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MANSANO, Guilherme Roberto. Potencialidade analitica do eletrodo de diamante
dopado com boro na determinacdo simultdnea de anti-hipertensivos em
formulagfes farmacéuticas com dosagens combinadas 2015. 71 f. Dissertagéo
(Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos dois novos métodos voltamétricos, simples e
rapidos, para a determinacdo simultdnea, de forma binaria e ternaria, dos
antihipertensivos besilato de anlodipino (ANL), hidroclorotiazida (HCZ) e valsartana
(VAL) em formulagdes farmacéuticas. Ambos os métodos utilizam um eletrodo de
diamante dopado com boro (EDDB) juntamente com técnicas voltamétricas com
parametros experimentais e instrumentais otimizados, para investigar o
comportamento eletroanalitico de cada anti-hipertensivo. Em voltametria ciclica
foram observados picos de oxidagao do ANL, HCZ e VAL em 0,780 V, 1,15V e 1,40
V (vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™ KCI)), respectivamente, em solugdo tampao BR (pH 5,0).
A relacao linear lpa vs v'2, mostrou que o processo de oxidacado dos trés farmacos,
ANL, HCZ e VAL, é controlado por um processo difusional das espécies (transporte
de massa). A voltametria de onda quadrada foi utilizada para construgdo das curvas
analiticas, obtendo faixa linear de 4,9 x 107" = 2,9 x 10> mol L™ para ANL e 1,9 x
107°-2,8 x 10™*mol L™" para VAL, em mistura binaria, com limite de detecgo de 7,6
x10% e 6,9 x 10-7 mol L para ANL e VAL, respectivamente. Para a mistura ternaria
foi obtida faixa linear no intervalo de concentragdo de ANL 4,9 x 107 — 7,2 x10° mol
L"; HCZ2,9%x10°-4,5x10"mol L' e VAL 9,7 x 10°~ 1,3 x 10* mol L™, com limite
de deteccdo de 7,3 x 10%, 45 x 107 e 7,2 x 107 mol L-1 para ANL, HCZ e VAL,
respectivamente. Foram realizados estudos de interferentes, em que nao foi
observado interferéncia de matriz. Os resultados obtidos foram comparados com um
método cromatografico (CLAE) descrito na literatura, em que nao houve diferenga
significativa entre os métodos. Os métodos propostos foram aplicados com sucesso
em amostras farmacéuticas, apresentando resultados precisos e de preparo simples
de amostras.

Palavras-chave:Eletrodo de diamente dopado com boro. Determinacdo simultanea.
Voltametria. Anti-hipertensivos. Formulag¢des farmacéuticas.



MANSANO, Guilherme Roberto. Analytical potentiality of the boron-doped
diamond electrode in the simultaneous determination of antihypertensive
drugs in pharmaceutical formulations with combined dosages. 2015. 71 p.
Dissertation (Master’'s degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2015.

ABSTRACT

In this work were developed two new voltammetric methods, simple and fast, for the
simultaneous binary and ternary determination of antihypertensive amlodipine
besylate (ANL) hydrochlorothiazide (HCZ) and valsartan (VAL) in pharmaceutical
formulations. Both methods used a boron-doped diamond electrode (BDDE) along
with voltammetric techniques with experimental and instrumental parameters
optimized to investigate the electroanalytical behavior of each antihypertensive. By
cyclic voltammetric were observed the oxidation processes of ANL, HCZ and VAL in
0.780 V, 1.15 V and 1,40 V (vs. Ag / AgCI (KCI 3.0 mol L™)), respectively, BR buffer
(pH 5.0). The linear relationship lap vs v'2, showed that the oxidation process of the
three drugs, ANL, HCZ and VAL, are controlled by a process of diffusion species
(mass transport). The square wave voltammetry was used to construct the calibration
curves, obtaining linear range of 4.9 x 107 - 2.9 x 10° mol L™ for ANL and 1.9 x 10
- 2.8 x 10-4mol L-1to VAL in binary mixture, with a detection limit of 7.6 x10® and 6.9
x 107 mol L™ for ANL and VAL, respectively. For the ternary mixture obtained in the
linear range concentration range ANL 4.9 x 107 - 7.2 x 10 ® mol L™"; HCZ 2.9 x 10°® -
4.5 x 107 mol L™ and VAL 9.7 x 10° - 1.3 x 10 mol L-1 with a detection limit of 7.3 x
10'8, 45x107 and 7.2 x 10" mol L to ANL, HCZ and VAL, respectively. Interfering
studies were performed, moreover, the results obtained using the proposed methods
were compared to a chromatographic method described in literature (HPLC) wherein
no significant difference between the proposed method and the comparative method.
The proposed method was successfully applied in pharmaceutical samples
presenting accurate and simple sample preparation results.

Keywords: boron-doped diamond electrode. Simultaneous determination.
Voltammetry. Antihypertensives. Pharmaceutical formulations.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo € uma doenca cronica determinada pela elevacao dos
niveis de pressdo sanguinea, atingindo cerca de 20% da populacéo brasileira adulta,
reduzindo a qualidade e expectativa de vida. A pressdo pode se elevar por varios
motivos, mas principalmente porque 0s vasos sanguineos se degeneram,
oferecendo algum tipo de resisténcia ao fluxo sanguineo. A hipertensdo acomete,
além dos vasos sanguineos, coracao, rins e cérebro. Com o passar dos anos, 0s
vasos entram, naturalmente, em processo de envelhecimento, perdendo a
capacidade de contracdo e dilatacdo. O sangue, ao realizar seu trajeto, exerce
pressdo sobre os vasos podendo rompé-los, causando complicacdes ao paciente. A
dificuldade da passagem do sangue no coracdo, pode causar a angina, podendo
ocasionar um infarto. No cérebro, o rompimento de um vaso pode causar um
acidente vascular cerebral (AVC) ou “derrame cerebral”. Nos rins podem ocorrer
alteracdes na filtracdo até a paralisacdo dos Orgaos. Todas essas situacfes séo
graves e podem ser evitadas com o tratamento adequado e bem conduzido [1,2].

Outros fatores, além da idade, também podem influenciar o
aumento dos niveis de pressao arterial como, tabagismo, obesidade, estresse, niveis
altos de colesterol, sedentarismo, diabete, alimentacdo inadequada, etc. Além
desses fatores de risco e sabendo-se que a incidéncia da hipertensdo aumenta com
a idade, conclui-se que a hipertensdo é mais comum em adultos acima de 50 ou 60
anos. Os sintomas mais comuns aparecem quando a pressao sobe muito, podendo
causar dores de cabeca, tonturas, fraqueza, dores no peito, entre outros [2].

A hipertensdo é uma doenca que nao tem cura, mas pode ser
controlada. O tratamento para o controle da hipertensdo nem sempre significa o uso
de medicamentos, a pessoa pode adotar um estilo de vida mais saudavel, como a
pratica de exercicios fisicos e alimentacdo saudavel (sem consumo de alimentos
gordurosos ou sal). Entretanto, por ser uma doenca assintomatica, na maioria das
vezes, quando um paciente de idade mais avancada é diagnosticado com
hipertensdo, o tratamento geralmente é realizado a base de agentes anti-
hipertensivos [2]. O anlodipino (ANL), hidroclorotiazida (HCZ) e valsartana (VAL) séo
anti-hipertensivos que atuam em locais distintos, comumente indicados e utilizados
por pacientes hipertensos em estagios da doencga considerados moderados ou

graves. O tratamento a base de anti-hipertensivos pode ser feito em associacdo ou
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em doses combinadas, quando o tratamento individual se apresenta insuficiente
para o controle ideal da presséo arterial. As possiveis associacfes sdo feitas com
farmacos de mecanismos de acéo fisioldgica distintas. Os comprimidos e capsulas
de anti-hipertensivos podem ser comercializados de forma individual, em que o
paciente poderd tomar dois ou mais comprimidos no caso de um tratamento em
associacao, ou podem ser comercializados contendo dois ou mais principios ativos
no mesmo comprimido, sendo sua utilizagdo mais pratica. O ANL é um bloqueador
do canal de calcio, HCZ € um agente diurético e a VAL é um potente bloqueador
especifico do receptor de angiotensina Il [3].

A combinacdo apropriada desses anti-hipertensivos tem grande
importancia farmacoldgica, assim como o controle do teor e dosagem adequada do
medicamento utilizado, por ser fundamental para o sucesso do tratamento e
minimizando os efeitos colaterais. A indastria farmacéutica utiliza-se de métodos
analiticos descritos na farmacopeia para certificacdo da qualidade de amostras
farmacéuticas comerciais. No entanto, o uso de associacdes de farmacos na mesma
forma farmacéutica é uma pratica relativamente nova, por isso h& poucas
metodologias nas farmacopeias que apresentam associacdes de dois ou mais
farmacos. Assim, h4 um grande interesse no desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos adequados para quantificacdo de anti-hipertensivos associados
em formulacdes farmacéuticas e amostras biolégicas como controle de qualidade
[1,4-5].

A validacdo de um método analitico € um aspecto importante para
garantia da qualidade analitica da amostra [6]. Segundo a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) o objetivo da validacdo € demostrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, estimar a eficiéncia e a
implementacdo de um método analitico para determinacdo qualitativa, semi-
guantitativa ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos. No caso de uma metodologia ndo descrita em farmacopeias ou
formularios, a metodologia serd avaliada por diversos parametros, como
especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisédo, limite de deteccéao,
limite de quantificacéo, exatidao e robustez [7].

A maioria dos métodos utilizados pela industria farmacéutica para a
determinacdo do principio ativo em formulacdes farmacéuticas (individual ou

simultanea) ndo é totalmente adequada, devido ao alto custo de aquisicdo e
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manutencdo de equipamentos, elevado tempo de anélise e emprego de solventes
organicos de média ou alta toxicidade, como a cromatografia liquida de alta
efeciéncia (CLAE). Nesse sentido, torna-se necessario o desenvolvimento de
meétodos analiticos simples, rapidos, de baixo custo e sensiveis para determinacao
de anti-hipertensivos.

As técnicas eletroanaliticas sdo bastante atrativas para o
desenvolvimento de procedimentos analiticos em rotinas laboratoriais devido ao seu
baixo custo, rapidez de aquisicdo dos resultados, facil manuseio, além de dispensar
0 uso de reagentes organicos ou toxicos. Essas técnicas mensuram apenas as
moléculas eletroativas em uma determinada faixa de potencial de maneira muito
sensivel e especifica, diminuindo o efeito de possiveis interferentes nao eletroativos,
tornando o tratamento da amostra mais facil. Apresentam alta repetibilidade e
exatiddo do método selecionado, fornecendo dados para interpretacdo do
comportamento eletroquimico do sistema [8-9]. A voltametria € uma técnica
eletroanalitica que consiste basicamente na quantificacdo e identificacdo de analitos
pela medida da corrente elétrica em funcdo do potencial aplicado. A voltametria
ciclica (VC) é uma técnica utilizada geralmente para investigacdo do comportamento
eletroanalitico do analito, por ter grande alta corrente capacitiva, mas também pode
ser utilizadas para quantificacdo. As técnicas de pulso como a voltametria de onda
guadrada (VOQ) e a voltametria de pulso diferencial (VPD) sdo mais adequadas
para quantificacdo de analitos, pois sdo técnicas muito sensiveis, que permitem um
baixo limite de deteccdo e quantificacdo. As técnicas de pulso sdo de grande
importancia no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos, pois possuem
alta relacdo sinal ruido, rapidez nas analises, além de seletividade adequada. A
VOQ destaca-se entre elas devido a sua alta velocidade de analise, tornando o
método eficaz [9].

Os eletrodos de carbono séo bastante utilizados em conjunto das
técnicas voltamétricas pelas propriedades mecanicas e eletroguimicas adequadas
para eletroandlise, apresentam ampla faixa de potencial, alta repetibilidade e
reprodutibilidade, razoavelmente inertes quimicamente e possibilidade de
modificacdo da superficie. No entanto alguns eletrodos, como o carbono vitreo (um
dos mais utilizados), possui alta corrente de fundo, dificultando a obtencdo de um
baixo limite de detec¢cdo em procedimentos eletroanaliticos, além de ser passivel a

efeitos de adsorgéo, em especial de espécies organicas [10].
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O eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) € um material
sintetizado que possui Otimas propriedades para aplicacdo em eletroanalise na
determinacdo de compostos organicos e inorganicos em diversas matrizes [11],
como reportado em diversos trabalhos na literatura [12-17]. Esse eletrodo surge
como alternativa frente aos eletrodos convencionais de carbono por apresentar
vantagens fisicas e quimicas, como ampla janela de potencial de trabalho (-1,5 V até
2,5 V (vs Ag/AgCl KCI 3,0 mol L™)) que depende do meio organico em andlise e a
guantidade de dopagem de boro, baixa e estavel corrente de fundo, fraca adsorcéo
de moléculas, alta estabilidade fisica e térmica, ndo necessita de modificagdo de sua
superficie e apresenta repetibilidade e reprodutibilidade nos resultados obtidos. A
ampla janela de potencial do EDDB permite uma analise simultdnea mais adequada
de compostos ao otimizar o sistema, visando a separacao, repeticdo e boa defini¢cdo
dos picos de oxidagdo obtidos simultaneamente, como é reportado na literatura [18-
23]. Outros eletrodos também podem ser utilizados em analises simultaneas, como o
eletrodo de pasta de nanotubos de carbono [24], porém sua janela de potencial &
menor (até 1,5 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)), podendo ocasionar a diminuicdo do
tempo de utilizacdo desse tipo de eletrodo com aplicacdo de potenciais muito
elevados. Dessa forma, o EDDB é o mais indicado para analises simultaneas,
principalmente pela sua janela de potencial e estabilidade fisica em potenciais
elevados.

