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VALEZI, Camila Farinha. Determinagao voltamétrica de lisinopril com suas
associagoes hidroclorotiazida ou anlodipino em formulagées farmacéuticas
empregando um eletrodo de pasta de carbono. 2017. 62 f. Dissertagcao (Mestrado
em Quimica). Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Lisinoprii (LNP) ¢é o inibidor da enzima conversora da angiotensina, a
hidroclorotiazida (HCTZ) € um diurético e o anlodipino (AML) um bloqueador dos
canais de calcio, e esses farmacos sao encontrados em doses combinadas para o
tratamento da hipertensdo. Nesse trabalho, pela primeira vez, sdo propostos dois
métodos analiticos para a determinagdo dos pares de anti-hipertensivos (HCTZ e
LNP ou AML e LNP). Ambos os métodos se baseiam no uso do eletrodo de pasta de
carbono (EPC) acoplado com a voltametria de pulso diferencial (VPD). Os
voltamogramas ciclicos apresentaram trés picos de oxidagdo bem definidos e
reprodutiveis em um potencial de 0,65V, 0,76 V e 0,99 V (vs. Ag / AgCI (KCI 3,0 mol
L‘1)) para AML, HCTZ e LNP, respectivamente, que estdo relacionados aos
processos irreversiveis e a corrente € principalmente controlada pela difusdo das
trés espécies na superficie do EPC. O pH, eletrdlito suporte e os parametros
instrumentais da VPD foram otimizados. Os parametros analiticos foram avaliados,
tais como linearidade, coeficientes de correlacao e limites de deteccdo. A viabilidade
do método proposto foi determinada com sucesso pela quantificacdo simultdnea dos
anti-hipertensivos estudados em formulagbes farmacéuticas comerciais. Esses
métodos mostraram-se eficazes, de baixo custo, ndo necessidade de procedimentos
de extracdo ou pré-concentracdo, de facil acessibilidade e uma alternativa para a
determinagao de LNP com suas associagdes (HCTZ ou AML) para analises de rotina
analiticas.

Palavras-chave: Determinagdo simultanea. Eletrodo de pasta de carbono.
Determinacdo de hidroclorotiazida. Determinacdo anlodipino.
Determinagéo de lisinopril.



VALEZI, Camila Farinha. Determinagdo voltamétrica de lisinopril com suas
associagoes hidroclorotiazida ou anlodipino em formulagées farmacéuticas
empregando um eletrodo de pasta de carbono. 2017. 61 pp. Dissertation (Master
in Chemistry) Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Lisinopril (LNP) is the angiotensin converting enzyme inhibitor, a hydrochlorothiazide
(HCTZ) is a diuretic and amlodipine (AML) a calcium channel blocker, and these
drugs are found in combination dosages for the treatment of hypertension. In this
work, for the first time, two analytical methods are proposed for the determination of
pairs of antihypertensives (HCTZ and LNP or AML and LNP). Both methods are
based in the use of a carbon paste electrode (CPE) coupled with differential pulse
voltammetry (DPV). In the cyclic voltammetry measurements, three very well-
resolved and reproducible oxidative processes of AML, HCTZ and LNP were found at
0.65 V, 0.76 V and 0.99 V (vs Ag/AgCl (3.0 mol L™! KCl)), respectively, which were
related to irreversible redox processes and the current is mostly controlled by
diffusion of the three drugs to the CPE surface. The pH, supporting electrolyte and
instrumental parameters of DPV were optimized. Analytical parameters such as
linearity ranges, correlation coefficients and detection limits were evaluated. The
viability of the proposed methods was successfully assessed by simultaneous
quantification of the studied drugs in commercially available pharmaceutical
formulations. These methods represent an effective, inexpensive, no extraction or
preconcentration procedures, easily accessible and alternative tool for the
determination of LNP with its associations (HCTZ or AML) for analytical routine
analysis.

Keywords: Simultaneous determination. Carbon paste electrode.
Hydrochlorothiazide determination. Amlodipine determination. Lisinopril
determination.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A hipertensdo € uma doenca na qual 0os vasos sanguineos se
contraem aumentando a pressao arterial e em muitos casos € necessario 0 uso
continuo de farmacos anti-hipertensivos para o seu tratamento. O besilato de
anlodipino (AML), hidroclorotiazida (HCTZ) e lisinopril (LNP) sdo farmacos muito
utilizados para essa finalidade. Dessa forma, esses farmacos podem ser
encontrados em formulagdes farmacéuticas de forma individual ou em associagao. A
associagao de anti-hipertensivos vem sendo muito empregada, uma vez que
aumenta a eficacia no controle da pressao arterial e diminui a quantidade diaria de
comprimidos ingeridos, facilitando assim o dia a dia do paciente (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996).

Um dos quesitos mais importante para a comercializacdo de
formulagdes farmacéuticas, bem como a associacido de anti-hipertensivos, € o
controle de qualidade, uma vez que garante a confiabilidade do conteudo rotulado
pelos seus fornecedores. Esse controle em formulagdes farmacéuticas é essencial,
visto que doses excessivas ou abaixo do recomendado podem ocasionar efeitos
colaterais e serem nocivos a saude e bem-estar do paciente durante o tratamento.
Com isso, ha a necessidade de se desenvolver métodos acessiveis, de relativo
baixo custo, instrumentacédo simples, ambientalmente amigavel, reduzindo o uso de
reagentes toxicos e de facil aplicabilidade para analises de rotina.

Os métodos analiticos mais empregados para esse fim s&o os
métodos cromatograficos e espectrofotométricos. A cromatografia € amplamente
utilizada devido a possibilidade de determinar simultaneamente analitos, sem
interferéncia, porém sao de alto custo de aquisicado e manutencao de equipamentos,
demanda muito tempo em procedimentos gerais e ha a utilizacdo de solventes
organicos e de alta pureza. As técnicas espectrofotométricas sado relativamente
simples e de baixo custo, mas, no entanto, o preparo de amostras € demorado e em
alguns casos € necessario empregar tratamentos matematicos para determinagdes
simultdneas quando ocorre sobreposicdo dos picos, o que torna o método mais
complexo e demorado (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
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Com a necessidade de se ter um método mais simples e de facil
aplicabilidade para analises de rotina, as técnicas voltamétricas sao alternativas
viaveis para o desenvolvimento de procedimentos analiticos, uma vez que com o
emprego dessa técnica pode-se obter respostas rapidas, facilidade de operacao da
instrumentacéao, relativo baixo custo, ndo necessidade ou minimizagao do uso de
solventes organicos e o preparo simplificado da amostra (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002). Os eletrodos de trabalho mais utilizados nessa técnica, sdo os
eletrodos a base de carbono, como o eletrodo de diamante dopado com boro
(EDDB), eletrodo de carbono vitreo (ECV) e os eletrodos de pasta de carbono
(EPC). Devido a simplicidade, facil aplicabilidade e relativo baixo custo, os EPCs
destacam-se entre os citados. Ademais, os EPCs n&o necessitam de qualquer tipo
de pré-tratamento, polimento ou modificacdo de sua superficie, o que o torna uma

alternativa simples e viavel para o desenvolvimento de procedimentos analiticos.

1.2 ANTI-HIPERTENSIVOS

Os anti-hipertensivos sao farmacos utilizados no tratamento da
hipertensdo quando apenas as mudancas de habitos como alimentacdo saudavel e
praticas de atividades fisicas ndo sao mais eficazes no tratamento da doenca, sendo
assim necessario o tratamento medicamentoso. Existe uma ampla variedade de anti-
hipertensivos comercializados que agem de forma diferente no controle da pressao
arterial, podendo-se citar os diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio, B-
bloqueadores, antagonistas dos receptores da angiotensina Il e inibidores da enzima
conversora da angiotensina (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

O AML (3-etil-5-metil-2-2(2-aminoetoximetil )-4-(2-clorofenil)-1,4-
diidro-6-metil-3,5-piridinocarboxilatobenzenosulfonato; Figura 1A) é um bloqueador
dos canais de calcio. Ele atua bloqueando a entrada do Ca®* através da membrana
celular, tanto das células musculares cardiacas como das paredes vasculares,
porém com uma maior agao sobre o musculo liso vascular. Sendo assim, sua agao
provoca vasodilatagdo diminuindo as resisténcias periféricas, reduzindo o trabalho
cardiaco e secundariamente o consumo de oxigénio pelo miocardio (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996).

Os diuréticos sao subdivididos em classes como, diuréticos de alga,

tiazidicos, semelhantes aos tiazidicos, poupadores do canal de calcio, entre outros.
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A HCTZ (1,1-dioxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida;
Figura 1B) € um diurético tiazidico que aumenta o fluxo urinario e a excregao de
sédio e agua, diminuindo assim o volume extracelular e/ou a composi¢do dos
liquidos corporais e dessa forma, controlando a pressao arterial (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996).

O LNP ((S)-1-[n2-(1-carboxi-3-fenilpropil)-L-lisil]-L-prolina; Figura 1C)
age como inibidor da enzima conversora da angiotensina. A angiotensina tem como
funcao estreitar os vasos sanguineos, aumentando a presséao arterial. Dessa forma,
o LNP dilata os vasos sanguineos para ajudar a bombear o sangue para todo o
corpo com mais facilidade (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

Figura 1 Estruturas quimicas: (A) besilato de anlodipino, (B) hidroclorotiazida e (C)

lisinopril.
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Esses anti-hipertensivos podem ser encontrados em formulagdes
farmacéuticas individuais ou em associagao dos pares HCTZ e LNP ou AML e LNP.
Dessa forma, o desenvolvimento de um procedimento analitico € necessario para a
determinacao simultanea desses pares de anti-hipertensivos para analises de rotina.
Nao ha descrito em nenhuma farmacopeia procedimentos analiticos para a
determinacao simultanea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou AML e
LNP, apenas procedimentos para determinag¢des individuais, no qual € empregado o
método  espectrofotométrico para os trés anti-hipertensivos (BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009).
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1.3 DETERMINACOES SIMULTANEAS DOS PARES DE ANTI-HIPERTENSIVOS HCTZ E
LNP ou AML E LNP

Com o aumento do uso de anti-hipertensivos, ha a necessidade do
desenvolvimento de procedimentos analiticos para o controle de qualidade desses
farmacos. Como até o momento n&o foi descrito nenhum procedimento nas
farmacopeias para a determinagcdao de LNP em associagdo com HCTZ ou AML,
varios procedimentos tém sido propostos na literatura, empregando os meétodos
cromatograficos (ERK; KARTAL, 1999; IVANOVIC et al., 2007; CHAUHAN;
PRAJAPATI; PATEL, 2011; RAJU; RAO, 2011; IDRIS et al., 2012; POONAM et al.,
2012; WAGH et al, 2012; BANKAR; MODHA, 2013; DE DIEGO; SOTO;
MENNICKENT, 2014; SHAH et al.,, 2016) e espectrofotométricos (ERK, 1998;
PRASAD; SAHA; PARIMOO, 1999; EL-GINDY et al.,, 2001; RATHEE et al., 2010;
DINC et al., 2013; KUMAR et al., 2013).

