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RESUMO

Citrato de Sildenafila (CS) é o principio ativo do Viagra® (VI), medicamento mais vendido
para o tratamento da disfuncdo erétil masculina e uma das drogas mais falsificadas no
mundo. Nos laboratdrios periciais ou em algumas metodologias da literatura que verificam a
autenticidade de VI, geralmente é utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia. No
entanto, fatores como o elevado custo, tempo de analise e dimensdes dos instrumentos
impedem a realizacdo das analises e obtencdo de laudos no local da apreensdo. Neste
trabalho propomos o uso de um sistema de analise por injecdo em batelada (BIA) com um
eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro para a discriminacdo de formulacbes
farmacéuticas contendo CS, referéncia, genéricos, contrabandeados e adulterados. Nesta
perspectiva, duas estratégias foram propostas: 1. Deteccdo voltamétrica e classificagédo
quimiométrica: Empregando voltametria de onda quadrada (Amplitude: 30 mV; frequéncia:
30 Hz) hidrodinamica (vaz&o da pipeta eletrénica: 48 uL s™) em meio de &cido sulfdrico 0,1
mol L™ foi possivel realizar uma triagem réapida (t = 12 s) e reprodutivel (DPR = 2,5 %, n = 5)
de cada amostra. Apds o tratamento dos voltamogramas por dois algoritmos quimiométricos
(analise de componentes principais ou analise de agrupamentos hierarquicos) as amostras
foram classificadas em grupos. 2. Deteccdo amperométrica de multiplos pulsos e
classificagdo ndo-quimiométrica: Cada amostra foi injetada em triplicata no sistema BIA de
modo reprodutivel (DPR<3%, n = 3) por uma pipeta eletrénica (volume injetado: 200 pL;
velocidade de injecdo: 100uL s™) enquanto trés pulsos de potencial eram aplicados no
eletrodo de DDB +1,3 V, +1,6V e +2,1V. Deste modo, a classificagcdo de cada amostra
necessita apenas das correntes de pico anddicas obtidas em cada pulso (i+1,3v, i+1.6v € i+2.1v)
ou razdes entre estas (R1 = Lev/it1avs R2 = is2afiv16v, Rs = is21v/iv13v). Utilizando ambas as
estratégias 1 ou 2; foi possivel realizar a discriminacéo entre VI referéncia e genérico de
duas formulagdes contrabandeadas, bem como VI e cinco formula¢cdes adulteradas em
laborat6rio. No entanto, a segunda estratégia, proposta pela primeira vez na literatura para
discriminacdo de qualquer amostra, € mais rapida e simples, pois uma injecédo tem duracdo
menor do que dez segundos e a classificacdo ndo requere nenhum tratamento
quimiométrico. Além disso, o sistema BIA é de baixo custo e portatil, podendo ser facilmente

utilizado no local da apreenséo.

Palavras chave: Andlise por Injecdo em Batelada (BIA), Citrato de Sildenafila, Viagra®,

Amperometria de Mdltiplos Pulsos, Diamante Dopado com Boro, Classificagéo.



ABSTRACT

Sildenafil citrate (CS) is the active principle of Viagra® (VI), more selling drug for treatment of
erectile dysfunction and one of the counterfeiter drugs in the world. In forensic laboratories or
in the literature some methodologies for quality control of VI employ the high-performance
liquid chromatography. However, some drawbacks such elevated costs, time consumption
and high size of instruments allows the expedition of chemical analyses reports just after the
arrest operation. In this work we propose a batch injection analysis (BIA) system and boron-
doped diamond working electrode for simple discrimination of pharmaceutical formulations
containing sildenafil citrate (reference, generic, counterfeit and adulterated). In this
perspective, two strategies were proposed: 1. Voltammetric detection and chemometric
classification: Employing hydrodynamic square wave voltammetry (Amplitude: 30 mV;
frequency: 30 Hz; dispensing rate: 48 uL s™) with 0.1 mol L™ sulfuric acid supporting
electrolyte was possible to carry out a fast and reproducible screening (RSD = 2,5 %) which
acts as a fingerprint of each drug. After a chemometric treatment (method of principal
component analysis and hierarchical cluster analysis) the samples were classified in groups.
2. Multiple pulse amperometry (MPA) detection and non-chemometric classification: Each
sample was dispensed in the BIA cell by an electronic micropipette (dispensing rate: 100uL
s™, injection volume: 200 uL) reproducibly (RSD< 3 %, n = 3) while three potential pulses
were applied at BDD electrode +1.3 V, 1.6 V + and + 2.1V. The identification of each sample
was performed using only the anodic peak currents obtained in each pulse (i:13v, izevand
l+2,1v) Or ratios among these peak currents (Ry = i evfis1avs Rz = li21fiv16v, Rs = Loav/iiay).
Using both strategies 1 or 2 was possible to discriminate between VI (reference and generic)
and two counterfeit formulations and VI from five adulterated formulations in the laboratory.
However the second strategy, proposed in the first time in literature for discrimination of any
sample, is faster and simpler since that the peak current is obtained in a very short time (less
than 10 seconds) and the classification does not require any chemometric method. Finally,

