(mol L™")] (r = 0,998). Em
seguida, a concentracdo de HCTZ foi variada no intervalo de concentracao de
28,8 a 271 ymol L™ em solucdo contendo concentracdes fixas de 9,43, 55,3 e
58,5 umol L™ de AML, AMI e ATN, respectivamente. A equacdo obtida é
luctz/MA = -0,471 + 1,1x10* [c/(mol L™)] (r = 0,991). Por fim, a concentracdo do
ATN foi aumentada linearmente na presenca de concentracdes fixas de AML
9,43 umol L™, de AMI 55,3 pmol L™ e de HCTZ 114 umol L™. A corrente
aumentou proporcionalmente no intervalo de concentragao de 11,5 a 97,0 ymol
L™, cuja equacdo de regressdo correspondente é Iarn/pA = -0,722 + 4,1x10*
[c/(mol L] (r = 0,995). Os picos de oxidacdo para as concentracdes fixas dos
anti-hipertensivos permaneceram constantes em termos de corrente e
potencial, com o desvio padrdo relativo (DPR) das magnitudes inferiores a
6,3%. Assim, a determinacdo de um anti-hipertensivo ndo sofre interferéncia da
presenca dos outros e seus processos oxidativos no EDDB-PA séo

considerados independentes.
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Tabela 7 — Avaliacdo da interferéncia entre os picos de oxidacdo dos anti-hipertensivos na determinacao simultdnea da mistura quaternaria de AML, AMI,

HCTZ e ATN. Uma série de medidas na VOQ foram registradas mantendo a concentracdo de trés componentes constantes e variando a concentracdo de um

deles.
Anti- Concentracdes Intervalo de Equacéo de regresséo correspondente
hipertensivos fixas (umol L™) concentracgido (umol L)
AML - 0,9-32 lamupa = 0,067 + 2,2x10* [c/(mol L™")] (r = 0,982)
AMI 55,3 -
HCTZ 114 -
ATN 58,5 -
AML 9,43 -
AMI - 8,53 - 131 lami/MA = -0,193 + 2,3x10% [c/(mol L™)] (r = 0,998)
HCTZ 114 -
ATN 58,5 -
AML 9,43 -
AMI 55,3 -
HCTZ - 28,8 — 271 lncrz/MA = -0,471 + 1,1x10* [c/(mol L™")] (r = 0,991)
ATN 58,5 -
AML 9,43 -
AMI 55,3 -
HCTZ 114 -
ATN - 11,56-97,0 Iarn/MA = -0,722 + 4,1x10* [c/(mol L™)] (r = 0,995)

Fonte: o préprio autor
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4.2.5 Comparacao com outros Métodos Analiticos Descritos na Literatura

A Tabela 8 apresenta uma comparacao entre os parametros analiticos
obtidos pelo presente método com os obtidos por métodos de determinagéo
simultanea empregando espectrofotometria e CLAE, ja relatados anteriormente
na literatura (FERRARO; CASTELLANO; KAUFMAN, 2004; ELSHANAWANE;
MOSTAFA; ELGAWISH, 2009; PACHAURI et al., 2010; PHANI R S CH et al.,
2013; VISHNUVARDHAN et al., 2014). A partir desses dados, pode-se
observar que os parametros analiticos para a determinacdo voltamétrica
simultanea de AML, AMI, HCTZ e ATN aqui propostos sdo mais vantajosos do
que aqueles obtidos para outros métodos. A linearidade obtida para cada anti-
hipertensivo é adequada para a determinagdo simultdnea da mistura
quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN em todas as dosagens comerciais de
qualquer combinacdo destes anti-hipertensivos. Além disso, para essa
metodologia ndo é necesséario aplicacbes de técnicas quimiométricas
(FERRARO; CASTELLANO; KAUFMAN, 2004), como descrito em Ferraro
colab., 2004, porque estes anti-hipertensivos possuem potenciais de oxidacéo
distintos com uma suficiente separacdo de potencial entre os picos. Ademais,
considerando as vantagens dos métodos voltamétricos como preparacao
minima da amostra, ndo demandando filtracdes ou outros tratamentos, 0 uso
minimo de reagentes organicos que sdo téxicos, a metodologia aqui proposta,
usando um EDDB-PA com VOQ, pode ser uma alternativa a esses outros
métodos, economizando tempo na analise. A metodologia desenvolvida
permite a determinacdo dos quatro farmacos anti-hipertensivos
simultaneamente em apenas uma analise, com possibilidade de analisar AML,

AMI, HCTZ e ATN em suas formas de dosagem individuais e/ou combinadas.
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Tabela 8 - Comparacdo das faixas de concentracdo linear para a determinacdo da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN usando diferentes
métodos analiticos com este trabalho.

