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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo usar a metodologia de anélise por inje¢do em batelada
— BIA com detecc¢do eletroquimica de amperometria de pulsos multiplos (AMP), para
determinagcdo dos diuréticos furosemida (FRD) e hidroclorotiazida (HCT) em
formulacdes farmacéuticas. A determinacdo desses compostos foi realizada através da
aplicacdo sequencial de dois pulsos de potenciais em fung¢do do tempo usando solucio
tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L' em pH 4,0 como eletrélito suporte. FRD foi
oxidado em +1,10 V, e em +1,30 V houve a oxidacdo de ambos os compostos, sendo
necessdrio usar um fator de correcdo para determinar a concentragdo de HCT. Além
disso, as medidas ndo apresentaram contaminac¢do/passivacao da superficie do eletrodo
de trabalho diamante dopado com boro (BDD). Nestas condi¢des, apds a otimizagdo do
sistema, os compostos apresentaram faixa linear de resposta de 2 a 100 umol L™! para
HCT (r = 0,9990) e 2 a 300 umol L' para FRD (r = 0,9993), boa repetibilidade
apresentando DPR menor que 5 % para n = 30, limites de deteccdo de 0,65 pmol L™!
para FRD e 0,89 umol L™! para HCT, limites de quantificacdo de 1,98 umol L™! para
FRD e 1,92 umol L™! para HCT, frequéncia analitica experimental a 120 injecdes por
hora. Os resultados obtidos com o método proposto foram comparados aos obtidos por
espectrofotometria UV-Vis, sendo estes estatisticamente semelhantes a um nivel de

confianga de 95%.

Palavra-chave: Andlise de injecdo em batelada; furosemida; hidroclorotiazida



ABSTRACT

This work aimed to use the BIA injection analysis methodology with electrochemical
detection of multiple pulse amperometry (AMP) for determination of furosemide (FRD)
and hydrochlorothiazide (HCT) diuretics in pharmaceutical formulations. The
determination of these compounds was performed by sequentially applying two potential
pulses as a function of time using a 0.04 mol L — 1 Britton-Robinson buffer solution at
pH 4.0 as a support electrolyte. FRD was oxidized at +1.10 V, and at +1.30 V there was
oxidation of both compounds, and it is necessary to use a correction factor to determine
the concentration of HCT. In addition, the measurements showed no surface
contamination / passivation of the boron-doped diamond (BDD) working electrode.
Under these conditions, after system optimization, the compounds presented linear
response range from 2 to 100 umol L — 1 for HCT (r = 0.9999) and 2 to 300 umol L — 1
for FRD (r = 0.9993) , good repeatability with DPR less than 5% for n = 30, detection
limits of 0.65 pmol L — 1 for FRD and 0.89 pmol L — 1 for HCT, quantitation limits of
1.98 umol L — 1 for FRD and 1.92 pmol L — 1 for HCT, experimental analytical
frequency at 120 injections per hour. The results obtained with the proposed method
were compared to those obtained by UV-Vis spectrophotometry, which were statistically

similar to a 95% confidence level.

Keywords: Batch injection analysis; furosemide; hydrochlorothiazide
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1. INTRODUCAO

Féarmacos sdo substancias quimicas que afetam a fun¢do fisioldgica de modo
especifico'. Quando estes acessam o organismo humano, por uma das possiveis vias de
administracdo, inicia-se uma série de reacdes bioquimicas objetivando a absorcdo,
distribuicao, metabolismo (biotransformacao) e a sua elimina¢do. Os farmacos atuam ao
nivel de receptor o qual € responsdvel pela seletividade da a¢do farmacoldgica e pela

relacdo quantitativa entre farmacos e seu efeito.

Furosemida (FRD) e hidroclorotiazida (HCT) sdo substancias pertencentes a
classe dos diuréticos de al¢a e tiazidas. S3o grupos de substancias usadas para ajustar a
composi¢do e volume dos fluidos corporais em numerosos casos de doengas. Do ponto
de vista farmacoldgico, sdo drogas que além de aumentarem o volume urindrio,

aumentam também a excre¢do urinaria de sédio por uma aco direta sobre os rins? .

Ambos os diuréticos ndo precisam de receita médica para aquisi¢do e, por
serem de facil acesso, podem causar sérios riscos a saide. Seus usos nos esportes sao
proibidos por mascarar substancias vedadas em exames anti-dopping, por favorecer o
aumento na eliminagdo de eletrdlitos (especialmente sédio e fons cloreto), além de
outras substancias e dgua. Esses farmacos sdo utilizados no tratamento de edemas
resultantes de uma variedade de causas, como por exemplo, insuficiéncia cardiaca
congestiva, sindrome nefrética, doencas cronicas do figado, em associacdo a
hipertensdo, hipercalcemia, diabetes, etc*. Os diuréticos comercialmente disponiveis sdo
as tiazidas, os de alca e poupadores de potdssio. Os diuréticos poupadores de potdssio
sao considerados de fraco poder diurético, apresentando-se normalmente associados a

outras substincias com a finalidade de diminuir a deple¢io de potdssio®.

Na literatura atual, sdo encontrados diversos métodos para a determinacao
de firmacos contendo FRD e HCT, com destaque para métodos cromatograficos’,
espectrofotométricos® 7 e voltamétricos®. Com excecdo dos métodos cromatogrificos, a
grande maioria sdo elaborados para determinac¢do individual destes compostos, € nao os
dois simultaneamente. Entretanto estes métodos apresentam alguns inconvenientes, pois
andlises com estas técnicas dependem de etapas iniciais de preparacdo das amostras que
demandam muito tempo, utilizam grande quantidade de reagentes (solventes de alta
pureza) e para a maioria dos métodos os equipamentos associados sdo de custos

elevados, o que torna muito caro o custo final das analises” '°. Com isto, é necessdrio se
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desenvolver técnicas mais ripidas, de custo mais baixos e tdo sensiveis quanto as
técnicas cromatograficas’. Contudo os métodos eletroanaliticos apresentam vantagens
considerdveis sobre os demais, dentre as quais podemos citar: menores limites de
deteccdo, alta frequéncia de andlise, minima manipulacdo da amostra, baixo custo de

andlise, além de custos de aquisicdo e manutenc¢do inferiores dos equipamentos usados.

A andlise por injecdo em batelada (BIA), por sua vez associada a técnicas
eletroquimicas, tem apresentado um papel de destaque na comunidade cientifica uma
vez que tem sido demonstrado sua aplicabilidade no desenvolvimento de métodos com
excelentes resultados em determinagdes de farmacos, conforme jia descrito na

literatura®'!.

Na técnica BIA, proposta em 1991 por WANG e TAHA", um injetor introduz
a solu¢do do analito diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho, que esta
inserido em um recipiente (célula BIA) contendo uma solucdo inerte estaciondria ou sob
conveccdo (na presenca de agitacdo mecanica). De acordo com a literatura, ambos os
sistemas BIA e FIA apresentam similaridade na proposta de andlises realizadas
continuamente € com menor intervencdo do analista, apresentando picos transientes
com alta frequéncia analitica, elevada precisdo e baixo consumo de amostras e
reagentes“.

FRD e HCT foram determinadas individualmente por ISSOPOULOS'? e
LORENCAO et al'’. No primeiro estudo, os autores determinaram microquantidades de
furosemida em medicamentos baseados na oxidagdo do farmaco na presenca de iso e
heteropolidnions de molibdénio (IV). A reducdo do molibdénio (IV) levou a formacdo
de um composto azul, cuja concentracdo foi proporcional a quantidade de furosemida
oxidada. Os comprimentos de onda usados para andlise foram 690 nm para o produto de
reacdo com o isopolidnion e 700 nm para o heteropolidnion de molibdénio (IV). J& para
o segundo, os autores empregaram um eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)
submetido a um tratamento catédico em sistema de injecdo em fluxo com deteccdo
amperométrica de multiplos pulsos para a determinacdo de farmacos anti-hipertensivos.
Vérios outros farmacos também foram determinados usando o sistema BIA com
detecciio amperométrica, mostrando o grande potencial de aplica¢do deste método'.

Outros métodos eletroanaliticos foram propostos para determinacdo de HCT
e FRD” 1, Apesar do sucesso destes métodos, a maioria dos eletrodos sélidos utilizados

nesses trabalhos estd sujeita a diminuicdo na atividade eletroquimica devido a adsorcao
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de espécies na superficie desses materiais. Na prética, este problema pode ser corrigido
mediante o polimento mecanico da superficie do eletrodo, tratamento eletroquimico
entre as medidas ou substituicio do eletrodo apds cada andlise, como no caso dos

eletrodos descartaveis.

Considerando o exposto anteriormente, neste estudo descreve-se o
desenvolvimento e a otimizacdo de um método eletroanalitico simples, rapido e de
baixo custo para a determinacdo simultinea de FRD e HCT em farmacos, utilizando a
metodologia Andlise por Injecao em Batelada com detec¢do amperométrica de multiplos
pulsos (BIA-AMP) e um eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro. O método
proposto é considerado bastante atraente, uma vez que ndo € de nosso conhecimento
algum método eletroanalitico descrito na literatura para a determinacdo simultinea

destes dois analitos.

1.1 Eletrodo diamante dopado com boro — BDD

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped

diamond”) tem sido usado com frequéncia em diversas determinacdes, tais como:

9, 17 18,19

principios ativos em medicamentos’ 7, metais'®!?, antioxidantes?’, bases nitrogenadas
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do DNA?', corantes®?, pesticidas23, carboidratos®*, entre outros'®. Trata-se de um

material a base de carbono com elevados graus de densidade atdmica, dureza e
resisténcia mecanica. O primeiro filme de BDD foi obtido em 1973 por Poferl ef al.?,
através da técnica de deposicdo quimica a partir de vapor (CVD, do inglés “chemical
vapor deposition”), na qual sdo introduzidos em um reator moléculas gasosas contendo
carbono (metano, acetona, etc.) e derivados do dopante boro, diborano, por exemplo.
Atualmente a técnica de CVD ainda € muito utilizada para a sintese do BDD, sendo
possivel a obten¢do de materiais com variadas condutividades, dependendo do nivel de
dopagem, comumente de 500 a 10.000 mg kg™'.

