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RESUMO

O mercado farmacéutico tem crescido muito nos ultimos anos, com isso diversos produtos
tem sido alvo de adulteragOes. Sendo assim, este trabalho teve como principal objetivo o
estudo da formulagéo farmacéutica Cialis® o qual tem sido um dos alvos de falsificacdes. Este
farmaco tem como principio ativo a Tadalafila uma substancia farmacéutica derivada do
Sildenafil (Viagra) e do Vardenafil (Levitra). A Tadalafila € um potente inibidor seletivo
da PDES5 (fosfodiesterase tipo 5), € amplamente empregado no tratamento de disfuncéo erétil
e de hipertencdo pulmonar arterial. Neste trabalho foi empregado o eletrodo de carbono vitreo
para avaliar o comportamento da Tadalafila frente a processos de oxi-redu¢cdo. Em um
primeiro momento, foram realizados estudos cinéticos para a determinacdo do coeficiente de
transferéncia de carga («), o numero de elétrons (n) envolvidos na reacdo de oxidacdo da
Tadalafila, o coeficiente de difusdo (D) e a constante heterogénea de transferéncia de elétrons
(K"). Com a finalidade de quantificar a Tadalafila foi estabelecida uma nova metodologia
analitica para a formulacdo farmacéutica (Cialis®) utilizando as técnicas de Voltametria de
Pulso Diferencial e de Onda Quadrada, os limites de quantificacio obtidos foram 2,71x10°% e
3,72x107 mol.L™, respectivamente. Posteriormente, foram realizados estudos de possiveis
interferentes presentes na formulacdo farmacéutica na proporcdo de 1:1 e 1:10. Os dados
eletroquimicos obtidos foram comparados com dados de cromatografia liquida, os quais
apresentaram uma boa correlagdo, indicando que o método eletroquimico proposto pode ser

empregado no controle destas formulagdes.

Palavras-chaves: Técnicas eletroquimicas, Tadalafila, Controle de Qualidade, parametros

cinéticos.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=PDE5&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfodiesterase

ABSTRACT

The pharmaceutical market has grown in recent years and many products have been target of
adulteration. The present work reports the study of the Cialis ® which has been one target of
forgery. This drug has as active substance the Tadalafil, derived from Sildenafil (Viagra) and
Vardenafil (Levitra). The Tadalafil is a potent selective PDE5 inhibitor (phosphodiesterase
type 5), and is widely used to treat erectile dysfunction and pulmonary arterial hypertension.
In this work, was employing glassy carbon electrode as working electrode to evaluate the
oxidation-reduction processes of tadalafil. Initially was executed kinetic studies to determine
the charge transfer coefficient («), the number of electrons (n) involved in the oxidation
reaction, the diffusion coefficient (D) and heterogeneous electron transfer constant (K"). For
quantify the Tadalafil was developed a new analytical methodology for pharmaceutical
formulations (Cialis ®) using the techniques of differential pulse voltammetry and Square
Wave, the limits of quantification obtained were 2.71x10° to 3.72 x10” mol.L, respectively.
Studies were carried out with interferents present in the pharmaceutical formulation in the
ratio 1:1 and 1:10. The electrochemical data were compared with liquid chromatography
results, presenting a good correlation, indicating that the proposed electrochemical method
can be used to control that pharmaceutical formulation.

Keywords: Electrochemical techniques, Tadalafil, Quality Control, kinetic parameters.
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1 INTRODUCAO

A sociedade contemporanea vive uma terceira revolucéo industrial, chamada técnico-
cientifica, datada aproximadamente de 1950 em diante. Diferencia-se das outras duas
anteriores por ter como principais matérias-primas o conhecimento, a criatividade e a
inovacdo. Por meio disso buscam-se novas formas de producdo, novas maneiras de se lucrar
inventando-se novas tecnologias.!

Atualmente um dos grandes problemas desta nova modernidade tem sido o grande
namero de medicamentos falsificados que esta aumentando nos Gltimos anos, tornando-se um
negdcio lucrativo de bilhdes de ddlares que ameaca a efetiva prestacio de servico de sadde.?
Assim, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) medicamentos falsificados
sdo aqueles que sdo deliberados e fraudulentamente mal etiquetado em relacdo a identidade
e/ou a fonte.

Na busca de manter a sua margem de lucro, os fabricantes de produtos farmacéuticos
falsificados continuardo a desenvolver engenhosas maneiras de burlar os sistemas de
regulacdo. Portanto, os esforcos incansaveis devem continuar na implantacdo e
desenvolvimento de pesquisa de novos métodos analiticos que sejam de baixo custo, de facil
execucdo e eficientes para detectar medicamentos falsificados em diferentes estagios de sua
existéncia. Infelizmente, essa situacao esta longe de ser melhorada devido a falta de medidas
estratégicas e eficientes amplamente adequadas que permita acdes rapidas das agéncias
reguladoras com base em analise cientifica, a precos acessiveis em todo a cadeia de
fornecimento de principios ativos.

Assim a quimica analitica tem um papel importante no desenvolvimento de novos
métodos instrumentais para a analise, quantificacdo e controle de novas formulacbes. Os
métodos mais empregados atualmente em produtos farmacéuticos para analise em laboratorio
estdo distribuidos nas seguintes categorias basicas: cromatografia, espectrofotometria de
infravermelho e Raman, difracdo de raios X e ressonancia magnética nuclear. Cabe ressaltar
gue entre tantas técnicas, a mais empregada é a cromatografia a qual apresentam algumas
desvantagens no processo de analise como derivatizagcdo ou procedimentos de extracdo no
preparo da amostra. A qual possui um alto custo de aquisicdo de instrumentacdo e de
funcionamento. Assim o uso das técnicas eletroquimicas podem ser alternativas interessantes,
especialmente aquelas baseadas em técnicas eletroanaliticas, devido a sua simplicidade

instrumental, rapidez, sensibilidade, portabilidade além de ter um custo moderado.* Dessa
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forma a eletroquimica tem muitas vantagens, tornando-se uma atraente escolha para a analise
farmacéutica. Portanto, este trabalho tem como principal objetivo desenvolver uma nova
metodologia analitica para controle de qualidade e determinagio de Tadalafila (Cialis®) em
formulacBes farmacéuticas, uma vez que este produto tem sido alvo de grande numero de
falsificacbes e adulteracdes.® O método proposto é desenvolvido a partir de técnicas
eletroquimicas utilizando o eletrodo de carbono vitreo (GCE - Glassy Carbon Electrode)
como eletrodo de trabalho, eletrodo de calomelano saturado (SCE - Saturated Calomel

Electrode) com KCI como eletrodo de referéncia, e eletrodo de platina como contra eletrodo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O levantamento bibliogréafico foi realizado sobre os principais pontos envolvidos neste
projeto como estudos sobre o analito em questdo, a Tadalafila, técnicas de voltametria e
eletrodo de carbono vitreo.

2.1 TADALAFILA

Nos ultimos anos alguns medicamentos inibidores seletivos, da enzima fosfodiesterase
tipo 5 (PDE5) tem sido langados no mercado, tais como o Sildenafil (Viagra), Vardenafil
(Levitra) e a Tadalafila (Cialis). Sendo que o primeiro inibidor da PDE5 aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos foi o Sildenafil em marco de 1998,° o
Vardenafil em marco de 2003 e em novembro desse mesmo ano foi aprovado a Tadalafila.’

No mercado farmacéutico brasileiro sdo comercializadas, na forma de comprimidos
perorais, as especialidades farmacéuticas Viagra® (Pfizer) — contendo a sildenafila na forma
do sal citrato, e Cialis® (Eli Lilly) — contendo a Tadalafila na forma de base.®

A formula quimica da Tadalafila € C22H19N3O4, € seu nome oficial segundo a [IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) é (6R,12aR)-6-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-
metil-2,3,6,7,12,12a-hexahidropirazino[1',2":1,6]pirido[3,4-b]indol-1,4-diona. Sua massa
molecular é 389,41 g.mol. Os comprimidos de Tadalafila sdo revestidos e tém cor amarela.’
A Tadalafila tem uma estrutura que apresenta diferentes grupos funcionais como aminas e

cetonas; 0s quais podem sofrer processos de oxidacao e/ou reducdo (FIGURA 1).


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molecular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molecular
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Figura 1 - Estrutura da Tadalafila e sua forma comercializada no Brasil.
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Fonte: ORTIZ, R. S.; ANTUNES, M. V.; LINDEN, R. 2010, p. 389.
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A Tadalafila € um potente inibidor seletivo da Fosfodiesterase tipo 5 (PDE5S),
uma enzima encontrada principalmente nas paredes das artérias do pénis e dos pulmdes e
responsavel pela degradacdo do guanosina ciclico monofosfato (GMPc) no corpo cavernoso.
A estrutura quimica da Tadalafila possui certa semelhanga a estrutura do GMPc, e compete
com esse pela ligacdo & enzima PDE5.° Dessa forma, como é um medicamento que atua tanto
no pénis quanto no pulmao, este medicamento foi aprovado pelo FDA em 2003 para o
tratamento de disfuncdo erétil,'*"*3 e em 2009 para o tratamento de hipertensdo pulmonar
arterial 1422

A estrutura quimica e o perfil farmacocinético de tadalafil diferem significativamente
com os de sildenafil e vardenafil, embora eles sejam classificados na mesma categoria
farmacoldgica. Apds a administragdo oral de uma dose de 20 mg a individuos saudaveis, a
Tadalafila é rapidamente absorvida com o pico de concentracdo plasmatica de 378 ng/mL em
aproximadamente 2 h, sendo que o tempo de meia vida-vida no plasma é de 17,5 h e sua
eficacia é mantida por um maximo de 36 a 48 h. Neste sentido, a Tadalafila € 0 medicamento
preferido como uma alternativa terapéutica para o tratamento de disfuncdo erétil em homens,
pois proporciona um tempo de ere¢cdo maior que o sildenafil e o vardenafil que séo de 12
horas.*?%2% Essa droga é predominantemente metabolizada pelo citocromo P450 (CYP3A) no
figado, sendo eliminada principalmente nas fezes e urina. 24%°

Entretanto, vale ressaltar que tal medicamento causa efeitos colaterais como dor de
cabeca, rubor facial, ndusea, dispepsia, dor abdominal , distarbios visuais, dores musculares,
hipertensdo, taquicardia e, raramente, ataque cardiaco. Portanto os medicamentos inibidores

da PDES s#o farmacos sujeitos a prescrigdo médica.”?