1.3.1 DETERMINACOES SIMULTANEAS DE HCTZ E LNP

Para a determinagao simultdnea de HCTZ e LNP, sao reportados
alguns trabalhos empregando os métodos cromatograficos. Erk e Kartal (1999),
aplicaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinar
simultaneamente HCTZ e LNP, em formulacdes farmacéuticas. Para a separagao
dos analitos foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200 mm, 5 um) e como fase mével
uma mistura de acetonitrila: agua (20:80 v/v, pH 3,8) em um fluxo de 1,0 mL min™
com detecgdo UV em 213 nm. Empregando esse método foi obtida uma faixa linear
de concentragdo de 3,36 — 134 umol L™ para HCTZ e de 3,70 — 138 umol L™ para
LNP (ERK; KARTAL, 1999). lvanovic e colaboradores (2007) empregaram também a
CLAE na determinacdo simultdnea de HCTZ e LNP na presenca de possiveis
interferentes como clorotiazida, disulfonamida e dicetopiperazina. As separacdes
6timas dos analitos foi obtida utilizando uma coluna C18 (4,6 mm x 20 mm, 3,5 pym)
e a fase mével foi acetonitrila:hidrogenofosfato de potassio em diferentes proporg¢des
(7:93 e 50:50 v/v; 25,0 mmol L™, pH 5,0), com fluxo 1,0 mL min™' e a deteccdo UV
foi realizada em 215 nm. Com os parametros otimizados, foi obtido uma faixa linear
entre as concentracdes de 336 — 3360,0 umol L™" para HCTZ e de 197 — 2470,0
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umol L™ para LNP e os respectivos limites de detecgéo (LD) de 0,017 e 0,012 umol
L~" IVANOVIC et al., 2007). Wagh e colaboradores (2012) determinaram os analitos
simultaneamente em formulagbes farmacéuticas utilizando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia-com fase reversa (CLAE-FR) junto com uma coluna C18 de fase
inversa (250 x 4,6 mm, 10 ym) e como fase moével uma mistura de solugao tampao
fosfato de sédio:metanol (70:30 v/v; ajustado o pH 4,5 com acido ortofosférico). O
fluxo foi de 1,0 mL min™' e a detecgdo realizada em 225 nm. O procedimento
cromatografico apresentou um intervalo linear de concentragéo e LD de 33,6 — 168 e
1,23 — 61,6 pmol L™"; e 1,41 e 0,73 ymol L' para HCTZ e LNP, respectivamente
(WAGH et al., 2012).

Ja Idris e colaboradores (2012) empregaram a cromatografia de
injecdo sequencial (CIS), utilizando uma coluna C18 (25 x 4,6 mm) e como fase
movel uma mistura de tampao fosfato: acetonitrila (85:15, v/v; pH 5,0; 20 mmol L™),
fluxo de 2,4 mL min™" e deteccdo UV fixado em 215 nm, para a determinacdo dos
analitos em formulagdes farmacéuticas. A faixa linear obtida foi de 17,0 — 134 pymol
L~" para HCTZ e para o LNP de 49,3 — 197 umol L', com os respectivos LD de 4,70
e 1,68 pmol L' (IDRIS et al., 2012). Diego, Soto e Mennickent (2014), empregaram
a cromatografia liquida (CL) com uma coluna RP-18 (150 x 4,6 mm, 5 ym), como
fase moével uma mistura de metanol:acetonitrila:tampéo fosfato (15:15:70, v/viv;
pH7,1; 0,05 mmol L‘1) em um fluxo de 0,8 mL min™" e detecgdo UV em 210 nm para
determinar simultaneamente HCTZ e LNP em formulagdes farmacéuticas. O método
descrito foi linear em uma faixa de concentracdo de 84,0 — 590 e 98,6 — 493 pmol L™
para HCTZ e LNP, respectivamente, obtendo os seguintes LD de 1,48 e 1,11 ymol
L~" (DE DIEGO; SOTO; MENNICKENT, 2014). Por fim, Shah e colaboradores (2016)
propuseram um método para determinacao simultdnea de HCTZ e LNP em plasma
humano, empregando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CL-EM/EM), utilizando uma coluna C18 (50 mm x 3,0 mm, 5 ym) e como
fase movel acetonitrila:formiato de aménio (85:15, v/v; 5,0 mmol L™"; pH 4,5). Com
esse método foi obtido uma faixa linear nas concentracées de 0,0017 — 0,84 umol L™
'para HCTZ e 0,0012 — 0,62 pmol L™" para o LNP (SHAH et al., 2016).

Para os métodos espectrofotométricos reportados na literatura para
a determinacao simultanea de HCTZ e LNP sao observados sobreposicdo dos picos,
sendo assim necessario o emprego de derivazées matematicas. Dessa forma, Erk

(1998) empregou a espectrofotometria de derivada da razdo de espectros (ED-RE)
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para a determinacao simultdnea de HCTZ e LNP em formulagcbes farmacéuticas. A
sobreposi¢ao dos picos foi observada na faixa de 243,6 — 280,1 nm. Aplicando a
derivagao matematica, foi possivel determinar os analitos simultaneamente, em uma
faixa de concentracgdo de 20,0 — 469 pmol L™" para a HCTZ e de 38,6 — 319 umol L™
para o LNP (ERK, 1998). EI-Gindy e colaboradores (2001), empregaram a
espectrofotometria derivativa, aplicando quatro tipos de derivagdes matematicas
para a determinagdo simultanea dos analitos, como a terceira derivada (ED-°D),
segunda derivada (ED-?D), minimos quadrados classicos (E-MQC) e a de regressao
por componentes principais (E-RCP). A faixa de comprimento de onda utilizado foi
de 200 a 350 nm, observando sobreposi¢cao dos picos em aproximadamente 210
nm. Foram obtidos os seguintes valores de faixa linear e LD para HCTZ e LNP,
respectivamente; ED-D: 8,4 — 58,8 e 19,7 — 138 ymol L™ ,1,0 e 3,7 pmol L™"; ED-?D:
16,8 — 67,2 e 19,7 - 98,7 ymol L™!, 0,67 e ,1,73 pymol L™!; E-MQC: 26,9 - 672 e 37,0
— 730 pmol L™, 1,34 € 1,97 pmol L™" e E-RCP: 26,9 — 672 e 37,0 — 730 umol L™, 1,0
e 1,48 ymol L™" (EL-GINDY et al., 2001). Din¢ e colaboradores (2013) aplicaram a
espectrofotometria utilizando procedimentos matematicos de calibragdo multivariada
(E-CM) para a determinacgéo simultanea dos analitos em formulagdes farmacéuticas.
A faixa de comprimento de onda utilizado foi de 190 a 400 nm, observando
sobreposi¢ao dos picos em aproximadamente 210 nm. Aplicando o procedimento
matematico, obteve-se uma faixa linear de 10,1 — 36,9 pymol L™" para HCTZ e 9,86 —
49,3 umol L™ para LNP (DINC et al., 2013). Kumar e colaboradores (2013),
utilizaram o Método de Vierordt que se baseia em um método espectrofotométrico
onde sdo utilizadas equagdes simultaneas para a determinagao de misturas binarias.
Para a determinacao simultdnea de HCTZ e LNP, foram utilizados comprimentos de
onda de maxima absor¢ao nos valores de 274,5 nm e 215 nm. Os resultados para
esse método foram adequados para a aplicagao em formulagdes farmacéuticas, em
uma faixa linear de concentragdo de 16,8 — 67,2 umol L™ para HCTZ e para o LNP
de 2,47 — 24,7 ymol L™ (KUMAR et al., 2013).

1.3.2 DETERMINACOES SIMULTANEAS DE AML E LNP

Os métodos cromatograficos descritos na literatura para a
determinacao simultanea de AML e LNP em formulagdes farmacéuticas empregam a

CLAE-FR com diferentes parametros, entre eles, a coluna de separacdo e a fase
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movel. Chauhan, Prajapati e Patel (2011) utilizaram uma coluna C18 (250 x 4,6 mm,
5 ym) e como fase movel uma solugdo com tampao fosfato: metanol (75:25 v/ v,
0,02 mol L™, pH 7,0) em fluxo de 1,0 mL min~' com detecgdo em 212 nm. O tempo
de retencdo variou entre 4,11 min e 7,29 min para AML e LNP, respectivamente,
obtendo resultados satisfatérios em uma faixa linear de 17,6 — 194 ymol L™" para o
AML e de 24,6 — 271,3 pmol L™ para o LNP (CHAUHAN; PRAJAPATI; PATEL,
2011). Raju e Rao (2011) determinaram simultaneamente AML e LNP a partir de
uma coluna C18 (150 x 4,6 mm em modo isocratico), e como fase movel foi utilizada
uma solugédo de acetonitrila:tampao fosfato (60:40, com pH ajustado para 3,0) com
fluxo de 0,5 mL min™' e com detecgdo UV em 215 nm. O tempo de retencéo foi de
3,09 min e 4,11 min para AML e LNP, respectivamente. Com esse método foi obtido
uma faixa linear na concentraces de 17,6 — 52,9 pmol L™ para o AML e de 49,3 —
147,9 ymol L™" para o LNP e aplicado em formulacdes farmacéuticas (RAJU; RAO,
2011). Ja Bankar e Modha (2013), empregaram uma coluna RP18 (150 x 4,6 mm,
5um), e como fase mobvel foi utiizada wuma mistura de fosfato
monossaddico:acetonitrila (50:50 v/v, 0,05 mol L™") com fluxo de 1,0 mL min~' com
deteccado UV em 258 nm. Com esse método foi obtido uma faixa linear de
concentracdes de 22,0 — 66,1 ymol L™ e 30,8 — 92,5 ymol L™" para AML e LNP,
respectivamente (BANKAR; MODHA, 2013). Por fim, Poonam e colaboradores
(2012), utilizaram como fase mdvel uma solugdo de acetonitrila:tampao fosfato
(35:65, v/v, pH 7,0 ajustado com 0,1 mol L™ trietanolamina), em um fluxo de 1,0 mL
min~". O comprimento de onda de 266 nm foi usado para a detecgdo. A faixa linear
obtida para esse método foi de 8,81 — 88,1 umol L™" para AML e de 123,3 — 1233,1
umol L™" para o LNP (POONAM et al., 2012).