Os eletrodos de filme de BDD apresentam melhores propriedades para
aplicagdo em eletroquimica e eletroanalitica em relacdo a outras formas de carbono
(grafite, carbono vitreo, carbono pirolitico, pasta de carbono etc.), tais como: corrente

capacitiva (corrente de fundo) baixa e estdvel, janela de potencial em meio aquoso

ampla, cinética de transferéncia de elétrons rdpida em vdérios sistemas redox, adsor¢ao
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molecular (baixa passivagio) fraca, estabilidade dimensional e resisténcia a corrosio?®.
Em funcgdes destas propriedades, o eletrodo de BDD tem sido usado no
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos e em estudos ambientais no que se trata de
tratamento de efluentes.

Para que estas propriedades possam ser perceptiveis, € necessario tomar
alguns cuidados ao adaptar um eletrodo de BDD em uma célula eletroquimica, como:
manter um bom contato elétrico entre o substrato e o suporte de eletrodo e vedar bem as
bordas do eletrodo, de forma que somente o BDD fique em contato com a solu¢do de
medida. Caso contrario ocorrerd a infiltragdo da solu¢cdo no suporte, comprometendo o
contato elétrico entre o BDD e o eletrdlito, pelo elevado aumento na resisténcia 6hmica.
Além das recomendagdes supracitadas, o desempenho do eletrodo de BDD ¢
dependente das condi¢des de pré-tratamento de limpeza e/ou ativacio® ' 13, Na
polarizacdo eletroquimica, aplica-se um potencial ou corrente positiva o suficiente para
promover a oxidac¢do da dgua gerando géds oxigénio (ativacdo anddica), situacdo estd em
que ocorre a funcionalizagdo da superficie do BDD com grupos terminados em
oxigénio. Por outro lado, aplicando-se um potencial ou corrente negativos na superficie
do eletrodo, o suficiente para ocorrer a reducdo da 4gua (eletrélise) gerando gés
hidrogénio (ativacdo catddica). Estudos sobre a influéncia destes tratamentos no
comportamento de BDD em eletroandlise sdo reportados na literatura®’.

SUFFREDINI et al.?® estudaram o comportamento eletroquimico de
pesticidas apds tratamento catddico da superficie do eletrodo de BDD, o qual foi tratado
utilizando uma solugdo de 4cido sulfiirico 0,5 mol L™! e aplicando-se —3,0 V por 30
minutos. Os resultados mostraram que a resposta eletroquimica do eletrodo de BDD ¢é
afetada pelo tipo de pré-tratamento aplicado a superficie do eletrodo, sendo que este

tratamento promoveu o aumento da resposta eletroquimica.

MEDEIROS et al.* relataram que apés a realizacdo de um pré-tratamento
catédico (500 mA cm 2 por 180 s em solugdo de H2SO4 0,50 mol L"), os corantes
tartrazina e amarelo crepusculo apresentaram uma melhora significativa da resposta
eletroquimica quando comparada ao eletrodo pré-tratados anodicamente (superficie
oxigenada).

Em trabalhos realizados com eletrodos de BDD pré-tratados catodicamente,
observou-se melhores desempenhos com relacdo aos BDD pré-tratados anodicamente na

30, 31

determinac¢do de diversos farmacos e antioxidantes™?,
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1.2 Anadlise por injecao em batelada

Andlise por injecao em batelada (BIA, do inglés “batch injection analysis™)
¢ uma técnica analitica apresentada na literatura por WANG e TAHA no inicio da
década de 90". O sistema BIA pode ser considerado uma boa alternativa aos métodos
baseados em FIA (do inglés “flow injection analysis”) para também aumentar a
frequéncia analitica®>. A técnica BIA com deteccio amperométrica consiste em injetar,
com o auxilio de uma micropipeta (normalmente eletronica), um pequeno volume de
uma solucio da amostra diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho, estando
este imerso em uma grande quantidade de volume do eletrélito suporte, ou seja, a célula

contém, normalmente, um volume total de 100 ml.

A injecdo da espécie de interesse sobre a superficie do eletrodo resulta em

sinais transientes semelhantes aos obtidos em sistemas FIA.

VYU U
o Mmoo

A B C D E
C

(A) Antes da injecao
(B) Transporte

B D
(C) Fim da injecao
(D) Dispersao

A E (E) Equilibrio final

Figura 1: Etapas de operacao de um sistema BIA com resultado obtido.

Conforme apresentado na Figura 1, o sistema BIA apresenta as seguintes
etapas:

Antes da injecdo da solucdo contendo amostra, hd a presenca de uma
corrente residual gerada a partir do eletrélito suporte inerte (Figura 1A), indicando que
ndo existe reacdo de transferéncia eletronica na interface eletrodo/solu¢do. Quando uma
aliquota de solu¢d@o padrdo ou da amostra (normalmente diluida em eletrélito de suporte

devido a resisténcia) € injetada sobre a superficie do eletrodo de trabalho (Figura 1B),



19

ocorre um aumento rdpido da corrente até chegar em um valor maximo, devido ao
processo redox do analito de interesse (Figura 1C). A intensidade desse sinal é
proporcional a concentragdo do analito na amostra (quando na faixa linear de resposta).
Em seguida, ocorre uma queda do sinal em direcdo a linha base devido ao efeito da
dispersdo (Figura 1D), atingindo o equilibrio existente antes da injecdo (corrente

residual; Figura 1E).

Ao compararmos o sistema BIA com o FIA, percebe-se que o procedimento
BIA possui diversas caracteristicas similares as apresentadas por FIA, como: rapidez,
simplicidade, boa repetibilidade, sensibilidade e possibilidade de trabalhar com baixos
volumes de amostras e reagentes. Em ambos os sistemas, o fendmeno da passivagdo ou
contamina¢do da superficie do eletrodo de trabalho é menor em relacdo aos sistemas
estaciondrios devido ao menor tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho

durante as analises®*.

Um dos problemas recorrentes do sistema BIA empregando eletrodos
sOlidos em deteccdo eletroquimica é o de contaminacdo/adsorcdo de componentes na
superficie do eletrodo de trabalho. Esse problema pode ser contornado, em sistemas
hidrodinamicos, pela aplicagdo repetitiva e alternada de pulsos de potenciais de
limpeza>-%,

Recentemente, sistemas BIA com deteccdo por amperometria de multiplos
pulsos (AMP) vém sendo explorados com sucesso para executar determinacdes
simultaneas usando somente um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um
contra-eletrodo®®. Por exemplo, para determinag¢do simultinea de duas substincias
escolhe-se uma combinacdo com no minimo dois pulsos de potenciais, de modo que em
um dos pulsos apenas um analito seja detectado e no outro pulso ambas espécies
respondam. Nesse caso, € extremamente importante usar nas andlises envolvendo duas
substancias, um fator de corre¢do simples para se obter a corrente relativa ao segundo
analito” *. A técnica permite ainda a aplicacdo de um terceiro ou quarto pulso de
potencial para evitar a contaminacdo ou promover a constante limpeza eletroquimica e

consequente renovacgdo da superficie do eletrodo de trabalho empregado.
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1.3 Furosemida (FRD)

A FRD (Figura 2) ou 4cido 5-(aminosulfonil)-4-cloro-2-[(furanilmetil)amino
benzoico] é um diurético inibidor do suporte de Na*, K* e CI'. Sua férmula molecular é
C12H11CIN20sS com massa molecular de 330,75 g mol!, possui faixa de fusdo em
206°C e pKa de 4,25, 9,83 e 16,96°. Quando administrada por via oral é absorvida
rapidamente dentro de 5 a 10 minutos. O inicio da acdo desse diurético € rdpido quando
administrada via venosa, sendo de 1 a 5 minutos. Quando administrada em doses

maxima, chega a determinar a excre¢ao de 30% da carga filtrada de sédio.

9,83

Figura 2: Estrutura quimica da FRD

A FRD €é um dos medicamentos diuréticos mais potentes e eficazes
disponiveis. Exerce a sua acdo na al¢ca de Henle, que € uma por¢do do néfron que regula
o balanco de 4gua e sédio do organismo, induzindo uma perda de cloreto de sdédio e
dgua®®., Mas recentemente, suas propriedades diuréticas fizeram da FRD um
medicamento util para o tratamento de hipertensdo e retencdo de liquidos (edema) em
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca hepdtica e disfuncdo renal, tais
como a sindrome nefrética. A FRD € proibida nos esportes, por mascarar substancias

nos exames anti-doping®!.

FRD ¢é determinada em  preparacdes farmac€uticas utilizando

espectrofotometria no UV/VIS®’, espectrofotometria no infravermelho®’ e

6,7,42

colorimetria Para doseamento as seguintes técnicas sdo utilizadas:

2

espectrofotometria no UV/VIS*?, titulometria’*?, cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) com deteccio UV® e métodos potenciométricos*’.
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1.4 Hidroclorotiazida (HCT)

A HCT ou 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiodiazina-7-
sulfonamidal,1diéxido (Figura 3) é um diurético inibidor do suporte de Na* e K*. Sua
férmula molecular é C7HsCIN304S2 com massa molecular de 297,74 g mol ™' #2, é muito
usado como monoterapia ou em combinag¢do com outros farmacos, tais como captopril,

losartana e outros.

0O O 0O O
\\S// \ 7/
H,N~ “NH
Cl N

o

Figura 3: Estrutura quimica da HCT

A HCT € um diurético da classe dos tiazidicos, muito utilizada no
tratamento de doencas como hipertensdo arterial sist€émica, hipercalcemia, edema renal,
doencas hepaticas, cardiacas e diabetes insipidus nefrogénico, devido a sua eficicia
terapéutica e seu baixo custo®. E bastante eficaz via administracio oral, sendo bem
absorvida pelo trato gastrintestinal e excretada, principalmente, pela urina®. Dentre os
farmacos de curta acdo, como a HCT, o efeito méximo € observado em cerca de quatro

a seis horas com duracio de oito a doze horas*®.

A HCT apresenta como principais efeitos adversos o resultado de suas ag¢des
renais, como a reducdo de potdssio plasmatico, o que pode induzir arritmias
ventriculares*’. Outros efeitos indesejaveis sdo a alcalose metabdlica, o aumento dos
niveis plasmdticos de 4cido drico e a hiperglicemia, devendo por isso, ser usado com

cautelads, 4s.
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1.5 Determinacao de HTC e FRD

A FARMACOPEIA INTERNACIONAL* recomenda a volumetria 4cido-
base como procedimento de quantificagdo da furosemida. O procedimento descrito
emprega o azul de bromotimol em dimetilformamida como indicador e a solucdo de

amostra é titulada com solug¢do de NaOH 0,1 mol L.