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfodiesterase
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=PDE5&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Art%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/P%C3%AAnis
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pulm%C3%A3o
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Apesar dos efeitos colaterais a Tadalafila € um medicamento amplamente empregado
no Brasil para o tratamento de disfuncédo erétil, alcancando grande sucesso no mercado. N&o
obstante o seu alto preco e do constrangimento associado com a doenca, esses fatos tem
levado as pessoas a comprar este medicamento na internet, e como consequéncia temos um
grande nimero de versoes falsificadas desse medicamento com apreensdes desde 2005 até 0s
dias atuais.?’?°

Neste contexto, de acordo com o relatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de 1998 a 2012, foram registrados 126 casos de produtos falsificados sendo que
93 sdo de medicamentos, e 38 (41%) deste séo falsificacdes do Cialis®.?’ Tais dados devem
ser apenas uma pequena amostra do mercado real, uma vez que o nimero de apreensdes deve
ser bem maior. Além do aspecto criminal, o comércio ilegal desses produtos pode causar
sérios problemas de salde. Uma vez que a producdo de drogas ilicitas ndo tem nenhuma
inspecdo governamental com controle de qualidade adequado, o que geralmente conduz a
comprimidos com doses diferentes dos especificados nas embalagens.?

Nos ultimos anos, varios trabalhos foram publicados relatando casos de identificacdo
de Tadalafila e analogos em formulac6es farmacéuticas, e em suplementos alimentares como
adulterantes.?>3%-3% Neste sentido a literatura também relata diversos trabalhos empregando a
quantificacdo de Tadalafila, tais como o processamento de imagem e andlise estatistica,
utilizando imagens de alta resolucdo obtidas a partir de um comparador espectral de video
VSC 5000 (VCS - Video Spectral Comparator),® usando imagens de microscopia de Raman
com o método quimiométrico de resolucdo de curvas multivariadas (MCR - Multivariate
Curve Resolution),® eletroforese capilar, aplicacdo de espectrometria de fluorescéncia de
raios X (FRX — Fluorecencia de Rayos X),3 utilizacido de espectrometria de absorcio e
emissdo atdmica,®
nuclear de *H e difusdo ordenada de espectroscopia de RMN 2D (DOSY - Diffusion-Ordered

a utilizacdo de espectroscopia de Raman com ressonancia magnética

Spectroscopy),® utilizacdo de espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier
com reflexdfo  total atenuada (FTIR/ATR-  Fourier  Transform Infrared
Spectroscopy Attenuated Total Reflection) combinado com técnicas de analise multivariada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (UV - Ultraviolet),*°
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia,*® aplicacdo da técnica
de cromatografia liquida de ultra-alta pressdo com arranjo de diodos (UHPLC/DAD — Ultra
High Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection),® cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa sequencial (CG/MS - Gas Chromatography

Mass Spectrometry),” a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
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espectrometria de massa com ionizagdo (LC/ESI/MS/MS - Liquid Chromatography
Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometry), 34! cromatografia liquida com
espectrometria de massa tandem (LC/MS/MS - Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry),24? cromatografia liquida de ultra-alta pressio com detecgdo por arranjo de
diodos acoplado com ionizacgdo por eletrospray e espectrometria de massas no modo de ion
positivo e tempo de vod (UPLC/ESI/Q-Tof/MS - High-Performance Liquid
Chromatography/Electrospray lonization Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass
Spectrometry).?

Tais técnicas apresentam alto custo de instrumentacdo e manutencdo, quando
comparadas as técnicas eletroquimicas. Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo
desenvolver um método eletroquimico para a determinacdo do principio ativo Tadalafila em

formulacGes farmacéuticas empregando eletrodo de carbono vitreo.

2.2 VOLTAMETRIA

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informacBes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-
potencial, feitas durante a eletrélise dessa espécie em uma cela eletroquimica constituida de
pelo menos dois eletrodos. O potencial € aplicado entre os dois eletrodos em forma de
varredura, isto é, variando-o0 a uma velocidade constante em funcdo do tempo. O potencial e a
corrente resultante sdo registrados simultaneamente. A curva corrente vs. potencial obtida é
chamada de voltamograma.*®

As técnicas mais utilizadas atualmente sdo as voltamétricas, a voltametria ciclica, a de
pulso diferencial e a de onda quadrada. Na voltametria ciclica tem-se a aplicacdo de um
potencial continuo em fungdo do tempo, tanto no sentido anddico quanto no catddico. E as
técnicas de Voltametria de Pulso, onde a perturbacdo do potencial do eletrodo ndo é uma
funcdo linear do tempo do experimento, cujas respostas de corrente obtidas dependem de
como estes pulsos séo aplicados. Portanto, é exatamente a diferenca na maneira de aplicar os
pulsos de potencial é que define as caracteristicas basicas de cada uma destas técnicas.**
Sendo que as técnicas de voltametria de pulso mais utilizada sdo a Voltametria de Pulso
Diferencial (DPV - Differential Pulse Voltammetry) e a Voltametria de Onda Quadrada (SWV
- Square Wave Voltammetry).** A técnica de Voltametria de Onda quadrada tem recebido
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maior atengdo nos Ultimos anos devido a sua rapidez e aos limites de detec¢do que podem ser
comparados aos das técnicas cromatogréficas e espectroscopicas, sendo empregada para a
determinacdo de compostos organicos e inorganicos.*®*® Além disso, a analise dos pardmetros
caracteristicos desta técnica também possibilita a avaliacdo cinética e mecanismo do processo
de transferéncia de elétrons em estudo.”® Uma grande vantagem dessa técnica consiste na
possibilidade da analise ser realizada diretamente na amostra, sem a necessidade de etapas de
purificacdes ou de separacdes prévias, além de tornar possivel a analise de materiais coloridos
ou amostras contendo particulas solidas dispersas.*

As técnicas eletroanaliticas demonstram ser excelentes para a determinacdo de
compostos farmacéuticos em diferentes matrizes. Muitos dos constituintes ativos das
formulacGes, em contraste com os excipientes, podem ser facilmente oxidados ou reduzidos.
A seletividade destes métodos é excelente, porque normalmente a substancia a analisar pode
ser prontamente identificada pelo seu potencial de oxidacdo ou reducdo. Neste sentido vale
ressaltar que o avanco das técnicas eletroquimicas no campo da anélise de medicamentos €
devido sua simplicidade, baixo custo, e baixo tempo relativo de analise em comparacdo com
outras técnicas como cromatograficas e espectroscopicas.*®

Lembrando que atualmente tem se utilizado diferentes tipos de eletrodos para
medicGes eletroanaliticas, como o eletrodo de mercurio,> eletrodos solidos,>*? eletrodos
modificados,>® e eletrodos de pasta de carbono.>**® Entretanto, os eletrodos solidos
comercializados atualmente podem ou ndo ser aplicados diretamente para a determinacédo de
uma determinada substancia quimica sem necessidade de nenhum tratamento da superficie
eletrodica. A dependéncia ou ndo de modificacdo na superficie eletrddica estd relacionada
com a ocorréncia de uma interacdo do analito com a superficie do eletrodo para que ocorra a
transferéncia do elétron. Quando ndo ha a necessidade de modificacdo o sistema apresenta
uma grande vantagem, pois a execu¢do das medidas sera mais rapida e o0 método proposto
sera de facil execucdo, levando a uma maior confiabilidade nos dados. Assim este trabalho
tem como objetivo utilizar o eletrodo de carbono vitreo para determinacdo do principio ativo

Tadalafila em formulacdes farmacéuticas de Cialis®.
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2.3 ELETRODO DE CARBONO VITREO

Os materiais carbonosos naturais e sintéticos podem ser constituidos de camadas de
planos de hex&gonos de carbono arranjados em orbitais sp? com diferentes graus de
ordenacdo, tendo a estrutura basica semelhante a da grafite, ou formados por ligacdes sp®
(estrutura do diamante) ou, ainda, pela mistura de ligacdes sp® e sp?, como, por exemplo, 0s
carbonos tipo diamante. Dentre os diversos compostos a base de carbono, pode se ressaltar 0s
carbonos poliméricos, 0s quais apresentam estrutura basica similar & do grafite, e podem
apresentar-se como adsorventes poderosos, com uma grande area superficial interna, na forma
de carbono vitreo monolitico.®’

O Carbono vitreo € um material que se caracteriza por ser isotropico, ndo grafitizavel,
obtido, normalmente, pelo tratamento térmico entre 1000 a 1400°C, na auséncia de oxigénio
(tratamento de carbonizacdo), de determinados polimeros termorrigidos, destacando-se as
resinas fendlicas e furfurilicas. Neste sentido vale destacar que para a obtencdo do carbono
vitreo é necessario que as matérias-primas ao serem carbonizadas apresentem um teor residual
em carbono da ordem de 50% em massa, em relagéo ao precursor inicial. O uso destas resinas
é atribuido ao fato de seus teores residuais em carbono estarem em torno de 50% e, também,
devido aos seus elevados graus de ligagGes cruzadas. Na carbonizagéo, o teor residual em
carbono é a quantidade de material resultante ap6s a eliminacdo de possiveis atomos de
oxigénio, enxofre, hidrogénio e nitrogénio e de parte do carbono das moléculas do precursor
polimérico.>®