Faixa linear de concentracdo (umol L™

Métodos Ref.
AML AMI HCTZ ATN
(VISHNUVARDHAN et
CLAE - DAD 141 - 212 - 134 - 202 451 - 676
al., 2014)
(PHANIR S CH et al.,
CLAE - UV 1,76 —10.6 - 33,6 — 202 -
2013)
(ELSHANAWANE;
CLAE — UV - 7,52 -37,6 33,6 — 336 75,1 -751 MOSTAFA;
ELGAWISH, 2009)
(PACHAURI et al.,
CLAE — DAD - - 10,5-63,0 -
2010)
(FERRARO;
uv - 3,91-7,33 35,5-65,3 79,3 - 146 CASTELLANO;
KAUFMAN, 2004)
VOQ 0,9 - 31 8,7-125 29 — 260 11 -91 Este trabalho

Fonte: o proprio autor
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4.2.6 Aplicacdo do Meétodo Voltamétrico em Formulagbes Farmacéuticas
Combinadas

O método proposto foi aplicado na determinacdo dos quatro anti-
hipertensivos em trés amostras comerciais, sendo AML 10 mg, HCTZ:AML 50:5
mg, e ATN 25 mg. Antes da aplicacéo, a seletividade do método desenvolvido
foi verificada por analise de possiveis interferentes que estdo presentes em
formulagbes farmacéuticas, tais como amido, povidona, celulose
microcristalina, dioxido de titanio, 6xido de ferro(lll), carbonato de magnésio e
estearato de magnésio. As medidas foram realizadas utilizando-se AML 24,5
pumol L?, AMI 136 pmol L™ HCTZ 272 pmol L™ e ATN 90,7 pmol L™ com
possiveis interferentes em concentragfes molares na propor¢cédo de 1:1 e 1:10
(solucdo padréao: composto interferente). As magnitudes das correntes para os
anti-hipertensivos nao sofreram interferéncia de nenhum desses compostos,
com DPR inferior a 3,9%.

Como o0s excipientes farmacéuticos ndo apresentaram nenhuma
interferéncia, o método proposto e os métodos comparativos (CLAE) (ZECEVIC
et al., 2000; BASAVAIAH; CHANDRASHEKAR; NAGEGOWDA, 2005; KUMAR
et al., 2010), foram aplicados em amostras farmacéuticas. Os resultados da
andlise de todas as amostras estdo apresentados na Tabela 9, onde o
conteudo nominal dos analitos e todos dados obtidos pelos métodos proposto e
comparativos (CLAE) sao apresentados.

O teste t-pareado foi aplicado nos resultados para verificar a semelhanca
entre os métodos. O valor de t calculado na determinacdo da mistura
quaternaria foi de 1,48 para AML, 3,21 para AMI, 2,59 para HCTZ e 1,96 para
ATN. Sendo o valor critico de t tabelado 4,30 (ANDERSON, 1987); considera-
se que os métodos propostos ndo sdo estatisticamente diferentes ao nivel de
confianca de 95%. A analise das variancias, para os dois métodos, o proposto
e 0 comparativo, foi verificada com a aplicacéo do teste F (ANDERSON, 1987).
Como pode ser visto na Tabela 9, os valores de Fcacuiado fOram inferiores ao
valor do Fiapelado (Feriico = 19,0), sendo assim, ndo h& diferenca significativa e os

meétodos possuem o mesmo nivel equivalente de exatiddo a 95% de confianca.
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Tabela 9 - Resultados obtidos na determinacéo da mistura quaternaria de AML, AMI, HCTZ e
ATN em formulagBes farmacéuticas comerciais utilizando o método proposto comparado com
CLAE.

Quantidade (mg por comprimido)®

Analito E )"  Feac
Roétulo CLAE VOQ

HCTZ 50 46,5+ 0,8 47,1+0,6 1,3 1,8

AMI 5 53+0,2 48+0,1 -9,4 4,0

AML 10 9,8+0,5 9,2+0,3 -6,1 2,8

ATN 25 23,6 +£0,3 23,9+0,2 1,3 2,3

®Média de 3 medidas; "100 x (método VOQ - método comparativo/método comparativo); *Valor
Feritico = 19 (nivel de confianga de 95%).