BOGUZ e colaboradores® desenvolveram procedimentos empregando
cromatografia liquida e gasosa para a andlise de oitenta farmacos, entre eles, os
diuréticos amilorida, espironolactona, hidroclorotiazida, clortalidona, furosemida,
acetozolamida e triantereno. J4 Liu e colaboradores*® alcancaram uma gama de 266
farmacos incluindo acetozolamida, amilorida, hidroclorotiazida, clorotiazida,
furosemida, clortalidona e outros diuréticos, os limites de detec¢do variaram de 5 pg a 1

ng por amostra injetada e as recuperagdes variaram de 63 a 100%.

GIMENES et al’ determinaram captopril e hidroclorotiazida usando eletrodo
BDD em BIA-AMP, com minima manipulacdo das amostras (apenas dissolucdo e
diluicao no eletrdlito). Uma sequéncia de potenciais pulsos foi selecionada de tal forma
que o HCT foi detectado seletivamente a +1,4 V / 50 ms e ambos (HCT + CAP), foram
detectados a +1,8 V / 50 ms com uma frequéncia analitica de 100 inje¢des h ~!. Os
resultados obtidos com o método BIA foram comparados com os obtidos por
eletroforese capilar e resultados semelhantes foram obtidos a 95% do nivel de

confianca.

PEREIRA et al'! determinaram, simultaneamente, furosemida e amilorida
utilizando andlise por injecdo em batelada com detec¢do amperométrica (BIA-AMP),
onde foi utilizado o eletrodo de BDD, onde as caracteristicas analiticas do método
proposto incluem boa estabilidade (DPR <1,1%; n = 20), baixos limites de detec¢ao (0,13 e
0,94 mg L™! para AMD e FMD, respectivamente), alto rendimento (72 injecdes por h) e

produ¢do minima de residuos (menos de 150 pL por analise).

MANSANO et al'* determinou simultaneamente usando eletrodo de BDD
uma mistura terndria anti-hipertensiva de amlodipina, hidroclorotiazida e valsartana em
produtos farmacéuticos por voltametria de onda quadrada usando um eletrodo de BDD
pré-tratado catodicamente, com limites de deteccdo de 2,3%1077 mol L™, 7,5%x1077 mol

L 'e 6,2x10°° mol L-! para AML, HCTZ e VAL, respectivamente. O método proposto
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foi aplicado com sucesso na andlise simultanea desses farmacos anti-hipertensivos em

seus comprimidos farmac€uticos combinados disponiveis no mercado.

KARIMI-MALEH et al.*® desenvolveram um método eletroanalitico para a
determinagdo de HCT em formulagdes farmacé€uticas e urina, empregando-se um
eletrodo de pasta de carbono modificado com &cido ferrocenodicarboxilico e a técnica
de voltametria de onda quadrada (SWYV). Foram obtidas duas faixas lineares nas
concentragdes de 0,08 — 5,80 umol L™ e 5,80 — 500 umol L™!, com um LD de 0,037
umol L',

RAZAK?! utilizou um eletrodo de carbono vitreo, juntamente com a técnica
de DPV para a determina¢@o de hidroclorotiazida em amostras farmacéuticas e urina. A
faixa linear de concentracdo obtida neste trabalho foi de 24 — 320 ng mL ™! com limites

de deteccdo de 5,0 ng mL™! para solucdes padrdes e de 14,0 ng mL ™! para urina.

O estudo do comportamento eletroquimico e a determinacdo de HCT em
amostras de urina e formulagdes farmacéuticas sobre um eletrodo de carbono vitreo,
modificado com nanotubos de carbono, utilizando a voltametria de redissolucdo
anddica, foi descrita por Rezaei e Damiri’2. Sob as condi¢des empregadas, foram
obtidas duas faixas lineares de concentracdo: 2,0 — 20,0 nmol L'e0,2-100,0 umol L!

com LD de 0,8 nmol L™! e uma precisio menor que 4%.

1.6 Amperometria

A técnica da amperometria baseia-se na aplicacdo de um potencial (Figura
4A) que produz uma resposta de corrente que decai rapidamente com o tempo (Figura
4B). Assim, o uso de sensores amperométricos tem como objetivo a medida de uma

resposta de corrente a partir da aplicacao de um potencial fixo.
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Figura 4: A) Degrau de potencial aplicado e B) resposta de corrente para um

experimento de degrau dnico de potencial.

A amperometria pode ser usada em eletroanalise desde que seja selecionado
um potencial adequado para promover um processo faraddico, oxidacdo ou redug¢do na
superficie do eletrodo de trabalho. Na amperometria a potencial constante, a corrente
capacitiva é minima, pois a dupla camada elétrica € constante no decorrer de toda a
medida. Uma das grandes limitacdes da amperometria convencional € a adsorcdo de
impurezas, de espécies eletroativas ou produtos de reagdes redox na superficie do
eletrodo de trabalho. Tais efeitos causam diminui¢do dos sinais de corrente devido ao
bloqueio gradativo da drea ativa da superficie do eletrodo de trabalho, o que
compromete diretamente na reprodutibilidade dos sinais. Para contornar este problema,
€ proposto na literatura o uso da Amperometria de Multiplos Pulsos (MPA, do inglés
“multiple pulse amperometry”), pois o envenenamento do eletrodo de trabalho pode ser
eliminado ou minimizado pela aplicacdo de potenciais de pulsos de limpeza e

condicionamento alternados com o (s) pulso (s) de detecgﬁoS3.

Até onde conhecemos, esta técnica € disponibilizada apenas no software
GPES, que controla os potenciostatos comercializados pela empresa Metrohm -
Autolab. Este software permite aplicar de 2 até 10 pulsos de potenciais de forma
sequencial e repetitiva no mesmo eletrodo de trabalho, sendo possivel a aquisi¢do da
corrente individualmente em cada pulso de potencial, o que corresponde a aquisi¢do de

até 10 amperogramas distintos simultaneamente.

Determinacdes simultaneas de compostos eletroativos em potenciais redox
distintos®> somente sdo possiveis empregando a técnica de amperometria a potencial

constante quando mais de um eletrodo de trabalho sdo usados na deteccdo®*. Quando
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somente um eletrodo de trabalho é usado, determinag¢des simultdneas somente sdo

possiveis se a técnica de amperometria de multiplos pulsos (AMP) é empregada.

Informagdes a respeito dos aspectos tedricos da detec¢do empregando a AMP

sdo divulgadas na literatura. Dos Santos et al, em um artigo de revisdo>, abordam
alguns aspectos tedricos, potencialidades (determinacdo simultinea, andlises indiretas,
limpeza eletroquimica, inser¢do de padrdo interno para corre¢do de varidveis do sistema

em fluxo, etc.) e revisdo bibliografica sobre o tema.

Levando em consideragdo o potencial na AMP acoplada a sistemas FIA ou
BIA, o desenvolvimento de novas metodologias de andlise se torna vantajosa, uma vez
que apresenta custo reduzido, boa reprodutibilidade, seletividade e sensibilidade, tempo
reduzido de andlise, simplicidade de execug¢do e possibilidades de determinacdo

simultanea com a injecao de uma aliquota de amostra.

1.7 Parametros de confiabilidade analitica

A validacdo de métodos analiticos mostra, através de eficiéncias objetivas,
que requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso especificos sdo atendidos
assegurando a confiabilidade dos resultados. Dessa forma, a necessidade de se mostrar a
qualidade das medi¢des quimicas, através de sua comparabilidade e confiabilidade, esta

sendo cada vez mais conhecida e exigida’®.

O objetivo de uma validag¢ao € demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacao qualitativa e/ou quantitativa de farmacos
e outras substancias em produtos farmacéuticos’’. Portanto, o método deve apresentar
valores para limite de detec¢do (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisao,

sensibilidade, linearidade, exatiddo e robustez adequado a andlise.

1.7.1 Limite de deteccao (LD)

LD ¢ definido como a menor concentracdo do analito que pode ser

detectada, ndo necessariamente quantificada, sob condi¢bes experimentais
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estabelecidas®®. Para os métodos que empregam curva de calibraciio analitica, o LD

pode ser expresso por:

LD=3Xs/a

Onde s € o desvio padrdao do branco correspondente a no minimo 10 medidas, e a é o

coeficiente angular da curva da calibracdo (ou sensibilidade).

1.7.2 Limite de quantificaciao (LQ)

LQ € a concentragdo mais baixa do analito que pode ser determinada com
precisdo aceitdvel (repetitividade) e exatidao (concordancia com o valor verdadeiro e
)43

correspondente)™ sob condi¢cdes experimentais adotadas.

LQ=10xs/a

Onde s € o desvio padrao do branco e a € o coeficiente angular da curva da calibracdo
(ou sensibilidade).

1.7.3 Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisdo do método e estd relacionada com a
concordancia entre os resultados de medidas sucessivas’®, ou seja, as medidas foram
efetuadas em curto espaco de tempo sob mesmo procedimento de medi¢do, observador,

instrumento, condi¢cdes de medida e local.

Verificou-se a repetibilidade do método contemplando uma faixa de
concentracdo dentro do intervalo linear do método, sendo expressa como o desvio
padrdo ou desvio padrdo relativo (DPR) de uma série de medidas. O DPR ¢ calculado

pela seguinte maneira:

DPx
DPR(%) = = * 100

Onde DPx € o desvio padrdo absoluto da concentragéio encontrada e x é o valor médio

encontrado.
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1.7.4 Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH), a robustez do
método € a medida da sua capacidade de permanecer inalterado sob pequenas variacoes
nos parametros do método e prover indicacdo da sua dependéncia durante o uso

normal’® 6.

Os testes de robustez, em geral, servem para indicar os fatores que podem
influenciar, significantemente, a resposta do método estudado. Tal fato fornece a
dimensdo do problema que ocorre quando o método € repetido em diferentes condicdes

ou é transferido, por exemplo, para outro laboratério®.

1.7.5 Exatidao

A exatiddo indica a proximidade da medida do valor verdadeiro ou aceito,
sendo expresso pelo erro®. A exatiddo mede a concordincia entre um resultado
calculado e o valor aceito ou de referéncia, sendo expresso em termos do erro absoluto e
erro relativo. O erro relativo Er é uma quantidade mais usada que o erro absoluto, é

dado em porcentagem pela expressao:

Xi — Xv
Er= —x100
Xv

Onde Xi € o valor calculado e Xv € o valor aceito ou de referéncia.