BIA system proposed is inexpensive, portable and is able to be used in place of the seizure.

Keywords: Batch Injection Analysis, Sildenafil Citrate, Viagra®, Multiple Pulse Amperometry,

Boron-Doped Diamond, Classification.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

O consumo de remédios falsificados, contrabandeados ou sem registro de 6rgaos
reguladores vem crescendo ndo somente no Brasil, mas em todo o0 mundo. Este aumento se
deve ao fato de que os medicamentos falsificados ou contrabandeados sdo comercializados
a precos baixos, sdo facilmente adquiridos e dispensam receita médica. Com isso, as redes
criminosas alcancam lucros tdo grandes que chegam a superar aos obtidos no trafico de
drogas. No Brasil, os estados que fazem fronteira com o Paraguai, Paranid e Mato Grosso
do Sul, séo regibes com elevada incidéncia de apreensodes [1, 2]. Dentre os medicamentos
apreendidos pela Policia Federal Brasileira no ano de 2012, 66 % foram para o tratamento
de disfuncao erétil masculina (VI e Cialis®) [1].

Ap6s a apreensdo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [3] sugere que as
andlises das formulac¢des suspeitas sejam realizadas por ordem crescente de complexidade
e custo: 1) Exame organoléptico; 2) Emprego de métodos de diagndstico qualitativos
portateis para uma rapida triagem das amostras suspeitas; 3) Uso de métodos instrumentais
dispendiosos como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo ultra-violeta
(CLAE-UV) e Espectrometria de Massas (MS) para uma andlise qualitativa e quantitativa
dos principios ativos presentes no medicamento. Vale ressaltar que, o nimero de analises
necessarias (1, 2 e/ou 3) depende do grau de semelhanca fisica e quimica entre o
medicamento falsificado e o auténtico.

Especificamente em relacdo ao VI ndo foram encontrados meétodos de diagndstico
oficiais em nenhum compéndio nacional ou internacional. Devido a isso, quando um exame
organoléptico ndo é suficiente para discriminar o VI e contrafeitos, em geral o departamento
de pericia da Policia Federal executa as analises das formulacdes suspeitas através da
CLAE. Fatores como, o transporte das amostras até um laboratério devido as dimensbes
dos cromatégrafos e o tempo requerido pelos respectivos protocolos analiticos, resulta na
expedicdo tardia de laudos ou insuficiente para o numero de amostras solicitadas, o que
pode ser um fator limitante na execucédo de puni¢cdes adequadas aos falsificadores devido a
falta de provas.

Neste sentido, o uso de métodos analiticos para diagnostico, rapidos, portateis,
utilizaveis “in loco” e de baixo custo € muito vantajoso sob o ponto de vista temporal, legal e
econdmico. Para isso, 0 uso do sistema de analise por injecdo em batelada (BIA) com
deteccdo eletroquimica acoplada a um mini potenciostato, notebooks e eletrodos pode
fornecer informagdes qualitativas suficientes para discriminar o VI de seus falsificados,

eliminando a etapa quantitativa instrumental.