Fonte: o préprio autor

Os estudos de recuperacgéo foram realizados para avaliar os efeitos da
matriz apdés adi¢cdes de solucdo padrdo, obtendo as respectivas recuperacdes
meédias para todos os anti-hipertensivos estudados 105% para AML, 95,7%
para AMI, 91,9% para HCTZ e 103% para ATN. Estes valores obtidos indicam
que nao houve interferéncia significativa das matrizes das amostras
farmacéuticas analisadas na determinacdo de AML, AMI, HCTZ e ATN.
Portanto, o método aqui proposto é preciso, ambientalmente favoravel e pode
ser usado em analises de rotina para a determinacéo simultanea de AML, AMI,

HCTZ e ATN em amostras de medicamentos farmacéuticos comerciais.
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4.3 DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE AML E RMP
4.3.1 Estudo Eletroquimico do AML e RMP sobre o EDDB

A VC foi empregada para avaliar o comportamento eletroquimico do
AML e RMP. A Figura 28 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para AML
97,1 umol L™ e RMP 194 pmol L™ em solugéo tampé&o Britton-Robinson (BR)
mol L™ (pH 10,0) sobre o EDDB-PA (a-b) e sobre o EDDB-PC (c-d). Como
pode ser observado, quando foi empregado o EDDB-PA (a-b) o AML
apresentou um processo de oxidagdo em 0,744 V, e o RMP n&o apresentou um
processo de oxidacdo bem definido, o que dificultou a obtencdo do valor do
potencial de oxidacdo do mesmo. Um processo de oxidacdo foi observado para
cada analito sobre o EDDB-PC (c-d), sendo a oxidacédo do AML foi em 0,675 V
e a oxidacdo do RMP foi observada em 1,54 V. Estes resultados indicam que o
processo de oxidacdo de ambos os anti-hipertensivos no EDDB ¢€ irreversivel
(AL-MAJED et al., 2000; GOYAL; BISHNOI, 2010). O filme de DDB-PC
apresentou os melhores resultados em termos de definicAo de pico e
deslocamento de potencial de pico para menores valores. Assim, todos os

experimentos seguintes foram realizados utilizando o EDDB-PC.
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Figura 28 - Voltamogramas ciclicos em velocidade de varredura de 50 mV s™ obtidos em
solucdo tampéo Britton-Robinson (BR) (pH 10,0) contendo 97,1 pmol L™ de AML e 194 pmol L~
! de RMP, para as duas superficies do filme de DDB realizadas neste estudo (anédica (A-B) e
catédica (C-D)).
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Fonte: o préprio autor
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A Figura 29 mostra o comportamento voltamétrico do EDDB-PC na

mistura contendo o AML e o RMP. Como pode ser observado, a diferenca dos

valores dos potenciais entre os picos de oxidacdo (AE,,) é de 0,867 V,

mostrando que a determinacdo simultdnea desses analitos é viavel utilizando-

se este e

letrodo.
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Figura 29 - Voltamogramas ciclicos obtidos empre?ando EDDB-PC em solugdo tampéo
Brittonl-Robinson (BR) (pH 10,0) contendo 97,1 umol L™~ de AML e 194 umol L™ de RMP. v =50
mVs .
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Fonte: o préprio autor

4.3.2 Efeito do pH e Eletrdlito Suporte

O comportamento eletroquimico de AML 49,3 pmol L™ e RMP 98,5 pymol
L™ no EDDB-PC foi explorado em solucdes tampdo BR em diferentes valores
de pH (2,0 - 11,0) usando VOQ com f =30 s, a =50 mV e AEs = 2 mV. A
Tabela 10 mostra a influéncia da concentracdo hidrogeniénica do meio no AEp,
e na l,a de AML e RMP, respectivamente. O AEp, € maior nas solugdes com
valores de pH 5,0 e 6,0. Os valores de intensidade de corrente mais altos para
AML foi obtido em pH 5,0 e 6,0 e para o RMP foi obtido em pH 6,0 e 11,0.
Considerando as respostas obtidas, melhor AEp, e maior intensidade de
corrente, juntamente com a repetibilidade de ambos anti-hipertensivos, o pH
6,0 foi selecionado para a determinacao simultanea de AML e RMP.
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Tabela 10 - Influéncia do pH na separacao e nas correntes dos picos de AML e RMP usando
solucdes tampao BR em diferentes valores de pH (2,0 - 11,0) e a VOQ. Condicfes da VOQ: f =
30Hz,a=50mV e AEs =2 mV.