1.7.6 Sensibilidade

A sensibilidade da calibracdo e a varia¢ao no sinal de resposta pela variacao
da unidade de concentragdo do analito. A sensibilidade €, portanto, a inclinagdo da
curva analitica, e se a curva de calibracdo for linear, a sensibilidade serd constante e

independente da concentra¢do®®.
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1.7.7 Linearidade

z

Calibragdio, de acordo com o Inmetro®, é o conjunto de operacdes que
estabelece, sob condi¢des especificadas, a relagdo entre os valores indicados por um
instrumento de medicdo e os valores correspondentes das grandezas estabelecidas por
padrées. Amostra padrio € uma amostra de referéncia que contém o analito de
interesse®. Para verificar se existe uma relacdo linear entre duas varidveis X; e yi, usa-se

o coeficiente de correlagdo de Pearson 1.

B nXxiyi — XxiXyi
T {[nExi? — (ExD)2|[nEyi? — (Eyi)2]}/2

r

O valor de r deve estar entre -1 e +1, pois indica maior probabilidade de
existéncia de correlacdo linear. Valores de r que tendem a zero indicam que x e y nio

estdo linearmente correlacionados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método usando a analise por
injecdo em batelada com deteccdo eletroquimica para a determinacdo simultanea dos

diuréticos FRD e HCT em formula¢des farmacéuticas e amostras biologicas.

2.2 Especificos

A fim de alcancgar o objetivo proposto, as realizagdes dos seguintes objetivos

especificos se fizeram necesséario:

v' Estudar o comportamento eletroquimico da FRD e HCT, investigar as
propriedades oxido-reducgdo e escolher qual eletrodo de trabalho (carbono vitreo,
ouro ou diamante dopado com boro) sera utilizado nas analises;

v' Avaliar alguns pardmetros que influenciam na resposta analitica do sistema BIA:
pulso de potencial do eletrodo, agitacdo da solug¢ao no interior da célula, volume
e vazdo de injecao;

v Validar o método sob os pardmetros de confiabilidade analitica (parAmetros de
desempenho analitico): sensibilidade, repetibilidade, faixa linear de trabalho,
limite de deteccao e limite de quantificagdo;

v' Efetuar a quantificagdo dos compostos de interesse em farmacos comerciais e em

amostras bioldgicas empregando o sistema proposto.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacao

3.1.1 Medidas eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas usando
potenciostato/galvanostato 302N conectado a um microcomputador e controlado pelo

softwere GPES versdo 4.9.007.

3.1.2 Medidas espectrofotométricas UV-Vis
As medidas por espectrofotometria UV-VIS foram realizadas usando o

equipamento Cary 50 Conc, modelo ELO1115146 conectado a um computador.

3.1.3 Voltametria Ciclica

Antes dos experimentos, foi realizado um processo de limpeza e ativacao
eletroquimica do eletrodo BDD aplicando uma corrente de +0,01 A por 1000 s usando
uma solugio tampdo Britton Robinson 0,04 mol L™ ! pH 2,0 (ativacdo anddica) e, em
seguida, aplicando-se —0,01 A por 1000 s em solugdo H>SO4 0,1 mol L™ ! (ativacdo
catddica). Estes pré-tratamentos sdo similares aos usados em estudos publicados
anteriormente'! 13, Estes pré-tratamentos eletroquimicos (anddico e catédico) somente
foram realizados em eletrodos novos, ou quando observado uma diminui¢do muito
acentuada do sinal analitico. Usou-se a técnica de voltametria ciclica para investigar o
mecanismo de oxirreducdo da FRD e HCT. No experimento, usou-se as concentracoes

da

FRD e HCT em 1,0 mmol L™ ! e aplicou-se uma varredura ciclica de
potencial com inicio em 0,0 V, potencial de inversao em 1,4 V e potencial final em 0,0
V, com velocidade de 50 mV s, incremento de potencial de 5,0 mV. Além disso,
quando o eletrodo ndo foi usado por alguns dias, também foi necessdrio realizar
novamente os pré-tratamentos (anddico e catédico)!!. Por outro lado, o tratamento

catddico foi realizado em todos os dias antes do inicio de cada dia de trabalho.



31

3.1.4 Eletrodos utilizados

Utilizou-se o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo
de trabalho e como eletrodos de referéncia e auxiliar, foram usados um eletrodo de

Ag/AgCl (KC13M) e um eletrodo platina (Pt), conforme figura 5.

Eletrodo de trabalho DDB

Contra eletrodo

Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3M)

Figura 5: Célula eletroquimica com seus respectivos eletrodos

3.1.5 Célula para medidas eletroquimica

A célula eletroquimica usada no sistema BIA (Figura 6) foi confeccionada
com uma impressora 3D e cedida pelo professor Rodrigo A. A. Mufoz coordenador do
Nicleo de Pesquisas em Eletroanalitica da Universidade Federal de Uberlandia. Esta

célula consiste em um recipiente cilindrico com capacidade maxima de 100 mL.

O eletrodo de BDD foi posicionado na parte inferior da célula com um
auxilio de um anel de borracha (O-ring) e pressionado por uma lamina de ago
permitindo assim o contato elétrico com o eletrodo. A parte inferior foi fixada com o
encaixamento por porcas rosqueados no fundo do tubo. A drea util do eletrodo de BDD

foi definida como 4drea geométrica do anel de borracha sendo de 0,40 cm?.

Na parte superior (tampa), existe trés orificios onde foram posicionados o

eletrodo de referéncia, o eletrodo auxiliar e a micropipeta eletronica de modo que a
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ponteira da micropipeta fosse firmemente introduzida ao orificio, de maneira frontal a
superficie do eletrodo de trabalho, conforme Figura 6. Para assegurar sinais analiticos
sensiveis e reproduziveis, uma distancia fixa de 2 mm entre a ponteira da micropipeta e
o eletrodo foi usada em todo o trabalho. Por fim a agitacdo da solugdo foi possivel
mediante o uso de um agitador magnético posicionado no centro da célula conforme

Figura 6.

Figura 6: (A) vista da célula BIA: (1) micropipeta eletronica; (2) ponteira; (3) agitador
magnético; (4) eletrodo de referéncia Ag/AgCl/KClsa; (5) eletrodo auxiliar Pt; (6) tampa
da célula BIA; (7) corpo da célula BIA; (8) anel de borracha; (9) eletrodo de trabalho;
(10) placa de cobre impresso; (11) parafusos; (12) placa metalica; (13) base da célula
BIA e (B) Sistema BIA acoplado ao potenciostato/galvanostato conectado a um

computador.

A micropipeta eletronica usada no sistema BIA foi a EDP3-Plus (Figura 7)
permitindo manipulacdo de diversos volumes (com intervalo de 20 puL até 200 uL) e

velocidade de dispensa (19 uL s~ 'até 143 uLs™ !).
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Figura 7: micropipeta eletronica

3.2 Reagentes

Todas as solucdes aquosas foram preparadas com dgua deionizada de alta
pureza (resistividade ndo inferior a 18 MQ cm™ !) obtida em um sistema de purificacdo
de 4dgua Millipore Direct 8. Todos os reagentes utilizados no experimento foram de
pureza analitica (PA). Acido boérico, cloreto de potdssio, hidréxido de sddio, cloreto de
sédio e cloreto de amdnio foram obtidos pela ISOFAR. Acido acético glacial, 4cido
sulfurico 95-97%, sulfato de s6dio anidro, dihidrogenofosfato de potassio e uréia foram
obtidos pela MERCK. FRD e HCT foram obtidos pelo laboratério GALENA
QUfMICA E FARMACEUTICA Ltda, Campinas, SP e cloreto de célcio, PA,
dihidratado foi obtido pela PROQUIMIOS. Utilizou-se a solugdo tampdo Britton-

55

Robinson> como eletrolito suporte nos experimentos € as amostras das solucdes-

estoque dos padrdes foram preparadas diariamente.

3.3 Solucoes e procedimentos

Para o estudo inicial do comportamento eletroquimico, as solucdes estoque
de FRD e HCT foram preparadas em meio alcalino (NaOH 0,1 mol L™ ') na
concentracdo de 4,1 x 107> mol L. Usou-se como eletrélito de suporte o tampio
Britton-Robinson, sendo preparado pela mistura de dcido acético, dcido boérico e 4cido

fosférico, todos em 0,04 mol L™ ! e KCI1 0,1 mol L'!. O pH de cada solugdo tampdo foi
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ajustada com NaOH 3,0 mol L™ ! de modo a obter-se solugdes tampdo com valores

diferentes de pH.

As amostras de medicamentos de empresas diferentes contendo FRD e HCT
foram comprados em farmécias na cidade de Sao Luis — MA. No procedimento de
preparo de amostras, as massas do contetido de vinte comprimidos foram pesadas e
maceradas até completa homogeneizacdo utilizando-se um almofariz e pistilo de
porcelana. Em seguida, pesou-se cerca de 13,3 mg de FRD e 12 mg de HCT e usou-se

NaOH 0,1 mol L' como solvente a um volume de 10 ml.

No teste adi¢d@o e recuperagdo dos analitos, trés concentracdes diferentes de
solug@o padrao de FRD e HCT foram adicionadas as solugdes das amostras e aplicados
na equacao da reta da curva de calibracdo, onde os resultados obtidos sdo descontados
daqueles sem a adicdo da solugdo padrdo e multiplicado por 100, obtendo assim, o

resultado em porcentagem.

No método de referéncia, as amostras farmac€uticas foram analisadas por
espectrofotometria UV-Vis empregando NaOH 0,1 mol L! como solvente nas amostras
e padrdes. Usou-se NaOH 0,1 mol L *! para ajustar o zero em 271 nm para determinacdo
da FRD e, em seguida, usou-se dgua para ajustar o zero na determinacdo de HCT em
273 nm. Realizou-se os experimentos em ambos os analitos, a medida do branco, em
seguida, medida de uma solu¢do padrdo e realizou-se medidas usando as amostras
farmacéuticas. Tais procedimentos foram realizados conforme descrito na farmacopeia

brasileira®'.

A amostra de urina sintética foi preparada como descrito por Laube et al.®
contendo a seguinte composic¢ao: 0,73 g NaCl, 0,40 g KClI, 0,27 g CaCl».2H20, 0,56 g
NaxSOs, 0,35 g KH2PO4, 0,25 g NH4Cl e 6,25 g ureia em um baldo volumétrico de 250
mL, completando-o com 4gua deionizada. A amostra de urina foi utilizada logo apds a
preparacdo da mesma, sendo que aliquota de 200 pL foi diluida no respectivo eletrdlito
de suporte. Adicionou-se 200 pL da urina em trés concentragdes diferentes de FRD e

HCT (20 umol L™ !, 25 yumol L™ ' e 30 umol L™ 1).

