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RESUMO

Pressdo arterial (PA) alterada, é um importante fator de risco para
complicacBes cardiovasculares e renais. O sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) tem sido o alvo no centro da fase para todas as complicacdes
cardiovasculares e cardio-renais. Neste sentido, Losartana®, Captopril® e
Alisquireno® sdo medicamentos da classe dos antagonistas dos receptores da
angiotensina (ARAs). Deste modo, a presente dissertacao visa apresentar métodos
de analises fundados em técnicas eletroquimicas por voltametria de onda quadrada
(SWV), no intuito de facilitar e viabilizar financeiramente as analises dos farmacos
em questdo. Os sinais eletroquimicos foram obtidos, através da oxidacdo
eletroquimica dos farmacos, em eletrodo de diamante dopado com boro (DDB). As
analises foram feitas em meio eletrolitico de tampéo de Britton-Robinson (BR) em
diferentes pH’s, onde fixou-se os melhores parametros de andlise (frequéncia,
amplitude e incremento de varredura). Uma vez otimizados os parametros de onda
quadrada, foi definida a regido linear entre corrente de pico (Ip) vs. concentragéo. A
oxidacdo dos farmacos revelam picos de oxidacdo bem definidos e irreversiveis.
Para o Alisquireno®, a curva analitica é obtida no intervalo de concentragéo de 1,81
x 10 a 1,63 x 10™ mol/L (r = 0,997), com limites de deteccéo e quantificacéo de 2,5
x 10® e 8,4 x 10® mol/L, respectivamente. Os valores de recuperacdo alcancam de
98,2% a 100,2%. Para a Losartana®, a curva analitica é obtida no intervalo de
concentracdo de 9,38 x 10° a 8,75 x 10° mol/L (r = 0,997), com limites de deteccao
e quantificacdo de 2,64 x 10® e 8,82 x 10® mol/L, respectivamente. Os valores de
recuperacédo alcancam de 96,2% a 113,5%. E finalmente, para o Captopril®, a curva
analitica é obtida no intervalo de concentracdo de 2,70 x 10 a 2,30 x 10 mol/L (r =
0,995), com limites de deteccdo e quantificacdo de 6,67 x 10 e 2,22 x 107 mol/L,
respectivamente. Os valores de recuperagdo alcancam de 99,7% a 101,0%. Os
resultados de recuperacao obtidos indicam que ndo ha efeitos de interferéncia da
matriz dos farmacos sobre a determinacdo analitica dos mesmos. Na analise de
Alisquireno® e Captopril® em plasma humano os interferentes comuns do soro n&o
alteraram insignificantemente as analises, rendendo boas médias de recuperacéo de
95,5% a 97,8%, para Alisquireno® e de 100,6%, para Captopril®. Também pode-se
afirmar que o eletrodo de DDB exibiu uma resposta estavel, sendo este considerado
seletivo e sensivel para os farmacos estudados.

Palavras-chave: Eletroquimica, Losartana® Captopril®, Alisquireno®, SWV, DDB.



ABSTRACT

Blood pressure (BP) change is an important risk factor for cardiovascular
and renal complications. The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) has
been the target in the center of phase for all the cardiovascular and cardio-renal
complications. In this sense, Losartan®, Captopril® and Aliskiren® are drugs in the
class of angiotensin receptor (ARBs). Thus, this thesis aims to present methods of
analysis grounded in electrochemical techniques by square wave voltammetry (SWV)
in order to facilitate and financially viable analysis of the drugs in question. The
electrochemical signals were obtained by electrochemical oxidation of drugs in
diamond electrode doped with boron (BDD). Analyses were made of electrolytic
means of Britton-Robinson buffer (BR) in different pH's where we fixed the best
analysis parameters (frequency, amplitude and scan increment). Since the square
wave optimized parameters, the linear region was defined between peak current (Ip)
vs. concentration. Oxidation of drugs show well defined and irreversible oxidation
peaks. For Aliskiren®, the calibration curve is obtained in the concentration range of
1.81 x 10 to 1.63 x 10™ mol/L (r = 0.997), with limits of detection and quantification
of 2.5 x 10® and 8.4 x 10® mol/L, respectively. The recovery values reaching 98.2%
to 100.2%. For Losartan®, the calibration curve is obtained in the concentration range
of 9.38 x 10° to 8.75 x 10> mol/L (r = 0.997), with limits of detection and
quantification of 2.64 x 10® and 8.82 x 10® mol/L, respectively. The recovery values
reaching 96.2 % to 113.5 %. And finally for Captopril®, the calibration curve is
obtained in the concentration range of 2.70 x 10™ to 2.30 x 10” mol/L (r = 0.995 ) ,
with limits of detection and quantification of 6.67 x 10® and 2.22 x 10 mollL,
respectively. The recovery values reaching 99.7 % to 101.0 %. These results indicate
that there is no interference effects of the array of drugs on the analytical
determination of the same. In Aliskiren® analysis and Captopril® interferents in human
plasma serum is common insignificantly altered the analysis, yielding good average
recovery of 95.5 % to 97.8 % for Aliskiren® and 100.6 % for Captopril®. It can also
say that the BDD electrode showed a stable response, which is considered selective
and sensitive to the drugs studied.

Keywords: Electrochemistry , Losartan® , Captopril®, Aliskiren® , SWV , DDB.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1INTRODUCAO

Até cerca de uma década atrdas a medicina acreditava que as doencas
cardiovasculares tinham como principal fator, a genética familiar. Logo, tornava-se
inviavel a realizacdo de prevencdo ou tratamentos aos acometidos por tais
problemas. Todavia, com o0 avanco da ciéncia, observou-se que alguns
comportamentos e dietas adotadas por um paciente, diminuiam em bons indices os
riscos de doengas cardiovasculares, mesmo em pessoas que possuiam genes
predispostos ao desenvolvimento de tais problemas (Golan et al. 2009).

Assim sendo, individuos que apresentam disfuncbées no sistema
cardiovascular devem, além de manter contato peridédico com médico especializado,
fazer uso de farmacos apropriados bem como acompanhamento nutricional e
realizacdo de atividades fisicas. Dentre as prevencdes e tratamentos hoje adotados,
contamos com regulacao nutricional, realizacdo de atividades fisicas sem excessos,
visitas periddicas ao profissional especializado em cardiologia, manutencdo da
salde através da realizacdo de exames diagndsticos e no caso de pacientes que ja
possuam algum tipo de doenca cardiovascular, o uso periodico de farmacos capazes
de alcancar, tratar e manter a saude do paciente, aumentando sua longevidade
(Guyton & Hall 2010).

Neste sentido, os medicamentos empregados na regulagcdo da presséo
arterial sdo geralmente da classe dos antagonistas dos receptores da angiotensina
(ARAs) e da enzima conversora da angiotensina (ECA). Tais farmacos ocupam um
local especifico dentro do sitio enzimatico, bloqueando, assim, a funcdo da enzima,
reduzindo a producéo de angiotensina Il resultando na reducdo da pressao arterial
(PA). A Figura 1 apresenta o esquema do processo de conversdo da angiotensina
no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que tem sido um alvo central
das complicacbes cardiovasculares e cardio-renais. A renina controla o passo
limitante na cascata SRAA e, portanto, é o alvo mais favoravel para a supressao do
mesmo, uma vez que cliva o angiotensinogénio para formar o decapeptideo inativo
angiotensina |, a qual € entdo convertida pela ECA, para o ativo octapeptideo
angiotensina Il, que interage com os receptores de tipo 1 da angiotensina. Isto leva a

vasoconstricdo e aumento da pressdo arterial, promovendo a secrecdo de
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aldosterona adrenal renal, reabsorcédo de sddio e liberagcédo de catecolaminas a partir
da medula adrenal e terminagdes nervosas prejuntionais (Guyton & Hall 2010;

Carvalho et al. 2015; Tortora & Derrickson 2013).

Figura 1 Esquema do processo de conversdo da angiotensina em seu sitio
ativo, em outras espécies de angiotensina I, Il e Il (altamente agravantes da PA),
através das enzimas conversoras correspondentes em cada etapa do processo.

ANGIOTENSINOGENIO

N RENINA

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu..

ANGIOTENSINA |

Asp-Arg-VarTyrlle-His-Pro-Phe-His

ANGIOTENSINA II

Asp-Arg-VakTyr-lle-His-Pro-Phe ) TI— i ANOIOTENBINASE A

ANGIOTENSINASE

ANGIOTENSINA Il

Arg-VakTyrlle-His-Pro-Phe

Fonte: (Braun-Menendez et al. 1940).

O termo pressao arterial, em uso clinico, refere-se a pressdo exercida nas
artérias gerada pelo ventriculo esquerdo no momento da sistole, e a presséo
restante nas artérias quando o ventriculo realiza diastole. Nas artérias, o sangue é
influenciado pela pressédo exercida pelo sistema cardiocirculatério, elevando-se e
diminuindo em sequéncia, a cada batimento cardiaco. A pressdo mais elevada

alcancada pela aorta e artérias periféricas acontece no momento em que ha a
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contracao ventricular esquerda (sistole), apds o sangue ser impulsionado as artérias,
0 ventriculo esquerdo sofre um relaxamento (diastole). Em um homem jovem,
saudavel e em condi¢Ges de repouso, a pressao sistolica (contracao ventricular) é
cerca de 120 mmHg (* 10 mmHg); enquando que a pressao diastdlica (relaxamento
ventricular) € cerca de 80 mmHg (Page & Helmer 1940; Negrdo et al. 2001,
Ministério da Saude 2006; Brasil 2001).

Tem-se por hipertensdo arterial sistémica (HAS), a condicdo clinica
multifatorial marcada por niveis elevados da pressao arterial (PA). Tal alteracdo é
devida a fatores como, defeitos estruturais de 6rgdos alvo (coragdo, encéfalo,
artérias e rins), alteracbes metabdlicas, alimentacdo indevida e obesidade,
intolerancia a glicose, dislipidemia, tabagismo, sedentarismo e genética; causando
débitos crénicos e/ou agudos, no organismo humano, podendo, por muitas vezes,
serem fatais (Ministério da Saude 2006; Brasil 2001; Grupo Hospitalar Conceicao
2009).

Em maio de 2003, o Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure, uma organizacao de avaliacdo e
aprovacao das medidas de prevencédo, deteccéo, avaliacdo e tratamento da HAS,
publicou novas diretrizes e parametros das questbes da hipertenséo arterial. As
mesmas estdo dispostas na Tabela 1, onde os niveis 6timos estabelecidos para a
PA, séo de <120 mmHg para pressao sistolica e de <80 mm Hg para a diastélica. Ja
em niveis elevados e patoldgicos, tais indices compreendem valores acima de 180
para pressao sistolica e acima de 110 para diastolica (Golan et al. 2009; Guyton &
Hall 2010; Tortora & Derrickson 2013; Negréo et al. 2001; Ministério da Saude 2006;
Chobanian et al. 2003).
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Tabela 1 Classificacdo da pressédo arterial em adultos maiores de 18 anos, de
acordo com o Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Pressure.

Classificagdo PS (mm Hg) PD (mm Hg)
Otima =120 < 80
Mormal < 130 < 85
Limitrofe 130 -139 85-89
Hipertensdo estagio 1 140 — 159 90-92
Hipertensdo estagio 2 160 - 179 100 - 109
Hipertensdo estagio 3 =180 =110
Hipertensio sistolica =140 <90
isolada

Fonte: (Chobanian et al. 2003).

A terapéutica é fundamentada no risco vascular global, considerando-se os
fatores de risco do individuo em questdo, lesbes aos Orgdos vitais e niveis
apresentados da PA. O objetivo da terapéutica é a reducdo da PA e em
contrapartida, redugéo de eventos cardiovasculares. As modificagdes no estilo de
vida do paciente, melhoria alimentar, realizacdo de atividades fisicas e reducao de
peso, também devem ocorrer, pois tais medidas influenciam fortemente os riscos
promovidos pelas doencas cardiovasculares (DCV) e HAS. Os niveis de mortalidade
e morbidade diminuem com o uso de diuréticos, betabloqueadores, inibidores da
enzima de conversdo da angiotensina (IECA), bloqueadores do receptor AT1 da
angiotensina e antagonistas dos canais de calcio (Golan et al. 2009; Guyton & Hall
2010; Carvalho et al. 2015; Tortora & Derrickson 2013; Braun-Menendez et al. 1940;
Page & Helmer 1940; Negrdo et al. 2001; Ministério da Saude 2006; Brasil 2001;
Grupo Hospitalar Concei¢ao 2009; Chobanian et al. 2003).

Cada vez mais tem-se noticiado em jornais, revistas e redes televisivas, 0s
perigos quanto ao uso de medicamentos adulterados. Medicamentos diferentes do
gue sao apresentados nos roétulos das caixas e concentracdes abaixo do descrito na
embalagem sdo algumas das adulteracdes que fazem com que a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determine a suspenséo da venda e distribuicdo de
tais medicamentos. Deste modo, o controle de qualidade de anti-hipertensivos é
fundamental para assegurar sua eficacia e, consequentemente, a seguranca do

paciente que faz uso desta classe de medicamentos (Grupo Hospitalar Conceicao
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2009; Barroso 2013; Lotufo et al. 1998). Todavia, em 21 de dezembro de 2015, o
Diario Oficial da Unido (DOU) publicou uma medida cautelar com validade de 90
dias, de interdicdo de Captopril 25 mg da EMS S/A, do Lote n® L627883 com
validade em 04/2016, em todo territorio nacional, ordenado pela Anvisa. Segundo a
mesma, um dos componentes do farmaco estava fora do padrdo, invalidando seu
poder de ag&do no organismo humano. O laudo emitido pela Fundacao Ezequiel Dias,
de Minas Gerais, reportou “resultado insatisfatério de teor e limite de dissulfeto de
captopril”. Em informagao para a Agéncia Brasil, a EMS S/A informou ter solicitado
contraprova dos testes, para certificagdo dos resultados e um possivel ajuste dos
mesmos, ressaltando que seus padrdes de controle de qualidade séo rigorosos e
precisos (http://agenciabrasil.ebc.com.br/geral/noticia/2015-12/anvisa-interdita-lote-
de-medicamento-indicado-para-hipertensao);
(http://fexame.abril.com.br/brasil/noticias/anvisa-interdita-lote-de-medicamento-para-
hipertensao).

Dentre os medicamentos geralmente empregados no controle da hipertenséo
arterial, podem-se destacar Alisquireno®, Captopril® e Losartana®. O Alisquireno®
(Figura 2) é um inibidor direto da renina, ocupando um local especifico no interior do
sitio enzimético do sistema renina / pro-renina do receptor, bloqueando, assim, a
funcdo desta enzima, reduzindo eficazmente a atividade da renina no plasma,
resultando na supressdo completa do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Carvalho et al. 2015).

Figura 2 Estrutura quimica da molécula de Alisquireno®, farmaco inibidor direto
da renina, no tratamento da HAS.

0,-’
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Fonte: (Anon n.d.).
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O farmaco inativa a renina que cliva 0 angiotensinogénio que ira formar a
angiotensina |, a qual € entdo convertida para angiotensina 1l pela enzima
conversora da angiotensina (Carvalho et al. 2015). Tratando-se de um inibidor de
renina, haverd o blogqueio quase completo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, melhor que inibidores da ECA, uma vez que a angiotensina Il pode
também ser formada por vias alternativas. Como efeitos positivos no tratamento com
inibidores de renina, também podem ser causados pela ativacdo continua dos
receptores AT,, que mediam efeitos desejaveis de vasodilatacdo, efeitos
antiproliferativos, diferenciacdo celular e reparo tecidual. Além disso, estudos
apontam que a administracdo conjunta de tais farmacos com inibidores de ECA,
resultam em efeitos mais intensos que doses maiores de cada droga
individualmente. Como principal efeito colateral de seu uso continuo, tém-se a
ocorréncia apenas de pequenas tonturas posturais (Golan et al. 2009; Page &
Helmer 1940; Friedrich & Schmieder 2013). O alisquireno é comumente analisado
por meio de técnicas espectroscopicas como espectrofluometria, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia na regido ultravioleta (UV-
VIS) e por métodos cromatograficos.

Segundo Politi (et al. 2011), a elucidacdo da estrutura do farmaco e sua
andlise conformacional eram estudadas por espectroscopia RMN 1D e 2D, como
também através de simulacdes aleatorias em dinamica molecular (DM). Neste
sentido, finalmente, pela primeira vez, os calculos DM foram realizados para
alisquireno no local do receptor especifico, a fim de revelar sua base molecular de
acdo. Através dos estudos realizados, o autor afirma que o farmaco se liga numa
conformacao prolongada onde é envolvido por varias interacfes de ligacbes de
hidrogénio com ligacdes em cavidade (Asp32 / 255, Gly34) e (Arg74, Ser76, Tyrl4),
que garantem maior estabilidade a molécula. O trabalho realizado foi de suma
importancia, uma vez que o farmaco consiste de residuos de Ser76, que determina o
aprisionamento de alisquireno no sitio ativo da renina.

Aydo (2015) aplicou a técnica de cromatografia liquida em fase reversa, na
determinacdo simultdnea de alisquireno, amlodipino e hidroclorotiazida em plasma
humano e urina. O método emprega uma eluicdo em gradiente utilizando para isto,
acido fosférico 10 mM, em que continha 0,1% de trietilamina pH 2,5 e acetonitrila. As
faixas lineares obtidas foram da ordem de 0,01-10 pg/mL, na urina, tanto para

alisquireno quanto para amlodipino. J& para hidroclorotiazida, o autor obteve uma
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faixa de 0,0125-2,5 pg/mL em plasma e urina, e os coeficientes de correlagao foram
superiores a 0,9983 para todos os analitos. Através do mesmo método de analise,
El-Bagary (et al. 2014) determinou hemifumarato de alisquireno, besilato de
amlodipino e hidroclorotiazida, respectivamente, usando acetonitrila como fase
movel. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram da ordem de 0,855 e 2,951
mg/mL, respectivamente para alisquireno; 0,061 e 0,202 ng/mL, respectivamente
para amlodipino e de 0,052 e 0,174, respectivamente para hidroclorotiazida.