Valores pH AEpa (V) lpa (MA)
AML RMP
2,0 0,914 3,79 3,54
3,0 0,832 3,32 3,39
4,0 0,789 3,98 1,41
5,0 1,032 4,45 1,58
6,0 1,005 4,03 8,17
7,0 0,983 2,58 7,53
8,0 0,909 2,24 4,89
9,0 0,851 1,64 7,24
10,0 0,830 1,23 7,24
11,0 0,803 0,75 15,2

Fonte: o préprio autor

A Figura 30 compara os voltamogramas das respostas obtidas em
solucéo tampéo BR (pH 6,0) com aquela obtida em solucdo tampéo fosfato (pH
6,0). Os resultados mostraram, que usando a solucdo tampao fosfato, as
correntes dos picos de oxidacdo para o AML e RMP foram menores que o
observado usando a solucdo tampdo BR. Ademais, o RMP apresentou
deslocamento de potencial do pico de oxidacdo para valores mais positivos.
Assim, a solucdo tampéao BR (pH 6,0) foi escolhida como eletrdlito suporte para

a determinacao simultdnea de AML e RMP usando um EDDB-PC.
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Figura 30 - Voltamogramas de onda quadrada de AML 49,3 pmol L™ e RMP 97,1 pmol L™
usando um EDDB-PC em solu¢cbes tampdo BR (—) e fosfato (—), ambos em pH 6,0.
Condicdes da VOQ: f =30 Hz, a=50mV e AEs =2 mV.
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Fonte: o préprio autor

O desempenho eletroanalitico do EDDB-PC na oxidacdo de AML e RMP
foi comparado com aquele obtido empregando o ECV utilizando a VOQ para
AML 290 pmol L™* e RMP 190 pymol L™, em solucéo tamp&o BR (pH 6,0). Como
apresentado na Figura 31, picos de oxidacdo de ambos farmacos foram obtidos
com os dois eletrodos testados, no qual, as maiores correntes dos picos para
AML e RMP podem ser observadas com o emprego do EDDB-PC, sob
condicBes experimentais idénticas. Os resultados dos sinais analiticos para
ambos os anti-hipertensivos apresentaram uma maior repetitividade dos sinais
de oxidacdo para AML e RMP quando empregou o EDDB-PC (DPR < 2,7%,
para N = 6) do que o ECV (DPR < 12%, para N = 6). O ECV, além de
apresentar um maior DPR, também apresenta problemas de adsorcdo em sua
superficie, tanto dos analitos quanto dos produtos das reacbes redox,
provocando envenenamento da superficie eletrédica o que limita a regido
potencial de trabalho (BRETT e BRETT, 1993; SKOOG e colab., 2002). Sendo
assim, o EDDB-PC mostrou-se superior frente ao ECV e as determinacdes

simultaneas do AML e RMP foram realizadas apenas com o EDDB-PC.
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Figura 31 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para AML 190 pmol L™ e RMP 290 pmol
L™" em tamp&o BR (pH 6,0) usando ECV (—) e EDDB-PC (—). Condicdes da VOQ: f = 30 Hz,
a=50mV e AEs = 2 mV.
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Fonte: o préprio autor

4.3.3 Influéncia da Velocidade de Varredura no Processo de Oxidagdo do AML
e RMP

O estudo da velocidade de varredura foi realizado para obter
informacdes Uteis sobre o comportamento do AML e RMP no EDDB-PC. Os
voltamogramas ciclicos foram obtidos em diferentes velocidades de varredura
de 5 a 250 mV s*, em solucdo tampdo BR (pH 6,0) e concentracdo dos
analitos de 97,1 e 194,2 pmol L* de AML e RMP, respectivamente. Os
voltamogramas correspondentes ao AML sdao mostrados na Figura 32A e ao
RMP na Figura 32B. Foi possivel observar que com o aumento da velocidade
de varredura, o potencial dos picos, para ambos os anti-hipertensivos, foram
ligeiramente deslocados para valores mais positivos, isto € uma caracteristica
tipica de uma reacdo eletroquimica irreversivel (GOSSER, 1993). Pode-se
observar também que a intensidade do pico anddico varia linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura para ambos os anti-hipertensivos (r =
0,991 para o AML e r = 0,997 para RMP). Os valores obtidos da inclinagéo da
reta a partir das dependéncias lineares de log Ipa € log v foram 0,61 (r = 0,996)

para AML e 0,45 (r = 0,998) para RMP. Esses valores proximos de 0,50
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indicam que os mecanismos das reagOes de oxidagao destes medicamentos

anti-hipertensivos sao controlados por difusdo (GOSSER, 1993).

Figura 32 - Voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de varredura (5 - 250 mV s'l)
obtidos para (A) AML 97,1 umol L™ e (B) RMP 194,2 umol L™ em solucéo tampao BR (pH 6,0)
usando um EDDB-PC. Inserido: dependéncia linear da |, e raiz quadrada da velocidade de
varredura; dependéncia linear de log I,, com log v.
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Fonte: o préprio autor