Segundo estudos realizados por SUFFREDINI et al. [25] o
desempenho do EDDB, em relacdo ao sinal analitico, depende da terminacdo de
sua superficie, podendo ser predominantemente em hidrogénio ou oxigénio. Esse
tipo de superficie pode ser determinada por intermédio de um pré-tratamento
eletroquimico, podendo condicionar o eletrodo a uma superficie hidrofilica
(terminacBes em oxigénio), ao se empregar o pré-tratamento anddico (PTA), ou em
superficie hidrofébica (terminacdes em hidrogénio), ao utilizar o pré-tratamento
catddico (PTC). Essa utilizacdo e diferencas entre superficies sdo relatados na
literatura [25-31].
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Besilato de Anlodipino

O Besilato de Anlodipino (ANL) (Figura 1) de formula molecular
C26H31CIN2OgS € um farmaco de primeira linha no tratamento da hipertenséo, é um
bloqueador seletivo dos canais de calcio, inibindo o influxo de ions calcio para o
interior da musculatura lisa cardiaca e vascular, inibindo a contracdo muscular,
causando uma reducdo da resisténcia vascular periférica e, consequentemente a
presséao arterial.

Figura 1. Férmula estrutural do Besilato de Anlodipino.

Na farmacopeia a identificacdo e determinacdo de ANL é realizada
por espectrofotometria de absorcdo de infravermelho e por CLAE, respectivamente
[4]. A cromatografia apesar de ser uma técnica bem estabelecida e muito utilizada,
possui algumas desvantagens, como alto custo e necessita de utilizacdo de
solventes toxicos. Dessa forma torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
adequados para determinacdo de ANL na forma individual ou de forma simultanea,
no caso de formula¢des farmacéuticas combinadas em diferentes dosagens.

Os trabalhos mais relevantes encontrados na literatura para
determinacdo de ANL de forma individual ou simultanea, por meio de diferentes

técnicas analiticas, estdo descritos a seguir de forma sucinta.
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2.1.1 Métodos para determinacdo de Besilato de Anlodipino

Em um trabalho descrito na literatura, EL-BAGARY, R. et al [32],
propés um método para a determinacdo simultanea por CLAE de hemifumarato de
alisquireno (ALS), besilato de anlodipino (ANL) e hidroclororatiazida (HCZ) em
formulacdes farmacéuticas. Utilizou-se acetonitrila: 0,025 mol L™ e &cido octano
sulfurico de sal mono-hidratado de sodio em agua (60:40 v/v) na fase movel. A taxa
de fluxo foi mantida em 1,2 mL/min, na fase estacionaria usando uma coluna C18.
Eluicdo isocratica foi aplicada em toda a andlise e a deteccao foi realizada em
comprimento de onda de 232 nm a temperatura ambiente. A linearidade se mostrou
adequada em concentracdes de 8,1 x 10° — 8,2 x 10™mol L™ de ALS, 3,52 x 10° —
7,7 x 10° mol L™ de ANL e 1,34 x 10° — 2,1 x 10 mol L™ de HCZ. Os limites de
deteccdo e quantificacéo foram de 2,07 x 10® e 7,16 x 10° mol L™ para ALS; 1,07 x
107 e 3,56 x 10" mol L para ANL e 1,75 x 107 € 5,85 x 10" mol L™ para HCZ.

MOUSSA, B. et al [33] apresentou um trabalho desenvolvido para a
determinacao simultdnea de ANL e atorvastatina (ATOR) por CLAE — com deteccéo
espectrofluorimétrica por fluorescéncia. As espécies ANL e ATOR foram excitados
no comprimento de onda de 361 e 274 nm e depois medidos em 422 e 369 nm
respectivamente. Em cromatografia o tempo de retencéo foi de 8 minutos em coluna
C18 usando acetonitrila: tampéao fosfato (0,015 M, pH 3) (45/55, v/iv) em fase movel.
O intervalo de concentracdo obtido pelo método espectrofluorimétrico foi de 8,8 x 10
"—1,7 x10° mol L' para ANL e 8,9 x 107 — 1,8 x 10 mol L™ para ATOR. Para o
método cromatografico o intervalo obtido foi de 8,8 x 10° — 3,5 x 10 mol L™ para
ANL e 8,9 x 10° — 35 x 10* mol L™ para ATOR. O limite de deteccdo e de
quantificacéo obtido método espectrofluorimétrico foi de 9,3 x 108 e 2,8 x 107 mol L°
! para ANL, respectivamente, e 1,7 x 107 e 54 x 107 mol L* para ATOR,
respectivamente. Para o método cromatografico o limite de deteccao e quantificacao
foi de 1,5 x 10° e 4,6 x 10° mol L™ para ANL, respectivamente, e 2,1 x 10° e 6,2 x
10® mol L™ para ATOR, respectivamente.

Em outra pesquisa realizada, ARGEKAR, A.P. e POWAR, S.G. [34]
desenvolveram um método para determinagdo simultdnea de ANL e atenolol (ATE)
pela técnica de cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (CCDAE) em
formulagbes farmacéuticas. Foi utilizado cloridrato de metileno:metanol:solucédo de

amonia (25% NHs) na proporgéo de (8,8:1,3:0,1: v/v) como fase movel e placas



18

CCDAE (0,2 mm de espessura) pré-revestidas com gel silica em folha de aluminio
como fase estacionaria. A deteccéo foi realizado por detector UV em comprimento
de onda de 230 nm. Os fatores de retencdo de ATE e ANL foram de 0,33 e 0,75
respectivamente. Na construcdo da curva analitica foi obtida uma faixa linear de 1,8
x 10> —8,8 x 10* mol L' para ANL e 3,7 x 10° — 1,9 x 10° mol L™ para ATE.

As técnicas cromatograficas possuem bons parédmetros para
quantificacdo simultanea, pois ocorre a separacdo dos analitos dentro da coluna
cromatografica e ao chegar ao detector os analitos sdo quantificados com alta
sensibilidade. No entanto essas técnicas possuem algumas desvantagens, como o
alto custo de manutencéo e utilizacdo do equipamento, elevado tempo de analise,
além de um alto consumo de solventes organicos e toxicos ao meio ambiente,
ocasionando a geracdo de residuos que necessitam de um descarte adequado.
Dessa forma se mostra necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
baseados em diferentes técnicas analiticas, visando uma andlise com alta
sensibilidade sem a geracéo e utilizacdo de residuos toxicos para o meio ambiente.

Métodos espectrofotométricos para determinacdo de farmacos
também estdo presentes na literatura, como JAIN, N. [35] que desenvolveu um
método para quantificacdo individual de ANL utilizando uma solugéo de acetato de
s6dio 2 mol L™ como agente de solubilizacdo hidrotépica. Em solucdo acetato houve
uma melhora de 75 vezes na solubilidade do ANL em comparacdo com a
solubilidade apenas em agua destilada. O farmaco apresentou uma absorbancia
maxima em 365 nm e o acetato de soddio em 240 nm, portanto nenhuma interferéncia
foi observada para a estimativa de ANL. Na faixa de concentracdo de 8,8 x 10™ —
4,4 x 10" mol Lt (R = 0999) segue a lei de Beer, com recuperacédo em torno de
97,8% — 100,16%.

PATIL, B.P. et al [36] desenvolveram um método
espectrofotomeétrico para determinacdo simultdnea de Nebivolol hidroclorida (NEB) e
ANL. Por solubilizacdo dos farmacos em metanol, o método envolve a andlise da
absorbancia em dois comprimentos de onda, 280 nm e 239 nm, com absorbancia
méaxima de NEB e ANL respectivamente. A lei de Beer é mantida em uma faixa de
concentracdo de 2,2 x 10° - 2,0 x 10™ mol L para NEB e 1,7 x 10° — 7,9 x 10° mol
L™ para ANL. O limite de deteccéo e quantificacdo foi de 7,9 x 107 e 2,4 x 10°° mol
L™, respectivamente, para NEB e 3,8 x 10" e 1,2 x 10°® mol L™ , respectivamente,
para ANL.
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Em um outro método espectrofotométrico descrito na literatura,
PAWAR, P.P. et al [37], desenvolveram dois métodos para determinagdo de ANL e
telmisartana (TEL), o método por equacdo simultdnea (MES) e o método por
derivada de primeira ordem (MDPO). Para a construcdo das curvas analiticas uma
quantidade adequada do farmaco foi dissolvido em &cido acético glacial e em
seguida diluido com agua destilada. O MES consiste na medida da absorbancia em
comprimentos de onda de 367 e 292 nm para quantificacdo de ANL e TEL e por
meio dos parametros como absortividade molar e absorbancia maxima € calculado a
concentracéo de cada farmaco. No MES a lei de Beer é mantida em 3,5 x 10° — 1,7
x 10 mol L™ para ANL e 9,7 x 10® — 5,8 x 10 mol L™ para TEL, o limite de
deteccdo foi de 2,8 x 107 e 4,3 x 107 mol L™ para ANL e TEL, respectivamente. O
segundo método (MDPO) consiste na andlise da absorbancia em 270 e 295 nm para
determinacdo de ANL e TEL, em que a primeira derivativa é obtida por diferenciacéo
eletrOnica instrumental nos respectivos comprimentos de onda, assim um espectro
ndo tem interferéncia sobre o outro. No MDPO a lei de Beer é mantida em 3,5 x 10~
—1,7x 10* mol L™ para ANL e 9,7 x 10°® - 5,8 x 10° mol L™ para TEL, o limite de
deteccdo foi de 3,2 x 107 e 1,4 x 107 mol L™ para ANL e TEL respectivamente. O
método foi validado para determinacdo de ANL e TEL em formulacdes combinadas.

As técnicas espectrofotométricas diferentemente das
cromatograficas ndo possuem um alto custo de manutencao, porém também existe o
alto uso de solventes organicos e ndo é uma técnica muita adequada para a analise
simultanea, pelo fato da ocorrer a sobreposicéo das bandas espectrais dos analitos,
podendo ter interferéncia dos analitos na real concentracdo. Assim a leitura dos
analitos tem de ser feito em varios comprimentos de onda para se obter equacdes
para assim poder calcular a real concentracdo dos analitos. Dessa forma a
metodologia pode ter um elevado tempo de analise e de consumo de reagentes e
solventes. Dessa forma mostra a necessidade do desenvolvimento de novos
métodos analiticos para determinacéo de farmacos.

Métodos eletroanaliticos também estdo presentes na literatura para
determinacdo de ANL, porém existem poucos trabalhos contendo analises
simultaneas.

GAZY, A.AK [38] realizou a determinacdo de ANL por voltametria
adsortiva de redissolucdo anodica por onda-quadrada utilizando um eletrodo de

carbono vitreo (ECV) em amostras farmacéuticas e em fluidos biologicos. Foram
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realizados estudos por voltametria ciclica em solug¢do tamp&o BR (pH = 11,0), que
resultaram um processo irreversivel de oxidacdo de ANL, este processo envolve dois
elétrons e seu controle se da por adsorcdo. O pico de oxidacdo de ANL foi visto em
0,510 V (vs Ag/AgCI), com os parametros otimizados foi utilizado esse pico para a
determinacdo do ANL. A faixa linear obtida foi de 4,0 x 10® - 2.0 x 10° mol L™, com
um limite de deteccdo de 1,4 x 10® mol L. No entando o ECV apresenta baixa
repetibilidade, mostrando a necessidade do desenvolvimento de um método
eletroanalitico mais preciso.

SIKKANDER, A. MANISANKAR, P. VEDHI, C. [39] realizou estudos
sobre comportamento voltamétrico de ANL utilizando um eletrodo de carbono vitreo
modificado nanotubo de carbono de paredes multiplas (MWCNT). Os resultados
apontaram para um processo oxidativo irreversivel e controlado por difusdo das
espécies até a superficie do eletrodo. Resultados também apontaram dependéncia
do aumento do pH com o pico de oxidag&o, atingindo um maximo de corrente em pH
13 (solucdo tampdo BR ajustado com KOH). Nesse pH os parametros foram
otimizados e foi realizada a determinac&o. A faixa linear obtida foi de 1,77 x 10® —
5,3 x 10”7 mol L™, enquanto o limite de deteccao foi de 1,8 x 10° mol L™

GOYAL, R.N. e BISHNOI, S. [40] utilizaram técnicas voltamétricas
para determinar eletroquimicamente ANL em eletrodo de grafite pirolitico,
comparando diferentes modificacbes nesse eletrodo, a primeira modificacdo foi
utiizando nanotubo de carbono de parede simples (SWCNT), a segunda
modificacdo foi utilizando nanotubo de carbono modificado de paredes mdultiplas
(MWCNT). As informagdes do comportamento eletroanalitico de ANL foi obtido pela
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada em tampéao fosfato pH 7,2. Um
maior pico de corrente e um potencial menos positivo foi observado no eletrodo
modificado em relagdo ao eletrodo ndo modificado. Efeito do pH, velocidade de
varredura e concentragdo do ANL foram examinados. Com o0s parametros
otimizados foi obtido uma faixa linear de ANL de 5,0 x 10° — 1,0 x 10° mol L™ para
ambos os eletrodos. O limite de deteccdo obtido foi de 1,0 x 10° mol L™ para o
SWCNT, enquanto para MWCNT o limite de deteccdo foi 5,0 x 10° mol L. A
comparacdo de atividade eletrocalitica entre os eletrodos apresentou uma maior
sensibilidade 1,8 do SWCNT em comparagdo ao MWCNT. O método foi aplicado em
formulagfes farmacéuticas e em amostras de urina humana.