O carbono vitreo pode estar na forma monolitica, isento de poros de transporte ou na
forma reticulada, como espumas ricas em poros de transporte, conhecidas como carbono
vitreo reticulado. Sendo que este é o mais empregado para desenvolvimento de superficies
eletrodicas, como o eletrodo de carbono vitreo.>® Apesar do nome, esse material ndo é um
vidro do ponto de vista de sua estrutura cristalografica, pois o arranjo dos 4&tomos de carbono
apresenta uma ordenacdo a longa distancia em duas dire¢cbes. O nome vitreo deve-se ao
aspecto brilhante que o material adquire quando recebe polimento e também pelo fato de sua
fratura ser semelhante a do vidro.%®

Esse material pertence a classe dos materiais frageis e as suas propriedades mecéanicas
sdo influenciadas pelo volume e dimensdes de seus poros. Dentre os varios estudos realizados

para a proposi¢do de um modelo estrutural que explicasse as caracteristicas do carbono vitreo,
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0 proposto por Jenkins e Kawamura®® (1976 apud FERRARI, 1998) foi o mais simplificado,
onde Lc representa a altura do empilhamento de planos (FIGURA 2).

Figura 2 - Estrutura do carbono vitreo.

= 20 UMY, e 1L -

Fonte: FERRARI, P. E.; REZENDE, M. C., 1998, p. 30.

Este modelo veio a ser confirmado e complementado por Rousseaux e Tchoubar, que
fizeram medidas de difracdo de raios-X e estudos por microscopia eletrénica de transmiss&o.>®
Em 2004 novos estudos também foram realizados por microscopia eletrénica de varredura por
Friedrich et al. confirmando a estrutura em forma de colmeia do carbono vitreo (FIGURA
3).60

Tais estudos mostraram que o carbono vitreo ndo é totalmente amorfo, ou melhor, ele
possui uma estrutura de planos de carbono, que se assemelha a fitas entrelacadas,

apresentando ordenacdo bidirecional desses planos e arranjo ao acaso na terceira direg&o.
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Figura 3 — Estrutura do carbono vitreo obtida por microscopia eletronica de varredura de: (a) 10
e (b) 100 ppi (poros por polegada linear nominal).

(a) 1 mm—

Fonte: FRIEDRICH, J. M. et al., 2004, p. 204.

Este material apresenta propriedades semicondutoras, reduzida densidade, alta
resisténcia a corrosdo e estrutura rigida de area superficial elevada. O carbono vitreo
reticulado também apresenta a menor resistividade elétrica especifica entre os materiais
carbonosos, em torno de 40 x 10° Qm. E tem aproximadamente de 96 a 98% do volume
consistindo em poros abertos devido as matrizes porosas usadas como substratos de
ancoragem.®!

Portanto, a partir das caracteristicas elétricas, entende-se o porqué deste material ser
amplamente estudado sendo aplicado em diversas areas principalmente como eletrodos na

area analitica, para a determinagéo de metais,®2-% e compostos organicos.5 67:68
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3 OBJETIVO

Este projeto tem como objetivo avaliar o comportamento eletroquimico da Tadalafila

frente a diferentes valores de pH, determinar pardmetros cinéticos e analiticos como faixa

linear, limite de deteccédo e quantificacéo.

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia

analitica para a quantificacgdo de Tadalafila em formulagdo farmacéutica (Cialis®),

empregando técnicas eletroquimicas e avaliar os parametros cinéticos para um melhor

entendimento do processo de oxidacao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O trabalho tem como objetivos especificos as seguintes etapas:

a)

b)

Avaliacdo do pH utilizando diferentes tipos de eletrélito frente ao processo de
oxidagéo do analito.

Determinacdo de pardmetros cinéticos relacionados ao processo de oxidagdo do
analito, como numero de elétrons (n), coeficiente de difusdo (D), coeficiente de
transferéncia de carga (o) e a constante de velocidade de reagao (K).

Determinacdo do analito empregando as técnicas de Voltametria Ciclica, Pulso
Diferencial e Onda Quadrada, e determinacdo dos parametros analiticos como faixa
linear, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ).

Estudo de possiveis interferentes, ou excipientes presentes na formulacéo.
Determinacdo do analito empregando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC), e determinacdo dos parametros analiticos como faixa linear,
limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagéo (LQ).
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f) Determinacdo de Tadalafila em formulacGes farmacéuticas empregando as técnicas de
Voltametria Pulso Diferencial e Onda Quadrada, e por Cromatografia Liquida de Alta

Performance (HPLC).
g) Aplicacdo de teste t, para comprovar a correlacdo entre os valores encontrados.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Esta secdo tem como principal importancia trazer todo o contetdo referente a parte
experimental deste projeto, tais como reagentes e concentra¢des, bem como os equipamentos

utilizados e toda instrumentagéo.

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Neste trabalho, o farmaco Tadafila, 99% de pureza, (lote 195749) foi obtido por
doacdo do Laboratorio Eurofarma Ltd., Brasil. Antes de iniciar o estudo foi obtido o espectro
de infravermelho no UV e no visivel do farmaco, e difracdo de raio X de pd, seguido da
comparacdo do resultado obtido com a literatura.® A solucio estoque de Tadalafila de
concentragdo 0,01 mol.L? foi preparada em solvente dimetilformamida (CsH/NO) e
armazenada em geladeira. Os excipientes farmacéuticos empregados (99% de pureza) foram
estearato de magnésio (Indukern, Brasil, lote C216000), lauril sulfato de sédio (Basf, Brasil,
lote 8625338), celulose microcristalina (Blanver, Brasil, lote 135000020), lactose mono-
hidratada (M Cassab, Brasil, lote 1320013819), didxido de titdnio (Blanver, Brasil, lote
160833), Hidroxi Propil Metil Celulose (Blanver, Brasil, lote 208846), Hipromelose (Blanver,
Brasil, lote 1006000367), Diéxido de silicio (Blanver, Brasil, lote 178288), Oxido de Ferro Il
(Blanver, Brasil, lote 163953) e Croscamelose Sodica (Ache, Brasil, lote 8510051061). As
solugbes dos excipientes foram preparadas a uma concentracio de 10 mg.mL?, pela
solubilizacdo em dimetilformamida e filtragdo em papel filtro.

Todas as outras solucdes foram preparadas a partir de reagentes de grau analitico, ndo
sendo aplicado nenhum processo de purificacdo. Todas as solucdes foram preparadas
empregando-se agua deionizada, proveniente de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q®
(Millipore®, Bedford, MA, USA), resistividade de 18,2 MQcm. A solugdo de 0,10 mol.L? de
acido sulfurico (pH 1) foi preparada utilizando como componentes o acido sulfarico (H2SOs,
Vetec). A solugdo de 0,10 mol.L™? de tamp&o acetato (pH 4) foi preparada utilizando como
componente o acido acético (C2H4O2, Sigma Aldrich). A solugdo de 0,10 mol.L? de tamp&o
fosfato (pH 7) foi preparada utilizando como componente o fosfato de sodio monobésico
(NaH2PO, Vetec). A solucio de 0,10 mol.L™* de tamp&o fosfato (pH 10 e 12) foi preparada
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utilizando como componente o fosfato de sodio dibasico (NazHPOas, Vetec). A solugdo de
0,10 mol.L de hidréxido de sédio (pH 13) foi preparada utilizando como componente o
hidroxido de sédio (NaOH, Sigma Aldrich). O ajuste do pH das solugdes foi realizado

utilizando solucdes 0,010 mol.L* de HCI ou NaOH de acordo com a necessidade.

Todas essas solugdes tiveram seus valores de pH ajustados utilizando um pHmetro
(Marconi). O pHmetro foi diariamente calibrado com solugdes tamp&o comerciais de pH 4,0 e
7,0 (Vetec). Todos os experimentos foram executados em temperatura ambiente.

Os solventes acetonitrila e metanol empregados na anélise por cromatografia possuem
grau HPLC. O acetato de sodio e o acido férmico empregados no preparo das solucdes

apresentam grau analitico da Sigma Aldrich.

4.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

A caracterizacdo do farmaco Tadalafila fornecido pela industria farmacéutica
Eurofarma foi realizada por Espectroscopia de Absorcdo na regido do Infravermelho e por
Difracdo de raio X de p6, com a finalidade de confirmar a cristalinidade, pureza e a presenca

de grupamentos caracteristicos do principio ativo em questao.

4.2.1 Espectroscopia de absorg¢édo na regido do Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram registrados com um
espectrdmetro Thermo Scientific, modelo Nicolet iS50 FT-IR, acoplado com um acessério de
reflexdo total atenuada (ATR - Attenuated Total Reflection), modelo Gladi ATR, Pike
Technologies. As analises foram realizadas com um cristal de diamante. Foram realizados 50
scans de interferogramas proporcionando uma resolucdo espectral de 4 cm™. As analises
comecaram com a aquisicdo de um espectro de fundo com o acessorio ATR sozinho na
posicdo correta no compartimento de amostra. Os espectros obtidos foram corrigidos pela

subtracdo automatica do espectro de fundo e registrados no intervalo entre 4000-525 cm™.
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4.2.2 Difragdo de raio X de po

Ensaios de Difratometria de Raio X de pé foram realizados utilizando um difratdmetro
Ultima IV - Rigaku, operando a 40 KV e 30 mA, com fonte de radiagdo de Cu Ka. As

medigdes de 20 variaram entre 5° e 35° (+ 0,02).