Mannemala & Nagarajan (2015) investigou alisquireno simultaneamente a
amlodipino em plasma humano, utilizando por meio de CLAE acoplado a um
detector PDA. As amostras foram coletadas a partir de proteinas plasmaticas. Os
valores de recuperacdo foram satisfatorios, da ordem de 97,11% a 98,45% para
alisquireno e 97,5% a 99,12% para amlodipino. Os limites de quantificacdo foram de
30 e 1,0 ng/mL para alisquireno e amlodipino, respectivamente. Akyu (2014) também
analisou alisquireno em concomitancia a besilato de amlodipino utilizando CLAE
usando trietilamina como fase movel. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
de 0,51, 0,95, 1,70 e 3,18 mg / mL para o besilato de amlodipino e hemifumarato
alisquireno, respectivamente. Ainda empregando CLAE, o alisquireno foi analisado
em concomitancia a outras seis drogas destinadas ao tratamento da PA, por Salim
(et al. 2014), cuja faixa linear foi da ordem de 20-250 g/mL.

Segundo Burckhardt (et al. 2014), ndo havia nenhum estudo em que
determinava alisquireno em concomitancia a enalapril e enalaprilato em urina. Neste
sentido, os autores desenvolveram um método de analise sensivel empregando
CLAE para determinacdo e quantificacdo dos farmacos em urina,
concomitantemente. Os efeitos de matriz foram reduzidos por meio de extracdo em
fase sélida. Sob condicbes de gradiente a uma velocidade de fluxo de 0,4 mL/min,
em que o efluente da coluna foi monitorado por espectrometria de massa. As curvas
de calibracédo foram obtidas de 9,4 a 9600 ng / mL para alisquireno, 11,6 até12000
ng / mL para o enalapril e 8,8 até 9000 ng / mL para enalaprilato.

Adireddy (et al. 2013) propds a analise de alisquireno em plasma humano
empregando CLAE com monitoramento em espectrometria de massa. A curva de
calibracdo construida foi linear sob intervalo de confianca nas concentracdes entre
0,10-1013 ng/mL. Sob o método de analise de cromatografia liquida, Goyani (et al.
2013) quantificou alisquireno, valsartana e sitagliptina em plasma de rato

empregando uma coluna cromatografica C18 e detector de fluorescéncia. As curvas
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de calibracdo obtidas foram lineares, da ordem de 25 a 2,000 ng mL™* para
alisquireno e sitagliptina e de 50 a 4,000 ng mL™ para valsartana. Os limites de
quantificacdo foram de 25 ng mL™ para alisquireno e sitagliptina e de 50 ng mL™
para valsartana. Ashok (et al. 2012) separou enantiomeros de alisquireno sob
metodologia de cromatografia em camada. A resolucdo obtida entre os dois
enantibmeros foi maior que 3,0. O método detectou o isdbmero R a um nivel de 0,2
mg / mL.

Através do método de eletroforese capilar, Salim (et al. 2014) determinou
hemifumarato de alisquireno, amlodipino besilato e hidroclorotiazida,
simultaneamente. Os limites de detec¢édo obtidos foram da ordem de 0,11; 0,33 e
5,83 g/mL para o besilato de amlodipino, hidroclorotiazida e hemifumarato de
alisquireno, respectivamente.

Através do meétodo de fluorescéncia Aydogmus (et al. 2012) determinou
alisquireno em urina humana, a partir da reacdo ocorrida entre o farmaco e a
fluorescamina em tampao borato pH 9. Os limites de detec¢do e quantificacdo
obtidos foram da ordem de 13,47 ng / mL e de 40,81 ng / mL, respectivamente.

Aydogmus (2012) determinou alisquireno em plasma humano, a partir da
reacdo do farmaco com cloreto de dansilo, em presenca de solucao de bicarbonato
de sodio pH 10,5 e posteriormente analisada em espectroscopia UV-VIS. As curvas
de calibracdo obtidas se mostraram lineares ao longo dos intervalos de
concentracdo de 100-700 e 50-150 ng / mL para a solucdo padrdo e em plasma,
respectivamente. Os limites de deteccéo foram de 27,52 ng / mL em solugéo padréao,
4,91 ng / ml no plasma, com indices de recuperacdo de 100,10 e 97,81%,
respectivamente, para a solucdo padrédo e em plasma.

O comportamento eletroquimico do alisquireno foi estudado por Pamuk (et al.
2013). O estudo se baseou em reducdo reversivel controlada por adsorcdo em
eletrodo gotejante de mercuario, e por oxidacdo eletrogquimica em eletrodo de
carbono vitreo em tampao de Britton-Robinson nos pH’s 10 e 8, respectivamente.
Através das anadlises determinou-se que o alisquireno é oxidado irreversivelmente na
posicdo benzilica e reversivelmente reduzido nos grupos carbonila da amida. Os
limites de deteccéo e de quantificacdo foram de 6,3 x 10 e 2,1 x 10" mol L™ por
voltametria de pulso diferencial em HMDE e 1,2 x 10 e 3,9 x 10 mol L™ por

voltametria de onda quadrada com redissolucao catddica adsortiva.
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Visando empregar um eletrodo com elevada estabilidade, fraca adsorgéo de
substancias organicas e com ampla janela eletroquimica, os autores da presente
dissertacao Carvalho (et al. 2015) empregaram o eletrodo de diamante dopado com
boro na deteccdo eletroquimica de alisquireno. Neste sentido, foi empregada a
voltametria de onda quadrada juntamente com um eletrodo de diamante dopado
com boro, cujo nivel de dopagem foi de 8.000 ppm. A deteccdo eletroquimica de
alisquireno foi analisada em formulacbes comerciais e em plasma humano.
Recentemente esse estudo foi publicado em um periodico cientifico, que se encontra
em anexo na dissertagao.

O captopril (Figura 3) (2S)-3-mercapto-2-methyl-1-oxo-proptonyl-L-proline é o
primeiro inibidor oral especifico da enzima conversora de angiotensina, bloqueando
a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il através da inibicdo da enzima
conversora da angiotensina. A atividade hipotensora do captopril provavelmente
resulta da acao inibitoria sobre o sistema renina angiotensina aldosterona (Golan et
al. 2009; Ciéncias et al. 2011).

Figura 3 Estrutura quimica da molécula de captopril, farmaco inibidor da enzima
de converséo da angiotensina.

Fonte: (Ciéncias et al. 2011).

O farmaco € um inibidor ativo por via oral, da enzima de conversdo da
angiotensina em que tem sido amplamente utilizado no tratamento da hipertensao e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Segundo Mansour & Danielson (2012), as
pesquisas acerca da determinacdo quantitativa de captopril ocorrem a mais de 20
anos. As técnicas de andlise de controle de qualidade industrial mais utilizadas e
discutidas na literatura sdo a cromatografia gasosa, eletroforese capilar,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), colorimetria, espectrofluorimetria,

guimioluminescéncia, fotoluminescéncia e por meio de técnicas eletroquimicas.
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Khan (et al. 2014) utilizou uma sonda fotoluminescente na determinacdo de
captopril, onde obteve uma curva de calibragcéo linear até a concentracdo de 4,8 x
10 mol L™. O autor obteve um limite de deteccdo de 2,7 x 107 mol L™ *. Os testes
foram realizados em formulagdes farmacéuticas. Para analise de captopril em urina
humana Kusmierek & Bald (2007), desenvolveram um método simples e rapido para
determinacdo do farmaco em cromatografia em fase reversa, monitorada por
detector espectrofotométrico. A curva de calibracdo obtida mostrou linearidade entre
as concentracdes de 0,1 a 200 mol / L, com r de 0,9999. Os limites de deteccao e
guantificacdo foram de 0,05 e 0,1 mol / L, respectivamente.

Através de métodos espectrofotométricos, Tzanavaras (et al. 2003),
determinou captopril através de sua oxidacao por ferro (Ill). O ferro produzido reage
com parte da molécula do farmaco em meio acido, formando um complexo colorido
que foi monitorado espectrofotometricamente em 535 nm. O limite de deteccao foi
de 3,0 mg / L e os testes de recuperacao ficaram entre 98,1% a 102,5%, sendo os
resultados, considerados como satisfatorios. Amostras de captopril foram ainda
quantificadas por espectroscopia Raman em formulacdes farmacéuticas e em
plasma humano por Long (et al. 2015). As recuperacdes alcancadas foram de 94,3%
a 109,8% e os limites de deteccdo e quantificacdo, estimados em 0,149 uM e 0,451
MM, respectivamente.

A andlise eletroquimica do captopril € geralmente realizada empregando
como técnicas a voltametria linear, ciclica, onda quadrada, pulso diferencial e
também por meio de espectroscopia de impedancia.

Ensafi & Arabzadeh (2012) analisou captopril empregando voltametria ciclica,
cronoamperometria e espectroscopia de impedancia eletroquimica, utilizando
clorpromazina como eletrocatalisador e eletrodo de carbono vitreo. Segundo o autor,
a clorpromazina catalisou a oxidagéo do captopril em solu¢do aquosa produzindo um
pico de oxidacdo com corrente em cerca de 0,625 V. O limite de detecgédo obtido foi
da ordem de 4,8 mM e o desvio padréo relativo de 0,66% (n = 9).

Ziyatdinova (et al. 2006), empregando um eletrodo de platina em solucéao de
0,1 M de acido nitrico (HNO3) (vs. Ag / AgCl), analisou captopril em formulagbes
comerciais. A curva de calibracdo manteve a linearidade nos intervalos de
concentracdo de 1,2 x 10°a 3,2 x 10* M. O limite de detecc&o foi de 9,2 x 10" M e
0 desvio padréo relativo entre 1% e 4%. Rajabzadeh (et al. 2015) desenvolveu um

método eletroanalitico por técnica de voltametria de onda quadrada, para
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determinacdo simultdnea de isoprenalina, captopril e triptofano através de sua
oxidacdo em eletrodo de pasta de carbono modificado através da reducédo de oxido
de grafeno, nanotubos de carbono e cobalto (II). O limite de deteccédo para o
captopril foi da ordem de 50 nM. A técnica foi aplicada em amostras biolégicas, com
0 uso do eletrodo desenvolvido, apresentando bons resultados.

O farmaco foi ainda eletroxidado por voltametria de onda quadrada em
eletrodo de pasta de carbono modificado com ZnO-CuO por Beitollahi (et al. 2015),
apresentando um limite de deteccdo de 90,0 nm. Karimi-Maleh (et al. 2014)
quantificou captopril eletroquimicamente, em formulacdes farmacéuticas e em urina
humana, através das técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial,
cronoamperometria e cronocoloumetria, utilizando eletrodo de pasta de carbono
modificado por incorporacdo de nanotubos de carbono com poliamida. A curva
analitica é linear nas concentracdes entre 0,2-200 uM com limite de deteccdo de
0,08 puM. Jalali & Ranjbar (2014) quantificou captopril empregando eletrodo de pasta
de carbono modificado com hexacianoferrato de cobre e cobalto, por eletrooxidacéo
catalitica. A linearidade da curva analitica se mantém nas concentracdes de 5,0 x
10° a 3,1 x 10®° pM com um limite de deteccéo de 4,2 pM. Captopril também foi
quantificado simultaneamente com a hidroclorotiazida por métodos voltamétricos em
amostras farmacéuticas e biolégicas. Gholivand & Khodadadian (2013) analisou os
farmacos com eletrodo de pasta de carbono modificado com grafeno / ferroceno em
voltametria de pulso diferencial, obtendo uma linearidade na curva analitica nas
concentracbes de 1,0 a 430 mM para captoprii e de 0,5 a 390 mM para
hidroclorotiazida.

Ferreira Vitoreti (et al. 2014) realizou a determinacdo eletroquimica de
captopril em formulacdes comerciais empregando o eletrodo de diamante dopado
com boro juntamente com a técnica de voltametria de onda quadrada. O eletrdlitio
empregado foi o tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 9,0. O perfil eletroquimico evidenciou a
presenca de um pico irreversivel de corrente proveniente da oxidacdo do farmaco.
Os autores obtiveram linearidade da curva analitica entre as concentragdes de 20
mg L™ a 100 mg L™ (R = 0,9986). O limite de deteccdo encontrado foi 36,0 mg L™
(0,165 mol L™). Os valores de recuperacéo obtidos foram ficaram entre 96,6-98,5%.

Outro farmaco que foi objeto de estudo na presente dissertacdo foi a
Losartana potassica (Figura 4), que é indicada para o tratamento da hipertensdo

arterial e insuficiéncia cardiaca em casos de pacientes que ndo se adequam mais a
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farmacos inibidores da ECA. Sendo assim, a Losartana sera indicada pelo
profissional de saude, quando o intuito € retardar a progressao de doencas renais
avaliadas pela reducédo da incidéncia combinada de duplicacédo da creatinina sérica,
insuficiéncia renal terminal e riscos de morte. Estudos clinicos apontam que ao
administrar uma dose Unica diaria, h& reducgfes significativas da presséo arterial
sistdlica, e o efeito anti-hipertensivo perdura por até um ano. Losartana € o primeiro
farmaco de uma nova classe de agentes para o tratamento da hipertensao arterial e
insuficiéncia cardiaca, sendo um antagonista do receptor (tipo AT;) da angiotensina
Il. A angiotensina Il, como ja mencionado € um potente vasoconstritor, sendo o
principal horménio do sistema renina-angiotensina e o maior determinante da
fisiopatologia da hipertenséo. A angiotensina Il se liga a receptores AT1 presente em
varios tecidos do corpo, desencadeando reacfes bioldgicas importantes, como
vasoconstricdo e liberagdo de aldosterona (Nikkho & Ltda n.d.). O farmaco remete a
primeira droga aprovada no tratamento da hipertenséo arterial por ter acdo bioldgica
eficaz na inibicdo da angiotensina Il no receptor (AT;). Por ser um importante
farmaco na acdo da qual foi destinado, a elucidacdo de sua estrutura molecular se
faz necessério. Sendo assim, sua conformacao foi determinada em espectroscopia

RMN e anélise computacional (Golan et al. 2009).

Figura 4 Estrutura quimica da molécula de losartana, farmaco alternativo em
pacientes que ndo se adequam mais a inibidores da ECA. A losartana € um
antagonista do receptor (tipo AT;) da angiotensina Il.

OH

Fonte: (Nikkho & Ltda n.d.).
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Através de tais estudos, determinou-se que a losartana favorece uma
conformacdo pouco energética, onde os anéis imidazol e tetrazole sdo postados
opostamente, relativos ao plano espacador do anel fenil. Distante a esse anel fenil,
consta o grupo hidroximetil e a cadeia alquila, acima do anel espacador fenil.
Segundo os estudos realizados por Mavromoustakos (et al. 1999), as estruturas
enantioméricas de losartana, ndo sdo equivalentes, logo conclui-se que a quiralidade
da molécula auxilia na sua funcao bioldgica.

Segundo a Associacao Brasileira das Industrias de Medicamentos Genéricos
(pré-genéricos), em 2015 dez medicamentos ditos “inovadores” tiveram seu direito
de patente vencida, acumulando ao mercado um valor de R$ 761,6 milhdes de
receitas. Neste sentido, losartana perdeu seu poder de patente no ano de 2010,
sendo entdo vendido ao consumidor apenas em forma genérica e similares. A
losartana potassica, de todos os farmacos que perderam suas patentes, lidera o
ranking das prescricbes médicas, com 1,422 milhdo de receitas
(http://www.guiadafarmacia.com.br/edicao-254-especial-farmaceutico/7388-patentes-
de-medicamentos).

A Losartana pode ser indicada juntamente com outros farmacos, deste modo,
alguns trabalhos na literatura abordam a quantificacdo da losartana (em formulacdes
comerciais ou em fluidos biolégicos) individualmente ou em concomitancia a outro
farmaco indicado para o tratamento da hipertensao arterial, como por exemplo, a
hidroclorotiazida. O estudo da quantificacdo e deteccdo da losartana € amplo, onde
se podem destacar estudos empregando-se técnicas como a cromatografia,
eletroforese capilar, espectrofotometria, conductometria e voltametria de pulso
diferencial. Todavia, o método oficial de quantificacdo individual de losartana
determinada pelos Estados Unidos Pharmacopeia (United States Pharmacopoeia,
2009), é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Santos et al. 2013).

Através de técnica espectrofotométrica, Bolattin (et al. 2015) estudou a
oxidacdo de losartana diperiodatocuprate (Ill) na presenca e auséncia de ruténio (lll)
como catalisador. Os produtos reacionais foram quantificados em cromatografia
gasosa e ressonancia magnética nuclear. Os farmacos fumarato de clemastina de
hidrogénio, desloratadina, losartana potassica e moxepril HCI, foram complexados
com eosina e quantificados em analises espectrofotométricas de UV-Vis por El-hay
(et al. 2011). Gracgas ao uso de um agente tensoativo nao iénico de metilcelulose,

nao foi necessario fazer uso de solvente de extracdo na técnica. As curvas analiticas
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se mantiveram lineares nas concentragbes de 1,25 g / mL a 11,25 g / mL para
fumarato de clemastina de hidrogénio; de 0,31 g / mL a 2,81 g / mL para
desloratadina; de 1,25 g/ mL a 15,0 g / mL para losartana potassica e de 2,5 g/ mL
a 20,0 g / mL para moxepril HCI. Através da técnica de cromatografia de interacao
hidrofila acoplada a espectrometria de massa, Lee (et al. 2009) analisou losartana
em concomitancia a irbesartana em amostras de formulagbes farmacéuticas e em
plasma humano. A curva analitica se manteve linear na gama de concentracdes de
10 a 2500 ng / mL para a losartana e limite de quantificacdo de 10 ng / mL.