O valor de n envolvidos na oxidagcao de AML e RMP em um EDDB-PC
foi estimado empregando os voltamogramas obtidos para AML e RMP em

solucédo tampéo fosfato (pH 6,0) (Figura 32) e a Equacéo 1. Para AML, E, €
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0,75V e Ere0,70 V. Para RMP, E,, € 1,78 V e Ep € 1,69 mV. Considerando o
2 2

valor de o como 0,5, o valor de n calculado foi igual a 2 para o AML e igual a 1
para o RMP. Esses resultados demonstram que dois elétrons estdo envolvidos
na oxidagdo de AML, e um elétron esta envolvido na oxidacdo do RMP em
solugcéao tampao fosfato (pH 6,0). De acordo com outros trabalhos da literatura,
acredita-se que a oxidacao eletroquimica de AML (Figura 11) ocorre no anel de
1,4-dihidropiridina, envolvendo dois prétons e dois elétrons (GOYAL; BISHNOI,
2010). Ja para o RMP (Figura 33), o pico anddico aqui observado, pode ser
atribuido a oxidacdo do grupo amina secundéria presente na molécula (GOTI;
NANNELLI, 1996).

Figura 33 - Reacéo de oxidag&o do Ramipril (RMP).

4.3.4 Escolha da Técnica Analitica e Validacdo do Método Proposto para a
Determinacédo Simultanea da Mistura Binaria de AML E RMP no EDDB-PC

As técnicas de VOQ e VPD apresentaram uma boa separacdo do
potencial de oxidacdo dos picos de AML e RMP, permitindo a determinacéo
simultdnea desses anti-hipertensivos. Para a escolha da melhor técnica
analitica a ser empregada na determinacdo desses anti-hipertensivos, o efeito
dos parametros instrumentais dessas técnicas sobre a intensidade de corrente
e potencial de oxidacdo para o AML e para o RMP foram investigados, pois,
estes podem melhorar muito a resposta eletroanalitica dos analitos.

As Figuras 34A—C mostram os voltamogramas de pulso diferencial para
o AML 97,1 pmol L* e RMP 194 pmol L em fungdo da variagdo dos
parametros da técnica empregando EDDB-PC em solucao tampéo BR (pH 6,0).
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A Figura 34A estéao apresentados os voltamogramas de pulso diferencial
para os analitos em funcdo da variacdo da amplitude do pulso no intervalo de
10 a 125 mV. Aumentando-se a amplitude do pulso aumenta-se a magnitude
da corrente. No entanto, valores de amplitude acima de 100 mV néo
influenciam de maneira significativa na intensidade do sinal do RMP. Por este
motivo, a amplitude selecionada para o desenvolvimento dos experimentos foi
de 100 mV.

Os voltamogramas de pulso diferencial em funcdo da variacdo da
velocidade de varredura no intervalo de 3 a 12,5 mV s™ estdo apresentados na
Figura 34B. Observa-se que com o aumento da velocidade de varredura ha um
aumento na intensidade da corrente de pico até 10 mV s™. Nota-se que para a
velocidade de varredura de 12,5 mV s™ a intensidade de corrente n&o sofre um
aumento muito significativo, principalmente para o RMP. Desta forma, foi
selecionada uma velocidade de varredura de 10 mV s™ para dar continuidade
no trabalho.

A variacdo do tempo de modulacdo também foi estudada no intervalo de
3 a 7,5 ms e estd apresentado na Figura 34C. Com o0 aumento do tempo de
modulacdo observa-se que hd um decréscimo na magnitude de corrente de
pico, como pode ser visualizado na Figura 34C. Desta forma, foi selecionado

um tempo de modulagcédo de 3 ms.
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Figura 34 - Influéncia da variacdo dos parametros da técnica de VPD na resposta do AML 97,1 pymol L e RMP 194 pmol L™ empregando EDDB-PC em
solucdo tampéo BR (pH 6,0).(A) Variacdo da amplitude do pulso (10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 e 125 mV) (v = 20 mV st t=5 mV). (B) variagdo da velocidade
de varredura (3; 5; 7,5; 10; 12,5 mV s™) (a = 100 mV, t = 5 mV). (C) variacéo do tempo de modulacéo (3; 5 e 7,5 ms™) (a = 100 mV, v =10 mV s™).
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A Tabela 11 apresenta os intervalos e o0s valores selecionados para
cada um dos parametros estudados da técnica de pulso diferencial.

Tabela 11 - Estudo e selecdo dos pardmetros instrumentais para a determinacdo simultanea
de AML e RMP no EDDB-PC usando tamp&o BR (pH 6,0) e 97,1 e 194,2 pymol L™ para AML e
RMP, respectivamente.