4.3 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

Para as medidas eletroquimicas de Cronoamperometria, Voltametria Linear,
Voltametria Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda Quadrada, foi
utilizado o potenciostato/galvanostato Autolab® PGSTAT 128N (Eco Chemie). A aquisicao
dos dados e o gerenciamento do potenciostato foram realizados por um microcomputador e
mediante programa computacional (GPES - General Purpose Electrochemical System). Os
parametros instrumentais seguintes foram utilizados para registrar os voltamogramas de pulso
diferencial: 100 mV de amplitude do pulso, tempo de modula¢do de 0,4 segundos, intervalo
de tempo de 0,9 segundos e 10,5 mV de intervalo de potencial. Os parametros instrumentais
empregados para a técnica de onda quadrada foram: 10 mV de amplitude da onda quadrada,
60 Hz de frequéncia e 10 mV de intervalo de potencial.

A célula eletroquimica utilizada para as medidas eletroquimicas foi uma célula
convencional de vidro de 100 mL contendo trés eletrodos. Os estudos foram realizados
utilizando o eletrodo de carbono vitreo (GCE) (RDE 0008, com 4,0 mm de didametro) como
eletrodo de trabalho, um eletrodo de calomelano saturado (ECS) como referéncia e um fio de
platina como contra-eletrodo. Como eletrolito suporte foi utilizado 45 mL de uma solugédo
Tampé&o de concentragdo 0,10 mol.L! e 5 mL do solvente dimetilformamida. Os tampdes
utilizados foram acido sulfarico (pH 1), tampédo acetato (pH 4), tampdo fosfato de sédio
monobasico (pH 7), tampao fosfato de sédio dibasico (pH 10 e 12) e hidroxido de sodio (pH
13).

A determinacdo de Tadalafila em formulacGes através de medidas eletroquimicas foi
realizada através da solubilizacdo do farmaco em dimetilformamida. Foram solubilizados 75
mg de Cialis® em 5 mL de dimetilformamida (DMF — Dimethilformamide) e 500 uL da
solugdo foram adicionados ao eletrolito suporte (50 mL) para posterior quantificacdo. Em
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seguida foram realizadas medidas eletroquimicas empregando as técnicas de pulso diferencial
e onda quadrada. O medicamento Cialis® (20 mg, Eli Lilly do Brasil Ltda, lote C096214) foi
adquirido em farmacias comercial da cidade de Alfenas-MG. Foram preparadas cinco
amostras diferentes.

Para realizar as medidas de estudo cinético foi empregado um disco rotatorio
(Modelo 616, EG&G PARC) com o eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de trabalho, um
fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de calomelano saturado como referéncia.
O eletrodo de carbono vitreo utilizado foi do tipo RDE 0008, com 4,0 mm de didmetro sobre
um cilindro de teflon. Cabe ressaltar que antes de iniciar qualquer analise o eletrodo de
carbono vitreo era polido com silica alumina e posteriormente lavado com &gua e
posteriormente com alcool isopropanol em banho ultrassom por 5 minutos. Foram realizadas
medidas de Voltametria Linear no intervalo entre 0,2 a 0,9 V; a corrente foi medida em uma
solugdo contendo 200 pumol.L* de Tadalafila, com uma velocidade de varredura de potencial
de 10 mV.s, em funcdo da velocidade de rotagdo. As medidas foram realizadas em diferentes
rotacbes 50, 100, 200, 400, 600, 700, 800, 900 e 1000 rpm. A corrente limite foi estabelecida
no potencial de 840 mV.

4.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

As analises foram realizadas em um cromatografo (Shimadzu LC-PDA), com uma
coluna LC-18 (250 mm x 4,6 mm de didmetro, 5 mm) da Supelco (Bellefonte, EUA), sendo o
detector SPD-10 UV-DAD.

A fase movel empregada foi acetonitrila (A) e uma solucdo aquosa (B) contendo 20
mmol.L? de acetato de amonio e 0,2% (v/v) de acido formico. O gradiente de eluicdo foi
programado da seguinte forma: foi mantido a 35% dentro dos primeiros 10 minutos, depois
aumentou linearmente para 80% durante aproximadamente 5 min, em seguida A foi mantida
em 80% durante mais 5 min. A coluna foi lavada com 100% de acetonitrila durante 5 min, e
depois foi acondicionada durante 10 minutos com a fase mével inicial para a proxima injecéo.

A taxa de fluxo foi mantida a 1 mL/min e a temperatura da coluna foi 30°C. Volume
de injecdo foi 5 puL. O comprimento de onda de detecgdo foi fixado em 292 nm.33%° A
construcdo da curva analitica foi realizada em diferentes concentracdes (5, 10, 30, 50,70, 90 e
100 pg.mL™Y) utilizando o solvente metanol.
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A determinacdo de Tadalafila em formulagcbes através de medidas por cromatografia
foram realizadas através da solubilizagdo do fA&rmaco em metanol, com filtragem posterior em
Membranas Filtrantes Whatman (25 mm, PVDF, 0,45 micron) e em seguida adicionado nos
vail de amostragem. Foram solubilizados 0,008g do farmaco em 10 mL de metanol. Foram

preparadas cinco amostras, as quais foram analisadas em triplicata.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as medicdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados
como meédia £ erro padrdo (desvio padrdo, SD). As anélises de correlacdo e de regressao
foram realizanda através do software OriginLab 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
EUA). A magnitude da correlacdo entre os resultados eletroquimicos e HPLC foram feitos

empregando o teste t com 99% de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo traz todos os resultados e conclusdes preliminares obtidos referentes a

este projeto, o qual se trata da determinagéo de Tadalafila em formulacéo farmacéutica.

5.1 CARACTERIZACAO DA TADALAFILA

A caracterizacdo tem como finalidade comparar a matéria-prima fornecida pela
Industria Farmacéutica Eurofarma com dados presentes na literatura de modo a mostra a

cristalinidade da amostra.

5.1.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do Infravermelho

Uma das técnicas apropriadas para identificar compostos organicos é a espectroscopia
de absorcdo na regido do infravermelho com reflexdo atenuada total, uma vez que é uma
técnica ndo destrutiva permitindo a reutilizacdo de sua amostra. O espectro de infravermelho
de um composto quimico permite a obtencdo de informacdes caracteristicas bem como o tipo
de ligacGes envolvidas devido aos diferentes tipos de vibragdes que as ligagdes quimicas
podem sofrer, dando origem a bandas. Desta forma esta técnica permite a obtencdo de
informac@es estruturais sobre 0s grupos quimicos que levam a caracterizacao fisica de sélidos
farmacéuticos.”>" Assim a espectroscopia na regido do infravermelho tem extensa aplicacéo
na identificacdo dos compostos organicos e esta técnica foi empregada para verificar a
presenca de grupos funcionais caracteristicos da molécula de Tadalafila.

A Tadalafila é caracterizada por picos principais de absorgio a 3317 cm! (estiramento
de N-H, amina secundaria), 3058 cm™ (estiramento C-H, aromatico), 2890 cm™* (Estiramento
C-H, CHjs alifatico simétrico), 1675 cm™ (deformacio axial de C=0, amida), 1632 cm™
(deformacdo angular de N-H, amina), 1433 e 1385 cm™ (deformagdo de C=C aromatico),

1232 cm* (estiramento C-N) deformagcéo axial, 1243 cm™ (estiramento simétrico de C-O-C),
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1039 e 915 cm™ (C-H do anel benzeno) deformagcéo angular no plano, 746 cm™ (C-H do anel
benzeno) deformacéo angular fora do plano e 590 cm™ (C-C do anel benzeno) deformagio
angular fora do plano (FIGURA 4).70-7375.76

Figura 4 - Espectro FTIR-ATR da Tadalafila.
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Fonte: Do autor.

5.1.2 Difracao de raio X de p6

Difracdo de raio X de pd é uma técnica poderosa para a identificacao de fases sélidas e
determinacdo do grau de cristalidade,””"®" desta forma ela foi utilizada para avaliar a
natureza de nossa amostra de Tadalafila.

A Figura 5 mostra o padrédo de difracdo da molécula de Tadalafila (—) obtido a partir
do monocristal,®® simulado pelo Mercury, um software de acesso gratuito que faz parte do
banco de dados do CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre), e o padréo de difracdo
obtido da matéria prima fornecida pela industria farmacéutica Eurofarma (—), o qual
adotamos como sendo o padrdo para realizar todo o estudo. De acordo com os dados
fornecidos foi possivel realizar uma comparacao entre os difratogramas confirmando que a
matéria prima fornecida é realmente a Tadalafila, uma vez que o picos de difracdo
apresentados pela Tadalafila se sobrepdem aos picos obtidos no difratograma simulado pelo
programa Mercury. Assim 0s maiores picos de difragdo foram obtidos em 7,24 — 21,59 —
14,49 — 18,47 e 24,19 26 respectivamente (FIGURA 5).
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Figura 5 - Difratograma (—) da matéria prima do padrdo de
Tadalafila fornecido pela industria farmacéutica
Eurofarma. Difratograma (—) da molécula de
Tadalafila simulado a partir do software Mercury.
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Fonte: Do autor.