Losartana e seu metabdlito E 3174 foram analisados em formulagbes
farmacéuticas e em plasma humano, através do método de cromatografia liquida
acoplada a um CLAE. Segundo Shah (et al. 2009) o método ofereceu linearidade na
curva analitica no intervalo de 2,5 a 2000 ng / mL para losartana e de 5,0 a 3000 ng /
mL para E 3174 com coeficiente de correlacdo de 0,9993. As recuperacdes obtidas
foram da ordem de 99,86% para losartana e de 94,16% para E 3174. Losartana foi
ainda analisada em concomitancia a hidroclorotiazida, em formulacfes
farmacéuticas e em plasma humano, em cromatografia liqguida de alta eficiéncia
(CLAE), por Shah (et al. 2015). A curva analitica se manteve linear entre as
concentracdes de 0,5 a 500 ng / mL para losartana e de 0,25 a 150 ng / mL para
hidroclorotiazida.

Um trabalho de determinacdo de losartana e de seu metabdlito E 3174 em
urina de rato foi proposto por Pronina (et al. 2012), através do meétodo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por fluorescéncia. O
limite de deteccéo para losartana e E 3174 foi da ordem de 2,5ng / mL e 5ng / mL,
respectivamente. De Oliveira Rossini (et al. 2012) conduziu uma titulacdo
condutimétrica na analise e quantificacdo de losartana em formulacdes
farmacéuticas, através da protonacao do farmaco que produz um precipitado branco,
provocando um aumento lento na condutividade. O método ofereceu recuperacdes
entre 99% a 102,4%, sendo considerado, de acordo com os dados ja apontados por
analises cromatograficas, recomendado pela Farmacopéia dos Estados Unidos.

A metodologia eletroquimica também foi empregada na analise da losartana
juntamente com o triamtereno. Neste caso, foi empregada a voltametria de onda
guadrada, em eletrodo de mercurio em meio de tampéao de Britton-Robinson pH 3,0,
como eletrdlito de suporte. Segundo Ensafi & Hajian (2008), a curva analitica se

manteve linear nas concentragdes de 30,0 a 270,0 nmol / L para losartana e de 5,0 a
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400,0 nmol / L para triamtereno. Os limites de deteccao encontrados foram da ordem
de 9,7 e 0,3 nmol / L para losartana e triamtereno, respectivamente. As analises
foram realizadas em formulac¢des farmacéuticas e em urina humana.

Santos (et al. 2013) desenvolveu um método eletroquimico empregando
voltametria de pulso diferencial, para a andlise de losartana em concomitancia a
hidroclorotiazida em formulag¢des farmacéuticas empregando o eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB). O eletrdlito de suporte utilizado foi o tampé&o de Britton-
Robinson em pH 9,5. A curva analitica se manteve linear nas concentracdes de 3,0 x
10°® a 7,4 x 10° mol / L para ambos os farmacos. Os limites de deteccéo
apresentados foram de 1,2 x 10° mol / L para hidroclorotiazida e de 9,5 x 107 mol / L

para losartana.
O eletrodo de diamante dopado com boro

O eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) vem despertando a atencao
na area de eletroquimica e eletroanalitica em funcdo de varias propriedades
atrativas que incluem sua vasta janela eletroquimica de potencial em meio aquoso e
ndo aquoso, alta estabilidade e resisténcia em meios agressivos, inércia quimica,
longo tempo de vida util, eficiéncia de corrente da ordem de 90%, baixas correntes
capacitivas, eletrogeracdo de radicais hidroxila e baixa sensibilidade ao oxigénio
dissolvido (Santos et al. 2013). Até certo tempo, o diamante ndo era visto como um
bom eletrodo de trabalho por sua grande capacidade isolante, bem como o fato de
se tratar de um material exético de dificil acessibilidade. Essa realidade mudou a
partir do momento em que houve a implementacdo da tecnologia de producdo de
finos filmes de diamante sintético (dopado) a partir de reagentes gasosos, pela
técnica de CVD — Chemical vapor deposition (Einaga et al. 2014; De Barros et al.
2005). No Brasil h4 o preparo de eletrodos de diamante dopado com boro fazendo
uso da técnica de CVD sob diferentes substratos, sendo estes utilizados em varios
ambitos da eletroquimica.

O numero de publicacbes envolvendo o eletrodo de diamante dopado com
boro (DDB) vem crescendo nos ultimos anos. Neste sentido podemos destacar
publicacbes do DDB envolvendo eletroquimica, bioeletroquimica, eletroandlise,

eletrossintese, eletrocatalise, fotoeletrocatalise e eletroquimica ambiental
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(degradacao de poluentes e tratamento de agua), assim como aplicacdes correlatas
(Carvalho et al. 2015).

Neste sentido, devido as suas propriedades Unicas, o DDB esta sendo cada
vez mais utilizado no desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para a
determinacdo de varios farmacos, como analgésicos (Pereira et al. 2016; Aydin
Yigit, Yavuz Yardim, Zuhre Sentlrk 2015; Chaves et al. 2015; Santos et al. 2015;
He et al. 2015; Sartori et al. 2009; Lima et al. 2014; Lourengdo 2009), anti-
hipertensivos (Salamanca-Neto et al. 2016; Guedes et al. 2015; Lourencao et al.
2015; El-Bagary et al. 2014; Ebeid et al. 2014; Salim et al. 2014; Aydo 2015; Aydin
Yigit, Yavuz Yardim, Zuhre Sentlrk 2015; Ferreira Vitoreti et al. 2014; Lima et al.
2014; Silva et al. 2014; Mansano & Sartori 2015; Melorose et al. 2015; Santos et al.
2013), vitaminas (Stankovic¢ et al. 2016; Santos & Rangel 2015; Lourenc¢do 2009;
Tedfilo et al. n.d.; Freitas 2015), horménios (Pereira et al. 2012; Perez et al. 2015;
Yan et al. 2012; Paterakis et al. 2012; He et al. 2015; Melorose et al. 2015), anti-
histaminicos (Sartori et al. 2009; Freitas 2015; El-hay et al. 2011), anti-asmaticos
(Abt et al. 2016; Lima et al. 2014); entre outras.

Devido as vantagens inerentes ao DDB e sua grande versatilidade na
eletroandlise de diferentes substancias, a proposta deste trabalho é o
desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para quantificar os anti-
hipertensivos alisquireno, captopril e losartana em formulacdes comerciais e em

fluidos biologicos (plasma).

Técnicas voltamétricas

Com o0 avanco tecnologico da informatica e a necessidade de
desenvolvimento das técnicas eletroquimicas, surgiram inovagées que possibilitaram
maiores alcances no que diz respeito as andlises eletroquimicas. Uma grande
vantagem das técnicas voltamétricas, € a possibilidade de interfaceamento de um
computador com equipamentos eletroquimicos, para o controle do potencial aplicado
ao eletrodo de trabalho para obtencédo de um sinal confiavel de corrente. As técnicas
voltamétricas mais empregas séo: a voltametria ciclica e linear, voltametria de pulso
diferencial, voltametria de onda quadrada, multipulsos entre outras. Com excec¢éo da
voltametria ciclica e linear, as demais técnicas citadas séo caracterizadas por serem

técnicas de pulso. Em tais técnicas o potencial aplicado no eletrodo ndo é funcéo
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linear do tempo de varredura, uma vez que a variagdo do potencial aplicado segue
uma sequéncia de pulsos, ja que a corrente de pico obtida estara diretamente
condicionada a forma de aplicagdo dos pulsos potenciais (Souza et al. 2004; Bard et
al. 1944; Electrochemistry 2000).

As diferencas nas varias técnicas de pulso estd na forma da excitacdo da

onda de pulsos de potenciais aplicada a cada sistema.

1.1.1 Voltametria ciclica (VC)

Dentre todas as técnicas voltamétricas, a voltametria ciclica (VC) é a mais
utilizada para obtencdo de respostas qualitativas a respeito do analito investigado,
fornecendo informacgdes a respeito da termodinamica dos processos redox, cinética
reacional, reacfes de transferéncia de elétrons, reacdes de acoplamento e
processos de adsorcdo na interface eletrodo-solucdo. Podera também ser aplicado
em processos guantitativos em que esteja estabelecido a linha de base adequada ao
analito investigado (Bard et al. 1944; Electrochemistry 2000). O processo de
varredura consiste na medicdo da corrente resultante do potencial aplicado. A
técnica correlaciona trés variaveis: potencial (E), corrente (I) e tempo (t) em uma
série de experimentos eletroquimicos, descrevendo a interdependéncia entre o
potencial do eletrodo e a variacdo na corrente observada na célula eletroquimica. A
VC se caracteriza pela imposicdo de uma varredura ciclica de potencial inferida ao
eletrodo de trabalho e a variagdo na corrente observada durante um dado periodo
de tempo. A técnica é descrita basicamente pelo potencial de inicio (E;), potencial de
inversao (Einy), potencial final (Ef) e velocidade de varredura (v), resultando em uma
curva eletroquimica que fornece informacgfes a respeito do potencial vs corrente,
denominada de voltamograma ciclico (Bard et al. 1944).

Nos voltamogramas ciclicos, as reacdes eletroquimicas de interesse
acontecem no eletrodo de trabalho, onde o potencial aplicado esta diretamente
relacionado a um sistema de referéncia. A corrente imposta ao eletrodo de trabalho,
devido a transferéncia de elétrons, é designada corrente faradaica. O contra-eletrodo
é utilizado para equilibrar o processo faradaico no eletrodo de trabalho, favorecendo
a transferéncia de elétrons em direcbes opostas, ou seja, se a reducdo ocorre no
eletrodo de trabalho, o contra-eletrodo sofrera oxidacdo, e vice-versa. Porém, o

processo ocorrido no contra-eletrodo ndo tem interesse pratico, ou seja, € apenas
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para estabilizar a corrente. As informacdes relevantes obtidas virdo dos processos
ocorridos no eletrodo de trabalho (Electrochemistry 2000; Bard et al. 1944).

No presente trabalho, a voltametria ciclica foi empregada para analisar a
eletroatividade dos farmacos sobre o DDB em diferentes, pHSs, eletrolitos de suporte
e concentragfes. Também se utilizou a voltametria ciclica para avaliar a

reversibilidade dos processos eletroquimicos.

1.1.2 Voltametria de onda quadrada (SWV)

Uma das técnicas de pulso mais sensiveis, rapidas e eficientes que existe, é a
voltametria de onda quadrada (SWV), do ingés “Square Wave Voltammetry”.
Atualmente, é uma das técnicas de pulso mais usadas em fins analiticos, devido a
sua sensibilidade e resolucéo frente as técnicas de corrente continua (Manoel 1922).
Tal técnica alcanca limites de deteccdo tdo baixos (proximos a 10® mol L) que
podem ser comparadas as técnicas espectroscopicas e cromatograficas. Todavia, se
sobrepfe a estas por vantagens como agilidade, sensibilidade, sem necessidade de
pré-tratamentos de amostra, viavel financeiramente, entre outros. Além disso,
também fornece ao analista, informacdes importantes a respeito da cinética e
mecanica do processo de varredura. Em tese, trata-se de uma técnica diferencial
sofisticada, que faz uso de tecnologia computacional na implementacdo de
experimentos e na realizagdo da modelagem tedrica experimental. Considerada
como uma técnica de grande amplitude no qual resulta em uma onda quadrada
simétrica, sobreposta a um potencial aplicado diretamente no eletrodo de trabalho,
sendo composta por uma funcdo monoténica (Figura 5 (a)) superposta a uma funcéo
periodica de amplitude Es, (Figura 5 (b)), dando origem a onda quadrada

representada na Figura 7 (Electrochemistry 2000; Bard et al. 1944).
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Figura 5 Representacdo esquematica de uma onda quadrada (a) funcado
monotbnica de periodo t com incremento de varredura Es, (b) funcdo periddica de
amplitude Esy, (c) funcao resultante da sobreposicao de (a) e (b).
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Fonte: (Souza et al. 2004).

Onde Egy € a amplitude do pico de potencial, t o periodo (se mantém
constante), AEstEs, a altura do pico e Es o incremento de varredura. No
voltamograma ilustrado, os valores de Es e Eqysdode 10/ nmV e 50/ n mV para t =
10 ms, em que n € o numero de elétrons transferidos. Neste sentido a corrente | seré
aferida como funcdo do potencial que serd aplicado, determinando as correntes

direta, inversa e resultante; como mostrado na Equacéo 1 (Souza et al. 2004).

Equa(;éo 1 Iresultante = Idireta - Ireversa

Na Figura 6 tém-se a representacdo de um voltamograma de onda quadrada
gue evidencia os parametros de onda descritos acima. No esquema, n representa a

corrente resultante, f a corrente direta e r a corrente reversa.
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Figura 6 Representacdo esquematica de um voltamograma de onda quadrada,
em que n representa a corrente resultante, f a direta e r a reversa.
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Fonte: (Souza et al. 2004).

O uso de voltametria de onda quadrada teve inicio em 1957 com os estudos
de Baker, todavia seu uso ainda era limitado pela tecnologia eletrbnica ainda
arraigada. Com o0s progressos analdgicos e digitais, a técnica passou a ser
incorporada a polarografos, em varreduras rapidas, podendo até mesmo modelar
sistemas irreversiveis ou que fossem relacionados a processos de transferéncia de
elétrons (Souza et al. 2004; Manoel 1922).

Apesar de ter inicio tdo tardio, a técnica comecou a ser estudada em 1922 por
Heyrovsky e Kuceras, onde fizeram uso de um eletrodo gotejante de mercurio, como
0 de trabalho e um eletrodo de calomelano saturado, como o de referéncia. A
primeira curva obtida, corrente vs voltagem foi chamada de polarograma por ter sido
desenvolvida em polarografia (Manoel 1922). ApGs os estudos e aperfeicoamentos
feitos por Barker, durante longos 15 anos, poucos trabalhos, a respeito da técnica de
polarografia de onda quadrada, foram publicados. Com o passar dos anos a técnica
foi sendo aprimorada e aperfeicoada, como por exemplo os trabalhos realizados por
Ramaley e Krause, em 1969. Eles conseguiram eliminar a influéncia dos ruidos
intensificados pelo uso de capilares de mercurio, na técnica. Também trabalharam

na substituicdo da rampa linear de potencial por uma variagdo em forma de escada.
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A partir de entdo, surgiu a atual técnica voltamétrica de onda quadrada, que utiliza a
variacdo do potencial em forma de onda aliada a rampa potencial em forma de
escada, gerando ao final do processo, um pico simétrico que é utilizado em
determinacdes analiticas, como por exemplo, a concentracdo do analito que esta
sendo investigado (Souza et al. 2004).

Na Figura 7 tém-se a representacdo do processo que ocorre em SWV na
técnica proposta por Ramaley e Krause. Indicados tém-se: em 1, o potencial
aplicado em forma de onda quadrada; em 2, a variacdo do potencial aplicado em
forma de escada; em 3, o potencial de onda quadrada acrescido a variacdo em
forma de escada; em 4, a resultante de corrente de onda, em que E<<Ep refere-se a
potenciais menos negativos que o de pico, E = Ep ao potencial de pico e E>>Ep, a
potenciais mais negativos que o de pico; em 5, as medidas de corrente referentes
aos momentos antes do pico, no pico e apOs o pico; em 6, a corrente diferencial e

finalmente em 7, a corrente total derivada (Souza et al. 2004).

Figura 7 Processos ocorridos na voltametria de onda quadrada, segundo
Ramaley e Krause. Numerados: 1) potencial em forma de onda; 2) escada de
potencial; 3) aplicacdo do potencial na SWV; 4) forma da onda da corrente; 5) sinal
da corrente; 6) corrente diferencial e 7) corrente total.
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Fonte: (Souza et al. 2003).
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Tal estudo ainda possuia uma pequena limitagdo, em que as correntes eram
medidas proximas ao centro de pulso e as varreduras limitadas a pequenos valores
de amplitude e baixas velocidades de varredura, o que provocava perda de
sensibilidade. Em 1977 tais limitacbes foram sanadas. A partir dos estudos de
Christie, Turner e Osteryoung, que chegaram ao modelo atual da SWV, foi possivel
gue as medidas de corrente fossem realizadas a velocidades de varredura maiores
que 100 mV s e ao final do pulso de potencial, onde ja acontece a minimizacdo da
corrente capacitiva. A descoberta facilitou a melhoria da sensibilidade da técnica,
tornando-a favoravel para aplicacdes eletroanaliticas (Souza et al. 2003).

A técnica atualmente se baseia em curva resultante determinada por corrente-
potencial proveniente da aplicacdo de potencial de altura (determinado pela
amplitude do pulso de potencial a que for sofrer), variando com a escada de
potencial aplicada & largura a, e a duracdo do experimento. A corrente resultante
dos pulsos diretos e reversos, € obtido segundo a intensidade ao final dos pulsos. A
curva obtida ao final do experimento em SWV possui alta definicdo e simetria, uma
vez que as correntes sdo estabilizadas ao final de cada pulso e as variacdes de
largura e altura, se mantém sempre constantes (Souza et al. 2003).

Uma pequena desvantagem da técnica € a sensibilidade a corrente capacitiva
que constitui a corrente residual. A corrente surge devido a formacgéo da dupla
camada elétrica, ou seja, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho adquire uma
carga devido ao carregamento e descarregamento da dupla camada elétrica. Neste
sentido, na SWV a cada etapa de aplicacdo de potencial ao eletrodo, havera o
carregamento e descarregamento da dupla camada, que desenvolvera uma corrente
chamada de corrente capacitiva. Outra corrente de fundo de voltamogramas é a
faradaica, que é proveniente de impurezas presentes no eletrdlito de suporte ou em
outros regentes. No caso, o0 oxigénio dissolvido também formara corrente faradaica,
mas no presente trabalho, foi usado eletrodo de diamante dopado com boro, que
ndo € sensivel ao oxigénio dissolvido no seio da solucdo. Logo, ndo se fez
necessario a deaeracdo do sistema. Caso o analista trabalhe com reagentes mais
puros e realize a deaeracdo, quando necessario, a corrente faradaica relacionada ao
oxigénio dissolvido sera reduzida, tornando-se irrelevante na resposta final de
corrente de pico da curva resultante. Logo, sabe-se que a Unica corrente de fundo

gue prejudica na sensibilidade da técnica, é a corrente capacitiva (Manoel 1922).
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Como mencionado, através do voltamograma de onda quadrada resultante, €
possivel se obter relagdes lineares entre a corrente de pico (Ip) vs a concentragdo da
espécie eletroativa que esta sendo investigada. Tal linearidade pode ser observada

segundo a Equacao 2.