Como também observado para a determinacao simultanea de HCTZ
e LNP, a sobreposig¢ao dos picos também ocorre para a determinagao simultanea de
AML e LNP empregando técnicas espectrofotométricas, sendo assim necessario o
uso de derivagbes matematicas. Prasad, Saha e Paraimoo (1999) observaram para
o AML e LNP comprimentos de onda de 216,6 nm e 219,4 nm, respectivamente,
com sobreposicdo dos picos, sendo empregado entdo a ED-?D para determinar
simultaneamente os analitos em formulagcdes farmacéuticas. Com a aplicagao desse
método, obteve-se uma faixa linear de concentragdo para AML de 4,41 — 22,0 uymol
L™" e para o LNP de 12,3 — 37,0 umol L™, com seus respectivos LD de 0,14 e 0,17
umol L' (PRASAD; SAHA; PARIMOO, 1999). Rathee e colaboradores (2010),
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empregaram o Método de Vierordt para a determinacdo simultanea de AML e LNP.
Os comprimentos de onda de maxima absor¢cdo usados foram de 256 nm e 216 nm
para AML e LNP, respectivamente. Os resultados para esse método foram
adequados para a aplicacdo em formulacdes farmacéuticas, em uma faixa linear de
concentracdes de 17,6 — 123 ymol L™ para o AML e de 9,86 — 98,6 umol L™ para o
LNP, com seus respectivos LD de 0,4 e 0,6 umol L™ (RATHEE et al., 2010).

1.4 PROCEDIMENTOS ELETROANALITICOS — VOLTAMETRIA

A voltametria baseia-se na medida da corrente em fungcdo de um
potencial aplicado em um eletrodo, em uma célula eletroquimica. A velocidade de
oxidagao ou reducdo de um analito é limitada pela velocidade de transferéncia de
massa do analito para a superficie do eletrodo e o sinal obtido sera proporcional a
concentragdo do analito na célula eletroquimica. Dentre as técnicas voltamétricas
mais empregadas no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos, se
destacam a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD), no
qual a VC é mais utilizada para estudos qualitativos e a VPD predominantemente
empregada para quantificagdo de analitos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

O emprego da VC no desenvolvimento de um procedimento
eletroanalitico € de suma importancia, uma vez que permite fornecer um diagndstico
sobre o processo de oxidacdo e/ou reducdo que ocorre com o analito a ser
estudado, através de sua varredura de potencial direta e reversa. Com o emprego
da VC é possivel averiguar o perfil voltamétrico do analito de interesse, processo de
transferéncia de elétron na reacao eletroquimica, se a transferéncia de massa é
predominantemente por difusdo ou adsor¢cdo da espécie, identificar caracteristicas
da velocidade das reacbes eletroquimicas como reversibilidade, quase-
reversibilidade ou irreversibilidade. Ainda com o emprego da VC, conhecendo a
reversibilidade ou irreversibilidade do sistema de interesse e fazendo o uso
adequado de equagdes, € possivel explorar algumas caracteristicas, como a area
eletroativa dos eletrodos e o coeficiente de difusdo do analito para cada determinado
eletrodo (GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER, 2001).

As técnicas de pulso, como a VPD sao muito empregadas em
procedimentos eletroanaliticos para a quantificagdo de analitos, devido a sua alta

sensibilidade e definicdo, além de proporcionar limites de deteccao baixos. Na VPD
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a excitagdo do sinal é obtida como a soma de um pulso sobre uma rampa de
potencial. Nessa técnica, a corrente é medida antes da aplicagao do pulso e outra ao
final do pulso, dessa forma é plotado a diferenga entre essas correntes medidas vs o
potencial aplicado. O emprego da diferenga entre a corrente medida antes e depois
do pulso possibilita fazer a correcdao da corrente capacitiva. Quando se aplica o
pulso, observa-se a contribuicdo da corrente capacitiva (ndo-faradaica) e da corrente
faradaica (corrente de interesse), porém a corrente capacitiva diminui
exponencialmente enquanto a faradaica decresce linearmente, dessa forma, com
um tempo apropriado de pulso, a corrente capacitiva pode ser desconsiderada,
diminuindo a corrente de fundo (BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001).

Os métodos voltamétricos sdo amplamente aplicados em
determinacdes de uma variedade de farmacos em formulagcbdes farmacéuticas e em
fluidos biolégicos (GOYAL et al., 2007; JAIN et al., 2010; MAZLOUM-ARDAKANI et
al., 2010; EISELE et al., 2013; SVORC; RIEVAJ; BUSTIN, 2013; FIGUEIREDO-
FILHO et al., 2014; KALAMBATE; SRIVASTAVA, 2016; KHAIRY et al., 2017;
SVORC et al., 2017).

Com a necessidade de se ter um método mais simples e de facil
aplicabilidade para analises de rotina, as técnicas voltamétricas sao alternativas
viaveis diante as descritas na literatura para a determinacdo simultanea de HCTZ e
LNP ou AML e LNP. Vale ressaltar que nenhum método voltamétrico para
determinacdo simultinea desses pares de anti-hipertensivos foi relatado na
literatura. Porém sao reportados procedimentos eletroanalitcos para HCTZ ou AML
associados a outros analitos. Em nosso grupo de pesquisa (Laboratorio de
Eletroanalitica e Sensores — LAES) esses dois anti-hipertensivos vem sendo muito
explorados. Eisele e colaboradores (2014) empregando um eletrodo de diamante
dopado com boro pré-tratado catédicamente (EDDB-PTC) e a voltametria de onda
quadrada (VOQ) determinaram HCTZ e valsartana (VAL) simultaneamente em
formulagdes farmacéuticas. O método proposto exibiu respostas lineares em uma
faixa de concentragées de 1,99 — 88,1 umol L™" para HCTZ e de 9,88 — 220 umol L™
para VAL, os LDs foram respectivamente de 0,639 e 0,935 pymol L™". Os resultados
mostram-se concordantes quando comparados a CLAE (EISELE et al., 2014). Um
procedimento eletroanalitico foi desenvolvido para a determinagao simultanea de
AML e enalapril (ENA) em formulagbes farmacéuticas por Valezi e colaboradores

(2014). Foi utilizada a VOQ acoplada a um eletrodo de pasta de nanotubos de
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carbono (EPNTC), na presenca de um surfactante. Com os parametros analiticos
otimizados, foi obtido faixa linear de concentracédo e LD de 0,58 — 5,9 pmol L™" e
0,049 pmol L™ para AML e para ENA de 2,0 — 57 pymol L™ e 0,81 pymol L™,
respectivamente. Nao foi observada diferencga estatistica entre o0 método proposto e
o método comparativo (VALEZI et al., 2014). Salamanca-Neto e colaboradores
(2015) determinaram simultaneamente HCTZ e ENA em formulagdes farmacéuticas,
empregando a VOQ junto com um EPNTC. A faixa linear de concentragcbes obtida
para a HCTZ foi de 0,49 — 45 ymol L' e 5,0 — 83 pmol L™ para o ENA, com seus
respectivos LD de 0,014 e 0,041 pmol L™". O método proposto foi comparado com a
CLAE, obtendo resultados satisfatérios (SALAMANCA-NETO et al., 2015). Mansano
e colaboradores (2015) desenvolveram um método para determinagdo simultédnea
de AML e VAL utilizando a VOQ e um EDDB-PTC. O método proposto exibiu
respostas lineares em uma faixa de concentracdo de 0,49 — 28 umol L™ e 19,8 — 280
umol L™ para AML e VAL, respectivamente, os valores de LDs foram de 0,076 pmol
L™" para AML e de 0,133 pmol L™" para VAL. O método mostrou-se eficiente para
determinacao simultanea de AML e VAL em formulacbes farmacéuticas e em urina
sintética (MANSANO et al., 2015a). Mansano, Eisele e Sartori (2015) determinaram
simultaneamente uma mistura ternaria de AML, HCTZ e VAL em formulagdes
farmacéuticas. Para esse método foi empregado a VOQ junto com um EDDB-PTC,
obtendo resultados satisfatérios para aplicagdo em amostras reais. A faixa linear de
concentragdes foi de 0,49 — 7,2 pmol L™ para AML, 2,9 — 45 umol L™ para HCTZ e
de 9,7 — 130 ymol L™ para VAL, com os respectivos LD de 0,23 pmol L™", 0,75 pmol
L™ e 6,2 umol L™' (MANSANO et al., 2015b). Salamanca e colaboradores (2016)
desenvolveram um método para determinagao simultdnea de HCTZ e metoprolol
(MTP) em formulagdes farmacéuticas empregando a VPD acoplada a um EDDB-
PTC. A faixa linear obtida foi de 0,51 — 18,7 ymol L™ e 1,23 — 22,8 ymol L™" para
HCTZ e MTP, respectivamente e os LD foram de 0,376 umol L™" para a HCTZ e de
0,077 pmol L™ para o MTP (SALAMANCA-NETO et al., 2016). Moraes e
colaboradores (2016) também utilizaram o EDDB-PTC para determinar
simultaneamente AML e atenolol (ATN) em formulagdes farmacéuticas. A técnica
empregada foi a VOQ e com os parametros analiticos otimizados, foi possivel obter
uma faixa linear de 2,9 — 33 ymol L™ para o AML e de 9,8 — 190 umol L™ para o
ATN, com seus respectivos LD de 0,17 e 0,22 pmol L™' (MORAES et al., 2016).