5.2 ESTUDO ELETROQUIMICO

Inicialmente foram realizadas medidas utilizando a técnica de voltametria ciclica,
verificando que a molécula de Tadalafila apresenta apenas um pico de oxidacdo gerando uma
corrente de pico anddica e que a reacdo inversa de reducdo ocorre em propor¢cdes muito
pequenas ndo sendo possivel sua avaliacdo (FIGURA 6). Portanto a molécula de Tadalafila
apresenta um pico irreversivel em 0,83 V vs. ECS. Este comportamento € semelhante ao
observado para diversas moléculas organicas com atividade farmacologica. Este fato pode ser
explicado devido as moléculas terem uma alta densidade eletrénica e consequentemente uma
alta estabilidade, além da alta interacdo da molécula com a superficie eletrodica dificultando

0S Processos inversos, e vice-versa.:-%
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Figura 6 - Voltamogramas ciclicos do carbono vitreo, nas
condicbes otimizadas (pH 7,00, tampéo
fosfato 0,1 mol.L? e velocidade de varredura
40 mvs?): (a) na auséncia e (b) na presenca
de Tadalafila, 200 pmol.L2.
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Fonte: Do autor.

5.2.1 Efeito do pH

Avaliando o efeito do pH no processo de oxidacdo da molécula de Tadalafila. Foi
realizado um estudo empregando diferentes tipos de eletrélito suporte de concentracdo 0,1
mol.L. Os eletrélitos suporte empregados foram acido sulfirico (pH 1), tampao acetato (pH
4), tampdao fosfato monobasico (pH 7), tampdo fosfato dibasico (pH 10), tampédo fosfato
dibasico (pH 12) e NaOH (pH 13). Deste modo verificou-se uma relacdo consideravel entre o
potencial de oxidacdo da molécula com o pH do meio, uma vez que valores maiores de pH
diminuiram o potencial de oxidagdo. Os potenciais de oxida¢do em diferentes pH 1, 4, 7, 10,
12 e 13 foram 0,977V; 0,886V; 0,775V; 0,584V; 0,453V e 0,453V, respectivamente
(FIGURA 7). Apesar de eletrolitos alcalinos favorecerem a reagdo de oxidagdo devido ao
menor potencial, optou-se em realizar as medidas posteriores em pH 7, de modo a garantir
que o analito em questdo ndo sofresse nenhuma reacdo que levasse a sua degradagédo. De

acordo com a Figura 8, pode se observar que em pH 12 temos o inicio de uma inflexdo a qual
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sugere que o pka da molécula seja proximo de 12, o qual é relatado na literatura para
aminas.®’

Figura 7 - Voltamogramas do GCE na presenga de Tadalafila
em func¢do do pH em diferentes eletrdlitos suporte,
empregando a técnica de Voltametria de Onda
Quadrada.
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Fonte: Do autor.
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Figura 8 - Relacdo pH vs. potencial de oxidacéo e pH vs. corrente de pico de
oxidacédo da Tadalafila. (Diferentes eletrélitos suporte 0,1 mol.L?,
acido sulfdrico (pH 1), tampédo acetato (pH 4), tampéo fosfato
(oH 7, 10 e 12) e hidréxido de sddio (pH 13), 200 pmol.L* de
Tadalafila).
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Fonte: Do autor.

Durante o processo de oxidacdo da Tadalafila, o potencial de oxidacdo diminui com o
aumento do pH, indicando que o GCE teve uma melhor atividade eletrocatalitica para a
oxidacdo da Tadalafila em pH mais béasico. A reducdo do potencial para maiores valores de
pH pode ser devido a desprotonacdo da molécula Tadalafila como pode ser obervado na
Figura 9, o qual esta relacionado a transferéncia de elétrons.®” Assim, um pH de 7 foi
escolhido devido a maior semelhanca com o pH fisioldgico, o qual levou a um sinal analitico

bom em um potencial baixo, quando comparado ao sinal obtido em pH 1.
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Figura 9 - Mecanismo de oxidagao da molécula de Tadalafil, com transferéncia de um préton e perda
de um elétron (n=1¢").

Qﬁf»

N0

+ HT + €

Fonte: Do autor.

5.2.2 Estudo da Velocidade de Varredura de Potencial

E importante ressaltar que 0 movimento de ions entre o 4nodo e o catodo em solucdes
eletroliticas pode ocorrer de diferentes maneiras. Os principais processos sdo a migracdo na
qual os ions se movem devido a influéncia de um campo elétrico e ocorre apenas em espécies
carregadas, devido a existéncia de dipolos, ou dipolos induzidos em espécies neutras; e a
difusdo que é devido a um gradiente de concentracdo. Desta forma, os ions solvatados
movem-se com velocidades diferentes, de acordo com seu tamanho e carga. A difusdo é

descrita pela Lei de Fick: *388
ELT-[

Ji(x,t) = —D;, 1)

dx

onde Ji € o fluxo de espécies i de concentracdo ci na direcdo X, e dc/Ox é o gradiente de
concentracdo, Di é uma constante de proporcionalidade entre o fluxo e o gradiente de
concentracéo, conhecido como o coeficiente de difuso.**88

Neste sentido uma forma de avaliar se a reacdo na superficie do eletrodo é controlada
pela difusdo das espécies, ou seja, pelo transporte de massa, € atraves da variacdo da
velocidade de varredura de potencial. Medidas foram realizadas em diferentes velocidades de
varredura de potencial (10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160,180 e 200 mV.s) e desta forma
avaliamos a variagéo da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade, de acordo
a relagédo de Nernst (Equagdo 2). Observa-se na Figura 10A que o pico de oxidacdo da

Tadalafila desloca gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade
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de varredura de potencial, 0 que sugere uma limitagdo cinética para a reacdo de oxidagdo.%
Entretanto, em seguida plotou-se um gréfico entre raiz quadrada da velocidade de varredura
(v versus corrente de pico (ip). Observou-se que a corrente de pico da oxidagio da
Tadalafila em eletrodo de carbono vitreo é proporcional a raiz quadrada da velocidade,
apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,995 (Figura 10B). Esta observacdo indica
também uma limitagdo difusional no processo de eletrooxidacdo da Tadalafila, na superficie

do eletrodo de carbono vitreo.



Figura 10 - (A) Voltamogramas ciclicos para o GCE em tampao fosfato

(pH 7) contendo 200 umol.L*de Tadalafila, em diferentes
velocidades de varredura de potencial (10, 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180 e 200 mV.s?). (B) Relagdo linear
entre densidade de corrente e raiz quadrada da velocidade.
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Fonte: Do autor.
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Em seguida realizou-se uma avaliagdo da equacdo de Nernst para este sistema
totalmente irreversivel baseando-se na linearizacdo entre a corrente de pico (Ip) e a raiz
quadrada da velocidade (v*'?), veja a equacdo 2 a seguir:

i, = (299x10%)a'?ACD?p/? )
onde D ¢ o coeficiente de difusdo da Tadalafila, v é a velocidade de varredura de potencial, C
é a concentragio de Tadalafila (200 umol.L™?), i, é a corrente de pico e « é o coeficiente de
transferéncia de carga. O valor do coeficiente de transferéncia de carga (a) foi determinado
pela relacdo de Tafel na secdo 5.2.3.1 como sendo 0,7. A linearizacio entre i, versus v'/2,
apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9981 e um coeficiente angular de 3,843 (Figura
9B). Desta forma foi possivel realizar a determinacao do coeficiente de difusdo (D) baseando-
se no coeficiente angular da reta. O coeficiente de difusdo (D) obtido para a Tadalafila foi de

5,33x10°° cm?.s? semelhante ao descrito na literatura para outras moléculas organicas. %

5.2.3 Determinacdo do nimero de elétrons

A determinacdo do numero de elétrons foi realizada baseando-se em um sistema quase
estacionario. Desta forma foi empregado a analise de uma curva semi-logaritmica registrada
por Voltametria Linear a uma velocidade de varredura de 1 mV.s* (FIGURA 11). A partir
desta medida a uma velocidade muito baixa seguiu-se para a aplicacdo da relagcdo de Tafel e

Nernst considerando sistemas irreversiveis.
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Figura 11 - Voltamograma linear para 0 GCE em tampao fosfato —
pH 7, 200 umol.L* de Tadalafila,e v=1mV.s™.
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Fonte: Do autor.

5.2.3.1 Relacdo de Tafel

A relacdo de Tafel é aplicada em uma pequena regido linear da curva de polarizacao
representada graficamente em diagramas de sobrepotencial (1) versus logaritmo da corrente
(log i).*® Essas medidas sdo realizadas em velocidades muito baixas (1 mV.st), ou seja, em
estado quase estaciondrio como mencionado. A vantagem da representacao grafica de Tafel
estd em que a parte das curvas de polarizacdo em que € valida a equacdo torna-se uma reta. A
relacdo de Tafel foi obtida no intervalo entre 668 e 710 mV apresentando um coeficiente de
correlagdo de 0,997 e um coeficiente angular de 200,91mV.s* (FIGURA 12). Desta forma é

possivel obter os coeficientes necessarios a aplicacdo da equacdo de Tafel (Equagéo 3):

2,3RT . 2.3RT :
n=-_ IDgLE,-Fm.ngL 3)

onde R € a constante dos gases ideais, 8,314 J.K*.mol?, T é a temperatura em Kelvin, 298, o é
o coeficiente de transferéncia de carga e F é a constante de Faraday, 96500 C.mol™.** Neste

sentido o valor de a foi determinado através do coeficiente angular da equacgéo da reta obtida
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através da linearizagdo de # versus log i. O valor encontrado para a foi de 0,7 indicando o

favorecimento da reacdo de oxidacdo da Tadalafila em termos de barreira energética.

Figura 12 - Relac&o linear entre sobrepotencial () vs. logaritmo da
corrente (log i), relacdo de Tafel.
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Fonte: Do autor.