1
Equacéo 2 AL, = 0928n FAC (2D, /] 1)

Onde:

Al, — Variacgéo da corrente de pico;
n - Numero de elétrons;

A — Area do eletrodo;

F — Constante de Faraday;

D, — Coeficiente de difuséo;

1 - Periodo;

C — Concentracdo da espécie eletroativa no seio da solucéo.

A corrente resultante é inversamente proporcional ao periodo, logo, com a
diminuicao deste tende-se a ter um aumento da sensibilidade.

A vantagem mais atrativa da técnica de SWV ¢é referente a sua alta
velocidade na realizacdo de leitura de pico dos voltamogramas. Os parametros
recém definidos pelo analista, sdo dados por f (frequéncia de onda quadrada, em
Hz), Es (incremento de varredura, em mV) e Eg, (amplitude de onda quadrada, em
mV) (Souza et al. 2004).

Dentre tantas vantagens apresentadas pela SWV, podemos também destacar
o fato ndo apresentar leitura de interferentes provindos da corrente capacitiva, uma
vez que as correntes sao aferidas ao final do degrau de potencial onde a corrente
capacitiva ja é irrelevante na leitura do pico, o que melhora a resolucédo da curva,
aumenta a sensibilidade e diminui o tempo de analise, que é realizada em altas
velocidades de varredura. Também podemos citar o fato das analises de corrente
direta e reversa serem capazes de fornecer dados a respeito da cinética e
mecanistica do processo, em alta sensibilidade e resolugcdo devido, também, a

diminuicao do sinal de corrente capacitiva (Souza et al. 2004).
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Na presente dissertacdo, foi empregada a voltametria de onda quadrada
juntamente com o eletrodo de diamante dopado com boro para quantificar losartana,

captopril e alisquireno em formula¢cdées comerciais e em plasma humano.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral da presente dissertacdo é o desenvolvimento de uma
metodologia eletroanalitica visando quantificar Captopril, Alisquireno e Losartana em
amostras de formulagdes comerciais e em fluidos bioldgicos.

Neste contexto, estamos propondo empregar o eletrodo de diamante dopado com

boro na eletroanalise dos farmacos.

Os objetivos especificos sao:

Analisar a influéncia de variaveis como pH do meio, eletrdlito de suporte, nivel
de dopagem dos DDBs sobre a eletroatividade dos farmacos propostos. A influéncia
de variaveis como a velocidade de varredura, frequéncia, amplitude e incremento de
varredura de potenciais serdo variados visando aumentar consideravelmente a

detectabilidade para o emprego desejado.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1REAGENTES E SOLUCOES

Padrbes analiticos dos farmacos: Todos os reagentes usados foram de grau

analitico e todas as solucfes foram preparadas em agua ultrapura empregando um
sistema Milli-Q® da Millipore. Os padrées analiticos dos farmacos empregados foram
fornecidos pela Novartis (Alisquireno; 99,8 %) e Sigma-Aldrich (Losartana; 99,8% e
Captopril 99,9%).

Eletrolito de suporte: O eletrdlito de suporte empregado foi o tamp&o Britton-

Robinson (BR) 0,04 M. A resposta eletroquimica dos farmacos tanto em formulacdes
comerciais quanto em fluidos bioldgicos (plasma) foi avaliada entre os valores de pH
de 2,0 a 12,0; visando obter a maior corrente de pico. Os pH’s foram ajustados a
cada unidade com adicdo de pequenos volumes de uma solucdo de NaOH a 4

mol/L.

Andlise em formulacBes comerciais: Para as analises em formulagdes comerciais, 0s

comprimidos de cada farmaco foram pulverizados em almofariz com auxilio de um
pistilo, até obtencdo de um po ultrafino. Em seguida, as solu¢des estoques foram
preparadas com os padrdes analiticos para a obtencdo das curvas analiticas. As
determinacdes dos teores dos farmacos nas formulacdes comerciais foram avaliadas
através de dissolucdo do sélido, em quantidade apropriada, em agua purificada pelo

sistema MilliQ empregando o método da adicao de padréo.

Soro humano: O soro humano foi recolhido, a partir da prépria autora da presente

dissertacdo, em tubos de coleta contendo citrato de sodio (agente anticoagulante) e,
subsequentemente, centrifugados a 3.500 rpm durante 10 minutos para se obter o
plasma. Um volume de plasma foi tomado e adicionado ao eletrélito de suporte nos
devidos pH’s para atingir o volume total de 9,0 mL e 5,0 mL, para alisquireno e
captopril; respectivamente. Volumes das aliqguotas das amostras de soro foram
misturados com alisquireno e captoprii em tampdao BR para manter uma
concentracdo de 9,0 mg L? (1,63x10° M) e de 32,14 mg L™ (1,48 x 10* M),
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respectivamente. Devido a varios fatores, os testes em plasma foram realizados

apenas com captopril e alisquireno.

3.2EQUIPAMENTOS

Os experimentos eletroquimicos em questédo, foram realizados utilizando um
instrumento eletroquimico de potenciostato EMSTAT3+ interfaceado a um

microcomputador pessoal através do Software PSTtrace 4.6.

3.3CELULA ELETROQUIMICA

Os farmacos foram analisados utilizando-se uma célula eletroquimica de vidro
Pyrex® com um compartimento de capacidade de 10 mL, dotada de tampa de
Teflon® com orificios para os trés eletrodos e um orificio especifico para entrada e
saida de gas, bem como das adicdes dos padrbes dos farmacos.

A Figura 8 mostra a célula utilizada neste trabalho, com os trés eletrodos

inseridos na solucéo, e o orificio de entrada de analitos.

Figura 8 Célula eletroquimica utilizada nos experimentos eletroquimicos para a
determinacdo dos farmacos. Indicados tém-se: 1 — Eletrodo de trabalho (DDB), 2 —
Contra-eletrodo (placa de Pt), 3 — Eletrodo de referéncia (Ag /AgCl) e 4- Entrada e
saida de gas e adicao de solucdes padrées dos analitos.

Fonte: Dos autores (2016).



49

3.4ELETRODOS
3.4.1 Eletrodo de trabalho

O eletrodo de diamante dopado com boro empregado foi adquirido do Centro
Suico de Eletroquimica e Microtécnica AS (CSEM), Neuchétel, Suica, cujo novel de
dopagem foi 8000 ppm. O DDB foi confeccionado por meio de uma placa de DDB de
area geométrica de 0.09 cm?. Esta placa foi colada com tinta prata na superficie de
uma placa de cobre texturizado que, posteriormente foi recoberta com resina epoxi.
O eletrodo de diamante dopado com boro utilizado & mostrado na Figura 9.

O eletrodo de DDB sofreu pré-tratamento em -3,0 e 3,0 Volts durante 300

segundos, numa solucéo de 0,1 M de H,SO,.

Figura 9 Eletrodo de diamante dopado com boro (8.000 ppm) utilizado para a
determinacdo eletroquimica de alisquireno, captopril e losartana, em fluidos
bioldgicos e formulacdes farmacéuticas.

Fonte: Dos autores (2016).

3.4.2 Eletrodo de referéncia

Como eletrodo de referéncia, foi utilizado o eletrodo de Ag /AgCl (KCI 3,0 M),

confeccionado no proéprio laboratorio Figura 8 (em 3).
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3.4.3 Contra-eletrodo

Como contra eletrodo, utilizou-se uma placa de Pt de 2,0 cm? de area

geomeétrica, conforme observado na Figura 8 (em 2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PRE-TRATAMENTO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO

Pré-tratamentos anddicos ou catodicos sobre o DDB podem aumentar
consideravelmente a resposta eletroquimica para um dado analito. Também é
importante salientar que, por meio destes pré-tratamentos pode-se ampliar as
janelas eletroquimicas tanto no sentido positivo quanto negativo de potenciais.
Visando investigar a influéncia destes pré-tratamentos sobre a janela eletroquimica,
foram realizados os tratamentos catddico, anddico e térmico sobre os DDBs
empregados na presente dissertacdo. A polarizacdo do eletrodo de DDB provoca
uma modificacdo na superficie do mesmo, uma vez que, no caso do tratamento
catddico, a superficie do eletrodo apresenta terminacées de hidrogénio, e no caso
do tratamento anddico terminac¢des de oxigénio (Einaga et al. 2014; Melorose et al.
2015).

Deste modo, foi estudado o comportamento eletroquimico dos eletrodos de
diamante dopado com boro, empregando a voltametria ciclica, em meio de &cido
perclérico (HCIO4). Sendo assim, foram realizados pré-tratamentos por meio de
polarizaces catddicas e anddicas em meio de HCIO,4 (0,5 M em -3,0 Ve +3,0 V (vs
HESS), durante 300 segundos cada. A Figura 10 mostra os voltamogramas do
eletrodo de diamante dopado com boro apés os pré-tratamentos anddico, catddico e
térmico em meio HCIO4 (0,5 M).
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Figura 10  Efeito do tipo de pré-tratamento realizado, na janela eletroquimica de
potencial apresentada por eletrodos de DDB com 8000 ppm de boro em uma
solucdo aquosa 0,5 M de HCIO, registradas a v = 100 mV s. As voltametrias
ciclicas foram realizadas sobre um eletrodo como recebido, e sobre amostras depois
de 30 min de pré-tratamentos: anddico (3,0 V) e catodico (-3,0 V).
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Fonte: Dos autores (2016).

Embora tenha apresentado uma reducdo na janela eletroquimica no sentido
anodico, a polarizacdo catddica se fez necesséria para o condicionamento de
superficie do DDB antes das determinacdes eletroanaliticas. Tal pré-tratamento
melhorou significativamente a resposta voltamétrica do DDB frente aos analitos
investigados, resultando em baixos limites de deteccdo e quantificacdo. Antes da
realizacdo do estudo voltamétrico dos farmacos, os DDB's foram submetidos ao
tratamento anddico j& mencionado, visando deslocar a reacdo de desprendimento
de oxigénio (RDO) para valores mais positivos, uma vez que a eletroxidacdo dos
farmacos se apresentaram em potenciais préximos RDO. Na Figura 10, pode-se
observar que ha uma expanséo da janela anddica de potenciais a medida que o
eletrodo de diamante dopado com boro (sem tratamento térmico) recebe um
tratamento anodico em +3,0 V (vs HESS). A expansao observada foi da ordem de
400 mV em relagdo ao DDB tratado catddicamente e de aproximadamente 600 mV

em relacdo ao DDB tratado termicamente. Na polarizacdo catédica observou-se uma
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diminuicdo da janela catédica em aproximadamente 700 mV em comparagdo com o
eletrodo tratado anddicamente, e 400 mV em comparacao com os eletrodos tratados
termicamente e sem pré-tratamento. Todavia, mesmo obtendo uma janela
eletroquimica mais vasta, descartamos o0 uso do tratamento anddico em virtude de
sua reprodutibilidade.

ApGOs estipulado o melhor tratamento para os analitos de interesse, o eletrodo
de DDB sofreu tratamento catddico em -3,0 V por 300 segundos, ja no eletrodo de
suporte escolhido. As polarizacGes realizadas também serviram para limpeza do

eletrodo, eliminando substancias adsorvidas sobre a superficie do eletrodo.

4.2 ESTUDO DA ELETROATIVIDADE EM FUNCAO pH E ELETROLITO DE
SUPORTE

A eletroatividade dos farmacos sobre o DDB foi avaliada por meio da técnica
de voltametria ciclica. Neste sentido, foi possivel avaliar a reversibilidade dos
processos eletroquimicos, no que tangue a investigacdo dos processos de oxidagao
do alisquireno, captopril e losartana.

Neste sentido, a primeira etapa da otimizacdo dos estudos voltamétricos, foi
buscar pelo melhor eletrélito de suporte que resultaria nos maiores picos de
corrente, bem definidos e reprodutiveis. Foram testados pH's de 2,0 a 12,0
empregando-se os tampdes: Britton-Robbinson (tampéao BR), Tris-HCI e fosfato. O
tampao escolhido foi o Britton-Robbinson (tamp&o BR), por apresentar
voltamogramas com melhor resolucdo e sem ruidos nas faixas de potenciais de
interesse. Os perfis voltamétricos mostrados nas Figuras 11, 12 e 13; revelam picos
de oxidacédo irreversiveis e bem definidos para os trés farmacos, baseados nos
dados de corrente de pico apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5, empregando o DDB.

Os estudos voltamétricos preliminares dos farmacos foram realizados sobre o
tampdo BR levando-se em consideracdo o pH 6timo para cada farmaco, visando

obter um pico maximo de corrente.

4.2.1 Captopril

Para o captopril, foram avaliados os pH's de 2,0 a 12,0, segundo a Tabela 2,
h&a uma variacao significativa de corrente de pico a cada mudanca de pH. Para tais
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analises, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica, empregando-se uma solucao de

captopril 18,2 mg L™ em meio de tamp&o BR.

Tabela 2 Variacdo dos pH's de estudo em captopril 18,2 mg L™, segundo sua

respectiva corrente de pico.

pH do tampéo BR Ip (MA)
2,0 65,87
3,0 81,60
4,0 79,08
5,0 136,43
6,0 116,63
7,0 136,30
8,0 241,96
9,0 231,53
10,0 236,14
11,0 226,84
12,0 236,74

Fonte: Dos autores (2016).
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Figurall  Voltamogramas ciclicos de oxidacdo eletroquimica do Captopril (18,2
mg L™) sobre um eletrodo DDB em meio de tamp&o BR (pH 8,0) (linha sélida) e para
0 eletrodo de DDB (linha tracejada vermelha).
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Fonte: Dos autores (2016).

A Tabela 2 apresenta a variacdo das correntes de pico versus pH, onde pode-
se observar que a maior corrente de pico se deu em pH 8,0. A Figura 11 mostra o
voltamograma ciclico do captopril em pH 8,0, onde percebe-se um pico bem definido

e irreversivel de corrente em 1,6 V (vs. Ag/AgCl).

4.2.2 Alisquireno

No caso do alisquireno, os mesmos valores de pH foram avaliados, sendo
que o maximo da corrente de pico também se deu no pH 8,0. Na Tabela 3 estédo
apresentados os dados de corrente de pico obtidos a cada voltamograma. Aqui
também se observou que houve um aumento da corrente de pico acompanhado do
aumento dos valores de pHs, sendo que a maior corrente de pico foi observada em
pH 8,0.

Para analisar as correntes de pico de alisquireno em funcéo do pH, utilizou-se
uma solucdo de alisquireno cuja concentracéo final foi de 4,5 mg L™, sendo que foi

adicionada & célula, 1 mL do farmaco a 50 mg L™ e 10 mL do respectivo tamp&o.
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Tabela 3 Variacdo dos pH's de estudo em alisquireno 4,5 mg L™, segundo sua
respectiva corrente de pico.

pH do tampéo BR Ip (MA)
2,0 2,98
3,0 3,52
4,0 4,24
5,0 6,93
6,0 5,98
7,0 7,82
8,0 8,54
9,0 7,38
10,0 8,02
11,0 5,76
12,0 3,45

Fonte: Dos autores (2016).

A Figura 12 apresenta o perfil voltamétrico do alisquireno em meio de tampéao
BR (0,04 M) pH 8,0 sobre o DDB. A oxidacdo do alisquireno apresentou um pico
irreversivel e bem definido em 1,1 V (vs. Ag/AgCl). E importante salientar que, na
eletroanalise do alisquireno, o DDB empregado também foi submetido ao tratamento

catddico previamente descrito.
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Figura 12  Voltamogramas ciclicos de oxidacao eletroquimica de alisquireno (4,5
mg L™) sobre um eletrodo DDB em meio de tamp&o BR (pH 8,0) (linha sélida) e para
o eletrodo de DDB (linha tracejada).
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Fonte: Dos autores (2016).

4.2.3 Losartana

Para a losartana, o pH ideal foi mais alcalino do que para os demais
farmacos, sendo este o pH 10,0. A Tabela 4 apresenta as correntes de pico, obtidas
por meio de voltametria ciclica, em funcédo do pH para o farmaco em questdo. A
concentracdo da losartana, em meio de tampdo BR, empregada nos experimentos
foi 45,5 mg L™", uma vez que foi adicionado & célula eletroquimica, inicialmente, 1

mL do fArmaco a 500 mg L™ em 10 mL de seu respectivo tampéo.
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Tabela 4 Variacdo dos pH's de estudo em losartana 45,5 mg L™, segundo sua
respectiva corrente de pico.

pH do tampéo BR Ip (MA)
2,0 17,06
3,0 14,32
4,0 16,05
50 17,74
6,0 17,60
7,0 17,83
8,0 11,98
9,0 17,61
10,0 22,04
11,0 21,58
12,0 19,32

Fonte: Dos autores (2016).

O perfil voltamétrico da losartana, apresentado na Figura 13, mostra dois
picos, um menos intenso em aproximadamente 1,4 V e um outro mais intenso e bem
definido em 1,8 V (vs. Ag/AgCl). Para fins de quantificacdo do farmaco em
formulagc6es comerciais, optou-se pela escolha do pico mais intenso e bem definido,
ou seja, em 1,8 V (vs. Ag/AgCl).
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Figura 13  Voltamogramas ciclicos de oxidacdo eletroquimica para a Losartana
(45,5 mg L™) sobre um eletrodo DDB em meio de tampdo BR (pH 10,00) (linha
sélida) e para o eletrodo de DDB (linha tracejada).
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Fonte: Dos autores (2016).