Empregando a mesma técnica voltamétrica e o mesmo eletrodo de trabalho descrito
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anteriormente, Moraes e colaboradores (2017) desenvolveram um procedimento
para determinacdo de uma mistura quaternaria para AML, cloridrato de amilorida
(AMI), HCTZ e ATN. Foram obtidas respostas lineares em uma faixa de
concentragdo de 0,90 — 31, 8,7 — 125, 29 — 260 e 11- 91 umol L', com o LD de 0,30,
0,09, 0,08 e 0,06 ymol L para AML, AMI, HCTZ e ATN, respectivamente. O método
proposto foi aplicado em formulagdes farmacéuticas e amostras de agua, obtendo-
se resultados satisfatérios (MORAES et al., 2017). Por fim, Mattos e colaboradores
(2017) determinaram HCTZ em associagdo com o ramipril (RMP) em formulagdes
farmacéuticas, empregando um EDDB-PTC junto com a VOQ. A faixa linear de
concentracgao foi obtida entre 2,46 — 36,7 umol L para HCTZ e de 1,96 — 36,7 pmol
L™" para o0 RMP, com os respectivos LD de 0,018 e 0,027 umol L™ (MATTOS et al.,
2017).

Para a determinacdo individual de AML, HCTZ e de LNP
empregando as técnicas voltamétricas sao reportados diversos trabalhos na
literatura, aplicando diferentes tipos de eletrodos de trabalho. Alguns dos eletrodos
de trabalho utilizados nas determinagdes individuais de AML foram um eletrodo de
carbono vitreo (ECV) (GAZY, 2004), um eletrodo de grafite pirolitico modificado com
nanotubos de carbono (GOYAL; BISHNOI, 2010), um EDDB (SVORC et al., 2014),
um ECV modificado com um nanocompdsito de grafite/quitosana (ARKAN et al.,
2014), um ECV modificado com nanoparticulas de ZrO, (MOHAMMADIZADEH; ZIA
MOHAMMADI; KAYKHAII, 2017) e um eletrodo de lapis de grafite (JADON; JAIN;
PANDEY, 2017). Ja para a HCTZ foram empregados um ECV (ALGHAMDI, 2014),
eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com acido ferrocenodicarboxilico
(KARIMI-MALEH; ENSAFI; ENSAFI, 2009), um EPNTC modificado com benzoil-
ferroceno (BEITOLLAHI; GHORBANI, 2013), ECV modificado com nanotubos de
carbono multicamadas (REZAEI; DAMIRI, 2008) e um eletrodo de diamante dopado
com boro pré-tratado anodicamente (EDDB-PTA) (SANTOS et al., 2013). Para a
determinacdo de LNP, os eletrodos aplicados foram os ECV modificado com
nanotubos de carbono multicamadas (ZHAN et al., 2009), um EPC (YOU; ZHENG,;
GAO, 2008) e um ECV modificado com um composto de B-ciclodextrina-6xido de
grafeno-SO3sH (HASANZADEH et al., 2014).
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1.5 ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO (EPC)

Os EPCs baseiam-se na mistura homogénea de um material
carbonaceo com um agente aglutinante. Esses eletrodos modificados ou n&o, vém
sendo utilizados em desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos para
determinagdes individuais ou simultdneas de uma variedade de analitos (PAPP et
al., 2009; CHANDRA et al, 2010; MOKHTARI et al, 2012; GHOLIVAND;
KHODADADIAN, 2013; NADIFIYINE et al., 2013; AFKHAMI et al., 2014; VALEZI et
al., 2014; SALAMANCA-NETO et al., 2015; XU et al., 2016).

Os EPCs, no qual o material carbonaceo € o grafite, se destacam
pela sua simplicidade e facil aplicabilidade para determinacdes eletroquimicas, além
de apresentar baixa corrente de fundo. Ademais, os EPC que utilizam o grafite,
necessitam de menor quantidade de agente aglutinante, que € isolante, para
obtengcdo de uma pasta homogénea quando comparado com EPC que utilizam
carbon black e nanotubos de carbono. Com isso, obtem-se um EPC com maior
condutancia tornando-o mais atrativo e eficaz (KALCHER et al., 1995; ALBERTUS et
al., 1997).

Na Figura 2 é apresentada a estrtutura quimica do grafite. O grafite é
composto por camadas planas de carbono, no qual essas camadas formam redes
de malhas hexagonais de atomos de C, como se fosse uma macromolécula formada
por anéis de benzeno fundidos (LEE, 2000). Os atomos de C s&o ligados por
ligacbes covalentes e as camadas sao unidas por forgas fracas de van der Waals. O

carbono apresenta quatro elétrons na camada de valéncia, descrito pela

configuragéo eletrénica C: [He] 257 2p%  No grafite, dos quatro elétrons de valéncia,

trés estado envolvidos na formagéao das ligagdes o (formadas a partir da sobreposigéao

dos orbitais hibridos 57*) e um elétron envolvido na formacdo das ligacdes 1. O seu
carater condutor esta relacionado diretamente a contribuicdo dos elétrons T
deslocalizados por toda a camada de carbono (LEE, 2000; SHRIVER; ATKINS,
2008).
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Figura 2 Estrutura quimica do grafite.

FONTE: adaptado de http://mundoeducacao.bol.uol.com.br (2017).

Ha reportado na literatura alguns trabalhos que utilizam o grafite na
composicdo do EPC, sem nenhuma modificagdo em sua superficie, para a
determinacdo de analitos em amostras reais. Fiorucci e Cavelheiro (2002)
determinaram triptofano em formulagbes farmacéuticas utilizando um EPC
juntamente com a técnica de VPD, obtendo resultados satisfatérios em uma faixa
linear de 2,0 — 30 pmol L' e um LD de 1,7 pmol L‘1(FIORUCCI; CAVALHEIRO,
2002). Radi (2003) desenvolveu um método para determinacdo de pantoprazol em
formulagdes farmacéuticas utilizando um EPC junto com a voltametria adsortiva de
redissolugdo de pulso diferencial (VARdPD), com tempo de acumulagdo de 5 min.
Com os parametros analiticos otimizados, obteve-se resultados satisfatérios em uma
faixa de concentracdes de 0,1 — 10 umol L™ e um LD de 0,02 pmol L™ (RADI, 2003).
Kazemipour, Mohammadi e Ahmadi (2008) utilizando um EPC e empregando a
voltametria adsortiva de redissolu¢gdo de onda quadrada (VARdAOQ), com tempo de
acumulacdo de 3,7 min, desenvolveram um procedimento analitico para a
determinacdo de AML em formulagbes farmacéuticas. O método proposto
apresentou uma faixa linear de concentracées entre 9,9 — 140 nmol L' e um LD de
0,2 nmol L™ e foi aplicado em amostras reais, obtendo resultados aceitaveis
(KAZEMIPOUR et al., 2009). Outro anti-hipertensivo, o atenolol, foi determinado por
Patil, Hegde e Nandibewoor (2009) utilizando a VPD com um EPC. O LD obtido foi
de 0, 59 pymol L™ e a faixa linear foi de 20 — 100 ymol L™, onde foi aplicado em
formulagées farmacéuticas e urina sintética (PATIL; HEGDE; NANDIBEWOOR,
2009).


http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Empregar o EPC para desenvolver um procedimento voltamétrico
para a determinagdo simultdnea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou
AML e LNP.

Aplicar o procedimento desenvolvido na analise de HCTZ e LNP em

formulagdes farmacéuticas combinadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empregar a VC para estudos de diagndstico do comportamento
voltamétrico de AML, HCTZ e LNP, como perfil voltamétrico, calculo do numero de
elétrons envolvidos na reacdo eletroquimica, além de caracterizar o tipo de
transporte de massa envolvido.

Estudar a influéncia da proporcdo da pasta de carbono no
desenvolvimento do EPC.

Avaliar o EPC como eletrodo de trabalho para a determinacéo LNP
associado a HCTZ ou AML, comparando-o com ECV.

Investigar o melhor valor de pH e o melhor eletrdlito suporte para a
determinacao simultanea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou AML e
LNP.

Avaliar a técnica VPD para a obteng¢ao de curvas analiticas para a
determinacao simultanea de HCTZ e LNP ou AML e LNP.

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras
analisadas e aplicar o método desenvolvido em formulagdes farmacéuticas
combinadas empregando a VPD acoplada a um EPC.

Comparar estatisticamente os resultados obtidos com o método
proposto com aqueles obtidos com o método comparativo, empregando-se

avaliagdes estatisticas, como testes F e t.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau
analitico, as solug¢des foram preparadas com agua ultrapura obtida por um sistema
de purificacdo Milli-Q (Millipore®), com resistividade superior a 18MQ cm. AML,
HCTZ, LNP e grafite em p6 (< 0,1mm) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Metanol,
cloreto de amoénio, hidroxido de amoénio, carbonato de sdédio e bicarbonato de sddio
foram obtidos da Anidrol. Acido bérico, acido acético, &cido fosférico e hidroxido de
sodio foram obtidos da Merck e acetonitrila foi obtida da J. T. Baker. As formulacdes
farmacéuticas contendo HCTZ-LNP (12,5 mg:10,0 mg) foram compradas em uma
farmacia em Londrina, Estado do Parana, Brasil.