5.2.3.2 Relacdo de Nernst

Considerando o sistema quase estacionario (FIGURA 11) a relacdo de Nernst também

foi avaliada. De acordo com equacédo de Nernst (Equacdo 4) temos a seguinte relacao:

Rl; dog % 4)

e

E= Ei, +
{2

em que E (V) é o potencial do eletrodo, E1» (V) é o potencial de meia onda de oxidacdo, n é o
namero de elétrons implicados na reacdo de oxidagdo no eletrodo, i (A) é a corrente possivel
em cada potencial durante a varredura, i. (A) € a corrente de estado estacionario limitante,
para uma reacio reversivel no eléetrodo, R € a constante dos gases ideais, 8,314 J.K1.mol?®, T
é a temperatura em Kelvin, 298, e F é a constante de Faraday, 96500 C.mol™. A inclinacéo, da
relagcdo linear entre potencial (E) em fungéo de log [(i-i)/i] em determinado intervalo de

potencial ¢ igual a RT/anF, e portanto podemos determinar o nimero de elétrons envolvidos
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na reacéo do eletrodo.*”® A analise da curva semi-logaritmica foi realizada entre o intervalo de
668 a 710 mV para o pico de oxidacdo da Tadalafila, sendo linear com um coeficiente de
correlacdo de r = 0,996 e um coeficiente angular de - 0,066 (FIGURA 13). Assim 0 numero
de elétrons encontrado foi de 1,0 o qual estd relacionado a transferéncia de um proton,

conforme mostrado na Figura 9.

Figura 13 - Relacdo linear entre o potencial (E) e In[(i_-i)/i], relacdo

de Nernst.
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Fonte: Do autor.

5.2.4 Cronoamperometria

Ap0s a determinacdo de alguns parametros como coeficiente de transferéncia de carga
(a), numero de elétrons (n) e coeficiente de difusdo (D). Medidas de cronoamperometria em
diferentes concentracfes também foram realizadas para determinar o coeficiente de difusdo da
Tadalafila e fazer uma correlacdo entre os dados. A Figura 14A mostra o0s
cronoamperogramas que foram obtidos em diferentes concentracées (0,1 — 0,2 -0,4 - 0,6 e
0,8 mmol.LY) de Tadalafila em funcdo da aplicagdo de um potencial de 730 mV durante 180
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segundos. Neste sistema a resposta de corrente depende da difusdo das moléculas e pode ser
descrito pela equacéo de Cottrell (Equacio 4).88

i(f) = ZEACD” 4)

onde i (A) é a corrente, F é a constante de Faraday (96500 C.mol™), A é a area do eletrodo
(0,1257cm?), C é a concentracdo de Tadalafila (espécie eletroativa), D é o coeficiente de
difusdo e t (s) é o tempo.*® Assim a partir das medidas de cronoamperometria é possivel
realizar a linearizagdo da equacdo de Cottrell, através da relacdo entre corrente (i) vs. 0

inverso da raiz quadrada do tempo (t*/?) em diferentes concentracdes (FIGURA 14B).
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Figura 14 - (A) Cronoamperogramas para o GCE em
tampdo fosfato 0,1 mol.L* (pH 7), em
diferentes concentracbes de Tadalafila
01 -02-04 - 06 e 08 mmol.L?)
aplicando um potencial de 730 mV vs. ECS,
durante 180 segundos. (B) Relacdo linear
entre corrente (i) vs. o inverso da raiz
quadrada do tempo (t*/2) obtida a partir dos
cronoamperogramas em diferentes
concentracdes de Tadalafila.
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Fonte: Do autor.

Desta forma a linearizagéo entre corrente (i) vs. 0 inverso da raiz quadrada do tempo
(t¥2) obtida a partir dos cronoamperogramas em diferentes concentracdes de Tadalafila (0,1 —
0,2 - 0,4 —0,6 e 0,8 mmol.L™?) nos fornece diferentes retas com seus respectivos coeficientes

angulares. Assim podemos obter uma relagéo linear entre os coeficientes angulares (Slope) vs.
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a concentracdo de Tadalafila como mostrado na Figura 15. A linearizagdo apresentou um
coeficiente de correlacdo de 0,998 e um coeficiente angular de 11,677. Atraves do coeficiente
angular foi possivel a determinacdo do coeficiente de difusdo da Tadalafila utilizando a
equacgdo de Cottrell (Equacio 4). O coeficiente de difusdo obtido foi de 2,9x10® cm2.s?,
mostrando estar na mesma ordem de grandeza do valor encontrado anteriormente, na secéo
5.2.5. No entanto este resultado € mais confiavel, pois temos um sistema quase estacionario

quando realizamos medidas utilizando a técnica de Cronoamperometria.®t-%°

Figura 15 - Linearizacdo dos coeficientes angulares (Slope) das diferentes
retas obtidas através das medidas de cronoamperometria vs.
concentragdo de Tadalafila (0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mmol.L™).

14

Slope = 11,677.[Tadalafila] + 3,413
124 r=0,998

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
[Tadalafila] / (mmol.L™)

Fonte: Do autor.

5.2.5 Andlise Hidrodinamica

Medidas de voltametria empregando o Eletrodo de Disco Rotatério (RDE) foram
utilizadas para avaliar a cinética da reacdo entre as moléculas eletroativas de Tadalafila e a

superficie eletrodica de carbono vitreo. A corrente foi medida em diferentes velocidades de
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rotacdo e a corrente limite foi estabelecida no potencial de 840 mV. A Figura 16 mostra 0s
voltamogramas obtidos pela técnica de voltametria linear em funcéo da velocidade de rotacéo,

0s quais apresentam um comportamento sigmoidal. 4?

Figura 16 - Voltamogramas para GCE-RDE obtidos em diferentes
velocidades de rotagéo (0, 50, 100, 200, 400, 600, 700,
800, 900 e 1000 rpm), na presenca de 200 pmol.L* de
Tadalafila, em tampdo fosfato 0,1 mol.L%, (pH 7),
v =10 mV.s?, no intervalo de potencial entre 0,2V e
09V.
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Fonte: Do autor.

Em seguida usando os voltamogramas hidrodindmicos da Figura 16, realizou-se a
linearizacdo entre a corrente limite (iL) vs. raiz quadrada da velocidade de rotacéo (w*?). Tal
linearizacdo é chamada de Relacdo de Veniamin Grigorievich Levich, na qual mostra que a
relacdo entre a corrente limite (iL) e a raiz quadrada da velocidade de rotagcdo (w'?) do
eletrodo deve ser linear para processos puramente difusionais, de acordo com a seguinte
equacdo (Equacdo 5).

i, = i, = 062nFAc v YED¥3y1/2 (5)
onde i. € a corrente limite no voltamograma (A), n é o nimero de elétrons transferidos (n=1),
F ¢ a constante de Faraday (96500 C.mol™), A é a area do eletrodo (0,1257 cm?), D é o
coeficiente de difusdo (2,9x10° cm?s?), w é a velocidade de rotacio (rad.s™), v é a
viscosidade cinematica da solucdo (0,009 cm?s?),* e ¢, é a concentragio das espécies

eletroativas (200 umol.L1).%
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Esta equacdo estabelece que a corrente limite difusional € diretamente proporcional a
raiz quadrada da velocidade angular de rotacdo do eletrodo, quando os demais parametros
permanecem constantes.3®

A partir dos valores de corrente limite difusional para as curvas de polarizacao
mostradas na Figura 16 e da Equacdo 5, foi possivel, construir o diagrama de Levich para a
reacdo de oxidacdo da Tadalafila apresentados na Figura 17. Desta forma a linearizacdo da
Equacdo de Levich, apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,991; o qual mostra que a
corrente limite aumenta com o aumento da velocidade de rotacdo do eletrodo, mas em altas
taxa de rotacdo ela se mantém constante desviando da linearidade (FIGURA 17). Pode-se
observar que em velocidades acima de 800 rpm a corrente limite torna-se constante e que no
diagrama de Levich para valores nulos de o2, as retas apresentam um valor de corrente
limite diferente de zero, indicando que a reacdo de oxidagdo da Tadafafila neste material ndo
obedece ao comportamento de Levich. Nota-se um desvio do comportamento linear em altas
velocidades de rotacdo sugerindo que a etapa determinante de velocidade do processo de

oxidacao seja mista entre uma limitacio difuséo e cinética da reacdo quimica. 88899698

Figura 17 - Diagrama de Levich para a reagdo de oxidacéo da

Tadalafila em eletrodo de carbono vitreo.
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Fonte: Do autor.

Neste sentido apesar de ndo haver uma relagdo totalmente linear seguindo a equagéo
de Levich, sob estas condigdes, hd uma correlacdo linear entre o inverso da corrente limite e 0

inverso da raiz quadrada da velocidade de rotacdo (FIGURA 17). Esta correlagcdo € chamada
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de Relacdo de Koutecky-Levich, a qual segue a Equacdo 6. A relagdo de Koutecky-Levich
tras algo a mais, ou seja, ela divide a corrente medida (i) em duas componentes, a corrente
difusional (ig) devido a difusdo das moléculas e a corrente cinética (i) gerada considerando

uma limitac&o cinética no processo de transferéncia eletrénica.*?