4.3 VELOCIDADE DE VARREDURA

Os processos eletroguimicos, referentes as oxidacdes dos farmacos
investigados, foram avaliados por meio da variacdo da velocidade de varredura.
Deste modo, sabe-se que a oxidacdo dos farmacos sobre o DDB € caracterizada
pela presenca do pico a 1,1 V (vs. Ag / AgCl) para alisquireno; 1,6 V para captopril e
1,8 V para losartana. As velocidades de varredura foram variadas entre 0,05-0,25 V
s na sobre o DDB, foi investigada empregando-se solucées de alisquireno, captopril
e losartana; em meio de tampao BR no pH 6timo para farmaco.

O estudo realizado através da variacdo da velocidade de varredura, também
nos fornece importantes informacgdes a respeito da reversibilidade do processo oxi-
redutivo. Se o processo for reversivel, o potencial de oxireducdo independe da
velocidade de varredura por ndo haver nenhuma contribuicdo cinética. J& para
processos irreversiveis, o potencial de pico € diretamente proporcional a velocidade

de varredura, o que comprova que alisquireno, losartana e captopril, seguem



61

processos irreversiveis, uma vez que 0s potenciais de picos de cada um dependem
fortemente da velocidade de varredura aplicada no sistema e que ndo apresentam
picos na varredura reversa (Manoel 1922; Perez et al. 2015; Souza et al. 2003).

4.3.1 Captopril

Para captopril, foi utilizada uma solucéo estoque de concentracdo de 200 mg
L, com concentracdo final de 18,2 mg L™, onde a velocidade de varredura foi
variada de 100 a 500 mV s™, onde obtivemos como resposta, um gréfico linear que
mostra a dependéncia do potencial de pico a variagdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura, como mostrado na Figura 14.

Figura 14  Voltamogramas ciclicos de oxidacdo eletroquimica de captopril sobre
um eletrodo de DDB em meio de tampé&o BR (pH 8,0) contendo de captopril (18,2
mgL™) em diferentes velocidades de varredura: 100, 200, 300, 400 e 500 mV s™.
Detalhe: relacdo linear entre corrente de pico vs vY? observado nas mesmas
condicBes experimentais.
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Fonte: Dos autores (2016).
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4.3.2 Alisquireno

Ao investigar o processo de regulacao doa oxidacéo de alisquireno segundo a
variacdo da velocidade de varredura, utilizamos uma solucdo estoque do farmaco
em concentracdo de 50 mg L™, com concentracdo final de 4,5 mg L™, em que
velocidade foi variada de 50 a 250 mV s™. O alisquireno também apresentou uma
relacdo linear entre corrente versus a raiz quadrada da velocidade de varredura,

como mostrado na Figura 15.

Figura 15  Voltamogramas ciclicos de oxidacao eletroquimica de alisquireno sobre
um eletrodo DDB em meio de tampdo BR (pH 8,0) contendo 4,5 mg L™* de
alisquireno em diferentes velocidades de varredura : 50, 100, 150, 200 e 250 mV s°
! Detalhe: relacdo linear entre corrente de pico vs v¥? observado nas mesmas
condicBes experimentais.
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Fonte: Dos autores (2016).

4.3.3 Losartana

Para investigar a dependéncia do potencial de pico a variacdo da velocidade
de varredura da losartana, fizemos uso de uma solucéo estoque do farmaco a uma
concentracdo de 500 mg L™ e concentracdo final de 45,5 mg L™ No caso da
losartana, a velocidade de varredura foi variada de 100 a 500 mV s™. Um gréfico foi
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tracado no intuito de mostrar também a relacdo de linearidade entre a corrente de
pico de oxidacdo da losartana, com a raiz quadrada da velocidade de varredura,

como demonstrado na Figura 16.

Figura 16  Voltamogramas ciclicos de oxidagcao eletroquimica da losartana sobre
um eletrodo DDB em meio de tamp&o BR (pH 10,01) contendo 45,5 mg L™ de
losartana em diferentes velocidades de varredura : 100, 200, 300, 400 e 500 mV s™.
Detalhe: relacdo linear entre corrente de pico vs v1/2 observado nas mesmas
condi¢cBes experimentais.
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Fonte: Dos autores (2016).

Ao observar as Figuras 14, 15 e 16, nota-se que 0s potenciais de oxidacéo
dos trés farmacos se deslocam para valores mais positivos segundo 0 aumento da
velocidade de varredura. Os voltamogramas apresentados nas Figuras 14, 15 e 16
indicam que os trés farmacos, apresentaram processos irreversiveis nas oxidacoes.

A dependéncia da corrente de pico em fungéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura apresentou relacéo linear para os trés farmacos, com coeficientes de
correlacéo (r) de 0,998 para captopril, 0,989 para alisquireno e 0,980 para losartana,
indicando que os processos de oxidacdes sofridos pelos farmacos sao controlados

por difuséo.
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4.4 VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA - FREQUENCIA DE APLICACAO
DOS PULSOS DE POTENCIAL

A voltametria de onda quadrada foi empregada no estudo da quantificacéo
dos farmacos captopril, losartana e alisquireno em formulagbes comerciais e em
fluidos bioldgicos. Deste modo, a otimizacdo do processo analitico, com o objetivo
de obter o sinal analitico maximo e sensivel, envolveu um estudo sisteméatico dos
parametros experimentais que afetam a resposta dos voltamogramas de onda
quadrada, ou seja, a frequéncia (f), a amplitude do pulso (Ews) € 0 incremento de
varredura (ES). Neste sentido, os parametros de onda quadrada para os farmacos,
foram investigados de acordo com os estudos previamente realizados, ou seja,
empregando-se o melhor meio eletrolitico (tampéo) e pH, visando uma resposta
eletroquimica 6tima. Com o eletrodo de DDB tratado catdédicamente, realizamos
testes referentes a frequéncia, fixando os demais parametros; o mesmo foi feito com
relacdo a amplitude de potenciais.

O parametro equivalente a velocidade de varredura da voltametria ciclica, na
voltametria de onda quadrada (SWV), € a frequéncia de aplicacdo dos pulsos, f. A
otimizacao deste parametro é de fundamental importancia pois, para a maioria dos
processos eletrodicos, a corrente de pico é diretamente proporcional ao seu valor.
Assim, com a maximizacdo do valor de f, aumenta-se, consequentemente, a
sensibilidade da técnica experimental.

A frequéncia de aplicagdo de pulsos em onda quadrada determina a
guantidade de pulsos de potencial que serdo aplicados no eletrodo de trabalho, a
cada segundo, bem como a intensidade dos sinais analiticos e, por conseguinte, a
sensibilidade da técnica. Segundo Souza (et al. 2003), algumas preciosas
informacdes a respeito do processo redox, podem ser obtidos através de estudos da
influéncia da frequéncia de pulsos. A linearidade da corrente de pico e a frequéncia
de pulsos nos fornecem informacdes a respeito do grau de reversibilidade da reacao
redox e se existem espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. As correntes de
pico em funcédo da frequéncia de pulsos para sistemas irreversiveis sao de até cinco
vezes menor que as correntes de pico obtidas pelas mesmas frequéncias, em
processos reversiveis. Isto se deve ao fato de a corrente reversa fornecer uma

menor contribuicdo ao valor da corrente resultante coincidente com o da corrente
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direta (Manoel 1922; Perdew et al. 1996; Electrochemistry 2000; Bard et al. 1944;
Souza et al. 2003).

Para os farmacos aqui estudados, avaliou-se que a corrente de pico varia
linearmente com a frequéncia, o que mostram as Figuras 17, 19 e 21,
demonstrando se tratar de um processo irreversivel controlado por difusdo. Na
técnica de SWV, observou-se que conforme a frequéncia aumenta, temos
também um aumento da corrente anddica, todavia, cada farmaco apresenta um
valor de frequéncia 6timo. A frequéncia apresenta um comportamento linear com
a corrente de pico (Ip) até 100 Hz para os trés farmacos, enquanto que para
valores superiores ao citado, ndo se observa nenhuma contribuicdo na resposta
eletroanalitica.

Em frequéncias mais altas, foram observados alargamentos e distor¢cdes
dos voltamogramas, podendo resultar em reducédo nas resolugbes dos picos.
Neste sentido, a melhor frequéncia, para cada farmaco, foi determinada,
seguindo a melhor resposta eletroquimica para cada um. Os voltamogramas
representativos de cada farmaco indicam que o pico de corrente obtido em cada
um, é uma funcéo linear da frequéncia. De acordo com as teorias aceitas para
SWV, este comportamento corresponde a um processo totalmente irreversivel.

A medida que se aumenta a frequéncia de aplicacio dos pulsos de potencial,
obtém-se um aumento no sinal de corrente para processos controlados por difuséo,
uma vez que com o aumento da frequéncia, mais espécies do analito podem sofrer a
reacdo de oxidacdo na superficie do eletrodo, o que amplifica a sensibilidade da
técnica. Ao contrario, no entanto, ocorreu com o captopril. Este necessitou de uma
frequéncia minima na otimizacdo de seus parametros, fornecendo voltamogramas

com melhor resolucéo.

4.4.1 Captopril

Para avaliar a frequéncia otima referente ao captopril, fixou-se a amplitude em
50 mV. Uma solucdo estoque de concentragédo de 200 mg L™, com concentracéo
final de 18,2 mg L™ foi empregada nas anélises. Por meio dos voltamogramas de
onda quadrada pode-se observar que ha uma relacdo linear entre Ip vs. Frequéncia
até 40 Hz. Todavia, para captopril, para fins analiticos, foi escolhida a frequéncia de
10 Hz (Figura 17), a qual levou aos melhores resultados referente a quantificagdo do
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farmaco. Na Tabela 5, constam as informagfes acerca da corrente de pico obtida,

apos tratamento dos dados, a cada variagcédo de frequéncia, sofrida durante a andlise

do farmaco.

Tabela 5 Variacdo da frequéncia de pulsos, de estudo em captopril 18,2 mg L™,

segundo sua respectiva corrente de pico.

Frequéncia (Hz) Ip (LA)
10,0 0,993
20,0 1,470
30,0 2,021
40,0 2,437
50,0 2,756
60,0 3,147
70,0 3,433
80,0 3,660
90,0 3,920
100,0 4,077

Fonte: Dos autores (2016).
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Figura 17  Dependéncia da corrente de pico na frequéncia de onda quadrada,
variando de 10 a 100 Hz, com amplitude fixada em 50 mV em solucéo de captopril a
18,2 mg L™ e tamp&o BR pH 8,0. Frequéncia 6tima — 10,0 Hz.
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Fonte: Dos autores (2016).

4.4.2 Alisquireno

Para o alisquireno, a amplitude de pulsos também foi fixada em 50 mV, onde
foram realizados testes referentes a frequéncia, em uma solucdo estoque do
farmaco de concentracéo de 50 mg L™, e concentracéo final de 4,5 mg L™ . Para o
farmaco em questéo, a frequéncia foi variada de 10 a 100 HZ, uma vez que para
frequéncias maiores, 0s voltamogramas perdem resolugdo, sem aumentos
significativos na corrente de pico.

Para o alisquireno, a melhor frequéncia obtida, em funcéo da corrente de pico
maxima, foi a de 100 HZ. As informacdes referentes a frequéncia em funcao da

corrente de pico obtida pos-tratamento dos dados, constam na Tabela 6.
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Tabela 6 Variacdo da frequéncia de pulsos, de estudo em alisquireno 4,5 mg L™,
segundo sua respectiva corrente de pico.

Frequéncia (Hz) Ip (LA)
10,0 7,184
20,0 10,253
30,0 12,832
40,0 15,961
50,0 16,881
60,0 17,647
70,0 19,635
80,0 20,804
90,0 21,566
100,0 22,983

Fonte: Dos autores (2016).

A oxidacdo do farmaco também é regida por um processo controlado por
difusdo, sendo também um processo totalmente irreversivel, como previamente
demonstrado no comportamento eletroquimico deste frente aos experimentos de
voltametria ciclica realizados sobre o DDB, e confirmado pela relacdo linear entre Ip

vs. Frequéncia em meio de tampéo BR pH 8, como demonstrado na Figura 18.
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Figura 18 Dependéncia da corrente de pico na frequéncia de onda quadrada,
variando de 10 a 100 Hz, com amplitude fixada em 50 mV em solucao de alisquireno
a 4,5 mg L™ e tamp&o BR pH 8,0. Frequéncia 6tima — 100,0 Hz.
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Fonte: Dos autores (2016).

4.4.3 Losartana

A losartana apresentou valores de corrente de pico 6timos, em uma
frequéncia de 100 Hz, quando testada em uma solucdo estoque de 500 mg L™ com
concentracao final de 45,5 mg L™ , com a amplitude de pulso fixada em 50 mV. A
frequéncia foi variada de 10 a 100 Hz, sendo que apds este valor, 0os voltamogramas
se mostraram distorcidos e sem diferencas significativas na corrente de pico. O
farmaco também sofre processo de difusdo em uma reacédo de oxidagao totalmente
irreversivel, fato este comprovado pela linearidade presente no grafico da corrente
de pico em funcdo da frequéncia e, também, pelo grafico da corrente de pico em
funcdo da raiz quadrada da frequéncia, onde houve perda da linearidade. As
informacdes referentes a frequéncia em funcdo da corrente de pico obtida poés-

tratamento dos dados, constam na Tabela 7, e os voltamogramas, na Figura 19.
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Tabela 7 Variacdo da frequéncia de pulsos, de estudo em losartana 45,5 mg L™,

segundo sua respectiva corrente de pico.

Frequéncia (Hz) Ip (LA)
10,0 5,648
20,0 6,740
30,0 8,360
40,0 9,220
50,0 10,368
60,0 13,276
70,0 14,950
80,0 16,708
90,0 18,492
100,0 20,036

Fonte: Dos autores (2016).
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Figura19 Dependéncia da corrente de pico na frequéncia de onda quadrada,
variando de 10 a 100 Hz, com amplitude fixada em 50 mV em solucéo de losartana a
45,5 mg L™ e tamp&o BR pH 10,0. Frequéncia 6tima — 100,0 Hz.
Figura 20  Dependéncia da corrente de pico na frequéncia de onda quadrada,
variando de 10 a 100 Hz, com amplitude fixada em 50 mV em solucao de losartana a
45,5 mg L™ e tamp&o BR pH 10,0. Frequéncia 6tima — 100,0 Hz.
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Fonte: Dos autores (2016).

As linearidades obtidas nos graficos referentes as correntes de pico em
funcdo das frequéncias de pulso de onda quadrada, para os trés farmacos
estudados, apresentaram valores de R de 0,971 para captopril, 0,947 para
alisquireno e 0,987 para losartana.

Os trés farmacos mostraram voltamogramas distorcidos apés aplicacdo de
frequéncia de 100 Hz. Segundo a teoria de voltametria de onda quadrada, tal fato
acontece gracas a efeitos de resisténcia da solucdo. Neste sentido, os valores
otimos de frequéncia escolhidos para os trés farmacos foram de, 10,0 Hz para
captopril e de 100,0 Hz para alisquireno e losartana.

ApoOs realizadas as determinacdes dos melhores valores de frequéncia, foram
estudados os valores de amplitude de pulso, ja fixando os valores de frequéncia

escolhidos para cada farmaco.
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4.5 AMPLITUDE DE APLICACAO DOS PULSOS DE POTENCIAL

Uma outra forma de melhorar a sensibilidade analitica na SWV com
processos redox totalmente irreversiveis € aumentar a amplitude de aplicacdo dos
pulsos de potenciais, isto porque, para valores de amplitudes maiores que 20 mV, a
largura de meia-altura (AEp/2) se mantém constante. Os analitos aqui estudados
passam por processos oxidativos totalmente irreversiveis, logo, a sensibilidade da
técnica, para este tipo de processo, aumenta linearmente segundo o aumento dos
valores de amplitude dos pulsos.

Os valores de amplitude foram variados de 10 a 100 mV, para os trés
farmacos, com seus respectivos eletrolitos de suporte e valores de frequéncia pré-
determinados. Os voltamogramas obtidos estéo ilustrados nas Figuras 20, 21 e 22.
sendo que o valor de amplitude escolhido foi de 50 mV para captopril, alisquireno e
losartana. Os valores obtidos de r foram de 0,951 para captopril, 0,962 para

alisquireno e 0,977 para losartana.

4.5.1 Captopril

O comportamento de captopril segundo a variacdo da amplitude, foi estudado
sob uma solucdo estoque de 200 mg L™ do farmaco, com concentracéo final de
18,2 mg L™ em tamp&o BR pH 8,0 e frequéncia de 10,0 Hz. A corrente de pico variou
linearmente com o aumento da amplitude até o valor maximo de 50 mV, valor este
escolhido para continuidade dos estudos eletroanaliticos de captopril. Este resultado
comprova mais uma vez a irreversibilidade da reacdo de oxidacdo do farmaco. Os
valores de variacdo de amplitude e suas respectivas correntes de pico séo

mostrados na Tabela 8, bem como seus voltamogramas na Figura 20.
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Tabela 8 Variacdo da amplitude de pulsos, de estudo em captopril 18,2 mg L™,
segundo sua respectiva corrente de pico.

Amplitude (mV) Ip (LA)
10,0 0,836
20,0 1,000
30,0 2,500
40,0 3,353
50,0 3,978
60,0 4,561
70,0 5,014
80,0 5,280
90,0 5,486
100,0 6,605

Fonte: Dos autores (2016).

Figura 21  Dependéncia da corrente de pico na amplitude de onda quadrada,
variando de 10 a 100 mV, com amplitude fixada em 10,0 Hz em solucédo de captopril
a 18,2 mg L™ e tamp&o BR pH 8,0. Amplitude 6tima — 50 mV.
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Fonte: Dos autores(2016).

4.5.2 Alisquireno

O alisquireno sofreu variacdo de amplitude de 10 a 100 mV e frequéncia a
100,0 Hz, onde o valor 6timo da mesma foi de 50 mV, por apresentar linearidade
entre a corrente de pico e a amplitude de pulso potencial. Os resultados obtidos para
o perfil entre Ip vs. Amplitude se assemelharam aqueles obtidos para o captopril. Os
estudos foram realizados em uma solucéo estoque de 50 mg L™ com concentracao
final de 4,5 mg L*, em tamp&o BR pH 8,0. Os voltamogramas obtidos também
confirmam que o alisquireno sofreu um processo de oxidacéo irreversivel, sendo
estes mostrados na Figura 21. Os valores da variagdo de amplitude com as

respectivas correntes de pico estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 Variacéo da amplitude de pulsos, de estudo em alisquireno 4,5 mg L™,
segundo sua respectiva corrente de pico.