O eletrolito suporte utilizado no desenvolvimento dos experimentos
foi uma solugdo tampao Britton — Robinson (BR) (pH 10,0). Esta solugédo tampéao foi
preparada com a mistura de acido acético 0,04 mol L™, acido bérico 0,04 mol L' e
acido fosférico 0,04 mol L™". O pH da solugéo tampao BR foi ajustado para 10,0 com
a adigdo de uma solucéo de hidroxido de sédio 2,0 mol L™".

As solucdes padrao dos anti-hipertensivos foram preparados a cada
dia de experimento na concentragdo de 10 mmol L™' em solugdo tampdo BR (pH

10,0) contendo 40% de metanol.

3.2 PREPARO DO ELETRODO DE PASTA DE CARBONO (EPC)

O EPC (Figura 3) foi preparado com a mistura homogénea de grafite
em pé e 6leo mineral (Nujol®) na proporgéo de 65:35% (m/m). O grafite em pd e o
0leo mineral foram cuidadosamente homogeneizados em uma placa de Petri com
uma espatula de aco inoxidavel por 10 minutos. Em seguida, a pasta de grafite foi
cuidadosamente inserida na cavidade de um tubo de Teflon® com uma base de
placa de carbono. A pasta foi compactada com a espatula resultando em uma
superficie lisa. Antes da utilizagdo do EPC, uma ativagdo eletroquimica deve ser

realizada a fim de se obter respostas mais estaveis. Esta consiste em obter vinte e
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cinco varreduras ciclicas em solugao tampao BR (pH 10,0), na faixa de potencial de

0a 1,2V, comuma velocidade de varredura de 100 mVs ™.

Figura 3 Esquema demonstrativo do eletrodo de pasta de carbono utilizado no
desenvolvimento do método analitico para determinagao simultdnea de HCTZ e LNP
ou AML e LNP.

Cavidade

\&—— Placa de carbono

— Tubo de teflon

FONTE: o proprio autor.

3.3 INSTRUMENTAL

Para os experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula
eletroquimica de vidro com capacidade para 15 mL, com uma tampa de Teflon®,
com encaixes para os eletrodos. O eletrodo referéncia foi Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)
e como eletrodo auxiliar foi empregado uma placa de platina 0,5 cm x 0,5 cm. O
EPC descrito acima (area geométrica de 0,0707 cm?) foi utilizado como eletrodo de
trabalho (Figura 4).
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Figura 4 Representacdo esquematica da célula eletroquimica contendo trés
eletrodos, eletrodo auxiliar, de referéncia e de trabalho.

Eletrodo de trabalho
Eletrodo de referéncia l

Eletrodo auxiliar

L L

—

=
I
[

FONTE: o proprio autor.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato modelo FRA2 pAutolab tipo Il potenciostato/galvanostato
controlado com o software GPES e acoplado a um microcomputador para aquisi¢ao
dos dados.

Um eletrodo de carbono vitreo (ECV; 3 mm de didmetro; Tokay
Carbon Co, Japao) foi utilizado para devidas comparag¢des propostas pelo trabalho.
Antes do uso, o ECV foi mecanicamente polido com alumina em pé (0,05 uym) e
depois foi lavado com agua ultrapura.

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanga analitica
Shimadzu, modelo AY220, com precisdo de + 0,1 mg. O pH foi medido a 25,0 + 0,5
°C usando um pHmetro ION, modelo pHE500, empregando um eletrodo combinado
de vidro com um eletrodo de referéncia externo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

O método comparativo utilizado para a determinagao simultanea de
HCTZ e LNP foi a CLAE (ERK; KARTAL, 1999), para o qual foi empregado um
cromatégrafo da Perkin Elmer Flexar acoplado a um detector UV-Vis e uma coluna
C18 (ACE, Escdcia) com 250 x 4,6 mm de diametro interno e 5 ym de tamanho de

particula.
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3.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

A voltametria ciclica (VC) foi utilizada para estudos preliminares do
comportamento eletroquimico dos anti-hipertensivos sobre o EPC e a voltametria de
pulso diferencial (VPD) para a determinagdo simultanea.

Com os parametros instrumentais otimizados, a VPD foi empregada
para a obtengao das curvas analiticas para HCTZ e LNP ou AML e LNP. Estas
foram obtidas por adicbes sucessivas de aliquotas das solugbes padrdo dos anti-
hipertensivos, na célula eletroquimica, contendo 10,0 mL de solu¢do tampao BR (pH
10,0). Os voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos apds cada adicdo das
aliquotas e todas as medidas foram realizadas em triplicata para cada ponto da
curva analitica.

O LD e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados conforme as

equacoes:
IN S
LD = &
i
(1)
10 % 54
L = —

onde, 54 é o desvio padrao de dez medidas da solugdo branco e ™ é o coeficiente
angular da curva analitica, de acordo com a recomendagdo da IUPAC (LONG;
WINEFORDNER, 1983).

3.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para aplicacdo do procedimento proposto foram utilizadas duas
formulagcbes farmacéuticas combinadas contendo HCTZ:LNP nas dosagens
12,5:10,0 mg por comprimido. Para isso, um total de 10 comprimidos de cada

formulacdo foram macerados e reduzidos a um pé homogéneo em um almofariz com



33

auxilio de um pistilo. Em seguida, foi pesada uma massa correspondente a um
comprimido e transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL, contendo solugéo
tampéao BR (pH 10,0) e 40% de metanol. Feito isso, seguiu-se com a diluigdo dessa
solucao para um frasco volumétrico de 1,5 mL e por fim, uma adequada aliquota foi
transferida para a célula voltamétrica contendo 10 mL de eletrélito suporte, obtendo-
se os respectivos voltamogramas de pulso diferencial. As concentragbes de HCTZ e
LNP nas formulagdes farmacéuticas foram determinadas diretamente utilizando as

curvas analiticas previamente construidas.

3.6 METODO COMPARATIVO

Os resultados obtidos com o método proposto para a determinagdo simultanea
de HCTZ e LNP foi comparado com o método cromatografico descrito por Erk e Kartal (ERK; KARTAL,
1999), com minimas modificacOes. Para a separacao dos farmacos foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x
250 mm) e como fase mdvel uma mistura de acetonitrila: 4gua na proporgdo de 20: 80 (v/v), o pH da
agua foi ajustado para 3,8 com &cido acético. O fluxo foi de 1,0 mL min™" e o volume de inje¢do foi de
20 uL. A deteccdo foi realizada em 213 nm e os tempos de retencdo foram 5,05 min para HCTZ e 3,38
min para LNP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 INVESTIGACAO DO COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DE AML, HCTZ E LNP SOBRE O
EPC

O comportamento voltamétrico de AML, HCTZ e LNP foram
investigados por meio da VC (50 mV s™), utilizando o EPC. O eletrdlito suporte foi a
solugdo tampdo BR (pH 10,0) e os voltamogramas ciclicos foram obtidos
individualmente para 19 umol L™ de AML, 99 umol L™ de HCTZ e 190 pmol L™" de
LNP (Figura 5A) e foi verificado também o comportamento voltamétrico da
associacao dos pares de anti-hipertensivos AML e LNP; HCTZ e LNP, nas
concentragdes ja estudadas (Figura 5B). Como pode ser visto, cada um desses anti-
hipertensivos, AML, HCTZ e LNP, exibem um pico de oxidacdo bem definido em
0,65 V, 0,76 V e 0,99 V vs Ag/AgCl (KCI, 3,0 mol L™"), respectivamente (Figura 5A
(a-c)). Na varredura reversa, nao foi observado pico de reducao; sendo assim, as
reacdes eletroquimicas de AML, HCTZ e LNP sobre o EPC sao caracterizadas pela
irreversibilidade do processo redox. Além disso, os voltamogramas ciclicos para os
pares de anti-hipertensivos AML e LNP (Figura 5B (a)) e HCTZ e LNP (Figura 5B (b))
revelaram uma separagdo entres os picos de oxidagdo de 0,34 V e 0,23 V,
respectivamente, o que permite o desenvolvimento de procedimentos analiticos

desses pares de anti-hipertensivos utilizando o EPC, sem alguma interferéncia.



Figura 5 Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') em solugéo tamp3ao BR (pH 10,0) com
adigdo: A(a)19 pymol L™ de AML; A(b) 99 pymol L™ de HCTZ e A(c) 190 umol L™" de
LNP; e comportamento simultaneo de B(a) 19 umol L™" de AML e 190 pmol L™" de
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LNP, B(b) 99 umol L™" de HCTZ e 190 pymol L™' de LNP, utilizando EPC.
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O numero de elétrons transferidos na eletro-oxidagcdo de AML,
HCTZ e LNP foi estimado utilizando a seguinte equacédo (BARD; FAULKNER, 2001)

para sistemas irreversiveis:

E
onde, Er é o potencial de pico anddico ou catddico, -f- € o potencial cujo valor da

e

corrente € a metade do valor para Ep , @ & o coeficiente de transferéncia eletrénica e

E
n o numero de elétrons transferidos na eletro-oxidacdo. Os valores de E» e g‘
foram obtidos a partir dos dados mostrados na Figura 5A (a-c). Foram obtidos

valores de 43 mV, 53 mV e 92 mV para a diferengca entre potencial de pico e

-E
potencial de meio pico (EF ?) para AML, HCTZ e LNP, respectivamente. Assim,

valores iguais a 1,11, 0,90 e 0,52 foram determinados para @ . Considerando & =
0,5 (geralmente empregado em sistemas totalmente irreversiveis) (LI, 2007), o
namero de elétrons transferidos na eletro-oxidacdo de AML, HCTZ e LNP foi
calculado como sendo 2, 2 e 1, respectivamente. Os mecanismos de reacgdes para o
AML e HCTZ sao bem elucidados na literatura para eletrodos a base de carbono.
Dessa forma, acredita-se que a oxidacdo do AML ocorra no anel de 1,4-
dihidropiridina, envolvendo um mecanismo com dois elétrons e dois protons
(DOGAN-TOPAL et al., 2009; SVORC et al., 2014; VALEZI et al., 2014). Ja para a
HCTZ também espera-se que dois elétrons e dois prétons estejam envolvidos na
oxidagao para clorotiazida (RAZAK, 2004; SALAMANCA-NETO et al., 2016). Para o
LNP, nao foi encontrado mecanismo de oxidagao descrito na literatura, no entanto,
esse mecanismo pode ser atribuido a oxidagdo do grupo amina secundaria para
hidroxilamina, com contribuicdo de um elétron (BRUICE, 2006); entretanto, o
trabalho proposto ndo se concentra no esclarecimento direto do mecanismo

detalhado da oxidacao desses anti-hipertensivos.