S S W S U L (6)

i iy ig Ium nFAE ~C 0.6ZnFAv HEDE Byt 2

onde lim & a corrente limite no voltamograma (A), C é a concentragdo das espécies
eletroativas de Tadalafila (200 pmol.L™?), n é o nimero de elétrons transferidos (n=1), F é a
constante de Faraday (96500 C.mol™?), A é a area do eletrodo (0,1257 cm?), D € o coeficiente
de difusdo (cm?.s™), w é a velocidade de rotagdo (rad.s), v é a viscosidade cinematica da
solucdo (0,009 cm?s?) e k é a constante de velocidade da reagdo (mol™.L.s) entre a
Tadalafila e a superficie eletrodica.**®

Em um diagrama de Koutecky-Levich, a inclinacdo da reta apresenta relacdo direta
com o namero de elétrons (n) envolvidos na reacdo de oxidagdo da Tadalafila, de acordo com
a Equacdo 6. Assim através da linearizacdo da equacdo de Koutecky-Levich, é possivel
determinar o valor da constante de velocidade da reacdo de transferéncia eletrénica levando
em consideracdo o efeito difusional e a limitacdo cinética, conhecida como constante
heterogénea de transferéncia eletronica (k").8%9%:%8

A partir do coeficiente angular da relagdo de Koutecky-Levich foi estimada a
constante de velocidade heterogénea. A linearizacdo apresentou um coeficiente de correlacédo
de 0,993 e um coeficiente linear de 0,134 (FIGURA 18). O valor de k” foi calculado a partir
do coeficiente linear da reta, sendo que o valor encontrado foi 0,675 mol™?.L.s?. %% Este
valor nos indica que temos um fluxo de 4,06x10% moléculas por segundo sendo oxidadas em

um litro de solucéo.
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Figura 18 - Relagdo de Koutecky-Levich, linearizacdo entre o
inverso da corrente limite (i) vs. o inverso da raiz

quadrada da velocidade de rotagdo (™).
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Fonte: Do autor.

5.2.6 Parametros analiticos

A quantificacdo da Tadalafila engloba a determinacédo de alguns pardmetros analiticos
como Faixa Linear, Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ), empregando as
técnicas de Voltametria Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda
Quadrada.

Por definicdo, o limite de deteccdo é a menor quantidade de um analito que um
método pode detectar, porém, sem adequadas precisao e exatiddo. Também, pode ser definido
como sendo a menor quantidade detectavel estatisticamente diferente do branco. O limite de
quantificacdo expressa a real quantidade do analito na amostra com precisdo e exatidao

consideraveis.’® Matematicamente, o LD ¢ obtido a partir da seguinte equagao:

LD = 3 x std (7)

T

onde, std é o desvio padrdo absoluto de dez leituras do branco e m é o coeficiente angular da

equacdo da curva analitica. O LQ, por sua vez, ¢ calculado a partir da equacao 8.
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_ 10 x =td

LQ 8

5.2.6.1 Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria ciclica é extremamente importante uma vez que ela faz uma
varredura de potencial no sentido anddico e catodico (FIGURA 19A). Através desta técnica €
possivel identificar claramente que a molécula de Tadalafila apresenta apenas um pico de
oxidacdo, sobre o eletrodo de carbono vitreo, em aproximadamente 0,83V; indicando um
processo irreversivel.

Foram realizadas medidas voltamétricas em diferentes concentracdes de Tadalafila
para a constru¢do da curva analitica. A faixa de concentracdo estudada foi de 40 a 272
umol.Lt, o limite de detecgdo e quantificacio foram de 4,77x107 e 1,59x10° mol.L?,
apresentando um coeficiente de correlagéo de 0,999 (FIGURA 19B).



j/(pAcm™)

i/ (uA.cm?)

Figura 19 - (A) Voltamogramas ciclicos para o0 GCE, v=50 mV.s™,
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no intervalo de 0 a 1,2 V; em diferentes concentrac@es
de Tadalafila (40, 80, 119, 157, 196, 234 e 272 umol.
LY. (B) Curva analitica apresentando uma faixa linear

com seu respectivo coeficiente de correlacdo de 0,999.
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Fonte: Do autor.
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5.2.6.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A curva analitica empregando a técnica de voltametria de pulso diferencial foi
realizada utilizandos-se de 10 a 291 pumol.L? (FIGURA 20A). A curva apresentou duas
faixas lineares, a primeira de maior sensibilidade encontra-se entre 10 e 120 pmol.L™ com um
limite de detecco e quantificacdo de 8,12x10" e 2,71x10° mol.L™ respectivamente, e um
coeficiente de correlacdo de 0,997. A segunda faixa linear encontra-se entre 120 e 291
umol.L't com um limite de deteccdo e quantificagdo de 1,43x10° e 4,75x10° mol.L*!
respectivamente, e um coeficiente de correlagdo de 0,994 (FIGURA 20B). Desta forma,
observa-se claramente que a técnica de pulso diferencial é mais sensivel que a voltametria
ciclica uma vez que seu limite de deteccdo € menor. Assim pode-se afirmar que a dupla
camada elétrica ndo afeta de maneira significativa o processo de interacdo da molécula com a

superficie do eletrodo.



Figura 20 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial para GCE,
em diferentes concentracBes de Tadalafila (10, 20,

30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
215, 235, 250, 270 e 290 umol.L1). (B) Curva
analitica apresentando 2 faixas lineares com seus
respectivos coeficientes de correlacéo.
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Fonte: Do autor.
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O fato de existirem duas faixas lineares de concentracdo versus densidade de corrente
de pico pode ser atribuido que no primeiro seguimento de reta o efeito predominante é o
difusional e no segundo o efeito predominante € a cinético do processo de oxidacdo da
Tadalafila.

5.2.6.3 Voltametria de Onda Quadrada

A curva analitica empregando a técnica de voltametria de onda quadrada foi realizada
em diferentes concentragdes monitorando a corrente de pico anddica (FIGURA 21A). A curva
apresentou duas faixas lineares, a primeira de maior sensibilidade encontra-se entre 10 e 120
umol.L™t com um limite de deteccdo e quantificacdo de 1,12 x107 e 3,72x10” mol.L*
respectivamente, e um coeficiente de correlacdo de 0,991. A segunda faixa linear encontra-se
entre 120 e 291 pumol.L™? com um limite de detecgdo e quantificacdo de 2,0x107 e 6,66x10®
mol.L? respectivamente, e um coeficiente de correlagdo de 0,994 (FIGURA 21B). Desta
forma observa-se claramente que a técnica de Voltametria de Onda Quadrada é mais sensivel
que a Voltametria ciclica e de Pulso diferencial uma vez que seu limite de deteccéo é menor,
indicando assim mais uma vez que 0 processo de adsorcdo e estabilizacdo do analito na

superficie do eletrodo ndo depende da dupla camada elétrica.



Figura 21 - (A) Voltamogramas de onda quadrada realizadas no
Intervalo de 0,5 a 1,0 V em diferentes concentracdes de
Tadalafila (10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 140,
160, 180, 200, 215, 235, 250, 270 e 290 umol.L™%). (B)
Curva analitica.
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Fonte: Do autor.
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Observa-se o efeito semelhante com relacdo a presenca de duas faixas lineares de
concentracdo versus densidade de corrente de pico observado na voltametria de pulso
diferencial, com o ponto de inflexdo na mesma concentracdo. Indicando assim que a partir da
concentragéo de 120 pmol.L™ o processo é limitado predominantemente pela transferéncia de
elétron. Comparando-se o efeito de deslocamento do pico de oxidacdo da Tadalafila obeserva-
se um efeito mais pronunciado nos resultados obtidos pela Voltametria de Pulso Diferencial

este efeito pode ser atribuido as caracteristicas da técnica.

5.2.6.4 Relacdo analitica das técnicas eletroquimicas

A Tabela 1 mostra os parametros analiticos determinados para as técnicas de
Voltametria Ciclica, Pulso Diferencial e Onda Quadrada; frente ao processo de
eletrooxidacdo da Tadalafila. Desta forma pode se observar que as trés técnicas apresentam
um coeficiente de correlacdo proximo de 1 para suas respectivas curvas analiticas. Os limites
de deteccdo e quantificacdo evidenciam que as técnicas utilizadas podem ser empregadas em
analises com baixo teor de Tadalafila. Sendo que a técnica mais rapida e sensivel é a de onda
quadrada, com LQ de 3,72x10”" pmol.L™.



TABELA 1 - Parametros analiticos das técnicas eletroquimicas.

Técnica Eletroquimica

PARAMETROS ANALITICOS Voltametria Voltametria de Pulso Voltametria de Onda
Ciclica Diferencial Quadrada
Potencial de Medida (mV) 761 611 806
Faixa Linear (umol.L?) 40a 272 10a 120 10a120
Coeficiente Angular (LA.cm?/umol.L™?) 0,12 0,093 0,24
Coeficiente Linear (uA.cm™) 8,67 0,217 7,68
Coeficiente de correlagéo 0,9985 0,9973 0,9918
LD (umol.L) 4,77x107 8,12x107 1,12x107
LQ (umol.LY) 1,59x10¢ 2,71x106 3,72x107
Repetibilidade da corrente de pico (%R.S.D.) 8,0x10* 7,0x10 6,0x10°°
Repetibilidade do potencial de pico (% R.S.D.) 0,21 0,18 0,10
Reprodutibilidade da corrente de pico (% R.S.D.) " 7,2x10%* 8,2x10* 1,2x10*
0,32 0,21 0,19

Reprodutibilidade do potencial de pico (% R.S.D.)"

Nota: "Foram preparadas trés amostras com concentragdo de 100 pmol.L, as quais foram analisadas em triplicata (n=3).
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5.2.7 Andlise de Interferentes

Os interferentes avaliados foram os diversos excipientes presentes na formulacdo
farmacéutica (Cialis®), desta forma avaliou-se as seguintes substancias, Didxido de Titanio
(TiO2), Lauril Sulfato de Sodio (LSS), Lactose Mono-hidratada (LM), Hidroxi Propil Metil
Celulose (HPMC), Hipromelose (HM), Estearato de Magnésio (EM), Dioxido de silicio
(SiO2), Oxido de Ferro Il (Fe2Os), Croscamelose Sodica (CS) e Celulose Microcristalina
(CM), veja a Figura 21. Este estudo foi realizado empregando o sinal do padréo como
parametro de comparacdo e foi realizado na proporgéo 1:2,5 e 1:25 (m/m) de analito em
relacdo ao interferente, empregando a técnica de pulso diferencial.