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura
ambiente, na presenca de oxigénio dissolvido. Varreduras de voltametria ciclica foram
realizadas usando uma célula de 10 mL enquanto que medidas amperométricas foram

realizadas usando a célula BIA.
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4. RESULTADO E DISCURSOES

4.1 Comportamento eletroquimico da FRD e HCT

Nos estudos iniciais para determinagdo da FRD e HCT, avaliou-se o perfil
voltamétrico dessas moléculas, o qual foi investigado e otimizado com objetivo de se
obter melhor estabilidade (melhor repetitividade) e maior magnitude da corrente. Nos

intervalos de cada ciclo, realizou-se agitacao da célula.

4.2 Voltametria ciclica e estudo do pH

A voltametria ciclica foi inicialmente usada para avaliar os processos redox
dos compostos em diferentes eletrodos de trabalho. Nos primeiros experimentos, usou-
se o eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho, onde verificou-se a sobreposicao dos

picos de oxidagdo em ambos os compostos, sendo invidvel seu uso conforme mostra a

Figura 8.
50
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Figura 8: Voltamogramas ciclicos obtido usando o eletrodo de ouro em tampao Britton-
Robinson 0,04 mol L™ !, pH 10,0 na adicio de 1,0 mmol L™ ! de FRD e HCT.
Velocidade: 50 mV s~ !; incremento de potencial: 5,0 mV.
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No eletrodo de carbono vitreo, os compostos foram facilmente adsorvidos
na sua superficie o que provocou uma queda no sinal analitico nas medias seguintes,
diminuindo sua reprodutibilidade conforme mostra a Figura 9. Por este motivo, o uso

deste eletrodo apresentou fortes limitacoes.

- - Branco
304 A - - .Branco
—Clclo ] 16]—cCiclo 1 B
—Ciclo 2
—Ciclo 3
<
= s
04
0:6 0:9 1,2 0:4 0:6 0:8 1 :O
E/V, vs Ag/AgCl, KCI 3M E/V vs Ag/AgCl, KCl1 3M

Figura 9: Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo de carbono vitreo em
tampao Britton-Robinson 0,04 mol L~ L pH 10,0 na adi¢do de 1,0 mmol L~ I'"de FRD
(A) e HCT (B). Velocidade: 50 mV s~ !; incremento de potencial: 5,0 mV.

Por outro lado, o eletrodo de trabalho BDD apresentou uma baixa corrente
de fundo, além de fraca adsorcao molecular de espécies eletroativas na sua superficie
(Figura 10) e adequada separacdo entre os sinais voltamétricos para os dois compostos

(Figura 11A).

304

-+« Branco - - Branco
— Ciclo 1 A — Ciclo 1
204~ Ciclo 2 — Ciclo 2
—Ciclo 3 20+ —— Ciclo 3

0.6 0.9 12
E(V) vs Ag/AgCl, KCI3M

0,6 038 ) 12 1.4
E(V) vs Ag/AgCl, KC1 3M

Figura 10: Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo BDD em tampao
BrittonRobinson 0,04 mol L™ !, pH 10,0 na adiciio de 1,0 mmol L™ ! de FRD (A) e HCT
(B). Velocidade: 50 mV s~ '; incremento de potencial: 5,0 mV.
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Figura 11: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo BDD em 0,04 mol
L~ ! de tampao Britton-Robinson pH 10,0 na adi¢do de 1,0 mmol L™ ! de FRD e HCT.
Velocidade: 50 mV s~ !; incremento de potencial: 5,0 mV e (B) Influéncia dos valores
de pH nos picos de potenciais anddicos de FRD e HCT.

De acordo com a Figura 11A, as respostas voltamétricas mostraram a
presenca de processos de oxidacdo na regido de potencias de +1,15 V para FRD e
+1,02 V para HCT. Nao observou-se processos de reducdo para ambas as espécies na
faixa de potencial estudada, sugerindo que o processo € irreversivel em tais condic¢des.
De acordo com a literatura'!, a eletrooxidacdo da FRD envolve a transferéncia de dois
elétrons, e dependendo do pH da solugdo, dois picos voltamétricos podem ser
observados. Neste estudo, apenas o primeiro pico de oxidacdo foi utilizado,
correspondendo 2 oxidagiio do grupo sulfonilamina!l, > como mostra a Figura 12. Para
a HCT, conforme descrito na literatura, o mecanismo de oxidacdo eletroquimica em

eletrodos de BDD envolve a transferéncia de 2 elétrons e 2 prétons'.

O efeito da concentracdo hidrogenidnica (Figura 11B) mostrou que os
potenciais de picos de oxidagdo dos compostos variaram com a mudanga do pH do
tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L™ !, demonstrando que a melhor condi¢do para
determinagdo eletroquimica simultanea de FRD e HCT € em pH 4,0, pois neste valor de
pH foi observado maior separacdo entre os valores de potencial de pico, com uma

diferenca de 110 mV.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo BDD em 0,04 mol L™ ! de
tampdo Britton-Robinson pH 4,0 na adicio de 1,0 mmol L~ ! de FRD e HCT.
Velocidade: 50 mV s~ !; incremento de potencial: 5,0mV.

4.3 Voltametria hidrodindmica

Ap6s a escolha do pH 4,0 do tamp@o Britton-Robinson 0,04 mol L™ ! usado
como eletrdlito suporte, realizou-se testes adicionais para verificar o comportamento
eletroquimico da FRD e HCT em condig¢des hidrodinamicas, empregando o sistema BIA
com detec¢ao amperométrica. Neste estudo, treze potenciais (0,20 V; 0,30 V; 0,40 V;
0,50 V; 0,60 V; 0,70 V; 0,80 V; 0,90 V; 1,0 V; 1,10 V; 1,20 V; 1,30 V e 1,40 V) foram
aplicados individualmente a fim de verificar os potenciais de oxidacdo dos compostos,
onde a corrente de cada potencial foi monitorada durante as injecdes em triplicatas (n =
3) de solugdes contendo 50 umol L™ ' de FRD e 50 pmol L™ ' de HCT,
individualmente. A corrente de oxidacgdo foi registrada em forma de picos e usadas na

construcdo da voltametria hidrodinamica conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13: Voltametria hidrodinamica para o estudo da FRD e HCT, ambos em 50 pmol
L, usando o eletrodo de trabalho BDD em solucao tampao Britton-Robinson 0,04 mol
L', pH 4,0. Volume de injecdo: 100 uL, velocidade de dispensa: 67 uL s

Este estudo mostrou que, nestas condi¢des, a oxidagdo da FRD iniciou-se
em potencial +0,90 V e atinge um valor mdximo préximo de E = +1,30 V. Para a HCT,
a oxidacdo iniciou em potencial +1,0 V atingindo valor maximo de E = +1,40 V.
Objetivando-se uma determinacido simultdnea dos dois compostos € importante que o
comportamento voltamétrico de ambos apresente diferenca de algumas centenas de mV
(pelo menos 100 mV) onde um composto pode apresentar o processo redox enquanto o
outro ndo. Dessa forma, analisando a Figura 13, podemos perceber que em E = +1,10 V
apenas a FRD € oxidada, sendo que neste potencial, a oxidagdo da HCT € desprezivel.
Contudo, em potencial E = +1,30 V ambos os compostos sdo oxidados. Nestas
condicdes, selecionou-se a combinagdo de pulsos em +1,10 V apenas para oxidacdo da

FRD e de +1,30 V para oxida¢do da FRD e HCT, obtendo-se assim uma boa separagao.
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4.4 Selecao dos pulsos de potenciais na determinacao simultinea de HCT e FRD
por BIA-AMP

A partir dos resultados apresentados, no item 4.3, verificou-se a possibilidade
de determinacdo simultinea de FRD e HCT utilizando aplicacdo sequencial de dois

pulsos de potenciais, sendo estes:

v" +1,10 V/100 ms: oxida¢do somente da FRD;
v" +1,30 V/100 ms: oxidagdo dos dois compostos (HCT e FRD).

HCT + FRD
0] B
A +1,30V FRD
100 ms 204 HCT
0 +1,30V/100 ms
<
=
+1,10V =
100 ms
54
O . +1,10 V/100 ms
100 200 300 400 500 600 700
t (s)

Figura 14: A) Esquema dos pulsos de potenciais. B) Respostas obtidas no sistema BIA-
AMP para injegdes de solugdes contendo HCT (50 umol L™!) e FRD (50 umol L) e
uma mistura de HCT + FRD (50 umol L™! + 50 umol L™!) em tampdo Britton-Robinson
pH 4,0 (0,04 mol L™!). Volume de inje¢do: 100 uL, velocidade de dispensa: 67 uL s™!.

Observou-se pelos amperogramas da Figura 14B, que apenas a FRD ¢
oxidada em +1,10 V, sendo que neste potencial, a corrente detectada para o HCT €
muito pequena e por isso pode ser desconsiderada, indicando também que ndo ha
interacdo quimica entre HCT e FRD ou com os produtos de oxidagdo. Em +1,30 V,

tanto a HCT quanto a FRD sdo oxidadas.

Um fendmeno que também pode ser observado € que a oxidagao da FRD
ndo gera a mesma magnitude de corrente em ambos os pulsos de potenciais (+1,10 V e
+1,30V), o que impede o uso de uma subtracdo simples entre as correntes detectadas
nos dois pulsos de potenciais (I+130 v — I+1,10 v) para ter acesso a corrente de oxidacdo

relacionado somente com a oxidacdo da HCT. No entanto, este problema pode ser
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contornado através do uso de um fator de corre¢ao (FC), que € obtido pela razao
(divisdo) entre a corrente de oxidacdo da FRD obtida em +1,30 V e pela corrente de
FRD em +1,10 V mediante a injecio de solucdio contendo apenas FRD'!. Assim,
quando uma solu¢do contendo os dois compostos € injetada no sistema BIA-AMP, a
corrente de oxidacdo da HCT pode ser obtida pela subtracdo entre a corrente detectada
na mistura de HCT e FRD em +1,30 V e a corrente detectada em +1,10 V multiplicada
pelo FC de acordo com as equacdes 1 e 2, que foram usadas nos cdlculos para obtengao

das correntes relacionadas com a oxidacdo de HCT e do FC, respectivamente.

FC = Irrp 1,30v / IErRD 1,10v Eq 1l
Incr=Tizov — (FC x I 1.10v) Eq2

Assim, com os amperogramas obtidos nos dois pulsos de potenciais (em
+1,10 V e +1,30 V) e as equagdes acima, € possivel detectar seletivamente as correntes

de oxidacdo da HCT e da FRD quando presentes na mesma solucao.