4.2 EFEITO DO PH E ELETROLITO SUPORTE
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O estudo do efeito do pH se faz importante uma vez que este
influencia diretamente as respostas eletroquimicas dos analitos. O estudo do pH
para a determinacao simultdnea de HCTZ e LNP, foi realizado nas concentracdes de
190 pmol L™" e 286 pymol L™, respectivamente, empregando a VC (50 mV s™') em
solugdes tampao BR em uma faixa de pH entre 7,0 — 11,0 (Figura 6). Para valores
de pH menores e igual a 7,0 foi observado sobreposigdo dos picos de oxidagao.
Analisando os voltamogramas ciclicos observa-se que a partir desse valor o
potencial de oxidagdo da HCTZ desloca-se para valores menos positivos, tornando
possivel a determinagao simultanea de HCTZ e LNP em EPC. Ainda para a HCTZ, é
observado maior intensidade de corrente em pH 8,0. Para o LNP nota-se que o
potencial de oxidagdo permanece quase constante em todos os valores de pH e
demonstra um pico de maior magnitude de corrente e bem definido em pH 10,0.
Portanto, o pH selecionado para a determinacao simultdnea de HCTZ e LNP foi o pH
10,0, visto que, as formulagdes farmacéuticas disponiveis para consumo
apresentam uma quantidade de mol menor de LNP (HCTZ:LNP 12,5:10,0 mg por
comprimido) e vale ressaltar que a sensibilidade do mesmo em EPC é menor que a
de HCTZ.

Figura 6 Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') de 190 ymol L™ de HCTZ e 286 umol

L™" de LNP, usando um EPC em solucéo tampao BR com diferentes valores de pH.
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03 06 09 12 15
E/V vs. Ag/AgCI
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Selecionado o pH 10,0, foi entdo estudado diferentes solucdes
tamp&o, como BR (0,12 mol L™"), aménio (0,1 mol L™") e carbonato (0,1 mol L™)
(Figura 7). Avaliando os voltamogramas ciclicos obtidos, a solugdo tampdo BR
apresentou melhor definicdo de pico e maior intensidade de corrente para o LNP em
relacdo ao tamp&ao aménio e carbonato. E observado também que, para o tampéo
BR, a separacao de potencial entre os picos de oxidagdo € maior, sendo entao
escolhido como eletrélito suporte para a determinagao simultdnea de HCTZ e LNP

empregando o EPC.

Figura 7 Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') de 97 pmol L™ de HCTZ e 190 umol
L™" de LNP em diferentes solugdes tampao a pH 10,0, utilizando um EPC.

16 Tampéo BR
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E/V vs. Ag/AgCI

O estudo do pH também foi realizado para o par de anti-
hipertensivos AML e LNP, nas mesmas condi¢cdes do estudo para HCTZ e LNP. Os
resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 1. Observa-se que para todos os
valores de pH estudados (7,0 — 11,0) ha uma separagdo dos potenciais de pico
adequada para a determinacdo simultdnea de AML e LNP e em pH 10,0 obtém-se
uma maior magnitude de corrente para ambos os analitos e uma excelente
repetibilidade entre as medidas, sendo assim, o pH 10,0 também selecionado para a

determinacao simultanea de AML e LNP.
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Tabela 1 Influéncia do pH na determinacdo simultdnea de AML e LNP, nas
concentragdes de 49 pmol L™ de AML e 195 pmol L™ de LNP, em tampao BR pH
10,0

lpa (MA)
PH A8 (V) AML LNP
7.0 0,28 6,25 9,73
8,0 0,30 4,68 9,75
9,0 0,38 7,57 11,57
10,0 0,34 10,12 14,58
11,0 0,46 7,82 11,93

4.3 ESTUDO DA COMPOSICAO DA PASTA DE GRAFITE NO EPC

O efeito da proporcdo de grafite na resposta eletroquimica foi
estudado empregando a VC (50 mV s™') em uma faixa de potencial de 0,6 Va 1,1V
para HCTZ e LNP, ambos em uma concentracdo de 99 pmol L™ em solugdo tamp&o
BR (pH 10,0). As proporgdes estudadas de Grafite:Nujol para a construgédo do
eletrodo de trabalho foram de 60:40, 65:35 e 70:30 (m/m).

A intensidade do sinal analitico n&o apresentou diferenca
significativa entre as trés proporgbes de pasta estudadas, com um desvio padréo
relativo (DPR) menor que 5,0%; entretanto, maior repetibilidade foi obtida para a
pasta com 65% de grafite na composigédo. Além disso, com a proporc¢ao selecionada
€ possivel obter uma pasta homogénea, com uma superficie lisa do eletrodo e com
boa condutividade, com repetibilidade e precisdo dos resultados analiticos, sendo
assim a propor¢ao escolhida para o decorrer dos estudos.

Com a proporgdo da pasta de carbono selecionada (65:35
Grafite:Nujol (m/m)), foi entdo realizado um estudo de reprodutibilidade e
estabilidade da mesma. O estudo da reprodutibilidade do preparo das pastas de
carbono foi realizado comparando trés pastas obtidas pelo mesmo procedimento.

Para isso, foi comparado voltamogramas ciclicos do par de anti-hipertensivos HCTZ
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e LNP, ambos em uma concentragdo de 99 umol L™ em solugdo tamp&o BR (pH
10,0). Um DPR de 3,6% foi obtido entre as trés pastas, confirmando que a
preparagdao da pasta € reprodutivel. Em seguida foi realizado o estudo da
estabilidade da pasta nas analises eletroquimicas. Apds vinte e cinco ciclos do
branco em VC (100 mV s™') a pasta apresentou maior estabilidade, sendo assim
necessario realizar este procedimento depois do preparo do eletrodo de trabalho.
Ainda para a estabilidade da pasta, observou-se que apos realizar trinta medidas, a
corrente anddica de HCTZ e LNP diminui em torno de 5,0 %, indicando a
necessidade de renovacado da superficie do eletrodo para uma maior repetibilidade

das medidas.

4.4 COMPARACAO comMm ECV

O comportamento voltamétrico dos pares de anti-hipertensivos, AML
e LNP ou HCTZ e LNP obtido com o EPC foi comparado com aquele obtido
empregando-se o ECV (Figura 8A e 8B). Para uma comparacdao adequada, a
corrente foi normalizada em relagdo a area utilizando a densidade de corrente (J),
onde foi utilizada a area eletroativa. Essa foi calculada utilizando a equacgao de
Randles-Sevcik descrita abaixo e solugao de ferrocianeto de potassio (coeficiente de
difusdo de 7,6 x 10° cm?® s') (GOSSER, 1993), variando-se a velocidade de
varredura no intervalo de 30 a 210 mV s™";

2 i1
fp = 2693107 xnIx A X D xvIxC, (4)

onde, = (A) é a corrente de pico, podendo ser catédica ou anddica, * é o nimero
de elétrons da reacdo eletroquimica, 4 (cm?) é a area eletroativa do eletrodo, Da

(cm? s™") é o coeficiente de difusdo da espécie envolvida, ¥ (V s) é a velocidade de
varredura e = (mol cm™) é a concentracdo da espécie envolvida. Valores de 0,149
cm? e 0,065 cm? foram obtidos para a area eletroativa do EPC e ECV,
respectivamente. Com a corrente devidamente normalizada, foi entdo realizada a
comparagao do EPC e ECV para os pares de anti-hipertensivos. Esse estudo foi

realizado aplicando a VC (50 mV s™'), as concentracdes foram de 19 pmol L™' de
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AML, 99 pmol L™" de HCTZ e 190 pmol L™" de LNP e como eletrélito suporte uma
solugao tampéao BR (pH 10,0).

Pode-se observar que, nessas condicdes experimentais, para o ECV
€ observado apenas pico de oxidagdo para o AML e HCTZ e que empregando o
EPC os trés anti-hipertensivos AML, HCTZ e LNP apresentam picos de oxidagao
(Figura 8A e 8B). Ainda para o EPC, s&o obtidos picos de oxidacdo com maior
intensidade de corrente e maior definicdo dos picos para os trés anti-hipertensivos;
além disso, uma menor corrente capacitiva € observada. Dessa forma, pode-se
justificar a escolha do EPC para a determinagcdo simultdnea dos pares de anti-
hipertensivos AML e LNP ou HCTZ e LNP.

Figura 8 Voltamogramas ciclicos para a comparagao entre EPC e ECV em solugao
tampao BR (pH 10,0) para o comportamento simultaneo de: (A) 99 pmol L™ de
HCTZ e 190 pmol L™" de LNP e (B) 19 pymol L' de AML e 190 pmol L™ de LNP.
Velocidade de varredura de 50 mV s'; area eletroativa de 0,149 cm? e 0,065 cm?

para EPC e ECV, respectivamente.
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4.5 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O efeito da velocidade para AML, HCTZ e LNP foi investigado
utilizando uma concentragdo de 50 ymol L™' para AML e 99 umol L™" para HCTZ e
LNP, empregando a VC em um intervalo de 5 — 200 mV s™' em solugdo tampao BR
pH 10,0 (Figura 9). Como pode ser observado, com o aumento da velocidade de
varredura a magnitude da corrente de pico aumenta e desloca para valores de
potenciais mais positivos para AML, HCTZ e LNP, indicando a irreversibilidade do
sistema (GOSSER, 1993). Com a obtencéao de linearidade entre as correntes de pico

anddica versus a raiz quadrada da velocidade de varredura:

lawL = —2,48 + 1,54 v (r = 0,996)
(5) lhctz = 0,24 + 0,73 v " (r = 0,999)
6) Inp=-041+106Vv"* (r = 0,997)

(7)
indica-se um processo controlado predominantemente por difusdo das espécies na
reacao de oxidagado dos anti-hipertensivos (BRETT; BRETT, 1993; GOSSER, 1993).
A Figura 10 (A — C) apresenta graficos da linearidade do logaritmo da intensidade de
corrente de pico versus o logaritmo da velocidade de varredura, para AML, HCTZ e
LNP, respectivamente, sendo:

log lam.=-0,293 + 0,697 logv  (r = 0,997)
(8)

log Ihctz=—0,0739 + 0,475 log v (r = 0,999) (9)
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log I.ne =—0,0323 + 0,519 log v (r = 0,998)
(10)
com inclinagbes préoximas a 0,50, confirmando assim que a oxidacdo dos anti-
hipertensivos é controlada por difusdo na superficie do EPC.