Os eletrodos modificados apresentam boas caracteristicas como
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sensibilidade e repetibilidade melhor que o ECV, porém ndo sdo adequados para
analises em potenciais muito elevados, pois ocasiona o desgaste do filme assim
diminuindo a vida util do eletrodo.

Estudos por voltametria de onda quadrada foram realizados por
STOILIJKOVIC, Z.Z. et al. [41] para determinagdo de ANL em um eletrodo de ouro, e
em um eletrodo de ouro modificado com nanotubo de carbono multiparades
(AU/MWCNT). Para as analises de voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada foram utilizados solucées de NaHCOs; 0,05 mol L™ e solucdo tamp&o
fosfato (PBS) (pH 11,0), respectivamente. A faixa linear obtida por voltametria de
onda quadrada foi de 2,6 x 10”7 — 6,0 x 10°® mol L™, o potencial especifico em que foi
obtido o pico de oxidagdo do ANL foi de 0,75 V (vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™Y). O
resultado foi comparado entre os eletrodos e mostrou um melhor desempenho
catalitico no eletrodo de ouro do que no eletrodo de ouro modificado com nanotubo
de carbono multiparedes em termos de atividade anoddica. No entando o tampéo
fosfato ndo apresenta o efeito tampéao na faixa selecionada (pH 11,0), dessa forma o
estudo é realizado em uma faixa de pH condicionado, sendo mais adequado a
utilizac@o de outro eletrdlito suporte.

SVORC, L. et al [42] utilizou um eletrodo de diamante dopado com
boro para a determinacdo de ANL. Estudos por voltametria ciclica indica que a
oxidacdo eletroquimica seja irreversivel, com um pico de oxidacdo bem definido em
0,75 V (vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)) em solucdo tamp&o BR (pH 5,0). A reacdo de
oxidacdo do ANL na superficie do eletrodo é controlada por difusdo e indica a
participacdo de dois elétrons no mecanismo. Utilizando a voltametria de pulso
diferencial (VPD) nas condicdes otimizadas, na faixa de concentracdo de 2,0 x 107 —
3,8 x 10®° mol L™, foram encontradas duas linearidades, em 2,0 x 107 — 6,0 x 10°
mol L™ (R? = 0,996) e 6,0 x 10° — 3,8 x 10° mol L™ (R? = 0,996), respectivamente.
O limite de detecc&o obtido foi de 7,0 x 10® mol L™*. O método foi aplicado com
sucesso em amostras farmacéuticas com bons resultados analiticos.

A literatura mostra que determinagfes simultdneas estdo sendo
desenvolvidas, porém ainda existem poucos trabalhos publicados por técnicas
voltamétricas para a determinacdo de ANL. Um dos trabalhos apresentados é o do
DOGAN-TOPAL et al [43] que realiza a determinagéo simultdnea de ANL com ATOR
empregando um eletrodo de carbono vitreo juntamente com diferentes técnicas

voltamétricas, como a VOQ e a VPD. O eletrolito de suporte selecionado foi o
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tampédo BR (pH 5,0), o processo de oxidacdo de ambas as moléculas é controlado
por difusdo das espécies. A resposta linear da determinacao foi de 4,0 x 10° — 1,0 x
10 mol L™ para ANL e 2,0 x 10° — 1,0 x 10* mol L™ para ATOR. O Limite de
deteccdo foi de 8,1 x 107 e 4,7 x 107" mol L™* de ANL e ATOR, respectivamente. No
trabalho apresentado por MOHAMMADI, A. et al. [44], realizaram a determinacgao
simultdnea de ANL e ATOR por VPD utilizando um eletrodo de pasta modificado
com MWCNT, em solucéo tampao BR (pH 6,0). A faixa linear obtida foi de 4,4 x 10
—1,7%x10* mol L™ para ANL e 4,4 x 10° - 1,8 x 10 mol L™ para ATOR. O limite de
deteccdo obtido foi de 1,7 x 10° e 1,8 x 10® mol L* para ANL e ATOR,
respectivamente. Em comparacdo com o eletrodo de carbono vitreo, o eletrodo
preparado apresentou um aumento na corrente de pico devido a alta area de
superficie eletroativa e adequada conducdo eletrbnica da pasta de nanotubo de
carbono em multicamadas.

VALEZI, C.F. et al [24] desenvolveu um método para determinacéo
simultanea de ANL e enalapril (ENA) por VOQ utilizando um eletrodo de pasta de
nanotubo de carbono de paredes mudiltiplas na presenca do surfactante catibnico
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). Em voltametria de onda quadrada foram
observados a presenca de dois picos de oxidagdo em 0,790 V e 1,21 V (vs. Ag/AgCI
(KCI 3,0 mol L") sendo do ANL e ENA, respectivamente. Em comparacdo com
ECV, a andlise por VOQ apresentou um pico de oxidacdo em 0,753 V para ANL e
nao foi observado pico de oxidacdo para ENA. Nas condicbes otimizadas, em
solucdo tamp&o BR (pH 6,0) contendo 10 x 10° mol L™ de CTAB, foram construidas
curvas de calibracdo na faixa linear de 5,8 x 107 — 5,9 x 10°® mol.L™* para ANL e 2,0
x 10° — 5,7 x 10 mol L™ para ENA. O limite de detecc¢éo obtido foi de 4,9 x 10% e
8,1 x 107" mol L™ para ANL e ENA, respectivamente.

2.2 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida (HCZ) (Figura 2) de formula molecular
C/HsCIN3O4S, é um diurético tiazidico utilizado no tratamento da hipertensao,
geralmente utilizado em combinagdo com um anti-hipertensivo. Pode ser utilizado
também para o tratamento de cirrose hepatica, insuficiéncia cardiaca congestiva,
além de edemas relacionados a varias formas de disfuncéo renal. Atua diretamente

nos rins, aumentando a excrecao de sodio e cloreto e, consequentemente, de agua.
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Figura 2. Férmula estrutural da Hidroclorotiazida
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Na farmacopeia a identificacdo e determinagcdo podem ser
realizadas por espectrofotometria de absorcdo no infravermelho e CLAE, ambos
para andlise individual de HCZ. Entretanto, como a HCZ é geralmente utilizada em
combinagdo com outros anti-hipertensivos, tem-se a necessidade do
desenvolvimento de métodos para determinagcdo simultdnea, além de que a
cromatografica € uma técnica de alto custo e utiliza demasiado tempo de analise [4].

A seguir estdo descritos os trabalhos presentes na literatura, de
forma objetiva, de maior relevancia para a determinagédo de HCZ na forma individual

ou simultanea, por meio de diferentes técnicas analiticas.
2.2.1 Métodos para determinacao de Hidroclorotiazida

Na literatura estdo presentes diversos métodos para determinacéo
de HCZ de forma individual ou simultanea. EL-BAGARY, R. et al [32] desenvolveram
um meétodo para determinacdo de ALS, ANL e HCZ com base na técnica CLAE,
como ja citado na revisdo. Outro método com base na cromatografia liquida foi
desenvolvido por BELAL, F. et al [45] para determinagcdo simultanea de ramipril
(RAM) e HCZ em amostras farmacéuticas. A fase movel consistia em
acetonitrila:solucdo perclorato de sédio (0,1 mol L™) ajustado para pH 2,5 com &acido
fosforico (46:54 v/v), em uma taxa de fluxo de 1,5 mL min™. Como fase estacionaria
foi utilizada uma coluna LC-8. A deteccao foi realizada espectrofotometricamente em
um comprimento de onda de 210 nm. Foi obtida uma faixa linear de 1,1 x 10° - 1,1
x 10 mol L™ para RAM e 2,0 x 10° — 4,7 x 10®° mol L™ para HCZ. O limite de
deteccdo obtido foi de 4,3 x 107 e 7,7 x 10® mol L* para RAM e HCZ,

respectivamente.
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CARLUCCI, G. et al [46] desenvolveram um método para a
determinacao simultanea de losartana (LOS) e HCZ em cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) em amostras farmacéuticas comerciais. A
fase mével consiste em acetonitrila:tamp&o fosfato (0,1 mol L™; pH 4,0) (35:65, v/v)
em um tempo de retencdo de 1,0 mL min™ e a eluicéo de coluna monitorada em 230
nm. A faixa linear obtida foi de 7,1 x 10— 1,6 x 10° mol Lt e 1,7 x 10° - 6,7 x 10°®
mol L™ para LOS e HCZ respectivamente. O limite de deteccéo foi de 1,9 x 10 mol
L' para LOS e 1,6 x 107 mol L™ para HCZ.

Como j& discutido na revisdo, as técnicas cromatograficas, apesar
de apresentarem algumas vantagens, possuem desvantagens como alto custo de
manutencdo e alta geracao de residuos organicos.

Determinacfes simultaneas utilizando-se a espectrofotometria estéo
presentes na literatura, como o trabalho de MEREY et al [47] em que apresenta o
desenvolvimento de quatro métodos espectrofotométricos para determinacéo
simultanea de ANL, olmesartana (OL) e HCZ, onde a determinacdo de ANL é feita
em comprimento de onda de 364,6 nm de forma direta, sem que tenha a
interferéncia de OL e HCZ, que apresenta faixa linear de 1,76 x 10° — 1,41 x 10™
mol L. O primeiro método depende da determinacdo de OL e HCZ medindo a
segunda derivativa da razédo dos espectros em 254,4 e 338,6 nm, respectivamente,
em que foi obtido uma linearidade de 1,16 x 10° — 1,16 x 10“* mol L paraOL e 1,7
x 10° — 1,2 x 10 mol L™ para HCZ. O segundo método é a primeira derivativa do
segundo divisor da razdo dos espectros de OL e HCZ em 260 e 273 nm
respectivamente, obtendo uma faixa linear de 1,16 x 10> — 1,16 x 10 mol L™ para
OL e 3,4 x 10° — 1,34 x 10™ mol L™ de HCZ. O terceiro método é baseado na
técnica de resolucdo sucessiva de espectrofotometria, que consiste no método de
subtracdo da razdo quando OL e HCZ sédo ambos absortivos em 260 nm, enquanto
HCZ é medido usando a amplitude da primeira derivativa em 335,2 nm, em que a
faixa linear de OL e de HCZ é de 1,16 x 10° — 1,16 x 10 mol L™. No quarto método
a razao de espectros é obtido apdés que a constante é eliminada por meio de
centralizacdo da proporcédo dos espectros em 252 nm e 220 nm para OL e HCZ
respectivamente, a faixa linear obtida é de 1,16 x 10 — 1,16 x 10 mol L™ para OL
e 3,4 x 10° - 2,6 x 10 mol L™ para HCZ. No entanto as andlises simultaneas
utilizando-se as técnicas espectrofotométricas necessitam de uma metodologia

cautelosa, pois € necessaria a leitura da mesma amostra em diversos comprimentos
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de onda para evitar a interferéncia entre os analitos, pois existe a sobreposi¢cdo das
bandas espectrais.

Também contém na literatura diversos trabalhos sobre determinacao
analitica de farmacos por métodos voltamétricos. RAZAK, O.A. [48] desenvolveu um
método para determinagdo individual de HCZ utilizando um eletrodo de carbono
vitreo. Foi obtido um pico oxidacdo bem definido em um potencial de 1,04 V (vs.
Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)) em solugéo tampéo BR (pH 3,3). Estudos por voltametria
ciclica indicaram que o processo de oxidacdo € irreversivel e é controlado por
difusdo das espécies (transporte de massa). Por meio da voltametria de pulso
diferencial foi obtido uma faixa linear de 8,1 x 10® — 1,1 x 10° mol L™ e limite de
deteccdo de 1,7 x 10® mol L™

SANTOS, M.C.G.et al [49] realizou a validacdo de um método para
determinacdo simultanea de LOS e HCZ por voltametria em um eletrodo de
diamante dopado com boro (EDDB) em formulagdes farmacéuticas. O método
consiste em analises de VC e VOQ, em que os voltamogramas apresentam dois
picos de corrente elétrica bem definidos e controlados pelo processo de difusdo das
espécies a superficie do eletrodo. Esses picos apresentaram uma separacédo de 0,23
V (vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) entre os analito em solucdo tamp&o Britton
Robinson (pH 9,5) utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro pré-tratado
anodicamente. Foi estudado a influéncia do pH na separacdo dos picos. Sob as
condicbes otimizadas o método voltamétrico apresenta faixa linear de 1,0 x 10° —
2,0 x 10° mol L™ para LOS e 4,0 x 10° — 8,3 x 10® mol L™ para HCZ, enquanto o
limite de deteccdo é de 1,2 x 10® e 95 x 107 mol L* para LOS e HCZ
respectivamente.