4.5 Otimizacao do sistema BIA-AMP

O desempenho do sistema BIA-AMP foi investigado com o intuito de
melhorar a estabilidade, sensibilidade e a frequéncia de amostragem. Os parametros
estudados e avaliados foram os seguintes: velocidade de dispensa, volume de dispensa e

agitacdo do eletrolito de suporte.

Na Figura 15, observou-se a aquisicao de corrente no dpice de cada pico. A
quantidade de aquisi¢Oes de corrente por pico € um dado importante, pois na obtengdo
do fator de correcdo, utilizou-se a altura dos picos, e, portanto, pelo menos duas (ou
mais) amostragens de corrente no dpice de cada pico é importante para que o sistema
tenha boa repetibilidade. De acordo com a Figura 15, pode-se observar duas

amostragens de corrente no apice de cada pico.
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Figura 15: Picos transientes de acordo com seus respectivos pontos de amostragem de
corrente obtido apds a injecdo de uma solugdo contendo HCT + FRD (ambos em 50

umol L™ 1) no sistema BIA-AMP.

4.6 Estudo da velocidade de injecao

Estudos sobre a influéncia da velocidade de injecao da micropipeta eletronica
sobre a resposta BIA-AMP foram realizadas variando entre 19 uL s ™' a 143 uLs™ !,

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Estudo da velocidade de injecao da micropipeta eletronica dos analitos FRD
e HCT, ambos em 50 umol L™! usando eletrodo de trabalho BDD, em tamp@o Britton-
Robinson 0,04 mol L™! pH 4,0 em: 19 pL s71: 22 puL s71: 26 uL s7!: 31 uL s7!: 36 uL
s 42uL s 52 uLs7 67 uLs7 100 uL s e 143 pL s,

De acordo com os resultados apresentados na Figura 16, percebeu-se um

aumento nas correntes de oxidacdo com o aumento da velocidade de injecdo da
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micropipeta eletronica. Isso ocorre devido ao aumento da taxa de transporte de massa na
superficie do eletrodo de trabalho BDD. Nesse sentido, os pontos de aquisicdo de
corrente de pico demonstraram que, com o aumento da velocidade de injecdo, o sinal de
corrente também aumenta para ambos os compostos. Assim, avaliou-se a intensidade do
sinal amperométrico detectado, observando que a melhor resposta para a velocidade de

inje¢do foi obtida em 100 uL s~ ! para ambos os compostos em ambos 0s potenciais.

4.7 Estudo do volume de dispensa da micropipeta eletronica

Na Figura 17, observou-se que a corrente de oxidacdo da FRD e HCT varia
significativamente nos dois pulsos de potenciais aplicados (+1,10 V e +1,30 V), até um
volume injetado de 60 pL. Em volumes maiores, observou-se uma estabilizacdo na
corrente de pico em E = +1,10 V. Em E = +1,30 V, o volume de 120 uL apresentou
mais aquisicdes na altura de corrente de picos e menor desvio padrdo garantindo, dessa
forma, melhor estabilidade no sistema. Por esse motivo, o volume de dispensa da

micropipeta eletronica de 120 puL foi escolhido para os demais experimentos.
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Figura 17: Influéncia do volume injetado na resposta obtida com o sistema BIA-AMP.
Volumes de inje¢do estudados: de 20 a 200 uL. Solugdo injetada: 50 umol L' de FRD e
50 pmol L' de HCT. Eletrodo de BDD ativado catodicamente, eletrodo referéncia
Ag/AgCl/KClsy, eletrodo auxiliar Pt em tampao Britton-Robinson 0,04 mol L™ ! pH 4,0
emE=+1,10VeE=4+ 1,30 V. Velocidade de injecdo da micropipeta eletronica: 100
uLs™ L
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4.8 Estudo da influéncia da agitacao do eletrélito de suporte no sinal
analitico

O efeito da agitacdo da solucdo do interior da célula BIA foi avaliado através
da injecdo de solucdes de FRD e HCT. Para agitacdao usou-se um agitador magnético e

os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Efeito da agitacdo do eletrélito suporte usando FRD + HCT (50 + 50 pmol
L1, nas correntes obtidas por BIA—-AMP em a) sem agitacdo, b) em 150,0 rpm e ¢) 250
rpm. Velocidade de injecio: 100 uL s~ !, volume de dispensa: 120 uL.

Durante os estudos de influéncia da agitagcao do eletrélito de suporte no sinal
analitico da FRD e HCT, observou-se que a agitacdo no sistema acelera a remog¢ao do
material eletroativo da interface eletrodo/solucdo e a corrente gerada (sinais transientes)
retorna para a linha base mais rapidamente, o que aumenta a frequéncia analitica do
sistema. Além disso, os analitos e seus produtos de oxidacdo sdo rapidamente removidos
da superficie do eletrodo de trabalho, o que reduz a possibilidade de contaminacio do
eletrodo. A determinacdo simultanea de FRD e HCT poderia ser usada sem agitagdo no
interior da célula BIA, porém, para uma diminui¢do na dispersdo dos sinais analiticos e
aumento da frequéncia analitica, optou-se em usar o sistema BIA—AMP com agitacdo a
150 rpm, apresentando sinais analiticos mais estiveis e consequentemente mais
reprodutiveis como mostrou a Figura 18, escolheu-se este para as demais andlises. Em
250 rpm, houve uma instabilidade na linha de base e uma diminui¢@o do sinal analitico,

nao sendo possivel seu uso no método proposto.
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A Tabela 1 mostra os parametros estudados e os valores escolhidos na

otimizacdo do método BIA-AMP.

Tabela 1: Parametros relacionados com o sistema BIA-AMP, estudados e otimizado.

Parametros Avaliados Valor Otimizado
Potenciais de oxidacdo, V 0,2-1,40 +1,10 e +1,30
pH 2,0-10,0 4,0
Velocidade de injegdo, pL s™ 18,8 - 142,8 100
Volume de inje¢do, uL 20 - 200 120
Agitacdo, rpm 0-250 150

4.9 Estudo da repetibilidade do método

O método analitico adequado requer que o sinal obtido tenha elevada
estabilidade. Por isso, primeiramente foi avaliado o efeito memoria por meio de um
teste de repetibilidade do sistema BIA-AMP com injecOes alternadas de solugdes
contendo uma mistura de FRD e HCT nas concentracdes de a) 5 umol L™! e b) 50 pmol

L~!. Os resultados sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solucdes contendo a) 5
umol L' + 5 umol L™ e b) 50 umol L' + 50 pmol L' de HCT + FRD. Demais
condig¢des experimentais otimizadas conforme Tabela 1.

Tabela 2: Estudo de repetibilidade do método

Solucdes Lmédaia/MA DPR

+1,30 V/100 ms
5 umol L™ + 5 ymol L™!de FRD + HCT 5,69 2,10
50 umol L™! + 50 pmol L™'de FRD + HCT 37,94 2,07

+1,10 V/100 ms
5 umol L™ + 5 ymol L™!de FRD + HCT 0,96 1,83

50 umol L™ + 50 umol L™ de FRD + HCT 541 0,84

Uma repetibilidade muito satisfatdria nos picos para ambas as concentracoes
foi verificada neste experimento com baixo DPR conforme mostrou a Tabela 2. Estes
resultados indicam que o sistema BIA—AMP proposto apresentou boa repetibilidade
diante dos parametros otimizados anteriormente, uma vez que os DPR obtidos foram
abaixo de 5% e nao foi observado efeito de memdria entre as sucessivas injegdes,

mesmo alternando as solugdes de diferentes concentracoes.
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Em seguida, a fim de confirmar a possibilidade de adsor¢ao da superficie do
eletrodo de trabalho de BDD na concentragdo mais elevada, realizou-se injegdes
sucessivas (n = 30) de uma mistura contendo concentra¢do de FRD e HCT em 100 umol

L~!. Resultado estd ilustrado na Figura 20.
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Figura 20: A) Amperogramas obtido simultaneamente no sistema BIA-AMP usando
solucdio contendo FRD + HCT, ambas nas concentracdes simultineas de 100 umol L™! e
B) resposta analiticaem E=130V (—s—)e E=1,10V (——).

Neste estudo, o DPR (n = 30) foi de 1,53% em E=+1,30V e 1,39% em E =
+1,10 V para inje¢des de uma mistura contendo FRD e HCT na concentracdo de 100
umol L™, Conforme resultados das correntes de picos apresentados na Figura 20B, o
sistema BIA-AMP proposto apresentou boa repetibilidade e estabilidade diante dos
parametros otimizados anteriormente, sendo que os DPR obtidos foram baixos e ndo foi
observado adsor¢do na a superficie do eletrodo entre as sucessivas injecoes de FRD e
HCT na concentragido de 100 umol L™'. Com base na Figura 20, podemos observar que,
para a anélise experimental apés 50 segundos, houve a primeira injecdo dos analitos e as
injecOes seguintes foram realizadas com intervalo de 30 em 30 segundos, podendo
chegar a uma frequéncia analitica experimental de 120 injeg¢des por hora. Contudo,
analisando apenas o tempo em que o sinal analitico atinja a corrente limite e retorne a
linha de base na Figura 20, podemos obter uma frequéncia analitica tedrica de 142

injecdes por hora.
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4.10 Estudo do fator de correcio — FC

Conforme descrito anteriormente, para a determinagdo simultanea de FRD e
HCT empregando a amperometria de multiplos pulsos, é de extrema importincia
estabelecer o fator de corre¢do. Dessa forma, no desenvolvimento do método analitico,
estudos para identificacdo da faixa de concentracdo onde ha uma relagcdo linear entre
corrente/concentracao também sdo necessarios. Portanto, além da identificacdo da faixa
linear de resposta, também ha uma necessidade de identificar a faixa de concentracao da
FRD onde o FC é constante. E como apresentado anteriormente, o FC serve para

identificar a corrente de oxidacdo da HCT no pulso de potencial de +1,30 V. Sendo

assim a Figura 21 apresenta os valores de FC em funcdo da variacdo na concentragdo da
FRD em 2 umol LL5 pmol L 15 pmol L' 20 pmol L%, 40 pmol L', 60 umol L
80 umol L™! e 100 umol L™,

»{ B
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Figura 21: Influencia da concentracdio da FRD no FC (Irrp +130v/IFRD +1,10v) A)
Amperogramas obtidos para injecOes sucessivas de solugdes contendo concentragdes
crescente de FRD e B) resposta analitica do FC obtida a partir de A.