Como os farmacos possuem uma reacgao caracterizada por difusao,

o coeficiente de difusdo (&) de cada um foi obtido usando cronoamperometria e o
EPC em solugéo tampao BR (pH 10,0). Os potenciais foram fixados em 0,67 V, 0,73
Ve 1,0 V para AML, HCTZ e LNP, respectivamente e os cronoamperogramas foram
obtidos para os intervalos de concentracédo de 1,99 — 54,2 uymol L™ para AML, 1,99 —
70,9 umol L™" para HCTZ e 9,99 — 443 pmol L™ para LNP. Os valores de Da foram
entdo calculados partir dos graficos de corrente versus o inverso da raiz quadrada
do tempo e da equacéao de Cottrell (BARD; FAULKNER, 2001):

_ nFAC,D,"

1/241/2
7t

(11)

onde, n = € o numero de elétrons envolvidos da reacdo de eletro-oxidagao, F € a
constante de Faraday (96500 C mol™'), A é a area eletroativa do eletrodo (cm?), D, é
o coeficiente de difusdo (cm? s™") e C, é a concentragdo ( mol cm™). Obtendo
valores de M., iguais a 5,8 x 107, 7,7 x 10° e 2,4 x 10™* cm? s™' para AML, HCTZ e
LNP, respectivamente. Na literatura sdo reportados valores de D, para AML, HCTZ e
LNP usando diferentes eletrolitos suporte, pH ou eletrodos; esses valores sao de 2,5
x 10™ cm? s™' para AML em solucdo tampdo BR (pH 5,0) com um EDDB-PTC
(MANSANO et al., 2015a); 1,75 x 107 cm? s™' para HCTZ em solugdo tampao
fosfato (pH 7,0) com um EPNTC modificado com benzoil-ferroceno (BEITOLLAHI;
GHORBANI, 2013) e 4,8 x 107 cm? s™' para o LNP em solugéo tamp3o fosfato (pH
6,0) com um ECV modificado com um composto de B-ciclodextrina-6xido de grafeno-
SO3;H (HASANZADEH et al., 2014).
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Figura 9 Voltamogramas ciclicos em solu¢ao tampao BR (pH 10,0) para (A) 50 uymol
L™" de AML, (B) 99 pumol L™" de HCTZ e (C) 99 ymol L™" de LNP, utilizando um EPC
em diferentes velocidades de varredura: (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100, (f) 125,
(9) 150, (h) 175, (i) 200 mV s™".
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Figura 10 Relacao linear entre logaritmo da intensidade de corrente de pico versus o
logaritmo da velocidade de varredura para voltamogramas ciclicos: (A) 50 umol L™
de AML, (B) 99 pmol L™"de HCTZ e (C) 99 pmol L™" de LNP, utilizando um EPC em

diferentes velocidades de varredura: (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100, (f) 125, (9)
150, (h) 175, (i) 200 mV s™".
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4.6 DETERMINACAO SIMULTANEA DE HCTZ E LNP UTILIZANDO UM EPC

A técnica de VPD foi selecionada para o desenvolvimento do método
analitico visando a determinacao simultanea de HCTZ e LNP, utilizando um EPC. A
VPD é uma das técnicas mais utilizadas para fins eletroanaliticos devido a sua alta
sensibilidade e definicdo. Sendo assim, os paradmetros da técnica de VPD foram
estudados utilizando o EPC em solugdo tampao BR (pH 10,0) contendo HCTZ e
LNP, ambos na concentragdo de 99 umol L™'. Os parametros investigados foram
amplitude de pulso &2, velocidade &2 e tempo de modulagdo & e os valores
estudados e selecionados estdo listados na Tabela 2. Os valores selecionados
apresentaram boa repetibilidade, separacido de potenciais de picos adequada e
maior intensidade de corrente para o LNP, uma vez que este possui menor numero

de mol em formulagdes combinadas quando comparado com a HCTZ.

Tabela 2 Parametros instrumentais da VPD avaliados para a determinagao
simultanea de HCTZ e LNP, utilizando um EPC

Parametros Intervalo estudado  Valor selecionado
Amplitude de pulso ) (mV) 10 -60 50
Velocidade @) (mV s™) 2,5-10 7,5
Tempo de modulagdo @) (ms) 3-75 5

Com os parametros da técnica de VPD definidos, foram obtidos os
respectivos voltamogramas para HCTZ e LNP, como mostrado na Figura 11. Em
seguida as curvas analiticas foram construidas para os anti-hipertensivos, a fim de
se determinar simultaneamente HCTZ e LNP utilizando um EPC (inserido na Figura
11), obtendo as seguintes equacgdes da reta (12 — 13) e em seguida, na Tabela 3
esta sumarizado os parametros analiticos obtidos para a determinacdo simultanea
de HCTZ e LNP, utilizando um EPC.

luctz / WA = =0,144 + 9,31 x 10* [c / mol L]

—~
-
I

0,995)
(12)
e / PA = 0,639 + 2,62 x 10* [c / mol L]

—~
)
1l

0,992)
(13)
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Figura 11 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a oxidacdo HCTZ e LNP

em solugdo tampao BR (pH 10,0), empregando um EPC. As concentragdes de

HCTZ e LNP foram alteradas simultaneamente (2 — 7): 1,99 — 70,8 pymol L™ para
HCTZ e 9,97 — 442 umol L™ para LNP. Inserido: curva analitica (A) HCTZ e (B) LNP.

VPD: & =50mV, ¥ =75mVs et =5ms.
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Tabela 3 Pardmetros analiticos para a determinacdo simultanea de HCTZ e LNP,

utilizando um EPC

Parametros obtidos HCTZ LNP
Potencial de pico (V) 0,71 0,98
Linearidade (umol L) 1,99 -70,8 9,97 — 442
Coeficiente de correlagao (r) 0,995 0,992
Coeficiente angular (WA mol™ L) 9,31 x10* 2,62 x10*
Coeficiente linear (pA) -0,144 -0,639
LD (umol L™) 0,78 1,70
LQ (umol L™ 2,59 5,67

A interferéncia de HCTZ ou LNP

realizada alterando a concentragdo de um dos

na determinagao simultanea foi

farmacos e mantendo a outra

inalterada. Essas analises foram realizadas empregando a VPD, em solugao tampao

BR (pH 10,0). Na Figura 12A s&o observados os voltamogramas de pulso

diferencial, onde fixou-se o LNP em uma concentragdo de 148 ymol L~!, mantendo-
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se constante com um DPR de 3,21% e variando a HCTZ em uma faixa de
concentracdo de 1,97 — 73,1 umol L™". Na Figura 12B, fixou-se a HCTZ em uma
concentragdo de 29,1 ymol L', mantendo-se constante com um DPR de 9,61% e

variando a concentracdo de LNP entre 9,70 — 443 pmol L™".

Figura 12 Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentragbes de (A)
HCTZ (2 - 7): 1,97 — 73,1 pmol L™" na presenga de 148 pmol L™" de LNP. (B) LNP (2
—7):9,70 — 443 ymol L™" na presenca de 29,1 ymol L™ de HCTZ em solugéo tamp&o
BR (pH 10,0), empregando um EPC. VDP: @ =50 mV, ¥ =75mVs et =5ms.
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Na Tabela 4, esta sumarizado os dados analiticos obtidos para este
estudo em comparagdo com aqueles obtidos para a determinagdo simultanea.
Observa-se que a sensibilidade da curva analitica para HCTZ e LNP, nestas
condigdes, nao difere significativamente daquela obtida nas curvas analiticas para a
determinacao simultanea desse par de anti-hipertensivos. Com esses resultados, é
possivel garantir que tanto um quanto o outro anti-hipertensivo ndo interfere na

determinagao simultanea.

Tabela 4 Comparagao entre as curvas analiticas obtidas para determinagao

simultanea de HCTZ e LNP em solugao tampao BR (pH 10,0)

R Coeficiente
i Faixa linear ~ ~
Molécula A Equacao da reta de correlagao
(nmol L™) (")
a) Dados analiticos fixando LNP em 148 pymol L™" e variando HCTZ
1 HCTZ 1,97 -73,1  1,4=-0,174 + 11,53 x 10* [c /mol L™"] 0,998
b) Dados analiticos fixando HCTZ em 29,1 ymol L™' e variando LNP
2 LNP 9,70 — 443 lua=—0,279 + 2,35 x 10* [c /mol L] 0,994
c) Dados analiticos para HCTZ e LNP determinados simultaneamente
3 HCTZ 1,99 -70,8 lua = —0,144 + 9,31 x 10* [c /mol L™"] 0,995
4 LNP 9,97 — 442 lua = —0,639 + 2,62 x 10* [c /mol L™"] 0,992

A repetibilidade intra- e inter-dia da corrente do pico de oxidagao de
HCTZ e LNP foi avaliada tendo em vista o DPR obtido para 10 medidas de 29,0
umol L' de HCTZ e 149 pmol L™" de LNP. Os valores obtidos foram de 2,7% e 4,2%
para as medidas intra-dia, respectivamente para HCTZ e LNP. Valores de 5,1% e
5,5% para HCTZ e LNP, respectivamente, foram obtidos nas medidas inter-dia.
Esses resultados indicam a viabilidade de determinacdo de HCTZ e LNP

simultaneamente, uma vez que apresentam repetibilidade das medidas aceitaveis.