Também utilizando o eletrodo de diamante dopado com boro,
EISELE, A.P.P et al [50], desenvolveram um método para determinacdo simultanea
de HCZ e valsartana (VAL) utilizando a VOQ. Nesse caso foi realizado o pré-
tratamento catodico no eletrodo, para condicionar sua superficie em terminacdes em
hidrogénio (hidrofébica). A determinacado foi realizada em solu¢do tampdo BR (pH
5,0). O processo de oxidacdo dos dois farmacos € controlado por difusdo das
espécies até a superficie do eletrodo, em que envolve 2 elétrons na oxidacdo de
HCZ e 1 elétron para VAL. A faixa linear obtida foi de 1,97 x 10° — 8,8 x 10° mol L*
para HCZ e 9,8 x 10° — 2,2 x 10 mol L™ para VAL. O limite de detecc&o foi de 6,4 x
107 e 9,4 x 107" mol L™ para HCZ e VAL, respectivamente.
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Os eletrodos de diamante dopado com boro apresentaram bons
parametros como sensibilidade, precisdo e exatiddo. Como apresenta alta
estabilidade, resisténcia e baixa corrente de fundo, esse eletrodo se apresentou
adequado para analises simultaneas de farmacos.

GHOLIVAND, M.B. [51] desenvolveu um método para determinacéo
simultanea de captopril (CAP) e HCZ em formulagdes farmacéuticas e amostras
clinicas, utilizando um eletrodo de pasta de carbono com compdsito de
grafeno/ferroceno. Os perfis voltamétricos de CAP e HCZ foram investigados de
forma individual e simultanea, com dois picos de oxidacdo bem definidos em 0,28 e
0,98 V (vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)), respectivamente, em solucdo tamp&o fosfato
(pH 7,0). Com a voltametria de pulso diferencial, nas condicfes otimizadas, foram
construidas curvas de calibracdo na faixa linear de 1,0 x 10° — 4,3 x 10“ mol L*
para CAP e 5,0 x 107 — 3,9 x 10 mol L™ para HCZ. O limite de deteccao foi de 8,7
x 107 e 3,8 x 10”7 mol L™ para CAP e HCZ, respectivamente. Assim como 0s outros
eletrodos modificados, este apresenta uma limitacdo para andalises em elevados

potenciais.

2.3 Valsartana

A valsartana (VAL) (Figura 3) de férmula molecular C24H29Ns03 € um
bloqueador do receptor da angiotensina 1l (ATi), utilizado no tratamento da
hipertenséo. A angiotensina Il, formada a partir da angiotensina | pela ECA (Enzima
Conversora da Angiotensina), ao se ligar em seu receptor especifico causa diversos
efeitos fisiolégicos, inclusive no controle da pressao arterial, como vasoconstritor e
retencdo de sobdio. A valsartana como um antagonista dos receptores da
angiotensina Il, no musculo vascular liso e nas glandulas suprarrenais, promove 0

melhor controle da presséao arterial [1].
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Figura 3. Férmula estrutural da Valsartana

Na farmacopeia a identificacdo e determinacdo pode ser realizada
por espectrofotometria de absor¢cdo no infravermelho (230 nm) e cromatografia
liquida, ambos para andlise individual de VAL. A cromatografia, apesar das
vantagens analiticas, € uma técnica de alto custo e demasiado tempo de analise,
além do uso de solventes considerados téxicos. Assim torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos adequados baseados em outras técnicas para
determinacdo de VAL na forma individual e simultdnea, no caso de formulacbes
farmacéuticas combinadas.

A seguir serdo descritos na literatura de forma sucinta os trabalhos
mais relevantes para a determinacdo de VAL de forma individual ou simultanea, por

meio de diferentes técnicas analiticas.
2.3.1 Métodos para determinacao de Valsartana

Alguns métodos sado relatados na literatura para determinacdo de
VAL de forma individual ou simultdnea. LAKSHMI, K.S. e SIVASUBRAMANIAN, L.
[52] desenvolveram um método para determinagdo simultdnea de VAL e ramipril
(RAM) em mistura sintética por CLAE, utilizando uma coluna C18. A fase movel
consiste em acetonitrila:agua destilada (55:45 v/v) com pH ajustado em 3,6 com 88%
de acido ortofosforico. A determinacdo € realizada por espectrofotometria no
comprimento de onda de 215 nm. A faixa linear obtida foi de 1,1 x 10™* — 5,7 x 10™
mol L™ para VAL e 2,4 x 10 — 1,2 x 10 mol L™ para RAM. O limite de deteccao
obtido foi de 6,4 x 10® e 3,0 x 10® mol L™ para VAL e RAM, respectivamente.

RAMACHANDRAN, S., MANDAL, B.K., NAVALGUND, S.G. [53]



28

utiizando a CLAE-FR desenvolveu um método para determinacdo de VAL e
ezetimiba (EZE). Foi utilizado uma coluna C18, com fase movel contendo
acetonitrila:solucdo tampao fosfato (42:58 v/v pH 3,15) com fluxo de 0,8 mL min™ e
deteccdo espectrofotométrica no comprimento de onda de 230 nm. A faixa linear
obtida foi de 2,3 x 10° — 4,6 x 10* mol L™ para VAL e 2,4 x 10° - 4,9 x 10° mol L™
para EZE. O limite de deteccéo obtido foi de 4,6 x 107 e 7,3 x 107 mol L™ para VAL
e EZE.

BRUNETTO, M. et al [54] descreve um método na literatura para a
determinacao simultanea de LOS, TEL e VAL por inje¢c&o direta de urina humana em
coluna de comutacdo em sistema de CLAE com deteccdo por fluorescéncia. E
necessaria a utilizacdo de uma pré-coluna como tratamento da amostra, ja que a
urina é injetada de forma direta. As analises em amostras de urina foram extraidas
da matriz usando extracdo na fase solida envolvendo pré-coluna embalada com 25
um C18 com suporte de alquil-diol, solucdo 2% de metanol em 5 mmol L™ de
tampéo fosfato (pH 3,8), uma taxa de fluxo de 0,8 mL min™ para isolamento e pré-
concentracdo de losartana, telmisartana e valsartana. Os analitos enriquecidos
foram esvaziados para uma coluna analitica com uma mistura de tampéo fosfato 5
mmol L™ (pH 3,8):acetonitrila:metanol (65:20:15, v/v/v) em taxa de fluxo de 3,0 mL
mint e detectado em fluorescéncia de 259 e 399 nm em excitacdo e emiss&o
respectivamente. A faixa de linear obtida foi de 1,3 x 10® — 5,4 x 10° mol L™ para
LOS, 6,0 x 10% — 3,1 x 10® mol L™ para VAL e 1,0 x 10® — 2,5 x 10° mol L? para
TEL. Os limites de deteccdo foram de 4,3 x 10®° mol L™ para LOS, 1,0 x 10° mol L™
para VAL e 2,3 x 10° mol L™ para TEL.

Na literatura existem poucos métodos voltamétricos desenvolvidos
para determinacao individual de VAL, como YAN, J. et al [55] utilizou um eletrodo de
filme de mercario (EFM) juntamento com a voltametria adsortiva de redissolugdo
anodica por pulso diferencial (DPADSV) e onda quadrada (SWADSV). O eletrodo
saturado de calomelano (ESC) foi utilizado como eletrodo de referéncia. A adsorcao
de VAL no eletrodo foi realizado em um potencial de 0,10 V (vs ESC) em solugao
tampao BR (pH 7,0). Com as condi¢cdes instrumentais otimizadas, a faixa linear
obtida foi de 6,0 x 10® — 4,0 x 10° mol L™ para VAL. Os limites de deteccéo 2,9 x
10° e 3,3 x 10”° mol L respectivamente para as técnicas de DPADSV e SWADSV.

No entanto o eletrodo de mercurio, apesar de apresentar bons

resultados, € um material altamente toxico para 0 meio ambiente e pelo operador ao
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manipula-lo. Assim necessita de um descarte especifico para evitar problemas mais
graves.

GURLER, N. et al [56] desenvolveu um método para determinagao
de VAL utilizando um ECV em conjunto da DPADSV e SWADSV. Foi observado um
processo oxidativo em 1,1 V (vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)) em solucdo tamp&o BR
(pH 3,0) em VC, indicando que o processo seja irreversivel, pois ndo tem pico na
varredura reversa. A faixa linear obtida para determinacéo de VAL foi de 8,0 x 107 —
7,0 x 10° mol L™ quando utilizado a DPADSV e 5,0 x 107 — 5,0 x 10°® mol L*
quando empregado a SWADSV. Os limites de deteccdo obtidos foram de 2,0 x 10”7
mol L™ e 3,0 x 10° mol L™ para DPADSV e SWADSV, respectivamente.

2.4. Métodos para determinacao simultanea de Besilato de Anlodipino e Valsartana

A determinacdo simultinea é uma pratica que vem sido
desenvolvida em diversos métodos baseados em diferentes técnicas analiticas. A
seguir serdo descritos alguns dos trabalhos mais relevantes para a determinacéo
simultdnea de ANL e VAL.

CELEBIER, M. et al [57] desenvolveu um método para determinacgao
simultdnea de ANL e VAL em amostras farmacéuticas utilizando a CLAE. Foi
utilizada uma coluna C18 para separacéo, a fase mével consistia em uma mistura de
solucdo tampao fosfato (pH 3,6; 0,01 mol L™):acetonitrila:metanol (46:44:10 v/v/v)
usada para quantificacdo. As analises foram feitas em uma taxa de fluxo de 1 mL
min™ em temperatura ambiente. O volume de injecéo foi de 20 pL e o detector UV foi
fixado em 240 nm. Nessas condi¢cdes o tempo de retencéo foi de 7,1 e 3,4 minutos
para ANLe VAL respectivamente. A faixa linear obtida foi de 1,8 x 107 — 8,8 x 10
mol L™ para ANL e 1,1 x 107 —= 1,1 x 10* mol L™ para VAL. Os limites de deteccdo
obtidos foram de 8,8 x 10® e 4,6 x 10°® mol L™ para ANL e VAL, respectivamente.

ALNAJJAR, A.O [58] utilizou a eletroforese capilar (EC) para
desenvolver um método para determinagdo simultanea de ANL e VAL em amostras
farmacéuticas e plasma humano com deteccdo UV de fotodiodos. As condicdes
otimizadas foram, 0,025 mol L™ de solucdo tampdo fosfato (pH 8,0), tempo de
injecdo de 10,0 s, voltagem de 25.000 V e coluna em temperatura de 25°C com
deteccdo em 214 nm. A faixa linear obtida foi de 1,8 x 10° — 6,2 x 10 mol L™ para
ANL e 2,2 x 10° — 8,0 x 10 mol L™ para VAL. Os limites de deteccéo obtidos foram
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de 5,9 x 10® e 6,9 x 10® mol L™ para ANL e VAL, respectivamente. Entretanto ao
utilizar a EC € necessario um minucioso tratamento da amostra, pois um minimo de
interferéntes pode interferir diretamento na sensibilidade e repetibilidade da analise.

Um estudo desenvolvido por MOHAMED, N.G. et al [59], utilizou-se
a espectrofotometria para a determinacdo simultanea de ANL e VAL sem prévia
separacdo. Nesse método o ANL em solucdo metandlica foi determinado, usando
ordem zero, por espectrofotometria UV em 360 nm, sem alguma interferéncia de
VAL. Enquanto a VAL é determinada pela primeira derivada da razdo de espectros
em 290 nm. A faixa linear obtida para foi de 1,4 x 10° — 1,4 x 10 mol L™ para ANL
e 4,6 x 10° — 4,1 x 10* mol L™ para VAL. Os limites de deteccéo obtidos foram de
7,2 x 10° e 9,1 x 10°® mol L para ANL e VAL, respectivamente. O método foi
aplicado com sucesso, no entanto o método de determinacao por derivativa possui
algumas desvantagens, como a necessidade de fazer véarias anélises em diferentes
comprimentos de onda, para tentar diminuir ao méaximo a sobreposicdo dos
espectros dos analitos.

Na literatura esta presente apenas um método voltamétrico para
determinacdo simultanea de ANL e VAL, que foi desenvolvido por ERDEN, P.E.,
TASDEMIR, I.H. e KILIC, E. [10] em que foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo.
Em voltametria ciclica foi observado dois picos irreversiveis de oxidacdo em 0,95 e
1,15 V (vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)) de ANL e VAL, respectivamente, em solucdo
tampdo BR (pH 5,0). Para a determinacdo foi utilizada a voltametria de pulso
diferencial. A faixa linear obtida para foi de 1,8 x 10° — 5,6 x 10° mol L™ para ANL e
3,4 x 10° - 7,3 x 10 mol L™ para VAL. Os limites de detecc&o obtidos foram de 5,5
x 107 e 8,3 x 107 mol L™ para ANL e VAL, respectivamente. No entanto esse
meétodo apresenta algumas limitac6es, como alto desvio padréo relativo das analises
e a linearidade ndo permite a determinacdo em todas as amostras presentes no
mercado. Dessa forma é necessario o desenvolvimento de um método voltamétrico

para determinacdo simultanea de ANL e VAL.