Valores
Técnica Parametros intrumentais Intervalo de estudo
selecionados

a(mv) 10-125 100
VPD v (mVs™) 3-125 10
t (ms) 3-75 3
f(s™ 10 — 100 20
VvOQ a (mv) 10 - 50 40
AEs (mV) 1-5 2

Fonte: o préprio autor

Apbs os estudos dos parametros para as técnicas de VOQ e VPD, os
melhores resultados foram utilizados para a obtencdo das curvas analiticas.
Para a determinacéo simultanea de AML e RMP em formulacfes farmacéuticas
combinadas empregando o EDDB-PC em solugcdo tampao BR (pH 6,0), as
curvas analiticas foram obtidas adicionando-se sucessivas aliquotas das
solugcbes de trabalho dos anti-hipertensivos na célula eletroquimica,
aumentando simultaneamente suas concentragfes. Os resultados do
desempenho analitico para ambas as técnicas estdo reunidos na Tabela 12. Os
melhores valores para o0s parametros analiticos, como, sensibilidade,
repetitividade e precisdo intermediaria, foram obtidos pela técnica de VPD,
portanto, esta foi a técnica escolhida para a determinagéo simultdnea de AML e
RMP. A Figura 35 mostra os voltamogramas de pulso diferencial e as curvas
analiticas para a solucdo contendo ambos os anti-hipertensivos em diversas

concentracoes.
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Tabela 12 - Pardmetros analiticos para a determinacéo voltamétrica de AML e RMP por VPD e VOQ em solucdo tampéo BR (pH 6,0) utilizando um EDDB-

PC.
AML RMP

VOQ VPD VOQ VPD
Potencial de pico (V) 0,67 0,68 1,72 1,70
Intervalo linear (umol L™) 0,99 — 14,02 0,99 — 14,02 0,29 -1,98 0,29 - 1,98
Coeficiente angular (A mol L™ 1,7 x 10* 17,8 x 10* 57,7 x 10* 178 x 10*
Coeficiente linear (pA) -0,001 0,09 -0,19 -0,09
Coeficiente de correlacao (r) 0,996 0,999 0,991 0,988
Limite de deteccéo (umol L™ 0,45 0,26 0,13 0,16
Repetitividade (DPR %) 6,93 2,54 2,39 2,12
Precisdo intermediaria (DPR %) 6,42 5,79 7,08 5,02

Fonte: o préprio autor
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Figura 35 - Voltamogramas de pulso diferencial empregando um EDDB-PC de (a) solucdo
tampéo BR (pH 6,0) e (b - h) AML 0,99 — 14,02 umol L", RMP 0,29 — 1,98 pumol L. Parametros
daVPD:a=100mV,v=10mVs  et=3ms.
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Fonte: o préprio autor

Para avaliar a precisdo da metodologia, as correntes maximas de
oxidacdo de AML e RMP foram empregadas nas concentracdes 7,1 e 1,3 pmol
L™, respectivamente. Para a repetitividade, a magnitude das correntes dos
picos de oxidacao foi avaliada por meio de dez medidas sucessivas que foram
realizadas no mesmo dia, e para a precisdo intermediaria, a magnitude das
correntes dos picos de oxidacdo foram avaliadas ao longo de cinco dias
diferentes. Os resultados estdo resumidos na Tabela 12. Os baixos valores de
DPR indicam que o método proposto é preciso.

Em seguida, para avaliar se um analito interfere na determinagao
simultanea do seu par, o método proposto foi empregado para a determinacgéo
simultanea da mistura binaria de AML e RMP, para isso, uma séria de medidas
foram registradas, mantendo um analito constante e variando a concentragcéo
do outro em solucdo tampdo BR (pH 6,0) empregando o EDDB-PC. No
primeiro caso a interferéncia do RMP sobre o AML foi estudada, a
concentracdo do AML aumentou linearmente no intervalo de 0,99 a 14,02 pmol
L™ em solucBes contendo o RMP na concentracéo fixa de 1,28 pymol L™. A
corrente do pico de oxidacdo para o RMP permaneceu constante com DPR =
11,83%. Para o estudo da interferéncia do AML sobre o RMP, a corrente do

pico do RMP aumentou proporcionalmente ao intervalo de concentracao de
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0,29 a 1,98 pymol L™, a determinacdo do RMP foi realizada em solucdes
contendo AML na concentracéo fixa de 7,12 pmol L™, onde a corrente do pico
de oxidacdo permaneceu constante com DPR = 3,26%. Portanto, pode-se
concluir que a mudancga da concentracdo de um farmaco estudado nao teve
influéncia significativa sobre a resposta eletroquimica do outro. Com isso, 0s
processos de oxidagdo de AML e RMP no EDDB-PC sé&o considerados

independentes.