4.7 COMPARACAO coM OUTROS METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO
SIMULTANEA DE HCTZ E LNP

A Tabela 5 sumariza a comparagao entre os parametros analiticos

obtidos para a determinacédo simultanea de HCTZ e LNP empregando VPD em
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conjunto com o EPC em solugédo tampao BR (pH 10,0), com aqueles obtidos com
outros métodos analiticos previamente descritos na literatura. Pode-se observar que
os resultados analiticos obtidos no proposto trabalho estdo proximos dos valores ja
descritos na literatura. Porém, o método aqui proposto mostrou-se mais adequado
para a determinacao simultanea de HCTZ e LNP em formulagcbes farmacéuticas,
uma vez que apresenta vantagens como, ndo usar uma quantidade significativa de
solventes orgénicos, o tempo em cada analise é menor do que os relatados e por
ndo ser necessario o uso de procedimentos matematicos, justificando o
desenvolvimento do método analitico empregando a VPD para a determinacgao
simultdnea de HCTZ e LNP utilizando um EPC.



51

Tabela 5 Comparagcdo dos paradmetros analiticos obtidos por cromatografia e
espectrofotometria em comparagdo com método voltamétrico proposto para a

determinagao simultanea de HCTZ e LNP

Linearidade (umol L) LD (umol L)
Técnica Referéncia
HCTZ LNP HCTZ LNP
CLAE 3,36 — 134 3,70 - 138 - - (ERK; KARTAL,
1999)
CLAE 336 — 3360,0 197 — 2470,0 0,017 0,012 (IVANOVIC et
al., 2007)
CLAE-FR 33,6 — 168 1,23 -61,6 1,41 0,73 (WAGH et al.,
2012)
CIS 17,0 -134 49,3 - 197 4,70 1,68 (IDRIS et al.,
2012)
CL 84,0 — 590 98,6 — 493 1,48 1,11 (DE DIEGO;
SOTO;
MENNICKENT,
2014)
CL-EM/EM 0,0017 -0,84 0,0012-0,62 - - (SHAH et al.,
2016)
ED-RE 20,0 — 469 38,6 — 319 - - (ERK, 1998)
ED-’D 8,4 — 58,8 19,7 - 138 1,0 3,70 (EL-GINDY et
al., 2001)
ED-?D 16,8 — 67,2 19,7 — 98,7 0,67 1,73 (EL-GINDY et
al., 2001)
ED-MQC 26,9 -672 37,0-730 1,34 1,97 (EL-GINDY et
al., 2001)
E-RCP 26,9 -672 37,0-730 1,0 1,48 (EL-GINDY et
al., 2001)
E-CM 10,1-36,9 9,86 — 49,3 - - (DINC et al.,
2013)
Método de Vierordt 16,8 — 67,2 247 -24,7 - - (KUMAR et al.,
2013)
VPD 1,99 - 70,8 9,97 — 442 0,78 1,70 Este trabalho
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4.8 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO NA DETERMINACAO SIMULTANEA DE
HCTZ e LNP EM FORMULACOES FARMACEUTICAS

Com as condicbes do método otimizadas, o efeito de interferentes
em potencial na determinagdo simultdnea de HCTZ e LNP em formulagdes
farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em amostras
comerciais, como: dioxido de silicio, lactose, celulose monocristalina, estearato de
magnésio e dioxido de titanio. O estudo foi realizado de forma individual para os anti-
hipertensivos, com concentracéo de 39,8 pmol L™" para a HCTZ e de 196 pymol L™
de LNP, as andlises foram realizadas na propor¢do 1:1, 1:10 e 10:1 (solugéo
padrao:excipiente) (m/m). Os sinais de corrente obtidos foram comparados com
aqueles obtidos para as medidas feitas somente com as solugdes padrao. Nao foi
observado diferenga significativa, com um DPR inferior a 5,0 %, entre os valores de
corrente comparados, indicando que os excipientes presentes nas formulacdes
farmacéuticas nao interferem significativamente na determinagcdo simultdnea de
HCTZ e LNP, nessas condigbes experimentais.

Em seguida, o método proposto para determinagdo simultdnea de
HCTZ e LNP utilizando um EPC, foi aplicado em duas formulagdes farmacéuticas
combinadas (HCTZ:LNP 12,5:10,0 mg por comprimido). A concentragado de HCTZ e
LNP presentes nas formulagdes farmacéuticas combinadas foram determinadas sem
nenhum tratamento prévio, o que indica a rapidez e viabilidade do método proposto.
A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos pelo método proposto em comparagao
aqueles obtidos com método comparativo CLAE (ERK; KARTAL, 1999). Os valores
encontrados empregando-se a VPD estdo em concordancia com os valores do
método comparativo. O DPR das amostras para HCTZ demonstrou valores maximos
de 3,1% e 1,6% para os métodos VPD e CLAE, respectivamente. Para o LNP,
observou-se um valor maximo de DPR de 2,9% para ambos os métodos. Além
disso, foi avaliada a exatiddo entre os métodos aplicando o teste-t pareado
(ANDERSON, 1987) obtendo os seguintes valores de t calculado, 5,0 para HCTZ e
7,0 para o LNP, no qual foi menor que o valor de t critico (12,7; a = 0,05), indicando
que os métodos comparados nao sao estatisticamente diferentes em um nivel de
confianga de 95%. A analise das variancias foi verificada com o teste F, onde todos
os valores de F calculados (Tabela 6), sdo menores que o valor critico de F tabelado

(19,0), indicando precisdo entre os métodos comparados em um nivel de confianga
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de 95%. Ademais, o estudo de adigao e recuperacéo foi realizado nas formulag¢des
farmacéuticas de interesse, a fim de fornecer informacdes sobre a influéncia de
possiveis interferentes presentes na matriz das amostras. As recuperacdes obtidas
foram de 102 % para HCTZ e 98,5 % para LNP, indicando que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras na determinagcado simultadnea de

HCTZ e LNP pelo método proposto.

Tabela 6 Resultados obtidos para determinagao simultdnea de HCTZ e LNP em
formulagdes farmacéuticas combinadas utilizando o método proposto em

comparagao com a CLAE

Quantidade (mg comprimido™")?

Amostra Analito E (%)° Feac®
Rotulado CLAE VPD
HCTZ 12,5 13,1+0,2 12,8+x04 -2,3 4,0
LNP 10,0 9,9+0,1 10,2+£0,3 3,0 9,0
HCTZ 12,5 126+0,2 12,4+0,1 -1,6 4.0
LNP 10,0 10,2+0,3 9,8+0,2 -3,9 2,3

@ Média de 3 medicdes.
® 100 x [(método VPD — método CLAE) / método CLAE].

¢ Valor F critico = 19,0 (nivel de confianga de 95 %).

4.9 DETERMINACAO SIMULTANEA DE AML E LNP UTILIZANDO UM EPC

O LNP pode ser encontrado em formulagdes farmacéuticas
associado também com o AML (AML:LNP; 5,0:20 mg por comprimido) e um
procedimento analitico para o seu controle de qualidade se faz importante.
Empregando-se as mesmas condigdes experimentais descritas para a determinagao
simultdnea de HCTZ e LNP, a Figura 13 apresenta voltamogramas de pulso
diferencial para a determinagao simultdnea de AML e LNP. As curvas analiticas para
o AML e LNP apresentaram boa correlagado entre concentracdo e corrente de pico
anddico, em faixas de concentracdo que possibilitam a determinacdo simultanea em
formulagbes farmacéuticas combinadas (AML:LNP; 5,0:20 mg por comprimido).

Ademais, o método proposto apresenta baixos valores de LD e repetibilidade intra- e
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inter- dia adequadas para aplicacdo do método proposto para determinacgao

simultanea de AML e LNP em formulagbes farmacéuticas combinadas (Tabela 7).

Figura 13 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a oxidagdo AML e LNP
em solucao tampao BR (pH 10,0), empregando um EPC. As concentracbes de AML
e LNP foram alteradas simultaneamente (2 — 7): 1,99 — 54,1 ymol L™ para AML e

19,9 — 450 pmol L™ para LNP. Inserido: curva analitica (A) AML e (B) LNP. VPD: 2
=50mV,* =75mVs et =5ms.
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Tabela 7 Parametros analiticos para a determinagdo simultanea de AML e LNP,

utilizando um EPC

Parametros obtidos AML LNP
Potencial de pico (V) 0,52 0,99
Linearidade (umol L™") 1,99 — 54,1 19,9 — 450
Coeficiente de correlagao (r) 0,995 0,994
Coeficiente angular (uA mol™ L) 8,95 x 10* 2,85 x 10*
Coeficiente linear (uA) 0,724 0,0876
LD (umol L™ 0,784 2,08
LQ (umol L) 2,61 6,94
Repetibilidade Intra-dia (%) 2,8 4,3

Repetibilidade Inter-dia (%) 4,7 5,8
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, 0 método proposto utilizando a VPD com
um EPC para determinacdo simultdnea de HCTZ e LNP em formulagdes
farmacéuticas demonstrou-se eficaz, simples, rapido, preciso, econémico e
ambientalmente amigavel, ao contrario dos métodos ja descritos na literatura,
indicando que o método proposto pode ser usado para analises de rotina. Além
disso, o EPC mostrou robustez e aplicabilidade com facilidade de preparo, aquisigao
e sem a necessidade de qualquer tipo de modificagdo em sua superficie o que o
torna mais simples e pratico. Os resultados obtidos para determinacdo simultanea
de HCTZ e LNP em amostras reais pelo método proposto foram concordantes com
os obtidos pelo método cromatografico a um nivel de confianga de 95 %. Ademais,
utilizando os mesmos parametros analiticos descritos para a determinacao
simultdnea de HCTZ e LNP é possivel determinar o LNP simultaneamente com outra

associacao de anti-hipertensivos, como o AML, em amostras reais.
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