2.5. Metodos para determinacdo simultdnea de Besilato de Anlodipino,
Hidroclorotiazida e Valsartana

Em um trabalho descrito na literatura, SHARMA et al. [60], utilizou a

CLAE-FR, CCDAE e métodos deteccdo UV para determinacdo simultanea de ANL,
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HCZ e VAL em diferentes dosagens e combina¢gdes em comprimidos. No método de
CLAE-FR a separagédo foi feita utilizando a coluna C18 em solugdo tampéao
ortofosfato de di-hidrogenofosfato de potassio (50 mmol L?, pH 3,7) com 0,2%
trietilamina como modificador e acetonitrila numa razéo de 56:44 (v/v) na fase movel.
A determinacdao foi realizada por meio de um detector de arranjo de fotodiodos a 230
nm ao longo de um intervalo de concentracdo de 3,5 x 10° — 4,4 x 10° mol L™ de
ANL, 1,68 x 10° — 1,51 x 10* mol L de HCZ e 4,5 x 10° — 3,4 x 10™ mol L™ de
VAL. Para o método CCDAE, os farmacos foram separados usando acetato de
etila:metanol:tolueno:aménia (7,5:3:2:0.8, v/v/viv) como fase modvel. Em andlise
simultdnea de espectrofotometria-UV foram utilizados trés tipos diferentes de
comprimentos de onda para mensurar a absorbancia dos farmacos.

EL-GIZAWY et al [61] desenvolveu uma método simples e especifico
para determinagdo simultanea de ANL, VAL e HCZ por CLAE sem a etapas de
preparacao de amostras. Foi utilizado uma coluna cromatografica em fase reversa
C18, a fase movel consistia em acetonitrila:solucédo tamp&o fosfato (0,05 mol L™)
com pH 2,8 na propor¢cao de (40/60, v/v) em uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A
determinacao foi realizada utilizando um comprimento de onda de 227 nm. O tempo
de retencdo de cada farmaco foi de 2,26; 3,16 e 11,19 minutos para HCZ, ANL e
VAL. O intervalo de concentrac&o foi de 7,0 x 10° — 4,5 x 10 mol L™ para ANL, 1,1
x 10° - 9,2 x 10° mol L™ para VAL e 3,4 x 10° — 4,1 x 10 mol L* para HCZ. O
limite de deteccéo e de quantificacéo obtido foi de 1,8 x 10® e 5,7 x 10° mol L™ para
ANL, 3,3 x 10® e 9,9 x 10° mol L™ para VAL e 1,3 x 10° e 3,4 x 10® mol L™ para
HCZ.

2.6 Eletrodo de diamante dopado com boro

O diamante € um material de propriedades Unicas, como alta dureza
e densidade atdmica, estabilidade quimica, além de excelente constante dielétrica.
Por essas e outras raz0es atraiu o interesse de pesquisadores para sua aplicagéo
em diferentes areas de pesquisa e desenvolvimento. Porém seu elevado custo de
obtencéo ainda era uma barreira para aplicacdo desse material como eletrodo. Com
o desenvolvimento de tecnologias eficazes para a fabricacdo de filmes finos de
diamante sintético, a partir de uma fase gasosa sob pressédo e com o crescimento do

filme em substratos, foi possivel diminuir o custo do eletrodo, podendo esse ser
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produzido em larga escala [11,62].

Os dois métodos mais utilizados para sintese do filme de diamante
por deposicdo quimica sdo, a alta temperatura e pressao (HPHT (High Pressure/
High Temperature)) e a partir da fase vapor (CVD (Chemical Vapor Deposition)).
Com o empenho nos estudos para a sintese de filmes de diamante foi possivel
propor e aprimorar métodos visando a economia e versatilidade, que resultou no
grande desempenho do processo CVD. Atualmente, esse método para crescimento
dos filmes é o mais difundido por ser econdmico e possuir manuseios simplificados,
podendo ser produzido em série [63].

O diamante natural € um material isolante (com excecao do tipo Ilb)
com resistividade na ordem de 10°Qcm. No caso dos diamantes sintéticos
produzidos pelo processo CVD, em que sua superficie € terminada em hidrogénio, a
resistividade é diminuida a uma ordem de 10°Qcm, porém ainda é uma resistividade
considerada muito alta para semicondutores. No intuito de crescer filmes de
diamante com caracteristicas semicondutoras, pesquisadores utilizaram o boro como
dopante no processo de sintese do filme, sabendo que diamante natural [lb € um
semicondutor do tipo p que contém boro. FUJIMORI et al [64] cresceu um filme de
diamante dopado com boro sobre substrato de silicio, onde obteve uma maior taxa
de crescimento do filme e a diminuicdo da resistividade elétrica em funcdo da
concentracdo de boro utilizado como dopante. O boro € injetado no reator,
proveniente do trimetilboro, simultaneamente com metano e hidrogénio na fase
gasosa do processo CVD. Outros elementos também podem ser utilizados como
dopantes, como o enxofre, fésforo e litio [63].

O substrato utilizado para o crescimento do filme podem ser
materiais como o tungsténio, molibdénio, titanio, grafite, nidbio entre outros, porém o
silicio tem a vantagem de ser um semicondutor que possui um coeficiente de
dilatagdo proximo ao do diamante, isso o torna um dos substratos mais utilizados
para crescimentos dos filmes de diamante [63].

Com o estabelecimento do EDDB, esse apresentou ampla
possibilidade de aplicagcbes em diversas areas da ciéncia, por apresentar muitas
vantagens frente a outros eletrodos, como estabilidade quimica e térmica,
resisténcia a corrosdo, baixa e estavel corrente de fundo, fraca adsorcdo de
moléculas organicas e inorganicas, alta repetibilidade e reprodutibilidade de dados, e

principalmente uma ampla janela de potencial em meio aquoso e ndo aquoso com
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desprendimento de oxigénio em +2.,5 e desprendimento de hidrogénio em — 1,5V
(vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)). Essas caracteristicas distintas do EDDB mostra a
superioridade frente aos eletrodos comumente utilizados, como o eletrodo de platina,
carbono vitreo, pasta de carbono [11,65]. O eletrodo de diamante possui tamanha
estabilidade que pode ser utilizado em elevados potencial para o tratamento de
agua, na degradacédo de poluentes como amdnia, cianeto, fenol, clorofendis, anilina,
diversos corantes, alcoois entre outros [28,66].

O trabalho de PLESKOV et al [11] descreveu o comportamento
eletroquimico e fotoeletroquimico dos filmes de diamante, em que concluiu que o
filme de diamante ndo seja tao inerte quanto se pensava, e que as propriedades
superficiais podem ser alteradas, sensivelmente, via pré-tratamento superficial. A
partir dessa descoberta, diversos trabalhos foram realizados para elucidar alguns
fenbmenos relacionados a alteragdo superficial.

Foi visto que a superficie do EDDB pode ser terminada em oxigénio
ou hidrogénio. A terminacdo em hidrogénio concede uma caracteristica hidrofébica,
em que apresenta maior condutividade. Esse tipo de superficie, é caracteristica de
quando o EDDB ¢ sintetizado pelo processo CVD, porém com o passar do tempo
essa superficie pode ser oxidada e o eletrodo passa a nao repetir ou reproduzir 0s
dados obtidos. A superficie em oxigénio apresenta um carater hidrofilico, em que
apresenta menor condutividade. Esse tipo de superficie pode ser obtida por meio de
um pré-tratamento, o pré-tratamento anddico (PTA) ocasiona a oxidacdo da agua,
produzindo terminacfes em oxigénio, e o pré-tratamento catdédico (PTC) que
provoca a reducdo da agua, produzindo terminacdes em hidrogénio. As superficies
condicionadas do eletrodo sao reversiveis, podendo recuperar a superficie desejada
aplicando o pré-tratamento adequado [25,27,30]. A realizacdo do pré-tratamento
anodico seguido do catodico é utilizado para limpar a superficie do eletrodo,
oxidando qualquer espécie que possivelmente possa estar adsorvida
superficialmente no filme.

Sobre as eventuais aplicages eletroquimicas do EDDB modificado
superficialmente, YAGI et al [67], demonstrou que a superficie pode ser oxidada por
meio do tratamento anddico, em que mostrou uma alteracdo da estrutura local do
filme, além da retirada da camada superficial de hidrogénio. No entanto o PTA néo
exercia um efeito intenso na camada sub-superficial. Com essa possibilidade de

introduzir espécies oxigenadas, de modo temporario ou definitivo, pode-se promover
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0 desenvolvimento de sensores e biossensores, por implementar alguma
seletividade em algumas reacbes e quantificagbes, ou servir para imobilizacéo
superficial de espécies bioldgicas. Um indicativo da presenca de grupos carboxilicos
negativamente carregados na superficie do filme, € o aumento da reacdo de
transferéncia de carga com a diminuicdo do pH. Entretanto com o aumento da
relagdo C/O na superficie do filme, torna-se mais lenta a cinética do processo
oxidativo de alguns pares redox, pelo fato de ter menos particulas oxigenadas
disponiveis [63].

O conhecimento sobre o pré-tratamento adequado é fundamental
para o sucesso no desenvolvimento de métodos eletroanaliticos. Em alguns casos o
pré-tratamento anddico se mostrou mais seletivo em algumas determinacfes
[17,21,49]. Entretanto na maioria dos casos de andlises de moléculas, o pré-
tratamento catédico se apresentou com melhor perfil de andlise, principalmente em
repetibilidade e magnitude de corrente [13,16,22]. SUFFREDINI et al [25] observou
essa caracteristica de melhor desempenho, de magnitude de corrente, do pré-
tratamento catodico. Esse comportamento foi relatado em trabalhos realizados pelo
nosso grupo de trabalho, em que o PTC obteve maior sinal de corrente elétrica, além
de melhor repetibilidade em comparacdo ao PTA [19, 50]. Por espectroscopia
Raman foi possivel afirmar que nenhuma mudanca ocorreu na estrutura do EDDB
devido a utilizacdo do pré-tratamento. E indicado a realizacdo do pré-tratamento
apenas uma vez durante o dia de trabalho, assim assegurando a qualidade e

reprodutibilidade entre as analises [26].
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver dois métodos
voltameétricos para determinacdo simultdnea de ANL e VAL (amostra binaria) e de
ANL, HCZ e VAL (amostra ternaria) em formulacdes farmacéuticas em diferentes
dosagens, utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro mediante

tratamento catédico.

3.2. Objetivos especificos

Investigar o comportamento voltamétrico de cada anti-hipertensivo,
de forma individual e simultanea, utilizando o eletrodo de diamante dopado com
boro;

Avaliar os pré-tratamentos eletroquimicos: anddico e catddico, sobre
o BDDE;

Utilizar as técnicas de pulso com os parametros otimizados para a
construcdo de curvas de calibragédo, avaliando-se: sensibilidade e limite de deteccéo,
intervalo linear de concentracao, repetibilidade inter-dia e intra-dia;

Proposicdo de mecanismos de reacao para cada analito;

Aplicagdo dos procedimentos voltamétricos desenvolvidos em
amostras reais: formulacdes farmacéuticas;

Comparacdo dos resultados obtidos pelo método proposto e pelo

método comparativo (cromatografia).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. Reagentes e solucdes

Todas as solugcdes empregadas nos experimentos foram preparadas
a partir de reagentes comerciais de grau analitico e foram preparadas com agua
destilada e deionizada, purificada em um sistema Milli-Q (Millipore®). Os reagentes
empregados foram anlodipino (como besilato), hidroclorotiazida, valsartana e acido
sulfarico, obtidos da Sigma-Aldrich; &cido fosférico, acido orto-fosférico, etanol e
metanol foram adquiridos da Merck; acido acético, hidréxido de sédio e acido borico
foram obtidos da Synth; acetonitrila e metanol de grau HPLC foi obtido da
LiChrosolv®.

Para as amostras foram utilizadas capsulas e comprimidos das
combinacdes de ANL e VAL (amostra binaria) e de ANL, HCZ e VAL (amostra
ternaria) em todas as dosagens presentes no mercado popular. Para a amostra
binaria as dosagens utilizadas foram de 5 mg/ 80 mg, 10 mg/ 160 mg e 5 mg/ 320
mg de ANL e VAL respectivamente. Para a amostra ternaria foram utilizadas as
dosagens de 5 mg/ 12,5 mg/ 160 mg, 10 mg/ 12,5 mg/ 160 mg, 5 mg/ 25 mg/ 160
mg, 10 mg/ 25 mg/ 160 mg de ANL, HCZ e VAL respectivamente. Para o ANL (como
besilato) 6,9 mg e 13,9 mg é equivalente a 5 mg e 10 mg de Anlodipino. Todas as
capsulas e comprimidos foram adquiridos em drogarias da cidade de Londrina,
Estado do Parand, Brasil.

Solugdes estoque de ANL, HCZ e VAL foram preparadas em etanol
(para amostra binaria) e em metanol (para mistura ternaria) na concentracéo de 1,0
x 102 mol L™. A solucdo de trabalho foi preparada diariamente onde aliquotas da
solucdo estoque foram diluidas em solugcédo tampéo BR (pH 5,0). O tampéo BR, que
foi selecionado como eletrdlito de suporte, foi preparado pela mistura do acido
acético, orto-fosférico e bérico na concentracdo de 0,04 mol L™. Ao final o pH é

ajustado por adicéo de hidréxido de sédio 2,0 mol L™.
4.2. Instrumentacéo

As medidas voltamétricas foram realizadas em um

potenciostato/galvanostato PalmSens PC gerenciado pelo programa PalmSens PC.
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Para o0s experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula de vidro de
compartimento Unico de 15 mL equipada com uma tampa de Teflon®, contendo
orificios para o posicionamento de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar).
Como eletrodos de referéncia e auxiliar foram usados Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e
uma placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento, respectivamente.
O eletrodo de trabalho utilizado nas medidas voltamétricas foi um eletrodo de
diamante dopado com boro (dopado com 8000 ppm) com area geométrica de 0,25
cm?, fabricado pelo Centre Suisse de Electronique et de Microtechnique AS (CSEM),
em Neuchatél, Suica. Esse eletrodo foi sintetizado sobre um substrato de silicio pela
técnica de HFCVD (Hot Filament Chemical Vapor Deposition), cuja fase gasosa
consistia em metano (CH,4), com excesso de hidrogénio (H,) e trimetilboro como gas
de dopagem [68]. Antes dos experimentos, o EDDB foi pré-tratado anodicamente e
catodicamente em uma solucéo de H,SO, 0,5 mol L™, por aplicacdo de 0,5 A cm™
durante 30 s, e posterior aplicacdo de -0,5 A cm? durante 120 s, em um
potenciostato MQPG-01 (Microquimica). Dessa forma, a superficie do EDDB foi
predominantemente terminada em hidrogénio [25,26,29].