4.3.5 Comparacao com Outros Métodos Analiticos Descritos na Literatura

Uma comparacdo entre alguns parametros analiticos do método
proposto, e de alguns métodos anteriores relatados na literatura, para a
determinacao simultanea de AML e RMP, sédo apresentados na Tabela 13. A
partir desses dados, pode-se observar, que 0s parametros analiticos para a
determinacao voltamétrica simultanea de AML e RMP aqui propostos, sdo téo
bons quanto aqueles obtidos por outros métodos. Além disso, a preparacao
das amostras para a analise voltamétrica € simples, ndo demandando de
outros tratamentos como a filtragdo. Adicionalmente, o procedimento faz uso
reduzido de solventes organicos, gerando menor quantidade de residuos,
atendendo, portanto, aos principios de quimica verde, e também, menor
contaminacao do analista. Sendo assim, a metodologia aqui proposta, usando
EDDB-PC em conjunto com a VPD, pode ser uma alternativa a esses outros
métodos, podendo ser utilizada para a determinacdo simultdnea de AML e

RMP em formula¢des farmacéuticas de maneira mais agil.
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Tabela 13 - Comparacao dos parametros analiticos obtidos deste trabalho com diferentes técnicas analiticas descritas na literatura para a determinacéo de

AML e RMP.
Analito Técnica Intervalo linear de concentracéo (umol L™ LD (umol L™ Referéncias
(GUPTA et al.,
CLAE - UV 3,4-19 —
2007)
(MASTE M.M. et
CLAE - UV/VIS 24 — 220 11
al., 2011)
AML (KORALLA et al.,
CLAE - DAD 9,8-29 —
2016)
(PATIL et al.,
uv 12 -61 —
2009)
VPD 0,99 — 14,02 0,26 Este trabalho
(GUPTA et al.,
CLAE - UV 2,4-13 —
RMP 2007)
CLAE — UV/VIS 12 -108 11 (MASTE M.M. et
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al., 2011)
(KORALLA et al.,
CLAE - DAD 9,6 -29 —
2016)
(PATIL et al.,
uv 36 -84 —
2009)
VPD 0,29 -1,98 0,16 Este trabalho

Fonte: o préprio autor
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4.3.6 Aplicacdo do Método Voltamétrico em Formulagbes Farmacéuticas
Combinadas

Previamente a analise das amostras selecionadas, a seletividade do
meétodo proposto foi avaliada pela adicdo de possiveis interferentes presentes
nas formulagbes farmacéuticas selecionadas, tais como amido, povidona,
copovidona, sacarose, dioxido de titanio, 6xido férrico amarelo e carbonato de
sédio. Para isso, uma solucdo padréo contendo AML e RMP, nas proporc¢des
de concentracfes (solucdo padrao:composto interferente) de 1:1 e 1:10 (m/m)
foram analisadas. Nenhum dos excipientes avaliados apresentou
eletroatividade no EDDB-PC na janela de potencial de trabalho, mesmo em
concentracfes 10 vezes maiores que a dos anti-hipertensivos. Além disso, as
correntes de pico obtidas para as solucdes dos anti-hipertensivos contendo os
possiveis interferentes foram comparadas com as obtidas na auséncia de cada
interferente. A andlise das respostas obtidas permitiu concluir que esses
compostos nao interferem significativamente, apresentando DPR menores que
5%, na determinacdo de AML e RMP nas condi¢cdes de trabalho usadas,
revelando a seletividade do método para aplicagdo em formulacdo
farmacéutica contendo AML e RMP.

O método aqui proposto foi empregado para analisar duas amostras
farmacéuticas comerciais diferentes (A e B) contendo AML e RMP em
formulagbes combinadas. A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos das
analises para as amostras empregando o método proposto e o método
comparativo (CLAE). Nao foram observadas diferencas significativas entre os
valores encontrados para os teores de AML e RMP nas amostras
farmacéuticas comerciais utilizando o método proposto e o comparativo. A
andlise das variancias, para o método proposto e o comparativo, foi verificada
com o teste F, a um nivel de confiangca de 95% (ANDERSON, 1987). Os
valores de Fcaculado foram inferiores ao valor de Fiapelado (Feriico = 19,0). Sendo
assim, ndo ha diferenca significativa e os meétodos fornecem um nivel de
exatiddo equivalente. Além disso, foi aplicado o teste t pareado (ANDERSON,
1987) e os resultados obtidos foram estatisticamente iguais, pois, os valores de

t calculados foram menores que o valor tabelado (tam. = 0,33, trwp = 1,07 € terit
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= 2,57 a um nivel de confianca de 95%), indicando que ndo ha diferencas entre
0 método proposto e o método comparativo.

Tabela 14 - Resultados obtidos na determinacéo simultanea de AML e RMP em formulacdes
farmacéuticas combinadas por VPD empregando o EDDB-PC e pelo método comparativo
(CLAE).

Quantidade (mg por comprimido)?