Amplitude (mV) Ip (LA)
10,0 4,833
20,0 9,196
30,0 12,956
40,0 14,982
50,0 16,291
60,0 17,088
70,0 17,078
80,0 16,835
90,0 16,789
100,0 16,238

Fonte: Dos autores (2016).
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Figura 22  Dependéncia da corrente de pico na amplitude de onda quadrada,
variando de 10 a 100 mV, com frequéncia fixada em 100,0 Hz em solucdo de
alisquireno a 4,5 mg L™ e tamp&o BR pH 8,0. Amplitude 6tima — 50 mV.
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Fonte: Dos autores (2016).

4.5.3 Losartana

Para promover o estudo de losartana, a amplitude foi variada de 10 a 100 mV,
onde a melhor corrente de pico se deu em 50 mV, sob frequéncia constante de
100,0 Hz, em solugcdo estoque de concentracdo de 500 mg L™* de farmaco, e
concentracao final de 45,5 mg L™, em solucéo eletrolitica de tamp&o BR pH 10,0. Os
voltamogramas obtidos apresentaram linearidade com a corrente de pico também
até o valor de amplitude de 50 mV, como mostrado na Figura 22, com dados
discriminados na Tabela 10, mostrando que o farmaco sofre reacdo de oxidagédo do

irreversivel.



Tabela 10 Variacéo
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da amplitude de pulsos, de estudo em losartana 45,5 mg L™,

segundo sua respectiva corrente de pico.

Frequéncia (Hz) Ip (LA)
10,0 3,710
20,0 6,900
30,0 10,100
40,0 12,840
50,0 15,200
60,0 16,530
70,0 17,430
80,0 17,920
90,0 18,530
100,0 18,870

Fonte: Dos autores (2016).

Figura 23  Dependéncia da corrente de pico na amplitude de onda quadrada,
variando de 10 a 100 mV, com frequéncia fixada em 100,0 Hz em solucdo de

losartana a 45,5 mg L
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Os resultados referentes aos estudos da variagdo da amplitude foram
semelhantes para todos os farmacos, como mostrado nas Figuras 20, 21 e 22, uma
vez que acima de 50 mV néo foram observados aumentos significativos de Ip, o que
nao forneceu nenhuma contribuicdo a sensibilidade da técnica para fins analiticos,
sem contar que os voltamogramas, a amplitudes altas, se tornam largos, reduzindo
assim sua resolugdo. Segundo a teoria da voltametria de onda quadrada, estes
resultados sé@o coerentes, ja que para valores maiores que 50 mV, a corrente de pico
se mantém praticamente constante (Souza et al. 2003; Manoel 1922; Wirley &
Ribeiro 2010). Ao se propor um método de andlise para um dado analito, deve-se
comprovar seu desempenho através do levantamento de parametros pré-
estabelecidas. Uma vez fixados os principais parametros de onda quadrada, para 0s
analitos aqui estudados (Tabela 11), foram realizados os estudos com o0s
levantamentos das curvas analiticas de cada um, determinacdo dos limites de
deteccdo e quantificagdo, assim como testes de recuperagdo em amostras

comerciais e em plasma humano (spiked).

Tabelall Parametros de onda quadrada e valores de pH 6&timos para
determinacao de captopril, alisquireno e losartana, em meio de tampé&o BR.

Amplitude / mV Frequéncia/ Hz

Captopril 50 10 8,0
Alisquireno 50 100 8,0
Losartana 50 100 10,0

Fonte: Dos autores (2016).

4.6 CURVA ANALITICA

A correlacdo matematica existente entre a intensidade da corrente de pico e a
concentracdo de um dado analito € chamada de curva analitica, em que, na pratica,
pode ser construida sobre no minimo, cinco pontos que néo incluam o ponto zero da
curva analitica, gracas aos possiveis erros que possam estar associados a
varredura. O método consiste na medi¢cdo da corrente voltamétrica de solucdes
padréo de varias concentracdes do analito de interesse, colocando-se em gréafico de

coordenadas cartesianas, concentracdo (mg L™ ou mol L™) vs corrente de pico (pA).
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A curva obtida deveréd apresentar um comportamento linear, passando pela
origem, dentro de uma dada faixa de concentracdo, que serd determinada pelo
analitico que a estiver sendo considerado (Wirley & Ribeiro 2010; Souza et al. 2003,
Manoel 1922; Bard et al. 1944).

Uma vez que as curvas analiticas estejam prontas, podem-se obter os valores
dos limites de deteccéo (LD) e de quantificagdo (LQ) e os valores do coeficiente de
correlacédo (R), sendo este ultimo o responsavel pela eficiéncia do método aplicado,
prestando ao analista informacdes acerca dos desvios dos pontos de corrente na
curva linear. Os valores de R poder&o ser obtidos ao final do tratamento dos dados,
por céalculo estatistico computacional provindo do programa utilizado para tal. Por
definicdo, LD é a menor concentragcdo do analito investigado, que pode ser
detectada pelo eletrodo de trabalho, mas ndo necessariamente quantificada. Ja LQ,
€ definido como a menor concentracdo que pode ser quantificada pelo eletrodo
(Sartori et al. 2009).

Os limites de deteccdo e quantificacdo, foram obtidos através das Equacdes

5 e 6, a seguir:

_3be

Equacéo 3 LD S

__10x Sy
s

Equacéo 4 LQ
Onde para ambas, Sy, simboliza a média do desvio padrdo da andlise de dez
voltamogramas brancos do meio eletrolitico utilizado e S, a inclinacdo da curva
analitica (Souza et al. 2003; Manoel 1922; Bard et al. 1944). As curvas
confeccionadas para os trés farmacos aqui trabalhados, forneceram excelentes
valores de limite de detec¢do e quantificacdo, compativeis com os dados constantes
na literatura, bem como bons resultados referentes a linearidade dos pontos de
adicdo de padrdo. Também, as curvas se mantiveram lineares em faixas
relativamente vastas de concentracéo das espécies analisadas.
Seguindo o método de adicdo de padrédo, o analista minimiza os efeitos da
matriz dos analitos a que investiga, ou seja, os interferentes afetardo as respostas
obtidas de cada medida de corrente dos analitos, da mesma forma que afetardo as

adicoes das aliquotas dos mesmos, durante o procedimento voltamétrico (Manoel
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1922). Neste sentido, 0 método de adicdo de padrao foi usado na confec¢do das
curvas analiticas e nos testes de recuperacao para os trés farmacos aqui estudados.

O método de adicdo de padrdo € muito vantajoso em caso de matrizes que
contenham espécies desconhecidas que possam afetar as respostas de corrente
obtidas nos voltamogramas confeccionados, logo, optamos por este método para a
quantificacdo de losartana, captopril e alisquireno. Sendo assim, empregando-se as
condicbes experimentais otimizadas, a curva de calibracdo para os farmacos foi
obtida realizando sucessivas adicdes de aliqguotas de solucdo padrdao de cada
farmaco em concentracdo especifica, ao eletrélito de suporte. Desta forma, foram
construidas curvas analiticas em agua pura (agua purificada pelo sistema Milli-Q®),
em intervalos de concentracdes que variaram de 5,0 x 10° mol.L* até 1,5 .10*
mol.L-}, para alisquireno; 2,3 x 10° mol.L™* até 1,9 x 10 mol.L?, para losartana e 1,8
x 10° mol.L™ até 1,5 x 10 mol.L™, para o captopril. Nas Figuras 23, 24 e 25, sdo
apresentados os voltamogramas de onda quadrada em funcdo do aumento da
concentracfes dos farmacos. Foi observado um unico pico bem definido em +1,0 V,
para alisquireno; 1,6 V, para captopril e 1,8 V para losartana.

Uma vez construida a curva de calibracdo, calculou-se os limites de
quantificacdo (LQ) e de deteccgéo (LD).

Os limites de deteccéo e de quantificagédo (LD e LQ, respectivamente) para 0s
farmacos foram obtidos em amostras de agua destilada e deionizada, utilizando o
procedimento recomendado pela IUPAC. O desvio-padrdao de brancos (SB) foi
utilizado em conjunto com a inclinacdo (B) da reta das curvas analiticas para
determinar a quantificagcdo e os limites de deteccdo. Os limites de deteccédo e
guantificacdo foram obtidos para trés determinacfes de alisquireno em agua pura, e
cinco para captopril e losartana; utilizando eletrodos de DDB e SWV como técnica
eletroanalitica. Os valores de LD e LQ, de todos os farmacos estudados, sao
apresentados nas Tabelas 12, 13 e 14.

Através das curvas analiticas, foi possivel observar que ndo houve
deslocamento dos potenciais de pico, sendo que houve um aumento da corrente de
pico em funcdo do aumento da concentracdo dos farmacos. Neste caso, a relacao
entre Ip vs. Concentracdo se da em virtude do aumento de espécies eletroativas
presentes no seio da solucdo em torno da superficie do eletrodo de trabalho, que

torna possivel a oxidacado de mais moléculas ali presentes.
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A seguir, estdo apresentados os voltamogramas e as curvas analiticas para

cada farmaco estudado.

4.6.1 Captopril

Para o levantamento da curva de calibracdo de captopril, empregou-se
aliquotas de uma solugcdo em estoque de concentracdo de 300 mg L, sendo que a
concentragcdo na célula eletroguimica referente a primeira aliquota adicionada foi de
5,9 mg L™, em um volume inicial de 0,1 mL. O intervalo de volumes adicionados, foi
compreendido de 0,1 a 1,0 mL. O eletrdlito utilizado foi o tampéao BR pH 8,0, em uma
janela eletroquimica estabelecida entre 1,0 a 2,2 V, com frequéncia de 10,0 Hz e
amplitude de 50 mV. A cada intervalo de adicdo de padrédo, a solugdo contida na
célula eletroquimica, sofreu agitacdo e logo ap6s um curto repouso de 10 segundos.
Os voltamogramas de onda quadrada com a respectiva curva analitica estao

apresentados na Figura 23.

Figura 24  Respostas SWV tomadas a um eletrodo de DDB para diferentes
concentracdes de captopril em tampao BR, pH 8,0. Insercdo: dependéncia linear da
corrente de pico nas concentracdes de captopril. F = 10,0 Hz; amplitude = 50 mV ,
Es=5mV.
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Fonte: Dos autores (2016).
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Por meio dos voltamogramas de onda quadrada, construiu-se a curva
analitica empregando Ip vs. [captopril]. Deste modo, foi possivel determinar os
limites de deteccdo e quantificacdo do captopril em agua pura, empregando 0s
dados referentes a curva analitica obtida dentro da faixa linear entre 1,8 x 10° mol.L’
L até 1,5 x 10* mol.L ™. Os resultados referentes a regressao linear da curva analitica
para o captopril, assim como os limites de deteccdo e quantificagdo estao

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 Resultados da regressao linear da curva analitica obtida para captopril
5,9 mg L™ em tamp&o BR pH 8,0.

Parametro Valor

Ep 1.6V
Faixa linear 1,8 x 10° mol.L até 1,5 x 10* mol.L*
Coeficiente de correlacéo (R) 0,995
Coeficiente linear 0,419 pA + 0,0509
Coeficiente angular 44958,345 pA £ 0,002
SB 0,001 pA
LD 6,67 x 10®mol.L™
LQ 2,22 x 10" mol.L*?
Numero de medidas realizadas (n) 5

Fonte: Dos autores (2016).
4.6.2 Alisquireno

O alisquireno foi estudado sob concentracdo estoque de 50 mg L™, com
aliquota adicional de 0,1 mL de concentracdo final 0,550 mg L™. O volume foi
variado entre adi¢Bes de 0,1 a 1,0 mL da solugédo do farmaco, em tampéo BR pH
8,0, com janela eletroquimica no intervalo de 0,8 a 1,3 V, frequéncia de 100,0 Hz e
amplitude de 50 mV. O alisquireno também sofreu agitacdo a cada adicdo de padrao
e repouso de dez segundos entre cada medida realizada. Os voltamogramas de

onda quadrada obtidos séo ilustrados na Figura 24.
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Figura25  Respostas SWV tomadas a um eletrodo de DDB para diferentes
concentracOes de alisquireno em tampé&o BR, pH 8,0. Inser¢éo: dependéncia linear
da corrente de pico nas concentracdes de alisquireno. F = 100,0 Hz; amplitude = 50
mV , Es=5mV.
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Fonte: Dos autores (2016).

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do alisquireno em agua foram
obtidos para trés determinacées do farmaco, com valores de 2,5 x 10® e 8,4 x 10®
M. Embora o valor calculado (LD e LQ) coincidam, praticamente, com os relatados
na literatura para eletrodos de Hg e de carbono vitreo, neste estudo foram obtidos
valores de desvio padréao relativos inferiores aos obtidos sobre Hg e de carbono
vitreo. Estes resultados indicam uma boa estabilidade de eletrodo DDB para as
medicdes analiticas. A curva analitica apresentou linearidade entre 5,0 x 10° mol.L™
até 1,5 .10 mol.L™, com potencial de pico em 1,0 V, com r = 0,997; LD = 2,5 x 10®
mol LY e LQ = 8,4 x 10® mol L™, como na Tabela 13.



Tabela 13 Resultados da regresséo

83

linear da curva analitica obtida para

alisquireno 0,550 mg L™ em tampé&o BR pH 8,0.

Parametro Valor

Ep
Faixa linear
Coeficiente de correlacéo (R)
Coeficiente linear
Coeficiente angular
SB
LD
LQ

Numero de medidas realizadas (n)

1,0V
5,0 x 10° mol.L™" até 1,5 .10 mol.L™
0,997
0,400 pA + 0,02
118668,480 pA + 2351,3
0,001 pA
2,5 x10®% mol L™
8,4 x 10® mol L™
3

Fonte: Dos autores (2016).

4.6.3 Losartana

A confeccdo da curva analitica de losartana foi construida sob adi¢cdes de
padrdo de 0,04 ml até 10 pontos na curva analitica, sob uma solugdo estoque de
concentracdo 500 mg L™?, sendo que a adicéo inicial compreendia um valor de 3,97
mg L™. O eletrélito de suporte foi o tamp&o BR no pH 10,0, com janela eletroquimica
estabilizada de 1,5 a 2,1 V, com frequéncia de 100,0 Hz e amplitude de 50 mV. O
mesmo procedimento adotado para a obtencdo das curvas analiticas do alisquireno
e captopril foi adotado no caso da losartana. Os voltamogramas de onda quadrada

com a respectiva curva analitica estdo apresentados na Figura 25.
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Figura 26  Respostas SWV tomadas a um eletrodo de DDB para diferentes
concentracOes de losartana em tampé&o BR, pH 10,0. Inserc&o: dependéncia linear
da corrente de pico nas concentracfes de losartana. F = 100,0 Hz; amplitude = 50
mV , Es=5mV.
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Fonte: Dos autores (2016).

A curva analitica para a losartana foi obtida por meio de por cinco
determinacdes em agua pura, e seus limites de deteccdo e quantificacdo, definidos
segundo os parametros otimizados de onda quadrada. A regido linear estudada,
referente a curva analitica esteve entre 2,3 x 10° mol.L™* até 1,9 x 10 mol.L™?, onde
ha o Ep foi 1,8 V (vs. Ag/AgCl), com r = 0,997; LD = 2,64 x 108 mol.L* e LQ = 8,82 x

108 mol.L™*, como mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14 Resultados da regresséo linear da curva analitica obtida para losartana
3,97 mg L™ em tamp&o BR pH 10,0.

Parametro Valor

E, 1.8V
Faixa linear 2,3x10° mol.L* até 1,9 x 10* mol.L*
Coeficiente de correlacéo (R) 0,997
Coeficiente linear 0,033 yA £ 0,115
Coeficiente angular 113345,48 pA £+ 2080,90
SB 0,001 pA
LD 2,64 x 10®mol.L™
LQ 8,82 x 10®mol.L*
Quantidade de medidas realizadas (n) 5

Fonte: Dos autores (2016).

4.7 TESTES DE RECUPERACAO

Ao se propor uma metodologia analitica para uma determinada espécie, deve-
se ter por base a validacdo de tal técnica proposta, através de estudos estatisticos.
O valor real do analito na amostra e o estimado pelo processo analitico constitui a
exatiddo de uma metodologia para deteccéo e quantificacdo do analito em questao,
validando a técnica. Os estudos referentes a exatiddo de um meétodo sdo baseados
em materiais de referéncia certificados (MRC), comparando-se 0 método proposto,
com o método de referéncia que deve estar relacionado com padrdes internacionais.
Todavia, o alto custo de tais materiais e suas limitacbes acerca de matrizes e
analitos, restringem seu uso.

Neste sentido, a quantificacédo final do analito, bem como sua recuperacéo

Y

referente a quantidade real presente, ao final de todo o processo analitico, é
chamado de teste de recuperacdo e esta intimamente relacionado a exatiddo da
técnica. Em suma, o estudo de recuperacdo se baseia na fortificacdo da amostra
analisada, segundo o método de adicdo de padrdo, atravées do deposito de
sucessivas aliquotas de concentracfes conhecidas, ao seio da solucdo, na célula
eletroquimica. A concentracdo percentual recuperada ao final do processo sera
calculada ap6s no minimo cinco adi¢Bes de aliquotas de concentragdes conhecidas,

atraves da Equacao 5:



86

Equacéo 5 % Rec. = %

Onde a simboliza o valor de intercept e b, o slope, ambos determinados em
programa de tratamento de dados voltamétricos. Logo, em processos analiticos, 0s
estudos referentes a recuperacdo sao os mais utilizados para validacdo de varios
métodos que envolvam diferentes tipos de amostras de pesquisa.