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

Para a determinacdo dos anti-hipertensivos por CLAE foi utilizado o
equipamento LC Thermo Electron Corporation Finningan Suveyor PDA juntamente
com a coluna C18 ACE 5 (250 x 4,6 mm, 5 pm).

4.3. Procedimentos analiticos

A voltametria ciclica (VC) e a voltametria de onda quadrada (VOQ)
foram utilizadas para investigar o comportamento voltamétrico do ANL, HCZ e VAL e
a sua quantificagcdo simultdnea em formulacbes farmacéuticas. As andlises
voltamétricas foram realizadas da seguinte forma, adicdo da solugdo estoque na
célula voltamétrica contendo 10 mL de solucdo tampédo BR (pH 5,0), seguido de
agitacdo por um minuto. Passado o tempo de agitacdo, a analise voltamétrica era
realizada. Esse procedimento era realizado em triplicata, assim utilizando-se a ultima
medida para contrucdo dos voltamogramas.

A curva analitica simultanea foi obtida pela adicdo de aliquotas da
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solucdo padrdo de ANL 1,0 x 10 mol L™, HCZ 1,0 x 10° mol L™ e VAL 1,0 x 1072
mol L™ a célula eletroquimica contendo 10 mL de tamp&o BR (pH 5,0) e 200 pL de
etanol (solucdo binaria) ou metanol (ternaria) . Os voltamogramas de onda quadrada
foram obtidos apés cada aliquota adicionada. O limite de deteccéo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das seguintes relagbes: LD = 3SB/b e
LQ = 10SB/b, respectivamente, onde SB corresponde ao desvio padrdo da média
aritmética de 10 brancos e b € o valor do coeficiente angular da respectiva curva
analitica [69].

Para o teste dos interferentes, diversos excipientes foram avaliados,
como celulose microcristalina, didéxido de silicio, diéxido de titanio e estearato de
magnésio nas faixas de concentracdo (solucdo padrédo:composto interferente) de
1:1, 1:10 e 10:1 (m/m).

4.4. Preparo das amostras

O preparo das amostras foi realizado através da quantidade dos
analitos em mol L™ indicado no rétulo do medicamento. Foi utilizada a massa da VAL
como referéncia para o preparo da solucdo teérica de VAL 1 x 102 mol L™", logo
pela propor¢cdo contida no comprimido foi possivel concentracao teérica de ANL e
HCZ. No caso do comprimido 5 mg/ 80 mg de ANL e VAL, respectivamente, a
média da massa dos comprimidos pesados foi de 0,0907 g, equivalente a 1,836 x
10~ mol L™" de VAL, dessa forma para preparar uma solucdo de VAL 1 x 1072 mol
L™" uma massa de 0,0247 g foi pesada e adicionada a um baldo volumétrico de 5 mL
e completado com etanol, sem a necessidade de filtrar a amostra. Pela proporcéo
contida no comprimido, teoricamente a solucdo contida no baldo volumétrico possui
a quantidade de 6,64 x 10~ mol L™ de ANL, com a adicéo de 100 pL dessa solucéo
a ceélula voltamétrica contendo 10 mL de solucédo tampéo BR (pH 5,0) a quantidade
teérica de ANL e VAL foi de 6,64 x 10° mol L' e 1,0 x 10™* mol L™
respectivamente, esses valores sdo encontrados dentro da linearidade da curva
analitica apresentada pelo método proposto. Essa forma de calcular a massa
pesada do comprimido macerado para o preparo de solucdo foi utilizada para os
demais medicamentos em outras dosagens.

Para a solucdo binéaria, foram utilizadas aliquotas de 50 e 100 pL

para a medida das amostras de 10 e 5 mg de ANL respectivamente. Essas aliquotas
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foram transferidas para a célula eletroquimica contendo 10 mL de solug¢do tampé&o
BR (pH 5,0) enquanto para amostra ternaria foi adicionada a ceélula eletroquimica
apenas uma aliquota de 50 pL. Os voltamogramas foram obtidos e a concentracao
de cada anti-hipertensivo foi determinada utilizando a curva analitica correspondente
a cada analito.

Para as analises em CLAE, as capsulas e comprimidos foram
macerados e pesados, em que uma certa quantidade adequada foi transferida para
um baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com metanol de grau
HPLC. Os anti-hipertensivos foram separados isocraticamente pela coluna em uma
fase mével que consistia em acetonitrila-metanol-tampao fosfato (0,01 mol L™) pH
3,6 na proporcao de (44:10:46 v/v/v). A curva analitica foi construida por injecdes de
aliquotas de 20 uL em concentracfes diferentes e monitorado em comprimento de
onda de 243 nm. Os picos do tempo de retencédo foram encontrados em 2,5; 4,7 e
9,5 min para ANL, HCZ e VAL respectivamente [57].



40

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Comportamento eletroanalitico de ANL, HCZ e VAL

Inicialmente foi investigado o comportamento voltamétrico e a
eletroatividade dos analitos utilizando-se a VC em tampéo BR (pH 5,0). A Figura 4
apresenta o voltamograma do comportamento oxidativo simultanea de ANL, HCZ e
VAL em um EDDB pré-tratado catodicamente. E possivel observar a presenca de
trés picos de oxidacdo bem definidos na analise simultdnea proveniente de cada um
dos analitos. Os valores dos potenciais de pico de cada analito sdo distintos, assim &

possivel a determinacédo simultanea por ndo haver interferéncia entre os picos.

Figura 4. Voltamograma ciclico obtido em solu¢do tamp&o BR (pH
5,0) sem adicdo (—) e com adicdo (—) de ANL 1,9 x 10° mol L™"; HCZ 9,7 x 10°
mol L™" e VAL 1,9 x 10™ mol L™", a 40 mV s utilizando um EDDB pré-tratado

catodicamente.
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Por ndo ser observado nenhum pico de reducdo na varredura
reversa da VC nos voltamogramas individuais, pode-se afirmar que o0s trés
processos oxidativos presentes sdo irreversiveis. Com a realizacdo de andlise
individual dos analitos por voltametria ciclica, € possivel discernir que o pico
oxidativo em 0,781 V, 1,16 V e 1,37 V pertence ao ANL, HCZ e VAL,

respectivamente, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo tamp&o BR
(pH 5,0) sem adicdo (—) e com adicéo (—) de (A) ANL 1,9 x 10° mol L™"; (B) HCZ
9,7 x 10° mol L™ e (C) VAL 1,9 x 10° mol L™", a 40 mV s7%, utilizando um EDDB

pré-tratado catodicamente.
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Utilizando os voltamogramas ciclicos individuais dos analitos (Figura
5), pode ser estimado o numero de elétrons transferidos em cada processo oxidativo
de ANL, HCZ e VAL por meio da aplicacdo da equacgdo: Eap — Eap = 47,7 mV/an
[70], considerando que a = 0,5 (usado para sistemas totalmente irreversiveis[12]). O
valor de E,, — Egp2 foi de 0,050 V, 0,050 V e 0,10 V para ANL, HCZ e VAL,
respectivamente, com esses valores multiplicados por a foi obtido 0,025; 0,025 e 0,5
respectivamente. Ao dividir por 0,0477 V foi possivel estimar o numero de elétrons
estimado para oxidacdo de ANL, HCZ e VAL, que foi de 2, 2 e 1, respectivamente.
Com isso foi possivel propor um mecanismo de oxidacdo de cada analito,

apresentado na Figura 6.

Figura 6. Mecanismo de oxidacdo proposto para ANL, HCZ e VAL
empregando um EDDB pré-tratado catodicamente.
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Como a superficie do EDDB pode influenciar na intensidade da
atividade catalitica dos analitos, foi realizado o estudo do efeito do pré-tratamento
anadico e catodico, comparando a superficie hidrofilica (PTA) e hidrofébica (PTC) do
EDDB, utilizando a VOQ para andlise simultdanea de ANL, HCZ e VAL (Figura 7).
Para as duas superficies foram observados trés picos de oxidag&o, porém o EDDB
em superficie catddica apresentou maior magnitude de corrente elétrica para os trés
analitos do que em superficie anddica, em uma proporcao de 5,0%, 375% e 123%

para ANL, HCZ e VAL, respectivamente.

Figura 7. Voltamogramas de onda quadrada obtido com o EDDB em
superficie catddica (—) e superficie anddica (—) em solucdo tampédo BR (pH 5,0)
contendo ANL 9,8 x 10° mol L™ ; HCZ 4,9 x 10° mol L™" e VAL 9,8 x 107 mol L™
mol L™ VAL. Parametros da VOQ: f=30Hz,a=40mV, AEs =2 mV.

51 —PTA
| —PTC

I/ uA

04 06 08 10 12 14 16
E/V vs. Ag/AgCI

Esse comportamento indica que o eletrodo com terminacdes em
hidrogénio (hidrofébico) proporciona maior magnitude de corrente do que o eletrodo
com terminagBes em oxigénio (hidrofilico), esse comportamento € observado em
diversos trabalhos realizados com o EDDB [13,16,19,22,50], isso pode ser devido a
maior afinidade de moléculas organicas com a superficie catédica, provocado por
um alto coeficiente de difusdao do processo de oxidagao, causando o aumento da
magnitude de corrente [63].

Por possuir melhor resposta voltamétrica, o pré-tratamento catodico

foi escolhido para analises posteriores. Da mesma forma como apresentado por
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Suffredini et al. [25,26], o pré-tratamento foi realizado apenas uma vez durante o dia
de trabalho (antes das analises voltamétricas), assim apresentou adequada
repetibilidade nos resultados para ANL, HCZ e VAL durante o dia de trabalho.

O estudo da influéncia do pH no comportamento eletroquimico de
ANL, HCZ e VAL foi estudado utilizando-se a VOQ na faixa de pH de 4,0 a 6,0
usando solucéo tampéao BR (Figura 8). Para o estudo foram utilizados valores de pH
na faixa de 4,0 a 6,0, devido a solubilidade da VAL diminuir em pH < 4,0 e em pH >
6,0 ndo é observado o processo oxidativo do mesmo. Os resultados obtidos
apresentam maior corrente de pico anddico (lpa) em pH 5,0 para HCZ e VAL,
enquanto para ANL obteve-se maior lp, em pH 6,0. No entando, em pH 5,0 os sinais
analiticos apresentaram melhor repetibilidade e maior corrente elétrica, dessa forma

esse valor de pH foi escolhido para os posteriores experimentos.

Figura 8. Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solucéo
tampéo BR de diferentes valores de pH: 4,0 (—), 5,0 (—) e 6,0 (—) de ANL 1,9 x
10° mol L™ HCZ 9,7 x 10° mol L™" e VAL 4,9 x 10 mol L' em um EDDB pré-

tratado catodicamente. Mesmos parametros de VOQ indicado na Figura 7.
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O efeito do eletrdlito de suporte na atividade catalitica dos anti-
hipertensivos foi investigado utilizando as solucdes tampao fosfato, acetato e BR,
todos em pH 5,0. Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa em termos
de magnitude de corrente elétrica, porém a solucédo tampédo BR pH 5,0 apresentou
maior repetibilidade entre as medidas, assim foi utilizado esse eletrdlito suporte para
posteriores analises. Diante dos resultados obtidos por VC e VOQ, como a
separacao dos picos oxidativos, diferenca do valor do potencial entre os trés picos
de oxidacao, repetibilidade e intensidade dos picos de corrente elétrica, torna-se
possivel a determinacdo simultdnea e o entendimento do comportamento
eletroquimico de ANL, HCZ e VAL empregando o EDDB pré-tratado catodicamente
em solugéo tampéo BR pH 5,0.

O estudo do aumento da velocidade de varredura de VC na
oxidacdo de ANL, HCZ e VAL (Figura 9) foi realizado, para o melhor entendimento
fisico-quimico sobre o processo oxidativo dos anti-hipertensivos empregando o
EDDB com superficie catédica em solucdo tampdo BR pH 5,0. Foram realizadas
anélises voltamétricas em diferentes velocidades, no intervalo de 5 — 200 mV s™. Foi
obtida uma dependéncia linear do pico de corrente anddica com a raiz da velocidade
de varredura (inserido na Fig. 9A, 9B e 9C) para ANL, HCZ e VAL, como
apresentado nas equacdes obtidas: Ian. (MA) = -1,4 + 0,81 v (mV s7) (r = 0,981);
lnerz (MA) = 0,59 + 1,1 v (mV s7) (r = 0.995) e lya (MA) = =0,54 + 2,0 v¥> (mV s7)
(r = 0.998). Essa dependéncia linear indica que o processo oxidativo € controlado
(etapa determinante) por difusdo das espécies (transferéncia de massa) do seio da
solucéo até a superficie do EDDB [71].