Como pode ser observado na Figura 21B, o FC apresentou uma resposta
constante na faixa de concentragio de 20 a 100,0 umol L™! de FRD. Em concentragdes
menores de FRD, esse valor apresenta um aumento. Entretanto, na constru¢do de uma
curva de calibracdo, esta faixa de concentragdo pode ser evitada nas andlises. Usou-se a
concentracio de FRD no FC em 20 umol L', pois além de apresentar uma tendéncia
linear conforme Figura 21B, apresentou maior quantidade de corrente no dpice de cada

pico comparando com as demais concentracoes.
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4.11 Robustez

Avaliou-se a robustez do sistema proposto verificando as curvas analiticas
obtidas em dias diferentes. As equacdes que descrevem as diferentes curvas de
calibracdo sdo mostradas na Tabela 3. De acordo com os resultados, o baixo desvio
padrdo relativo no coeficiente angular das equacdes descrevem as curvas analiticas

indicando que o sistema BIA-AMP proposto € robusto.

Tabela 3: Equagdes da curva analiticas obtidas em diferentes dias e seus

respectivos coeficientes de correlacdes.

Dias Equacio r
1 I/pA =0,1973 [HCT] + 1,3969 0,9956
I/pA = 0,0836 [FRD] + 0,1751 0,9931
2 I/pA =0,1761 [HCT] + 0,2681 0,9946
I/uA =0,0882 [FRD] + 1,1948 0,9986
3 I/pA =0,1995 [HCT] + 1,0173 0,9968
I/pA = 0,0826 [FRD] + 1,4895 0,9967
4 I/pnA =0,1887 [HCT] + 0,2783 0,9974
I/uA = 0,0790 [FRD] + 0,5833 0,9979

I/uA = Corrente em microAmpere; [HCT] = Concentragdo da hidroclorotiazida; [FRD] =

Concentragdo da furosemida; r = Coeficiente correlacio.

4.12 Faixa linear e aplicacio do método no sistema BIA-AMP na
determinacio simultinea de FRD e HCT em formulacoes farmacéuticas.

Avaliou-se a linearidade através da faixa linear, onde usou-se concentracao
de FRD em 20 pmol L™ ! no FC e mistura de concentragdes crescentes dos padrdes
FRD e HCT. A Figura 22 apresentou os amperogramas obtidos em +1,10 Ve +1,30 V
nas injecoes em triplicata dos padrdes, onde a correlacdo entre concentracdo e corrente

de oxidacdo detectada € linear (R > 0,99) conforme mostrou a Tabela 4.
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Figura 22: A) Amperogramas obtidos por BIA-AMP apds injecdes (n = 3) de solugdes
contendo FRD 20 umol L™ ! como fator de correcio (FC), onze solucdes padrdes
contendo simultaneamente concentracdes crescentes (a-k) de FRD e HCT (a-2 umol
L™ !, b-10 pmol L™ !, ¢-20 umol L™ !, d-50 umol L™ !, e-100 pmol L™ !, f~150 umol
L™ ! g-200 umol L™ !, h250 umol L™ !, i-300 umol L™ !, j-350 umol L™ ! e k-400 pmol
L™ ). B) Faixa linear para FRD e HCT.

As solucdes padroes injetadas em ordem de concentragdo crescente

apresentaram linearidades satisfatérias nas faixas de concentracdes estudadas, o que

confirma que o fendmeno de efeito memoéria ou contaminacdo do eletrodo foi

prevenido.
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As caracteristicas analiticas para o método BIA-AMP para determinagao

simultinea de FRD e HCT sdao mostrados na tabela 4.

Tabela 4: Resposta analitica do método BIA-AMP para a FRD e HCT

Parametros Analitos

FRD HCT
Faixa Linear, umol L™ ! 2 -300 2-100
Sensibilidade, uA/umol L 0,0756 0,1299
R 0,9993 0,9990
Intercepto, uA 0,2654 5,866
LD, ymol L™ ! 0,65 0,89
LQ, umol L™ ! 1,98 1,92
Branco (SD) 0,015 0,025

r = Coeficiente de correlagdo do método; LD = Limite de detec¢do (3,3*SD/b); LQ
= Limite de quantificacdo (10*SD/a); SD = Desvio padrdo do branco; Intercepto =

Coeficiente Linear.

Como o proposito era obter uma faixa linear de resposta para FRD e HCT,
estudos foram realizados para quantificar as concentracoes de FRD e HCT em
formulacdes farmacéuticas onde a relagdo entre corrente/concentracdo nos picos de
oxidacdo detectada € linear (R > 0,99). Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura

23.
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Figura 23: Amperogramas obtidos por BIA-AMP apés injecdes (n = 3) de solugdes
contendo FRD 20 pmol L' como fator de corre¢io (FC), cinco solucdes padrdes
contendo simultaneamente concentracdes crescentes (a - ) de FRD e HCT e curva de
calibrac@o para FRD e HCT com quatro amostras farmacéuticas (A, B, C e D). Demais
condic¢des experimentais conforme Tabela 1.

De acordo com a Figura 23, a curva de calibracdo obtida apresentou
coeficientes de correlagdo adequados (r = 0,9992 e r = 0,9997 para HCT e FRD,

respectivamente) para as concentragdes estudadas de a-20 umol L™ !, b-25 pmol L™ !, c-
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Como pode ser observado, as solucdes padroes injetadas em ordem crescente
de concentracdo simultianea de FRD e HCT apresentaram respostas semelhantes,

apresentando coeficiente correlacdo satisfatdrio tanto par HCT quanto para FRD.

4.13 Comparacao entre os resultados obtidos pelo método proposto

BIAAMP e o0 método de referéncia.

A exatidao do método foi avaliada comparando os resultados obtidos pelo

método BIA-AMP com aqueles obtidos pelo método de referéncia®!

, €ém que as amostras
de formulagdes farmacéuticas também foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis.
A Tabela 5 mostra os resultados obtidos nas andlises dessas amostras com seus
respectivos desvios padrdo (n = 3) tanto pelo método proposto como pelo método de

referéncia.

Tabela 5. Comparacdo dos resultados rotulados e os obtidos na

determinac¢do simultanea de FRD e HCT por BIA-AMP e UV-Vis.

Am. | ROTULADO FRD HCT

FRD | HCT | BIA-AMP UV-VIS BIA-AMP |  UV-VIS
A 40mg|25mg |394+1,09 39,5+ 0,005| 24,8+0,65 25,1 +0,06
B 40 mg |50 mg | 38,9+0,86 40,1 +0,001] 51,3+0,53 49,1 £0,08
C 40 mg |25 mg | 39,5+0,74 41,3+0,002] 252+0,29 243 +0,03
D 40 mg [50 mg | 39,3 +0,85 39,240,004 503041 489 +0,07

Am. = Amostras; FRD = Furosemida; HCT = Hidroclorotiazida; UV-VIS = Espectrofotometria UV-VIS

De acordo com a Tabela 5, observou-se que os resultados obtidos empregando
o método BIA-AMP estdo em concordancia com os resultados obtidos empregando-se o
método espectrofotometrica UV-Vis. O teste t de Student para amostras pareadas foi
usado para comparar os valores obtidos por espectrofotometrica UV-Vis com os
encontrados utilizando o método proposto. Em um nivel de confianca de 95%, os
resultados em ambos os métodos podem ser considerados semelhantes (tcaiculado 0,611 <
teritico = 2,780), ou seja, ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de 95% de

confianca. Além disso, os erros relativos encontrados comparando-se os resultados
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obtidos por ambos os métodos com o valor declarado no rétulo dos medicamentos estao

dentro do aceitavel (< 5%), como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Valores de erro relativo usando o método proposto BIA-AMP e

espectrofotometria UV-Vis.

Amostras | Ea, FRD B1a-amP | E?, HCT B1a-aAMP Eb, FRD uv-vIs Eb, HCT uv-vis

A 15 -0,8 -0,2 1.2
B 2.8 2,6 -2,9 45
C 12 0,8 44 3,7
D 1.8 0,6 0.3 2,9

Os erros relativos foram calculados de acordo com a equacao seguinte:

EFa — V.BIA—V.ROTx 100 Eb _ V.BIA—V.UVVx 100

V.ROT € V.uvv

Onde:

E?: Erro relativo usando o método BIA-AMP com o rotulado;
E®: Erro relativo usando o método BIA-AMP com UV-Vis;
V. BIA = Valor obtido pelo sistema BIA-AMP;

V. ROT = Valor rotulado (bula);

V. UVYV = Valor obtido pelo sistema UV-VIS.

4.14 Estudo de adicio e recuperacao na determinacio de FRD e HCT

A exatiddo do método proposto também foi avaliada de outra maneira
mediante teste de adi¢do e recuperagcdo. Na Figura 24 sdo apresentadas as curvas de
calibracdo e os sinais das amostras contendo adi¢des de concentracdes de FRD e HCT.

Além disso os resultados da recuperacdo estao apresentados na Tabela 7.
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Figura 24: Amperogramas obtidos por BIA-AMP apés inje¢des (n = 3) de solugdes
contendo FRD 20 pmol L' como fator de corre¢io (FC), cinco solucdes padrdes
contendo simultaneamente concentracdes crescentes (a - e€) de FRD e HCT, quatro
amostras farmacéuticas (A, B, C e D) e curva de calibracdo para FRD e HCT.

De acordo com a Figura 24, a curva de calibracdo obtida apresentou
coeficientes de correlacdo adequados (r = 0,9953 e r = 0,9967 para FRD e HCT,
respectivamente) para as concentragdes estudadas de a-20 umol L™ !, b-25 pmol L™ !, ¢-
30 umol L™ !, d-40 umol L™ 'e e-50 umol L™ !. Como pode ser observado, as solugdes
padrées injetadas em ordem crescente de concentracdo simultinea de FRD e HCT

apresentaram Otimas respostas, com recupera¢do em porcentagem variando de 90% a

114%.
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Tabela 7: Estudo da adi¢ao e recuperacdo de FRD e HCT em formulacdes
farmaceéuticas comerciais.

Amo. [HCT], umol L"! %Rec. [FRD], umol L! %Rec.