Estudos foram feitos tendo como referéncia o sinal do padrdo (0,1 mL de Tadalafila
0,01 mol.L? em tampdo fosfato (pH 7)). O estudo de cada interferente foi realizado
separadamente adicionando 0,1 e 1 mL de cada interferente na solucdo de Tadalafila. Adotou-
se como interferéncia na determinacdo de Tadalafila um percentual de recuperacao do sinal
analitico menor que 90% ou maior que 110%. !

Analisando a Figura 22 verifica-se que apenas a Hidroxi Propil Metil Celulose causou
uma interferéncia no sinal maior que 10 % na proporg¢do 1:10, fato que se deve a formagéo de
uma pelicula na superficie eletrodica tornando indisponiveis os sitios eletroativos para que o

analito se oxida.
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Figura 22 - Estudo de possiveis interferentes na determinacao de Tadalafila na proporcdo 1:1 e 1:10
do analito:interferente.
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Fonte: Do autor.

5.3 QUANTIFICACAO EM FORMULACOES DE Cialis®

Apds todo estudo relacionado ao processo de oxidacdo, como influéncia do pH,
coeficiente de transferéncia de carga, nimero de elétrons envolvidos no processo de oxidacéo,
faixa linear, limite de quantificacdo e deteccdo, este tdpico traz a aplicacdo do método

eletroquimico na determinacédo de Tadalafila em formulagdo farmacéutica.

5.3.1 Quantificacdo de Tadalafila por Voltametria

A determinacdo de Tadalafila em formulacbes foi realizada inicialmente através do
método desenvolvido empregando as técnicas de Voltametria de Pulso Diferencial e Onda
Quadrada. A quantificagdo foi realizada sem nenhum tratamento mais especifico da amostra e
0s resultados foram satisfatorios.

A Figura 23A mostra a determinagdo de Tadalafila na amostra de Cialis® pela técnica
de Voltametria de Pulso Diferencial com um pico de oxidagdo em aproximadamente 600 mV.

A Figura 23B mostra a determinacdo de Tadalafila na amostra de Cialis®, pela técnica de
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Voltametria de Onda Quadrada apresentando um pico de oxidacdo em aproximadamente 700

mV.

Figura 23 - Voltamogramas para a formulacéo farmacéutica (Cialis®)
em solucdo-tampédo fosfato 0,1mol.L* (pH 7) empregando
(A) Voltametria de Pulso Diferencial e (B) Voltametria de
Onda Quadrada (Branco : 45 mL de sol. tampé&o fosfato
0,1 mol.L (pH 7) e 5 mL de DMF).
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A Tabela 2 mostra os resultados obtidos na determinacdo de Tadalafila em
formulacBes farmacéuticas pelas técnicas de Voltametria de Pulso Diferencial, Onda
Quadrada e Cromatografia. O valor encontrado de Tadalafila esta proximo de 20 mg por
comprimido em acordo com o estabelecido pelo fabricante. Assim o método proposto

apresenta-se satisfatorio para a determinagdo do analito em questéo.

TABELA 2 - Determinagéo da concentragdo de Tadalafila em formulagdo farmacéutica (Cialis®).

Amostra Voltametria de Voltametria de HPLC
Pulso Diferencial Onda Quadrada

1 194 20,1 19,3

2 19,3 194 19,2

3 20,0 19,5 19,3

4 19,5 20,1 19,1

5 19,6 19,3 19,1
Média 19,7 19,6 19,2
Desvio Padréo 0,4 0,3 0,1

Nota: Foram preparadas 5 amostras as quais foram analisadas em triplicata (n=3).

5.3.2 Quantificacdo de Tadalafila por HPLC

Apés realizar o desenvolvimento do método eletroquimico e verificar sua
aplicabilidade em amostras de Cialis®, as mesmas amostras também foram analisadas por
UPLC de modo a comparar os dados obtidos.

A linearidade do método foi avaliada de 5 — 100 pg.mL*, como pode ser observado na
Figura 24A. A equacdo de regressao para solucdes de Tadalafila foi: mAU = 20298,91[TD] +
134506,51 com valor de r = 0,998 (FIGURA 24B). Analisando a Figura 24B pode-se ver
claramente que a molécula de Tadalafila apresenta um tempo de retengdo de

aproximadamente 7,3 minutos.



Figura 24 - (A) Cromatogramas obtidos em diferentes concentracbes de
Tadalafila (5, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 pg.mL™) com intervalo
de corridade 0 a 15 minutos e tempo de retencdo de 7,3min.
(B) Curva analitica.
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Fonte: Do autor.
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A Figura 25 mostra um exemplo de quantificacdo de Tadalafila em formulacdo de
Cialis®, onde pode ser observado um pico de retencdo em aproximadamente 7,5 minutos o

qual refere ao analito em quest&o.

Figura 25 - Cromatograma (HPLC) para a formulagdo de Cialis® que
apresenta tempo de retencdo de 7,3 minutos.
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Fonte: Do autor.

54 TESTE ESTATISTICO

Para a validacdo da metodologia desenvolvida e dos dados obtidos foi realizada a
aplicacdo do teste t para a comparacdo dos dois métodos. O método aplicado se baseia na
comparacdo de medidas repetidas e avalia se os trés grupos de medidas fornecem resultados
“idénticos” ou “diferentes”, a um determinado nivel de confianca de 99%.'%* Os valores de
concentracdo obtido para cinco amostras estdo dispostas na Tabela 2.

O teste t foi aplicado para os trés conjuntos de dados, sendo que a comparacéo foi feita
entre as medidas obtidas entre a técnica de voltametria de pulso diferencial e a técnica de
cromatografia; e entre a técnica de voltametria de onda quadrada e a técnica de cromatografia.

Assim a partir dos dados obtidos (TABELA 2), foi possivel determinar o desvio padrédo
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agrupado (Sagrupado) fazendo uso de ambos grupos de dados. Este é calculado a partir da

seguinte eguacao (7):

e z .
[23 (g —1) 435 (ng—1)

agrupadoe "\.ll P

S (7)

onde ni e n2 sdo os nimeros de medidas, com médias de x1 € X2, € Seus respectivos desvio

padrdo S: e Sz. Em seguida foi calculado o valor de t. Este foi determinado pela equagéo 8:

|Z=z -l [ numg

t =

calculado

Sagrupado ﬂ.,ll?’*f_"'”: ®)
onde n1 e n2 sdo os numeros de medidas, com médias de x1 € X2, € O Sagrupado Calculado pela
equacéo 7.

A comparacdo dos dados entre a técnica de voltametria de pulso diferencial e a técnica de
cromatografia foi realizada, sendo que o valor de Sagrupado €ncontrado foi de 0,211; o valor de
tcalculado TOi de 2,758. J& na comparacdo dos dados entre a técnica de voltametria de onda
quadrada e a técnica de cromatografia, 0 valor de Sagrupado €ncontrado foi de 0,269; o valor de
tcalculado TOi de 2,717. Assim para ambas as analises 0 valor de ttabelado foi de 3,355 com 99% de
confianca e 8 graus de liberdade (n1 + n2 -2).1%! Este valor de tipelado € maior que o valor de
tcalculado para ambas, mostrando que os resultados obtidos pelos diferentes métodos sdo
considerados iguais, e que o método proposto é satisfatorio quando comparado ao método

cromatografico ja estabelecido pela literatura. 3
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6 CONCLUSAO

Este estudo apresenta a primeira caracterizagéo do processo de oxidagdo da Tadalafila
através de medidas eletroquimicas. Em um primeiro momento os resultados mostraram que o
processo de oxidacdo da Tadalafila sofre grande influencia do pH, e assim escolheu-se o
tampao fosfato 0,1 mol.L (pH 7) para a realizaco de todo o estudo. A Tadalafila apresentou
um processo de oxidacao totalmente irreversivel com um sinal em 830 mV. Estudos cinéticos
foi possivel determinar o coeficiente de transferéncia de carga (o = 0,7), o nimero de elétrons
(n = 1) e o coeficiente de difusdo (D = 2,9x10° cm?.s?). E através de medidas hidrodinamicas
em eletrodo rotatorio foi possivel verificar que a etapa determinante na velocidade de
oxidacdo da Tadalafila se deve a processos difusionais e também a uma limitacdo cinética da
reacdo quimica, uma vez que a constante de velocidade heterogénea da reacdo, Kk,
determinada é igual a 0,567 mol?.L.st. Em um segundo momento através foi realizado
estudos quantitativos empregando as técnicas de Voltametria Ciclica, Pulso Diferencial e
Onda Quadrada. Os limites de quantificacdo obtidos foram 1,59x10®, 2,71x10° e 3,72x10”
mol.L? respectivamente. Assim a técnica de Onda Quadrada foi utilizada para a determinagio
de Tadalafila em formulacdes farmacéuticas e os dados obtidos foram comparados com a
técnica de cromatografia apresentando uma boa correlacdo. O valor encontrado de Tadalafila
na formulagéo foi de aproximadamente 20 mg por comprimido estando em concordancia com
0 estabelecido pelo fabricante, indicando que o medicamento ndo esta adulterado. Assim 0s
resultados mostram que o método desenvolvido utilizando a técnica de Onda Quadrada nas
condigbes otimizadas (tampdo fosfato 0,1 mol.L? pH = 7) é muito sensivel para a
determinacédo de tal composto e pode ser aplicado no controle de qualidade em formulagdes
farmacéuticas de Cialis®.
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