46

Figura 9. Voltamogramas ciclicos para (A) 2,0 x 10™ mol L™ ANL,
(B) 9,7 x 10° mol L™ HCZ e (C) 9,7 x 10~ mol L™ VAL em diferentes velocidades
de varredura (v): (a) 5, (b) 10, (c) 20, (d) 30, (e) 40, (f) 75, (g) 100, (h) 125, (i) 150, (j)
175, (k) 200 mV s, obtido em solucdo tamp&o BR (pH 5,0) com EDDB pré-tratado

catodicamente.
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Para o melhor entendimento sobre o processo difusional que ocorre
na superficie do EDDB pré-tratado catodicamente, foi mensurado o coeficiente de
difusdo de ANL, HCZ e VAL por estudos cronoamperométricos de forma individual,
como mostra a Figura 10. Os potenciais foram fixados em 0,79 V (ANL), 1,20 V
(HCZ) e 1,40 V (VAL) em solucdo tampao BR (pH 5,0) com adic&o de 2,0 x 107 mol
L™" (ANL), 7,9 x 107° mol L™ (HCZ) e 9,5 x 10° mol L™ (VAL) em um tempo de
anélise de 40 s. Os parametros de |, vs. t*? foram utilizados para se calcular o

coeficiente de difusédo dos analitos através da equacéo de Cottrel [70].

_ nFAC,D,"”
ap 21l (Eq. 1)
onde |y, € a corrente elétrica, n 0 numero de elétrons (n = 2 para
ANL e HCZ; n = 1 para VAL), F é a constante de Faraday (96480 C mol™), C, é a
concentracéo do analito (mol cm™), D, 0 coeficiente de difusdo (cm?s™), e A é a &rea
geométrica do EDDB (0,25 cm?). Os resultados obtidos de D, foram de 5,4 x 107

cm?s™ (ANL), 1,1 x 10 cm? s™* (HCZ) e 6,5 x 107> cm? s (VAL).



fixados,

catodicamente. Inserido: a relagdo dos parametros I, vs. t

do Cottrel.
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Figura 10. Cronoamperogramas de (A) 2,0 x 10™° mol L™" ANL, (B)
7,9 x 10° mol L™ HCZ e (C) 9,5 x 10° mol L' VAL em diferentes potenciais
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5.2. Determinagédo simultdnea de ANL e VAL em amostras binarias.

Para construcdo das curvas de calibracdo visando a determinacao
simultanea, aliquotas diluidas de ANL e VAL foram adicionadas em 10 mL de
solugéo tampé&o BR (pH 5,0). Dessa forma foi obtida uma linearidade entre o sinal
analitico e a concentragdo adicionada, resultando em uma curva analitica para cada
anti-hipertensivo. A técnica voltamétrica utilizada foi a VOQ, que consiste na
aplicacdo de pulsos de potencial em um determinado tempo. Essa forma de
aplicacdo de potencial permite uma baixa relacdo de sinal ruido, podendo alcancar
um baixo limite de deteccdo e de quantificacdo, além de ser uma técnica de rapida
aquisicdo de dados. A VPD também foi avaliada como possivel técnica para
determinacdo simultanea de ANL e VAL, porém os picos de oxidacdo nao se
mostraram bem definidos, assim a VOQ se mostrou como a técnica mais adequada
para determinagéo simultanea desses anti-hipertensivos.

Os parametros instrumentais da VOQ, como a amplitude de pulso
(a), frequéncia de onda quadrada (f) e incremento de varredura (AEs), foram
investigados de forma univariada no intuito de se obter os melhores resultados
experimentais, como perfil de pico de oxidacdo bem definido, melhor repetibilidade,
valores de potencial de oxidacdo menos positivos e adequada magnitude de
corrente elétrica. A Tabela 1 apresenta os melhores parametros obtidos.

Tabela 1. Parametros instrumentais e condicfes experimentais para

a determinacao simultanea de ANL, HCZ e VAL em mistura binéria e ternaria.

Parametros Tipo ou faixa testada Otimizado
pH (solucdo tampéo BR) 40-6,0 5,0
Eletrdlito suporte Tampao fosfato, acetato e BR BR
Frequéncia (f) (Hz) 10-70 30
Amplitude de pulso (a) (mV) 10-80 40
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-4 2

Pré-tratamento PTA-PTC PTC
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Nas condi¢bes apresentadas na Tabela 1, foram construidas curvas
analiticas para analise simultanea em mistura binaria (ANL e VAL) e ternaria (ANL,
HCZ e VAL). A Figura 11 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos
em mistura binaria. As respostas dos sinais analiticos das aliquotas adicionadas de
ANL e VAL apresentaram baixa relacdo sinal ruido, repetibilidade e linearidade
adequadas. As equacbes analiticas apresentaram alta sensibilidade, exposto pelo
alto valor do coeficiente angular nas duas equacfdes. Com esses parametros obtidos
€ possivel realizar a determinacao simultanea de ANL e VAL.

As curvas analiticas para a determinacao binaria (ANL e VAL) foram
obtidas no intervalo de concentracdo de ANL 4,97 x 107" — 2,80 x 10™° mol L™ e de
VAL 1,98 x 10™° — 2,80 x 10 mol L™". As equacdes analiticas correspondentes
sao:

lane (MA) = 0,381 + 2,15 x 10° [c (mol L™)] (r = 0,995)

lvaL (WA) = 0,0188 + 7,20 x 10 [c (mol L™)] (r = 0,992)

Os valores de LD calculados para ANL e VAL foram de 7,6 x 107°

molL™'e 6,9 x 107" mol L™, respectivamente.

Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada para oxidacdo de ANL
e VAL em um EDDB pré-tratado catodicamente em solucdo tampéo BR (pH 5,0).
Faixa linear de 4,9 x 1077 =2,9x 10 molL"e 1,9 x 10°-2,8 x 10 mol L™" para
ANL e VAL respectivamente. Inserido: curvas analiticas de ANL e VAL. Parametros
da VOQ: f=30Hz, a=40 mV, AEs =2 mV.
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A repetibilidade intra-dia da magnitude da corrente de pico foi obtida
em medicdes (N = 10) de ANL 9,2 x 10® mol L™' e VAL 9,8 x 10° mol L™ em
solucédo tampéao BR (pH 5,0). Os valores de corrente de pico obtidos foram tratados
estatisticamente no intuito de se obter parametros como média e desvio padréo,
assim foi possivel calcular o desvio padrao relativo (DPR) das medidas, obtendo
uma variacao de 1,98% e 1,59% de ANL e VAL de medidas intra-dia do método
proposto. Para o célculo da repetibilidade inter-dia da magnitude da corrente de pico
foi calculado da mesma forma da repetibilidade intra-dia e na mesma concentragéo.
Os resultados obtidos de DPR foram de 4,23% e 556% para ANL e VAL,
respectivamente, dessa forma pode-se concluir que 0 método proposto resulta em
adequada repetibilidade.

Para um melhor entendimento sobre a construcdo das curvas
analiticas foram realizados testes para verificar a influéncia do sinal analitico de um
anti-hipertensivo com o outro. Para isso foram adicionadas aliquotas apenas de um
anti-hipertensivo enquanto o outro foi mantido em uma concentracdo constante. A
Figura 12A apresenta a determinacdo apenas de ANL na faixa de concentracao de
4,93 x 107" — 2,81 x 10> mol L™ em solucéo com VAL fixada na concentracéo de 1,8
x 10> mol L™" (com o pico de oxidac&o constante obteve-se um DPR de 0,387%). A
equacao da curva analitica obtida foi: Ian. (A) = 0,331 + 2,02 x 10° [c (mol L™)] (r =
0,997). A figura 12B apresenta a determinagcédo apenas de VAL realizada na faixa de
1,95 x 107° — 2,87 x 10™*mol L™" em solugédo com uma concentracéo fixa de ANL de
1,98 x 107 mol L™ (com o pico de oxidacdo constante obteve-se um DPR de
0,619%). A curva analitica obtida foi: lya. (WA) = 0,398 + 6,04 x 10* [c (mol L™)] (r =
0,996). Com os resultados obtidos é possivel concluir que a mudanca da
concentracédo de um anti-hipertensivo néo tem influéncia de forma significativa sobre
o potencial ou pico de corrente do outro, confirmado pelo baixo DPR quando a
concentra¢do de um anti-hipertensivo é fixada. E importante notar que 0s processos
oxidativos de ANL e VAL sobre o EDDB pré-tratado catodicamente s&do

independentes.
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Figura 12. Voltamogramas de onda quadrada para diferentes
aliquotas de diferentes concentracdes de (A) ANL (2—13: 4,9 x 1077 — 2,8 x 107> mol
L™") na presenca de 1,8 x 10~° mol L™ de VAL e (B) VAL (2-11: 1,9 x 10™° — 2,8 x
10™*mol L™") na presenca de 1,9 x 10" mol L™" ANL em solucdo tamp&o BR (pH 5,0)
empregando o EDDB pré-tratado catodicamente. Parametros da VOQ: f =30 Hz, a =
40 mV, AEs = 2 mV.
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Para aplicacdo do método proposto na determinacdo simultanea em
amostra binaria de ANL e VAL foram utilizadas capsulas de diferentes dosagens
combinadas de amostras encontradas no mercado popular. Nao houve necessidade
de extracéo, evaporacédo ou filtracdo para o preparo das amostras, indicando que o
método proposto é rapido e viavel, e para quantificacdo foram utilizadas as

equacdes analiticas obtidas. Essas mesmas amostras de diferentes dosagens
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também foram determinadas utilizando um método descrito na literatura por CLAE
[57], com o objetivo de comparagdo com o método voltamétrico. Os resultados sao
apresentados na Tabela 2, em que pode ser observado que a exatiddo do método
voltamétrico se apresentou satisfatério para determinacdo em amostra binaria de
ANL e VAL. Para comparacdo entre o método da literatura e o método proposto foi
aplicado o teste-t pareado [72], com valor de t calculado de 0,150 , valor este menor
que o valor de t critico (2,015 ; a = 0,05), indicando que nao existe diferenca

significativa entre os métodos em um nivel de confianca de 95%.

Tabela 2. Resultados obtidos na determinacdo de ANL e VAL em
mistura binaria em doses combinadas utilizando o método voltamétrico (com EDDB)

comparado com CLAE.

Anti-
Amostras Quantidade (mg capsula™)? E (%)°
hipertensivo

Rotulado CLAE VOQ
ANL 5 49+05 5,1+0,1 2,84
A VAL 80 80,6 +44 79,3+04 -1,61
ANL 10 9,7+0,5 9,6 +0,2 -0,31
° VAL 160 171,3+2,6 1635+1,2 —4,67
ANL 5 51+0,6 4,7+0,6 —7,25
© VAL 320 301,8 +28,5 3094+7,8 2,65

®Média das 3 medicdes.
PErro relativo (%) = 100 x [(Método VOQ — método CLAE / método CLAE)].

Na literatura existe apenas um método voltamétrico descrito para a
determinacdo simultanea de ANL e VAL, que emprega um eletrodo de carbono
vitreo [10], no entanto esse método, frente ao método proposto, (utilizando um
EDDB pré-tratado catodicamente) possui algumas limitacdes. Primeiramente a
técnica utilizada pelo ECV é a VPD, que tem caracteristica de ser mais lenta que a
VOQ (utilizada no método proposto), assim tendo uma diminuicdo da eficiéncia em
tempo. Outro ponto é a linearidade obtida com o ECV, que possibilita a
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determinacao apenas de um tipo de dosagem combinada (10 mg ANL/160 mg VAL),
ao passo que a linearidade obtida com o método proposto permite a determinacao
em todas as dosagens combinadas disponiveis no mercado popular (inclusive 5 mg
ANL/ 320 mg VAL), mostrando a praticidade e versatilidade do método proposto.
Entretanto, a principal diferenga entre os dois métodos, que mostra a superioridade
do método proposto, é a repetibilidade intra e inter-dia. O método empregando ECV
apresentou um alto valor de DPR devido a uma adsor¢cdo caracteristica do ECV,
enquanto para 0 meétodo proposto obteve-se baixos valores de DPR, tanto intra
como inter-dia, devido a caracteristica de ndo adsorver moléculas a sua superficie,
expondo assim uma maior seguranca e confiabilidade do método para determinacéo
simultanea de ANL e VAL empregando um EDDB pré-tratado catodicamente. Essa

comparacao dos parametros entre os métodos esta apresentada na Tabela 3

Tabela 3. Comparacao dos resultados obtidos para determinacao de
ANL e VAL segundo ERDEN, P.E. (VPD) e pelo método proposto (VOQ).

ANL VAL
ECV EDDB ECV EDDB
LD (umol L™ 0,55 0,076 0,83 0,69
Linearidade (umol L™") 1,8-56,0 049-290 34-730 19-280
DPR (intra-dia) (%) 4,23 1,98 5,68 1,59
DPR (inter-dia) (%) 8,97 4,23 12,47 5,56

5.3. Determinagdo simultanea de ANL, HCZ e VAL em amostras

ternéarias.