Amostras Analito E(%)° Feoac
Rétulo CLAE VPD
AML 6,9 7,4x0,3 7,0x0,2 -4,9 2,4
A RMP 5 54+0,2 51x0,2 -5,2 1,3
AML 6,9 7,1+£0,3 7,3£0,5 3,1 2,5
° RMP 10 10,0+£0,3 10,2x0,7 1,6 3.8

®Média de 3 medidas; 100 x (VOQ - CLAE/CLAE); *Valor Fico= 19 (nivel de confianca de
95%).

Fonte: o préprio autor

Os estudos de recuperacgéo foram realizados para avaliar os efeitos da
matriz dos medicamentos. Para isso, foi realizado adi¢cbes de volumes
conhecidos de solucbes padrdao de AML e RMP a uma determinada amostra,
seguida da analise usando VPD. Foram obtidas boas recuperacdes para a
analise dos comprimidos comerciais, as recuperacoes variaram de 92,2 a 121 e
86,8 a 102% para AML e RMP, respectivamente. Estes valores obtidos indicam
gque ndo houve interferéncia das matrizes das amostras farmacéuticas

analisadas na determinacédo de AML e RMP.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho foi demonstrado o desenvolvimento de novos
procedimentos analiticos empregando as técnicas voltamétricas para a
determinacao simultaneas de AML e algumas associagbes com outras classes
de anti-hipertensivos. Na primeira etapa, o uso do EDDB-PC em conjunto com
a técnica de VOQ, levou ao desenvolvimento do procedimento analitico para a
determinacao voltamétrica simultanea de AML e ATN, apresentando excelente
sensibilidade e seletividade. Com o estudo dos parametros instrumentais e
aplicando as melhores condi¢cdes dos mesmos, foram obtidas curvas analiticas
lineares permitindo a quantificacdo de diferentes dosagens da mistura binaria
de AML e ATN em formulacdes farmacéuticas comerciais, com resultados
equivalentes aos obtidos utilizando CLAE, a um nivel de confianca de 95%.

Na segunda etapa deste trabalho, foi possivel observar que alterando a
terminacdo da superficie do EDDB para anddica e ainda o eletrdlito suporte e
pH, possibilitou 0 emprego da técnica de VOQ para o desenvolvimento de um
método voltamétrico para a determinacdo simultdnea de uma mistura
quaternaria de AML, AMI, HCTZ e ATN. Obteve-se uma boa definicdo e
separacao de potencial entre os picos de oxidacdo desses anti-hipertensivos
para a determinacdo da mistura quaternaria. Apos os estudos dos melhores
parametros instrumentais, foram obtidas curvas analiticas lineares, permitindo
a quantificacdo simultanea da mistura desses quatro anti-hipertensivos em
diferentes dosagens farmacéuticas combinadas com resultados equivalentes
aos obtidos utilizando CLAE, a um nivel de confianca de 95%.

Na terceira etapa deste trabalho, foi desenvolvido um método para a
determinacdo simultdnea da mistura binaria de AML e RMP. Os melhores
resultados foram obtidos quando foi empregado o EDDB-PC em conjunto com
a técnica de VPD. O desenvolvimento deste método, levou a uma boa
separacao de potencial entre os picos de oxidagcdo desses anti-hipertensivos.
ApoOs o estudo dos parametros para a técnica de VPD, os melhores resultados
foram empregados para a construcdo das curvas analiticas. Estas, foram
lineares em um intervalo de concentracdo suficiente para a determinacao
simultdinea dos dois anti-hipertensivos em diferentes dosagens de

medicamentos farmacéuticos comerciais disponiveis, e 0s resultados obtidos
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foram equivalentes aos obtidos utilizando CLAE, a um nivel de confianga de
95%.

Os resultados relatados demonstram que o EDDB, quando comparado
com outros eletrodos de trabalho, aqui demonstrados, apresentou melhor
desempenho na determinacao das misturas dos anti-hipertensivos. O EDDB foi
combinado com diferentes técnicas voltamétricas mostrando ser uma
alternativa viavel para a determinacdo simultanea de anti-hipertensivos em
formulacbes farmacéuticas com dosagens combinadas sem extensos
tratamentos das amostras, necessidade de equipamentos caros e ainda uma
diminuicdo do uso de substancias toxicas. O EDDB provou ser um sensor
voltamétrico sensivel e seletivo, sendo uma alternativa atraente devido a sua
alta precisao, simplicidade e rapidez. Ainda assim, foi possivel observar que as
diferencas nas terminacdes superficiais do EDDB sdo determinantes nos
processos eletroquimicos de cada anti-hipertensivo, mostrando que
empregando a terminacdo superficial adequada do eletrodo para o tipo de
mistura dos compostos, foi possivel propor uma metodologia para a
determinacao dos anti-hipertensivos, a fim de manter uma maior agilidade nas

analises simultaneas de medicamentos.
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