Sendo assim, para prestar confiabilidade a técnica trabalhada, o resultado
apresentado devera ser exato e preciso dentro de um erro experimental aceitavel.
Para tanto, na presente dissertacdo, optamos por validar os métodos empregados e
resultados obtidos fazendo uso de calculos de desvio padrdo (Equagéo 6), intervalo
de confianca (Equacao 7) e percentagem de recuperacao (Equacao 8), a partir da

confeccdo da reta de teste de recuperacao e regressao linear de cada farmaco;

Equagéo 6 5= |2ED

Em que X; refere-se aos valores de concentragcdo obtidos de cada uma de
pelo menos trés corridas; X, a média de concentracio das varreduras realizadas e n,

a quantidade de varreduras;
Equacéo 7 X +ZS/Vn

Onde X, é a média de concentracdo das varreduras realizadas; Z, é o valor
tabelado em estatistica para o intervalo de confianca a que remete os resultados; S,
a inclinacdo da curva analitica e n, a quantidade de varreduras realizadas (Manoel
1922; Electrochemistry 2000; Bard et al. 1944).

[FARMACOS]encontrada

~ 0, —_—
Equacao 8 %R =100x [FARMACOS]adicionada

Outra forma de se avaliar a exatiddo de uma metodologia é refazé-la por outra
metodologia de técnica diferente, j4 validada, onde os resultados deverdo conter
baixo erro relativo entre si. Apos isso, estabelece-se um nivel de confianga que

esteja de acordo com o intervalo de concentracdo das amostras, onde quanto menor
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o valor de concentragdo do analito, maior a dispersdo dos dados que aumentam o
limite de confianga. Entretanto, no presente trabalho, néo foi possivel a validagéo da
técnica empregada por uma segunda técnica analitica. Isso se deu ao fato do tempo
tardio para realizacdo da mesma.

Em voltametria de onda quadrada, a corrente de pico obtida em cada
voltamograma de onda quadrada é diretamente proporcional & atividade e a
concentracdo da amostra investigada. Logo, para determinar a concentracdo do
analito “desconhecido”, dever-se-a calcula-la por meio da interpolacdo da corrente
medida da amostra na curva padrao, ou seja, pela regressao linear. A avaliacado da
regressao linear pode ser verificada caso as recuperacdes apresentem distribuicao
linear com relacdo aos niveis de fortificacdo da amostra, onde o0s principais
parametros sdo os coeficientes angulares e lineares das retas. Como o pretendido é
se obter percentagens de recuperacdo numericamente iguais as concentracbes de
fortificag&o inicialmente adicionadas, o coeficiente linear deverd ser o mais proximo
possivel de zero, e o linear; de um; e o grafico resultante devera ser linear, como
mostram as Figuras 26, 27 e 28, em que a reta foi extrapolada até o eixo da
concentracéo (X) no lado negativo das coordenadas.

O modulo referente ao valor negativo na coordenada X remete ao valor da
concentragdo do analito adicionado inicialmente na célula eletroquimica. Uma vez de
posse dos valores de volume total de solucdo na célula e o volume adicionado de
analito inicialmente, pode-se calcular a concentragdo dos farmacos aqui trabalhados,

a partir da Equacao 9, onde;

Equacéo 9 CixVi= C xV;

Em que C;, refere-se a concentracdo em que se encontra o analito; V;, a
aliquota inicialmente adicionada; Cr, a concentracdo final a que se pretende
descobrir e V¢, ao volume total que consta no interior da célula eletroquimica.

Assim sendo, fizemos uso da técnica de voltametria de onda quadrada para
determinar o teor dos farmacos em produtos farmacéuticos comerciais, através do
meétodo de adicdo de padrdo. Logo, para realizacdo dos testes de recuperacao e
calculos estatisticos, enriquecemos a amostra investigada com um volume

conhecido dos padrbes dos farmacos utilizados nas analises. As amostras dos
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farmacos sofreram, entdo, todo o procedimento de andlise em que o0s
voltamogramas foram confeccionados, para levantamento da percentagem de
recuperacdo de cada farmaco. Ao fim das analises, os resultados obtidos para as
concentracdes de cada analito com as amostras enriquecidas, foram subtraidos dos
resultados obtidos das amostras sem tal adigdo, ou seja, sem o0 enriguecimento
inicial. A diferenca forneceu o valor de concentragcdo do padrdo adicionado no
enriguecimento dentro de um erro experimental aceitdvel. Os resultados das
recuperacbes sao expressos em ordem de percentagem de recuperagdo dos
padrdes adicionados. Os valores considerados 6timos se aproximam de 100%.
Depois de realizados os célculos estatisticos especificos, deve-se analisar o
erro relativo que for obtido ao final do processo de recuperacao, pois alguns erros
criticos sdo considerados aceitaveis de acordo com a concentracdo e natureza do
analito investigado. Baixa recuperacdo de extracdo, medidas volumétricas
imprecisas ou interferentes do analito presentes na resultante da corrente de pico,
sdo considerados agravantes responsaveis por erros sistematicos ocorridos durante
0s testes de recuperacao, que podem provocar a invalidagdo da técnica. Os valores
de erros aceitaveis sdo compreendidos para analises de elementos majoritarios que
costumam apresentar erros sistematicos relativos, inferiores aqueles obtidos em
analitos de baixas concentragbes. A Tabela 15 reporta-se a tais valores, de acordo

com parametros fixados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC).

Tabela 15 Recuperacéo do analito em fungéo da concentracéo.

Concentracgéo do analito (%) Intervalo de recuperacgéo aceito (%)
=10 98 — 102
> 1 97 — 103
> 0,1 95 - 105
> 0,01 90 - 107
> 0,001 - = 0,00001 80 - 110
= 0,000001 60 — 115
= 0,0000001 40 - 120

Fonte: (Brito et al. 2003).
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Sendo assim, podemos considerar que os valores de recuperagcdo obtidos
para losartana, alisquireno e captopril, sdo satisfatorios, possuem desvio padrao e
erros relativos baixos, estando de acordo com dados fornecidos por periédicos,
artigos e outros trabalhos realizados para os mesmos analitos; o que provaremos a

seguir na discussao dos resultados obtidos durante o presente trabalho.

4.7.1 Captopril

Para realizar os testes de recuperagcdo em captopril, foi preparada uma
solucdo estoque em formulacdo farmacéutica, de concentracdo de 200 mg L™, com
4,9 mL de tampao BR pH 8,0, em janela eletroquimica estabilizada de 1,0 & 2,2 V,
frequéncia de 10,0 Hz e amplitude de 50 mV, sob técnica de voltametria de onda
quadrada.

A reta foi levantada sob metodologia de adicdo de padrdo, onde a cada nova
adicao, a solucéo sofria uma agitacdo e apds, um descanso de dez segundos. Logo
apos, um novo voltamograma era confeccionado. As adi¢cdes dos padrdes foram
efetuadas em intervalos de 0,1 em 0,1 mL’s, onde a concentragao inicial na célula
eletroquimica, era de 4,0 mg L™. Ao final das anélises, foram realizados os célculos
estatisticos, onde as médias das varreduras de recuperacao, apontaram um valor de
4,018 mg L™ com desvio padrdo da ordem de 0,02; desvio relativo de 99,55%;
percentagem média das recuperacfes de 100,45% e intervalo de confianca de 4,018
mg L™ + 0,140, sob dados restritos em um limite de confianca de 95%. Uma vez
realizada a regresséo linear através da extrapolacdo da reta a niveis negativos do
gréfico cartesiano, verificou-se que os resultados estatisticos eram coerentes com 0s
constantes no grafico. As analises para captopril foram feitas em cinco varreduras,
onde o melhor voltamograma foi aqui representado pela Figura 26. Na Tabela 16,
estdo designados os dados das cinco recuperacdes realizadas por voltametria de
onda quadrada com uso de eletrodo DDB, assim como na Tabela 17, constam 0s

valores obtidos pos tratamento dos dados de onda quadrada.
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Tabela 16 Resultados de cinco recuperacdes para captopril 4,0 mg L*, em
eletrdlito de tampao BR pH 8,0, obtidos em SWV com eletrodo de DDB.

Replicata [CAP]adicionada/ mg L_l [CAP]encontrada/ mg LEl Recupera(;éo (%)

1 4,03 100,75
2 4,01 100,25
3 4,0 4,04 101,00
4 3,99 99,75
5 4,02 100,50
Média 4,018 100,45

Fonte: Dos autores (2016).

Figura 27  Estudos de recuperacdo e determinacdo analitica de captopril em
tampédo BR de 0,04 M, pH 8,0 em um eletrodo de DDB em condi¢des otimizadas
para a amostra A. Concentracdo de captopril de 4,0 mg L™. Solucéo padrdo de
adicao: (a) amostra; (b) 0,1; (C) 0,2; (d) 0,3; (e) 0,4; (f) 0,5; (g) 0,6; (h) 0,7; (i) 0,8; (j)
0,9 e (k) 1,0 mL.
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Fonte: Dos autores (2016).
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A melhor curva escolhida para captoprii 4,0 mg L™, apresentou uma
inclinacdo em slope de 0,105 A/ mol L™, r = 0,994.

Tabela 17 Recuperacbes de amostras de captopril em produtos comerciais que
utilizam os experimentos SWV, realizados utilizando as seguintes condi¢des: f = 10,0
Hz; Esw = 50 mV; ES = 5 mV (n = 5); intervalo de confianca de 95% = 4,018 mg Lt
+ 0,140.

Parametro Valor

Coeficiente de correlacéo (R) 0,994
Concentracédo adicionada 40mgL™?
Concentragdo encontrada (média) 4,018 mg L™ £ 0,02
RDS 0,99%
Recuperacao (média) 100,45%
Quantidade de medidas realizadas (n) 5

Fonte: Dos autores (2016).

4.7.2 Alisquireno

Alisquireno foi investigado em relacdo a sua exatiddo, em uma solucao
preparada a partir de uma formulacdo farmacéutica de 50 mg L™, com volume total
no interior da célula, de 9,9 mL de tampédo BR pH 8,0, em janela eletroquimica
estabilizada de 0,8 a 1,3 V, frequéncia de 100,0 Hz e amplitude de 50 mV, sob
voltametria de onda quadrada com eletrodo de DDB.

Para realizacdo das varreduras fez-se uso da técnica de adicdo de padréao,
onde a cada nova adicdo, a solugao sofria agitacdo e posterior descanso de 10
segundos. Logo apds, um novo voltamograma era levantado. A concentracgdo inicial
no interior da célula eletroquimica, era de 50 mg L™. Apds a realizacdo dos célculos
estatisticos, a média de recuperacédo das trés medidas realizadas foram de 49,58 mg
L™ desvio padréo de 0,42 e RDS de 0,9%.

Com a extrapolacéo da reta realizada na regresséao linear, podemos perceber
gue os dados estatisticos conferiam com os dados cartesianos, em todas as trés
analises realizadas. O melhor voltamograma esta representado na Figura 27. A

Tabela 18 contém os valores obtidos de recuperacéo, para os 5 testes realizados.
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Tabela 18 Resultados de cinco recuperacdes para alisquireno 50 mg L™, em
eletrdlito de tampao BR pH 8,0, obtidos em SWV com eletrodo de DDB.

Replicata  [ALl]agicionada / Mg L™ [ALencontraga / Mg L™ Recuperacao (%)
1 49,58 100,84
2 50,9 98,23
3 50,0 49,60 100,80
Média 50,02 99,94

Fonte: Dos autores (2016).

O melhor voltamograma obtido segue na Figura 27. Os dados onde constam
os resultados da melhor varredura seguem na Tabela 19.

Figura28  Estudos de recuperagcdo e determinacdo analitica de alisquireno em
tampéo BR de 0,04 M, pH 8,0 sobre o eletrodo de DDB em condicfes otimizadas
para a amostra A. Concentracdo do Alisquireno de 50 mg L™. Solucdo padréo de
adicao: (a) amostra, (b) 9,91, (C) 19,61, (d) 29,13, (e), 38,46 e (f) 47,62 mL
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Fonte: Dos autores (2016).
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Tabela19 Recuperacdes de amostras de alisquireno (Rasilez®) em produtos
comerciais que utilizam os experimentos SWV, realizados utilizando as seguintes
condigbes: f =100,0 Hz; Esw =50 mV; ES =5 mV (n = 3).

Parametro Valor

Coeficiente de correlacéo (R) 0,996
Concentracéo adicionada 50,0 mg L™
Concentracdo encontrada (média) 49,76 mg L™ +0,37/49,58 mg L™ + 0,42
RDS 0,80% / 0,90%
Recuperacao (média) 99,94%
Quantidade de medidas realizadas (n) 3

Fonte: Dos autores (2016).

4.7.3 Losartana

A losartana foi testada a niveis de recuperag¢do, em uma solucdo estoque de
500 mg L™, sendo que na célula eletroquimica havia um valor inicial de tamp&o BR
pH 10,0 de 4,9 mL. A janela eletroquimica foi fixada no intervalo de 1,3 a 2,2 V, com
frequéncia de 100,0 Hz e amplitude de 50 mV, sob técnica de voltametria de onda
quadrada e eletrodo de diamante dopado com boro. Para testa-la fez-se uso da
técnica de adicdo de padrdo, em que a cada nova adi¢do a solucéo sofria agitacao e
posterior descanso, para enfim ser levantado novo voltamograma. Os padrées foram
adicionados em intervalos de 0,1 mL em que a concentrag&o inicial no interior da
célula, era da ordem de 10,0 mg L™. Segundo os célculos estatisticos, as medias
das cinco varreduras realizadas foram de 10,36 mg L™; com desvio padrdo de
0,7153; intervalo de confianca de 10,36 mg L™ + 0,105 (sob 95%) e média de
recuperacoes de 103,68%.

Com a regressao linear feita pela extrapolacdo da reta cartesiana a niveis
negativos, foi possivel avaliar que os dados estatisticos condizem com os dados
gréficos, para as cinco avaliacdes realizadas. O melhor voltamograma foi graficado
na Figura 28, bem como os dados de recuperacdo obtidos através das cinco
varreduras realizadas em SWV com DDB, na Tabela 20.



Tabela 20

Resultados de cinco recuperacdes para losartana 10,0 mg L*, em

eletrdlito de tampao BR pH 10,0, obtidos em SWV com eletrodo de DDB.

Replicata

5
Média

[LOS]adicionada/mg LEl

10,0

[LOS]encontrada / mg L_l

11,35
10,35
9,76
10,76
9,62
10,36

Recuperacao (%)

113,50
103,50
97,60
107,60
96,20
103,68

Fonte: Dos autores (2016).

Os dados de corrente de pico em funcdo da variacdo da concentracdo, da
varredura escolhida, estdo graficados na Figura 28. Os dados onde constam os

resultados da varredura seguem na Tabela 21.

Figura29  Estudos de recuperacdo e determinacdo analitica de losartana em
tampéo BR de 0,04 M, pH 10,0 em um eletrodo de DDB em condi¢cfes otimizadas
para a amostra A. Concentragédo de losartana de 10,0 mg L-1. Solucdo padréo de
adicdo: (a) amostra; (b) 0,1; (C) 0,2; (d) 0,3; () 0,4 e (f) 0,5 mg L™.
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Fonte: Dos autores (2016).
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A melhor curva escolhida para losartana 10,0 mg L™, apresentou uma
inclinacdo em slope de 0,321 A/mol L™, r = 0,988.

Tabela21 Recuperacbes de amostras de losartana em produtos comerciais que
utilizam os experimentos SWYV, realizados utilizando as seguintes condi¢cdes: f =
100,0 Hz; Esw = 50 mV; ES =5 mV (n = 5), intervalo de confianca de 95% = 10,36
mg L™ + 0,105.

Parametro Valor

Coeficiente de correlacéo (R) 0,988
Concentracédo adicionada 1 10,0 mg L™
Concentragdo encontrada (média) 10,36 mg L™ +0,7153
RDS 0,96%
Recuperacao (média) 103,68
Quantidade de medidas realizadas (n) 5

Fonte: Dos autores (2016).

Através dos testes de recuperacao, podemos perceber que o uso do eletrodo
de diamante dopado com boro é eficiente para tais analises, assim como a técnica
de voltametria de onda quadrada, na quantificagdo de losartana, captopril e
alisquireno, em concentragbes relativamente baixas. O maior percentual de
recuperacdo se deu para o captopril, como ja previsto. Isso se deve ao fato do
farmaco possuir uma maior facilidade de oxidacdo, bem como correntes de pico
maiores, quando comparado aos outros farmacos estudados.

Quando comparamos os resultados obtidos com os constantes na literatura,
comprovamos que o método aplicado é eficiente, provando, também, que as
analises realizadas foram feitas livres de interferentes provindos de excipientes dos
farmacos. Obteve-se, para os trés farmacos, valores de recuperagcdo proximos a
100% e RDS's relativamente baixos. Isso indica que as analises foram realizadas
sem nenhuma interferéncia de espécies idnicas do eletrélito de suporte, tampouco
excipientes dos farmacos, na exatidao e precisdo do método.

Os trés voltamogramas dos farmacos, ndo apresentam deslocamentos dos
potenciais de pico, 0 que nos indica que a matriz dos comprimidos, também nao
influenciaram nos perfis voltamétricos. Assim sendo, podemos afirmar com
seguranca que a metodologia aplicada € eficiente por ter apresentado resultados

satisfatorios, podendo ser utilizadas a outros niveis de pesquisa. Neste sentido, 0s
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valores elevados das recuperacgdes obtidas, nos possibilita partir para determinacdes
analiticas, destes farmacos, em fluidos bioldgicos. Os testes até aqui realizados, nos
permite afirmar que a técnica proposta pode ser empregada para analise quantitativa
de controle de qualidade, nas industrias farmacéuticas. Seguem abaixo 0s
voltamogramas obtidos para cada farmaco, como também os valores de

recuperacéo encontrados para cada um, na presenca de plasma humano.