A construgcdo das curvas de calibracdo para a determinacdo
simultanea em amostras ternarias, foi realizada utilizando-se a VOQ com 0S mesmos
parametros da Tabela 1, porém foram adicionadas aliquotas diluidas de ANL , HCZ
e VAL a uma célula eletroquimica contendo 10 mL de solucdo tampé&o BR (pH 5,0).
A Figura 13 apresenta as respostas analiticas de cada aliquota adicionada, as quais
apresentam bons parametros analiticos, como alta relacéo sinal ruido (permitindo
baixos limites de deteccéo e quantificacdo) e repetibilidade adequada. A linearidade

obtida em cada curva analitica permite a determinagédo simultanea de ANL, HCZ e
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VAL em todas as amostras farmacéuticas disponiveis no mercado. Cabe enfatizar
que na literatura ndo ha algum método eletroanalitico desenvolvido para a
determinacao simultanea de ANL, HCZ e VAL ou em qualquer amostra ternaria em
diferentes doses farmacéuticas combinadas. Na literatura existem apenas métodos
baseados na cromatografia e espectrofotometria [60,61]. Com as vantagens
provenientes dos métodos voltamétricos juntamente com o EDDB, como rapidez,
baixo uso de solventes organicos, alta sensibilidade, estabilidade fisica e térmica do
eletrodo, confirma-se a importancia do método proposto desenvolvido nesse trabalho

e possivel aplicabilidade em rotinas laboratoriais.

Figura 13. Voltamogramas de onda quadrada obtidos da oxidacao
simultanea de ANL, HCZ e VAL em um EDDB pré-tratado catodicamente em solucéo
tamp&o BR (pH 5,0). Faixa linear de (2 — 9): 4,9 x 107 — 7,2 x 10 °mol L™" de ANL,
29x10° —45x10° molL™'de HCZe 9,7 x 10°® —1,3 x 10™* mol L™'para VAL.
Parametros da VOQ: f =30 Hz, a =40 mV, AEs = 2 mV.
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As construcdes das curvas analiticas para a determinacdo de ANL,
HCZ e VAL em amostras ternarias apresentaram linearidade no intervalo de
concentracdo de 4,97 x 1077 — 2,80 x 107 mol L™ para ANL; 2,9 x 107° — 4,5 x
10™° mol L' de HCZ e 9,7 x 10™® — 1,3 x 10 mol L™" para VAL.

As equacdes analiticas correspondentes sao:
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lane (MA) = 0,097 + 1,8 x 10° [c (mol L™)] (r = 0,998)
lhcz (WA) = —0,094 + 5,5 x 10* [c (mol L™)] (r = 0,999)
lvar (MA) =—=0,39 + 6,6 x 10* [c (mol L™)] (r = 0,996)

Os valores de LD calculados para ANL, HCZ e VAL foram de 7,3 x
108 mol L™, 45%x 10" molL™" e 7,2 x 107" mol L™, respectivamente.

A repetibilidade intra-dia e inter-dia da magnitude do pico de corrente
foi determinada em sucessivas medicdes (N = 10) de 1,9 x 107 mol L™ de ANL, 4,8
x 10 mol L' de HCZ e 3,9 x 10™° mol L' de VAL em solucédo tampao BR (pH 5,0).
Quando esses valores sao comparados e tratados, é possivel obter o desvio padrédo
relativo (DPR) das medidas, resultando: para ANL, intra-dia 1,6% e inter-dia 5,1%;
para HCZ, intra-dia 1,7% e inter-dia 5,7%; para VAL, intra-dia 2,8% e inter-dia 5,6%.
Com os resultados obtidos pode-se concluir que o método proposto apresenta boa
repetibilidade para determinagdo em amostras reais.

Para um melhor entendimento sobre a construgcdo simultanea das
curvas de calibracdo foram realizados testes para verificar a influéncia do sinal
analitico de um anti-hipertensivo com o outro. Para isso foram adicionadas aliquotas
apenas de um anti-hipertensivo enquanto os outros foram mantidos em uma
concentracdo constante. Também foi realizada a adicdo de dois anti-hipertensivos
simultaneamente enquanto a concentracdo de apenas um anti-hipertensivo foi
fixada, como apresenta a Figura. 14.

Primeiramente, a determinagédo individual de ANL na faixa de
concentracdo de 4,9 x 107 — 6,8 x 10 mol L™ em solucdo contendo HCZ e VAL na
concentracdo de 1,1 x 10 e 3,9 x 10™° mol L™ respectivamente, obtendo uma
equacdo analitica de Ian. (MA) = 0,15 + 1,2 x 10° [c (mol L™")] (r = 0,996) (Figura
14A). A determinacéo individual de HCZ foi realizada na faixa de 2,9 x 107° — 2,9 x
107° mol L™" em soluc&o com concentracéo fixa de ANL e VAL de 2,0 x 10 °e 3,9 x
10 mol L™, respectivamente. A equacéo analitica obtida foi lucz (UA) = 0,17 + 6,4
x 10% [c (mol L™"] (r = 0,998) (Figura 14B). Por fim, a determinacao individual de VAL
foi realizada na faixa de 9,8 x 10° - 1,9 x 10 mol L' em solucdo com uma
concentracao fixa de 2,0 x 10° e 1,1 x 10> mol L™ de ANL e HCZ respectivamente.
A equacdo analitica obtida foi lya. (WA) = =0,70 + 6,2 x 10* [c (mol L™")] (r = 0,996)
(Figura 14C).
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Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada para diferentes
concentracdes de (A) ANL (2-9: 0,49 - 6,8 x 10 mol L™) na presenca de HCZ 1,1 x
10 mol L™ e VAL 3,9 x 10°mol L™; (B) HCZ (2-9: 2,9 — 29,0 x 10 mol L™) na
presenca de ANL 2.0 x 10° mol L™ e VAL 39,0 x 10° mol L™ (C) VAL (2-9: 9,8
1,9 x 10 mol L™") na presenca de ANL 2,0 x 10°mol L' e HCZ 1,1 x 10 mol L™,
em solucdo tampao BR (pH 5,0), empregando o EDDB pré-tratado catodicamente.
Parametros da VOQ: f =30 Hz, a =40 mV, AEs = 2 mV.
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No mesmo sentido, foi realizado um estudo em que era determinado
simultaneamente dois analitos enquanto apenas um era mantido em concentracéo
constante. As concentracdes fixadas de ANL, HCZ e VAL foram de 2,0 x 107°, 1,1 x
10° e 3,9 x 10™° mol L' respectivamente. As faixas lineares utilizadas para
determinacédo simultanea de ANL e HCZ foram de 4,9 x 107 - 6,8 x 10°mol L™" e
2,9 x 10°°-2,9 x 10~ mol L™ enquando a VAL foi mantida constante. As equacdes
analiticas: lan. (MA) = 0,12 + 1,5 x 10° [c (mol L'1)] (r=0,991) e lycz (WA) = -0,12 +
5,6 x 10* [c (mol L™)] (r = 0,999) (Figura 15A). As faixas lineares utilizadas para
determinacdo simultanea de ANL e VAL foram de 4,9 x 107" - 6,8 x 10 °mol L™" e
9,8 x 10°—-1,9 x 10™ mol L™" enquando a HCZ foi mantida constante. As equacdes
analiticas: Ian (WA) = 0,13 + 1,4 x 10° [c (mol L™)] (r = 0,998) e lya (uA) =-0,79 + 5,6
x 10* [c (mol L™] (r = 0,995) (Figura 15B). As faixas lineares utilizadas para
determinacdo simultanea de HCZ e VAL foram de 4,9 x 107 - 6,8 x 10°mol L' e
2,9 x 10°° - 2,9 x 10~ mol L™ enquando o ANL foi mantido constante. As equacdes
analiticas obtidas foram: lycz (MA) = =0,13 + 3,8 x 10% [c (mol L™)] (r = 0,993) e Iy
(WA) =—0,40 + 5,1 x 10* [c (mol L™")] (r = 0,998) (Figura 15C).

Dessa forma, pode-se concluir que a mudancga da concentragcédo dos
compostos nao tem influéncia significativa sobre o potencial, pico de corrente do
outro ou de interferéncia no processo oxidativo empregando-se um EDDB pré-

tratado catodicamente.
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Figura 15. Voltamogramas de onda quadrada para diferentes
concentracoes de (A) ANL (2-9: 0,49 — 6,8 x 10" mol L™) e HCZ (2-9: 2,9 — 29,0 x
10 mol L™) na presenca de VAL 4,0 x 10™°mol L™; (B) ANL (2-9: 0,49 — 6,8 x 10°
mol L) e VAL (2-9: 9,8— 190,0 x 10°° mol L™") na presenca de HCZ 5,0 x 10~° mol
L™ (C) HCZ (2-9: 2,9 — 29,0 x 10 mol L™) e VAL (2-9: 9,8— 190,0 x 10 mol L™
na presenca de ANL 2,0 x 10° mol L', em solucdo tampdo BR (pH 5,0),
empregando o EDDB pré-tratado catodicamente. Parametros da VOQ: f =30 Hz, a =
40 mV, AEs =2 mV.
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O método proposto nesse estudo foi efetivamente aplicado na
determinacao simultanea de ANL, HCZ e VAL em amostras farmacéuticas, utilizando
comprimidos de diferentes dosagens encontrados no mercado popular. Os anti-
hipertensivos contido nas amostras foram determinados utilizando as equacfes
analiticas da Figura 12, sem a necessidade de extracdo das amostras, evaporacao
ou filtracdo, exibindo a viabilidade e praticidade do método proposto. As amostras
farmacéuticas de diferentes dosagens também foram determinadas utilizando o
meétodo por CLAE [57], com o objetivo de comparacdo com o método voltamétrico.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 4, em que pode ser observado que a
validacdo do método voltamétrico empregando um EDDB pré-tratado catodicamente
se apresentou satisfatério para determinacdo de ANL, HCZ e VAL em amostras
ternarias. Para comparacdo, entre o método proposto e o método contido na
literatura, foi aplicado o teste-t pareado [72], com valor de t calculado de 0,117, valor
este menor que o valor critico (1,796 ; a = 0,05), indicando que nao existe diferenca

significativa entre os métodos em um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 4. Resultados obtidos na determinacdo de ANL, HCZ e VAL

em mistura ternaria em doses combinadas utilizando o método voltamétrico (com
EDDB) comparado com CLAE.

Amostra Antr Quantidade (mg capsula™)? E (%)°
hipertensivo
Rotulado CLAE VOQ

ANL 5 48+0,5 49+0,8 4,0
A HCTZ 12,5 11,7+0,3 11,9+0,9 1,7
VAL 160 168,5+£ 3,3 177,3+£3,2 53
ANL 10 9,7+0,6 10,4+0,4 7,3

B HCTZ 12,5 126 +£2,0 124+19 -2,0
VAL 160 166,4 £ 4,2 163,8+7,2 -2,0
ANL 5 51x+05 55+0,4 7,4
C HCTZ 25 258+1,5 252+1,2 -2,3
VAL 160 167,7 £ 5,6 1716 £5,0 2,3

ANL 10 10,8 +0,9 10,7+1,2 -0,92
D HCTZ 25 24,3+0,9 22,7+0,8 -6,5
VAL 160 156,4 £ 2,3 167 +1,7 7,0

aMédia das 3 medidas.

PErro relativo (%) = 100 x [(Método VOQ — método CLAE / método CLAE)].

5.4. Teste de interferentes e recuperacdo de ANL, HCZ e VAL em

amostras binarias e ternarias.

Primeiramente, diversos excipientes presentes nas dosagens
farmacéuticas foram avaliados como possiveis interferentes nas faixas de
concentracéo (solucao padrao:composto interferente) de 1:1, 1:10 e 10:1 (m/m), os

excipientes celulose microcristalina, didxido de silicio, dioxido de titanio e estearato
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de magnésio foram avaliados. O sinal de corrente elétrica obtido foi comparado com
0 sinal das amostras com apenas solucdo padrédo de cada analito, obtendo-se um
erro padrao relativo (EPR) de valor menor que 1%, indicando que esses excipientes
presentes nas amostras comerciais ndo possuem interferéncia significativa na
determinacdo em amostra binéria e ternaria.

Experimentos de adicao e recuperacao foram realizados para avaliar
os efeitos de matriz apés adicdes de aliquotas de solucdo padrdo dos anti-
hipertensivos, obtendo-se boa recuperacdo média para os compostos (97,3 — 103 %
para ANL, 95,1 - 103 % para HCZ e 97,4 — 105% para VAL), indicando que nao
houve interferéncia de matriz para as amostras analisadas pelo método proposto.

6 CONCLUSAO

Com o emprego do EDDB pré-tratado catodicamente foi possivel
estudar o comportamento eletroanalitico de cada anti-hipertensivo, como potencial
de oxidacdo, numero de elétrons envolvidos, mecanismo de oxidacdo, etapa
determinante do processo oxidativo e coeficiente de difusdo. Foi possivel
desenvolver dois métodos analiticos para determinacdo simultdnea de anti-
hipertensivos com o auxilio de técnicas voltamétricas, como a VC e a VOQ
empregando o EDDB. Foi estudada a influéncia do pré-tratamento no EDDB,
mostrando diferenca de sensibilidade e repetitividade da superficie condicionada em
hidrogénio (hidrofébica), por meio do PTC. O método eletroanalitico proposto para a
determinacao simultanea de ANL, HCZ e VAL se mostrou eficiente, obtendo sucesso
na aplicacdo em formulagdes farmacéuticas binarias e ternarias, com um preparo de
amostras simples e rapido. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos
empregando-se CLAE, indicando que ndo houve diferenca significativa entre os
métodos no nivel de confianca de 95%.
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