[HCT], Recu. Adic. [FRD], Recu. Adic.

eq eq

A 23 - - - 14 - - -
Ay 28 5 5 100 19 5 5 100
A 40 17 15 113 29 15 15 100
As 46 23 25 92 38 24 25 96
B 35 - - - 13 - - -
B 40 5 5 100 18 5 5 100
B: 50 15 15 100 29 16 15 107
B; 58,0 23 25 92 39 26 25 104
C 37 - - - 11 - - -
Ci 42 5 5 100 16 5 5 100
C 52 15 15 100 26 15 15 100
Cs 60 25 25 100 34 23 25 92
D 34 - - - 9 - - -
D 39 5 5 100 14 5 5 100
D, 49 15 15 100 23 14 15 93
D3 58 24 25 96 33 24 25 96

Dados: Amo.= Amostras de FRD e HCT; [HCT], eq = Concentragdo em pmol L' de HCT obtido pela equagdo

da reta; Recu. = Concentragdo recuperado; Adic. = Concentragdo padrio adicionado de HCT e FRD; [FRD], eq

= Concentragdo em pmol L' de FRD obtido pela equagdo da reta; %Rec. = Porcentagem de recupera¢do do

método BIA-AMP.

Para obter os resultados da porcentagem de recuperacdo (%Rec.) da tabela 7,
foi usado a seguinte equagao:

Recuperado
9% Recuperacao: Adicionado

x 100
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4.15 Estudo de interferente

4.15.1 Interferéncia da FRD na determinacao de HCT

Na determinagcdo de HCT tendo FRD como interferente, manteve-se
constante a concentracdo de HCT em todas as solucdes padrdes e variou-se a
concentracdo de FRD a fim de verificar a interferéncia em porcentagem de FRD na

determinagdo de HCT conforme mostra a Figura 25.
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Figura 25: A) Amperogramas obtidos por BIA-AMP ap6s injecdes (n = 3) de solugdes
contendo FRD 20 pmol L™ ! como fator de correcio (FC) no estudo do interferente FRD
na determina¢do de HCT (5 pumol L™ Y em uma mistura de HCT (a-d = 5 pmol L™ N+
FRD (a-5 yumol L™ !, b-15 pmol L™ !, ¢-20 umol L™ ! e d-25 umol L™ ). B) Resposta
analitica em porcentagem.

De acordo com as respostas analiticas obtidas na Figura 25B, podemos
concluir que a HCT na presenga de FRD nas proporc¢des de 1:1 e 1:3, ndo causaram
interferéncia significativa para a determinacdo de HCT, pois DPR% encontrou-se
abaixo de 5%. Em concentra¢do acima 20 umol L™ ! de FRD (ou seja, na propor¢io a
partir de 1:4) verificouse um aumento significativo do DPR% demonstrando que nessas
condi¢cOes a FRD apresenta interferéncia considerdvel na determinacdo de HCT, por isso

deve-se evitar trabalhar a partir desta proporg¢ao.
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4.15.2 Interferéncia da HCT na determinacao de FRD

Na determinacdo de FRD, tendo HCT como interferente, manteve-se
constante a concentracdo de FRD em todos os padrdes e variou-se a concentragdo de
HCT a fim de verificar a interferéncia de HCT na determinacdo de FRD conforme

mostra a Figura 26.
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Figura 26: A) Amperograma obtido no sistema BIA-AMP no estudo do interferentes
HCT na determinagido de FRD (5 umol L!) em E = +1,10 V em uma mistura de FRD
(a-f = 5 umol L") + HCT (a-5 umol L™ !, b-10 umol L™ !, ¢-20 pmol L™ !, d-40 pmol
L™ ! e-80 umol L™ 'e f-110 umol L™ !). B) Resposta analitica em porcentagem.

De acordo com as respostas analiticas obtidas na Figura 26B, podemos
concluir que a FRD na presenca de HCT nas proporgoes de 1:1, 1:2 e 1:4 ndo
apresentou interferéncia significativa de HCT para a determinacdao de FRD, pois DPR%
encontrou-se abaixo de 5%. Em concentra¢des acima 40 pmol L™ ! de HCT (ou seja, na
proporcao a partir de 1:8) verificou-se um aumento de porcentagem de interferéncia do

HCT na determinacdo de FRD, por isso deve-se evitar trabalhar nesta condig@o.

4.16 Aplicacao do método em amostra biolégica — Urina sintética

As amostras de urina sintética foram preparadas contendo a maioria dos
constituintes de uma amostra real. Para a aplicacdo do método proposto, realizou-se a
determina¢@o em urina sintética, onde adicionou-se 100 uL. da mesma em cada solu¢ao
padrdao em trés diferentes concentracdes e a recuperacdo em porcentagem foi calculada

conforme ilustrado na Tabela 8.
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Figura 27: A) Amperogramas obtidos por BIA-AMP apds injegdes (n = 3) de solugdes
contendo FRD em 20 pmol L' como FC, concentracoes crescentes de FRD + HCT (a-
20 umol L™ '; b-25 umol L™ !; ¢-30 umol L™ !'; d-40 umol L™ ! e-50 umol L™ 1),
solugdo contendo 200 pL de urina sintética (D) e trés concentragdes diferentes de
mistura contendo urina sintética (200 pL) e mistura de FRD e HCT nas concentracoes
padrdes de Dy = 20 umol L™ !, D, =25 umol L™ ! e D3 = 30 umol L™ !. B) Curva de
calibragdo para FRD e HCT.

O método forneceu valores de recuperacoes que variaram de 105 a 110%
para HCT e 96 a 99% para FRD. Sendo assim, a determinagdo simultanea utilizando
eletrodo de BDD ¢ vidvel, pois se trata de uma andlise simultdnea sensivel, estdvel,
reprodutivel e de simples execucdo sem a interferéncia dos compostos da matriz da

amostra, podendo ser aplicada satisfatoriamente na determina¢do simultanea de FRD e

HCT em amostras de urina sintética.
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Tabela 8: porcentagem de recuperacdo usando urina sintética na
determina¢ao de FRD e HCT.

Amo. [HCT], umol L"! [FRD], umol L!
%Rec. %Rec.
Rec. Adic. Rec. Adic.
A +20 22 20 110 19 20 95
A+25 26 25 104 24 25 96
A +30 32 30 107 30 30 100

Dados: Amo.= Amostras de FRD e HCT; %Rec. = Porcentagem de recuperagdo do método BIAAMP;
Adic. = Concentragdo padrio adicionado de HCT e FRD;

4.17 Comparacao dos parametros analiticos obtidos por BIA-MPA

métodos publicados anteriormente

A Tabela 9 apresenta algumas comparacdes entre as caracteristicas do
método
analitico proposto (BIA-AMP) com métodos ja publicados para a determinacdo de FRD

e HCT.



Tabela 9: Comparagdo do

método BIA-AMP com
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outros métodos

publicados.
Método Analito  Faixa Linear r LD LQ F.A. Ref.
umol L!
HPLC FRD 0,60 - 6,05 0,999 0,178 0,589 - 62
VPD HCT 0,50-19 0,999 0,38 - - 8
FIA FRD 0,15-3,63 0,999 0,045 0,15 - 63
BIA-AMP HCT 10-30 0,997 0,27 - 100 7
BIA-AMP FRD 36 —480 0,996 0,94 3,13 72 8
uv HCT 10-200 0,997 0,27 - - 64
FIA-FRM FRD 0,1 -10 0,998 0,01 0,03 60 65
BIA-AMP HCT 2-100 0,999 0,89 1,92 120 Este
FRD 2-300 0,999 0,65 1,98 120 Este

r = Coeficiente correlagdo; LD = Limite de deteccdo; LQ = Limite de quantificacdo; F.A. = Frequéncia analitica;
Ref. = Referéncia; HPLC = Cromatografia liquida de alta eficiéncia; VPD = Voltametria de pulso diferencial; FIA =
Andlise de injecdo em fluxo; UV = Espectrofotometria UV; FIA-FRM = Andlise por inje¢do em fluxo acoplado a

fluorimetria.

A comparagdo entre o método proposto e os métodos descritos
anteriormente para determinacao simultanea de FRD e HCT foi limitada, pois ndo foram
apresentadas algumas informacdes, tais como frequéncia analitica e limite de
quantificacdo em alguns desses trabalhos, contudo, os trabalhos publicados
anteriormente, em geral, apresentaram linearidade similar, com limites de deteccio

similares com os obtidos pelo método proposto.

No entanto, os valores obtidos neste trabalho por BIA-AMP sdo adequados
para andlises farmac€uticas, pois se mostraram precisos, sensiveis (baixos limites de
deteccao) e com elevada frequéncia analitica. Por fim, o método proposto apresentou
vdrias vantagens sobre os métodos relatados, tais como frequéncias analiticas elevadas
(acima de 100 inje¢des h™ '), manipulagio de amostras minima (apenas dissolugdo e
diluicdo, ndo € necessdria filtragdo), nao ha necessidade o uso de solventes organicos e
baixa geracdo de residuos quimicos (pequenos volumes de amostras e reagentes sao

utilizados).
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi apresentado um método rdpido, preciso e com
baixos limites de detec¢do e quantificacdo para a determinagdo simultinea de FRD e
HCT utilizando-se o sistema BIA-AMP empregando o eletrodo BDD como eletrodo de
trabalho. Apds a otimizagdo dos parametros experimentais sobre o eletrodo de BDD,
realizou-se os testes de validacdo do método BIA-AMP, onde obteve-se 6timos
resultados, tais como alta frequéncia analitica, baixos limites de detec¢do e
quantificagdo, 6timos coeficientes de correlacdo (r > 0,99), baixo desvio padrdo e
exatidao satisfatéria para ambos os compostos em estudos. Além disso, a exatidao do
método proposto foi testada tanto por comparacdo com o método de referéncia quanto
por testes de adi¢do e recuperacdo, ndo havendo a necessidade do uso de pulsos de
potenciais de limpeza e condicionamento na superficie do eletrodo de BDD. Os
resultados foram considerados concordantes ao compard-los com o método oficial
descrito pela farmacopeia brasileira a um nivel de confianca de 95%, apresentando

exatidao adequada, com erros relativos ndo maiores que +5%.

Adicionalmente o método proposto apresentou recuperagdo satisfatoria
variando de 90 a 114% e sem interferéncia significativa quando aplicado em amostras
farmaceéuticas, com exclusio de solventes organicos no preparo de FRD e HCT, sendo
considerado rdpido, simples e de baixo custo. Em amostra bioldgica (urina sintética), o
método BIA-AMP mostrou-se bastante satisfatorio, pois apresentou uma recuperacao

variando de 96 a 109,5%.

O método proposto apresenta inumeras vantagens em relacdo a outros
métodos disponiveis na literatura, tais como: simplicidade, portabilidade, alta frequéncia
analitica, baixo custo (aquisi¢do e manutencdo), uso de pequenas quantidades de
reagentes € amostras (geracdo minima de residuos por andlise), etapas simples de
preparo das amostras (somente dissolucdo e/ou diluicdo) e potencialidade para ser

empregado em andlises fora do laboratério (em campo).
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