4.8 TESTES DE RECUPERACAO EM PLASMA HUMANO

Estudos realizados em espécies contidas em plasma humano necessitam de
metodologias rapidas, eficientes e precisas, tais como as técnicas eletroanaliticas.
Precisam ser rapidas para evitar a degradacéo e possivel lise celular, que causem
extravaso de conteudos celulares plasméticos no seio da solucéo, invalidando as
analises. Eficientes para quantificar com seguranca e exatidao os analitos presentes
na amostra, sem que estes estejam associados ou mesmo reagidos a alguns
componentes plasmaticos. E finalmente, precisas, para que nao haja resposta
eletroquimica de interferentes, como excipientes dos farmacos, nas resultantes de
correntes de pico dos voltamogramas (Bard et al. 1944; Manoel 1922).

Assim sendo, ainda neste estudo, promovemos 0S ensaios de recuperacao
para quantificacdo de captopril e alisquireno na presenca de plasma humano,
seguindo a técnica de voltametria de onda quadrada, que nos forneceu todas as
demandas necessarias para tanto. Fizemos uso de um eletrodo de diamante com
boro, sendo que este ndo se mostrou sensivel a qualquer possivel interferente
plasmatico ou mesmo aos excipientes dos farmacos. Os resultados das varreduras
em plasma foram considerados idénticos aos obtidos pelas varreduras realizadas
em agua pura.

As amostras de sangue utilizadas foram coletadas da prépria autora da
presente dissertacdo, em tubos de citrato de sodio e logo apds centrifugados, onde
pode-se obter o plasma. Logo apds, as amostras de plasma foram dispersas nos
respectivos tampdes dos farmacos, em proporcdes pré-calculadas, onde foram
adicionadas as aliquotas dos farmacos, fazendo uso do método de adicdo de
padrdo. Devido & varios imprevistos surgidos ao longo dos 24 meses de trabalho,

nao foi possivel a realizagdo da quantificacdo de losartana em plasma humano. Em
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curto prazo, pretendemos concluir os trabalhos para o citado farmaco, prosseguindo
com uma possivel publicacdo em revista de interesse.

Os picos eletroguimicos de alisquireno e captoprii se mostraram bem
definidos, livre de ruidos e interferentes. Ambos os farmacos tiveram
desprendimento de pico em valores mais positivos a que em formulacdes
farmacéuticas. Esse leve deslocamento se deve ao fato de estarem em presenca de
plasma, onde alguma espécie ali presente pode promover algum tipo de interacdo
com os farmacos, dificultando sua oxidacdo. Todavia, tal deslocamento ndo foi
levado em consideracéo, uma vez que se deu em niveis muito baixos, considerados
irrelevantes.

As Figuras 29 e 30 demonstram a curva de adicdo de padréo, para cada
farmaco estudado, cujos dados obtidos fornecem excelente linearidade da corrente
de pico em funcdo da variagdo da concentracdo, bem como coeficientes de
correlacdo relativamente bons, sendo de 0,997 para alisquireno e 0,999 para
captopril, com percentagens de recuperacdo de 95,5-97,8% para alisquireno e de
100,96% para captopril. Os resultados obtidos demonstram que as analises podem
ser realizadas com méaxima confiabilidade, em plasma humano e que o eletrodo de
DDB mostra uma resposta estavel e reprodutivel, sem qualquer influéncia de
interferentes, normalmente existentes no sangue humano. Os resultados obtidos séao
apresentados nas Tabelas 23 e 25, assim como a média das varreduras realizadas,

constam nas Tabelas 22 e 24.

4.8.1 Captopril

A quantificacdo de captopril em plasma humano foi realizada em uma solugéo
estoque de concentracdo igual a 300 mg L™; com 4,8 mL de tamp&o BR pH 2,0; 0,2
mL de plasma humano; em janela eletroquimica estabilizada de 1,0 &4 2,2 V,
frequéncia de 10,0 Hz e amplitude de 50 mV, sob técnica de voltametria de onda
quadrada.. As adi¢des de padrao do farmaco foram de 0,6 em 0,6 mL, sendo que a
cada adicdo a solucao sofria agitacao e logo apos descanso de 10 segundos, antes
de ser levantado um novo voltamograma.

Nas andlises em plasma para captopril, fez-se necessério a alteragdo do pH
do meio eletrolitico. Ao que as analises apresentavam bons resultados em pH 8,0

para amostras comerciais em agua destilada, ndo se fez eficaz na presenca de
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plasma humano, sendo necesséria a utilizacdo de tampao BR pH 2,0 para este fim
analitico. Apds alguns estudos em literaturas que tratam a respeito da fisiologia
humana, concluimos que isto ocorreu na molécula de captopril, devido a sua forte
afinidade em meios biolégicos com pH’s relativamente alcalinos. Portanto, um
paciente que faz uso de tal medicamento, sera beneficiado no controle da PA, a
partir do momento em que o farmaco se dirige a seu sitio ativo para ligar-se a seu
substrato, sendo veiculado, até 14, pelas células epiteliais sanguineas. O
tamponamento do sangue, como sabemos, mantém o pH em torno de 7,4; sendo
que em caso de acidose ou alcalose o paciente serd comprometido em relagédo &
sua saude. Logo, as células sanguineas que serdo responsaveis pelo transporte de
captopril até seu sitio ativo, para cumprir 0s propositos a que € recomendado, sao
de carater ligeiramente alcalino para garantir afinidade célula / farmaco até a
chegada ao sitio ativo, onde havera uma pequena mudanca no pH local fazendo
com que a molécula do farmaco se “desprenda” das células sanguineas de
transporte para se clivar ao seu substrato no interior de seu sitio ativo. Pensando
nesta légica, percebemos que no interior da célula eletroquimica, em presenca de
células sanguineas e um eletrdlito de pH préximo a 7,4 (no caso o pH 8,0 usado nas
formulagbes farmacéuticas) as moléculas do farmaco estardo ligadas as células
sanguineas presente no plasma, de forma a ser impedido pelo proprio meio, a ser
oxidado no eletrodo de DDB, ja que tal afinidade com células plasmaticas impedirdo
0 contato molécula do farmaco / eletrodo de DDB. Assim sendo, devera haver uma
perturbacdo do meio eletrolitico, com relacdo ao pH, para promover a quebra da
ligacdo existente entre a molécula do farmaco e as células plasméticas, permitindo
gue o analito seja oxidado pelo eletrodo de DDB, fornecendo uma corrente de pico
diretamente proporcional a sua atividade e concentracdo. Pensando nisto, alteramos
o pH do tampé&o BR de 8,0 para 2,0 no intuito de acidificar o0 meio e promover a
quebra da interacdo entre farmaco / células plasmaticas. Todavia 0 mesmo nédo se
faz necessario para analises em formulacdes farmacéuticas sem adicdo de plasma,
pois neste caso ndo ha uma “simulagdo” de organismo humano contendo células
sanguineas afins da molécula de captopril, 0 que permite que esta esteja livre para
sofrer contato com o eletrodo de DDB e ser finalmente oxidada fornecendo sua
corente de pico especifica. Todavia, 0 processo ndo se fez necessario para 0s

estudos de alisquireno, devido as suas especificidades moleculares.
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Ao final das analises quantitativas, foram realizados célculos estatisticos onde
a média das cinco varreduras realizadas foi de 32,34 mg L™, sendo que a
concentracdo inicial no interior da célula era de 32,14 mg L™; coeficiente de
correlacéo de 0,999; desvio padrao de 0,206; percentagem média das recuperacdes
de 100,61% e intervalo de confianca de 32,34 mg L + 0,04 (para 95% de
confianga).

Com a realizacdo da regresséao linear sobre a extrapolacdo da reta a niveis
negativos no plano cartesiano, pode-se perceber que os dados estatisticos conferem
com os dados gréficos. Na Tabela 22 estdo os dados designados das cinco

varreduras realizadas.

Tabela 22 Resultados de cinco recuperacfes em plasma para captopril 32,14 mg
L™, em eletrélito de tamp&o BR pH 2,0, obtidos em SWV com eletrodo de DDB.

Replicata  [CAP]agicionada / Mg L™ [CAP]encontraga / Mg L™ Recuperacao (%)

1 32,43 100,90
2 32,03 99,65
3 32,14 32,55 101,27
4 32,24 100,31
5 32,45 100,96
Média 32,34 100,61

Fonte: Dos autores (2016).
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Figura 30  Estudos de recuperacdo e determinacdo analitica de captopril em
plasma humano, com tampao BR de 0,04 M, pH 2,0 em um eletrodo de DDB em
condicées otimizadas para a amostra A. Concentracdo de captopril de 32,14 mg L™
Solucéo padréo de adicao: (a) amostra; (b) 0,6; (C) 1,2; (d) 1,8; (e) 2,4; (f) 3,0; (9)
3,6; (h) 4,2; (i) 4,8; (j) 5,4 e (k) 6,0 mL.

|40 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
14 Concentragio / mg L’
04— —TT—
co 02 04 06 08 10 12 14 1,
E/V (vs. Ag/ AgCl)

Fonte: Dos autores (2016).

A melhor curva escolhida para captopril 32,14 mg L™, apresentou uma
inclinacdo em slope de 0,0,0453 A/mol L™, r = 0,999.

Tabela 23 Recuperacbes de amostras de captopril em plasma humano, que
utilizam os experimentos SWV, realizados utilizando as seguintes condicdes: f = 10,0
Hz; Esw = 50 mV; ES = 5 mV (n = 5); intervalo de confianca de 95% = 32,34 mg L™ +
0,04.

Parametro Valor

Coeficiente de correlacéo (R) 0,999
Concentracéo adicionada 32,14mgL*
Concentracdo encontrada (média) 32,34 mg L™ £ 0,206
Recuperacao (média) 100,61%
Quantidade de medidas realizadas (n) 5

Fonte: Dos autores (2016).
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4.8.2 Alisquireno

Alisquireno foi investigado em plasma humano sobre 9,0 mL de tamp&o no
mesmo pH das recuperacdes realizadas em formulagcbes farmacéuticas (8,0), em
uma solucéo de concentracdo de 50 mg L™*; com janela eletroquimica fixada de 0,8 a
1,3 V, frequéncia de 100,0 Hz e amplitude de 50 mV, sob voltametria de onda
quadrada com eletrodo de DDB.

Os testes foram realizados sobre técnica de adicdo de padrdo, onde a cada
nova adicdo a solucdo sofria uma agitacdo e apos descanso por 10 segundos. A
concentracdo inicial na célula era de 9,0 mg L?, e a média das concentracdes
realizadas em triplicata, de 8,8 mg L™; com desvio padrdo de 0,3 e percentagem de
recuperacéao de 95,5-97,8%.

Os dados obtidos por calculos estatisticos condiziam com os dados obtidos
na regressao linear, obtida com os gréaficos tracados. As analises para alisquireno
foram feitas em trés varreduras, onde se calculou a média entre as medidas,

constantes na Tabela 24.

Tabela24 Resultados de trés recuperacbes para alisquireno 9,0 mg L™, em
eletrdlito de tampéo BR pH 8,0 e plasma humano, obtidos em SWV com eletrodo de
DDB.

Rep“cata [CAP]adicionada/ mg L_l [CAP]encontrada/ mg I—_l Recupera(;éo (%)

1 8,60 95,55
2 8,80 97,77
3 9,0 8,75 97,22
Média 8,71 96,84

Fonte: Dos autores (2016).
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Figura 31  Estudos de recuperacdo e determinacdo analitica do alisquireno em
tampéo 0,04 M BR, pH 8,0; em um eletrodo de DDB em condi¢des otimizadas para a
amostra A (soro humano). Concentracdo da solucdo padrdo de alisquireno
adicionados: (a) amostra (9,0 mg L-1). (B) 27,7; (C) 50,0; (D) 69,23; (E) de 87,7 e (f)
100 mg L-1.
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Fonte: Dos autores (2016).

Tabela25 Recuperacbes de amostras de alisquireno em plasma humano que
utilizam os experimentos SWV, realizados utilizando as seguintes condi¢des: f =
100,0 Hz; Esw =50 mV; ES =5 mV (n =5).

Parametro Valor

Coeficiente de correlagdo (R) 0,997
Concentracao adicionada 9,0mgL*
Concentragdo encontrada (média) 8,80 mg L*+0,3
Recuperacao (média) 97,8%
Quantidade de medidas realizadas (n) 3

Fonte: Dos autores (2016).

Apos a analise dos resultados designados acima, podemos concluir que a
técnica de voltametria de onda quadrada, com uso do eletrodo de DDB, é viavel para
as analises de losartana, captopril e alisquireno, podendo ser usada em larga escala

para analises de qualidade de farmacos, em industrias de segmento farmacéutico.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

A deteccéao eletroquimica de farmacos € de grande importancia devido a sua
facilidade, rapidez e baixo custo, uma vez que muitos principios ativos de diversos
medicamentos sado identificados e quantificados por técnicas analiticas de elevado
custo, como por exemplo, por meio de métodos cromatograficos e espectroscopicos.

A metodologia tradicionalmente empregada nas analises de farmacos é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sendo esta de elevado custo, onde
os cromatdgrafos podem alcancar valores acima de R$100.000,00. E importante
salientar que os métodos cromatograficos (HPLC) empregam grandes quantidades
de solventes, que muitas vezes sdo caros e toxicos. Contudo, a metodologia
eletroquimica nos permite realizar andlises de diversas substancias em diferentes
matrizes, sem que haja a necessidade de pré-tratamento das amostras, emprego de
solventes caros e elevado tempo de andlise, o que torna as analises rapidas e com
custos muito acessiveis. O valor aproximado de um potenciostato portatil, que € o
equipamento que foi empregado nas analises eletroquimicas, ndo representa mais
do que 10 % do valor de um cromatégrafo (por volta de R$ 10.000,00). Diante disso,
através de resultados satisfatérios de pesquisas realizadas, enfatizamos as
vantagens das técnicas eletroquimicas de andlise, na obtencédo de voltamogramas
seguros, rapidos e viaveis financeiramente. Através dos voltamogramas aqui
apresentados, provamos a obtencéo de resultados quantitativos através do método
proposto, levando em consideracdo a biodisponibilidade de cada farmaco analisado.

Os resultados obtidos em niveis plasmaticos para alisquireno e captopril
poderdo servir de parametros para relacionar a concentracdo do farmaco com a
pressdo arterial de pacientes que o utilizam. Neste sentido, a técnica se torna mais
eficiente para quantificagcdo de espécies em plasma que demais técnicas analiticas,
pelo fato de ser rapida. Essa é sem duvida a maior vantagem das técnicas
eletroquimicas, pois analises exaustivas podem vir a provocar lise celular
plasmatico, invalidando a precisdo da técnica, caso haja extravasamento das
espécies celulares, fornecendo ao analista, um falso positivo de pico de corrente que
nao necessariamente sera do analito investigado. Logo, a técnica aqui proposta foi
eficientemente validada através de tratamentos dos dados obtidos e aplicacdo de
calculos estatisticos de exatiddo (recuperagdo), precisdo (calculo de desvio padréo)
e sensibilidade (LD e LQ).
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Para a validacdo através da exatiddo do método, curvas de recuperacao
guantitativas foram levantadas, onde obtivemos recuperac¢des da ordem de 100,45%
com desvio padrdo de 0,02 e RDS de 0,99% para captopril; 99,94% com desvio
padrao de 0,37 e RDS de 0,80% para alisquireno e de 103,68% com desvio padrao
de 0,71 e RDS de 0,96% para losartana. Os coeficientes de correlagdo encontrados
foram de 0,994 para captopril, 0,996 para alisquireno e 0,988 para losartana.
Referindo-se a exatiddo da técnica, podemos através dos resultados obtidos,
considerar a técnica exata, pois o0s valores de recuperacdo obtidos foram
satisfatorios e condizentes com a literatura ja existente.

No caso dos estudos de recuperacédo realizados em plasma humano, o0s
resultados também foram satisfatérios para captopril e alisquireno, uma vez que
obtivemos percentagem de recuperacédo de 100,61% com desvio padréao de 0,206 e
r de 0,999 para captopril; e 97,8% com desvio padrédo de 0,3 e r de 0,997 para
alisquireno. Os valores obtidos coincidem nas varias varreduras realizadas para os
farmacos, e sdo também condizentes com a literatura. Além do mais, a exatiddo
comprovada pelos testes de recuperacdo indica que ndo houve acdo de
interferentes, sejam plasmaticos, sejam de excipientes provindos do farmaco, na
corrente de pico obtida, invalidando o processo. Os resultados obtidos através do
desvio padrao dos farmacos também provam que a técnica proposta € precisa, pois
0s desvios sdo baixos e estdo dentro de erros sisteméaticos aceitaveis em técnicas
eletroanaliticas.

Quanto a sensibilidade, os farmacos foram testados em relacdo aos limites de
deteccdo e quantificacdo, que se referem a menor concentracdo que pode ser
detectada pelo eletrodo de trabalho sem necessariamente ser quantificada (LOD) e
a menor concentracdo que pode ser quantificada pelo DDB (LOQ). Os limites de
deteccdo e quantificacdo foram da ordem de 6,67 x 10° M e de 2,22 x 107 M,
respectivamente, para captopril (r = 0,995); de 2,64 x 10°® M e de 8,82 x 10® M,
respectivamente, para losartana (r = 0,997) e de 2,5 x 10 M e de 8,4 x 10® M,
respectivamente, para alisquireno (r = 0,997). Os valores baixos de LOD e LOQ
encontrados para os farmacos demonstram que a técnica é sensivel e pode ser
trabalhada com amostras em baixas concentracdes, obtendo dados satisfatorios e
reprodutiveis.

Concluimos, entdo, que a técnica de SWV aqui proposta para quantificacao

de losartana, captopril e alisquireno, com uso de eletrodo de diamante dopado com
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boro, é sensivel, exata e precisa, dentro dos parametros necessérios para
quantificacdo dos farmacos trabalhados, podendo ser usada com seguranca, em
larga escala nas industrias farmacéuticas, no intuito de promover testes de controle
de qualidade apés sintese de farmacos, onde havera vasto interesse econdémico,
uma vez que tais testes sdo hoje realizados por técnicas dispendiosas, exaustivas e

caras.
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