1.2. Teoria

1.2.1.Métodos eletroanaliticos

A eletroanalitica € um ramo da Quimica Analitica que compreende a um conjunto de
métodos analiticos baseados nas propriedades elétricas de uma solugéo do analito presente
em uma célula eletroquimica [4].Estas medidas possibilitam o estabelecimento de relagdes
diretas entre a concentracdo do analito e alguma propriedade elétrica como corrente,
potencial, condutividade, resisténcia ou carga, que sao utilizadas no desenvolvimento de
metodologias analiticas em varios setores, como o farmacéutico, biotecnoldgico, alimenticio,
de combustiveis, ambiental, forense, etc.

Abaixo sao listadas algumas vantagens comuns aos métodos eletroanaliticos:

- Adicdo de uma quantidade pequena de reagentes e menor volume de residuos gerados,
gquando comparada a outras técnicas, pois 0 analito interage diretamente com a superficie
do eletrodo. Caracteristicas estas que contribuem para a Quimica Verde;

- Analise em meios coloridos ou contendo particulas sélidas dispersas;

- - Aparelhagem relativamente barata em relag@o a outras técnicas instrumentais;

- Disponibilidade de instrumentos portéteis, Uteis para aplicagdes em campo.

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas é necessario o uso de uma célula
eletroquimica, na qual é inserida uma solugdo do eletrdlito suporte, contendo ou ndo o
analito, bem como os eletrodos de referéncia (ER), auxiliar (EA) e de trabalho (ET). Estes
sdo conectados a um potenciostato interfaceado a um computador, que realiza o controle
das variaveis da técnica eletroquimica utilizada e registra os resultados obtidos. Dentre as
técnicas eletroquimicas mais utilizadas, destacam-se a voltametria linear (VL), a voltametria
ciclica (VC), as voltametrias de pulso (onda quadrada - VOQ, pulso normal, pulso diferencial
- VPD), a amperometria (potencial constante) e a amperometria de multiplos pulsos (MPA).
Nas secdes posteriores serd dada énfase apenas as técnicas eletroquimicas (VL, VC, VOQ,

VPD e MPA) empregadas e o ET (DDB) utilizados nesta dissertagéo.

1.2.1.1.Técnicas voltamétricas

As técnicas voltamétricas compreendem um grupo de técnicas nas quais € aplicada
uma diferenca de potencial no ET versus o ER. Como resposta a esta perturbacdo, a

corrente flui entre o ET e EA, sendo entéo registrada. Em funcédo do tempo, este potencial



aplicado pode ser constante (amperometria) ou variavel (voltametrias). No ultimo caso, o
incremento de potencial pode ser linear (VL e VC) ou pulsado (VOQ e VPD).

Na voltametria de VL, um intervalo de potencial (E1 - E2) linear em funcdo do tempo
€ aplicado no ET,Fig.1a, e uma curva de potencial x corrente ou voltamograma é obtido
como resposta, Fig. 1b. Na VC, uma rampa linear também é aplicada no eletrodo de
trabalho, porém perfazendo o sentido direto e inverso de varredura, ou seja, no intervalo E1
- E2 - E1 (Fig. 1c). A resposta da VC, o voltamograma ciclico, é a unido de duas curvas de
potencial x corrente, uma no sentido direto e outra no sentido inverso. Em ambas técnicas
VL e VC, deve ser selecionado o potencial inicial e final, bem como a velocidade de

varredura (em V s™).

Figura 1 - Representacdo da voltametria ciclica e linear: Variacdo do potencial em funcdo do tempo

para VL (a) e VC (c) e respectivas curvas potencial-corrente para VL (b) e VC (d).
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Um voltamograma linear ou ciclico indica em qual (is) potencial (is) um analito sera
oxidado ou reduzido na superficie de um eletrodo de trabalho. No entanto, o VC fornece
maiores informacdes, pois permite visualizar a oxidag&o e reducdo na mesma medida, ao
contrario da VL que mostra apenas oxidacdo ou a reducao, Fig. 1. Um voltamograma ciclico
fornece outras informac¢des como: reversibilidade de um sistema redox reversivel, quase-
reversivel ou irreversivel, nUmero de elétrons, area efetiva do eletrodo, etc. Estas técnicas
ndo sdo muito usadas para fins analiticos, devido a baixa sensibilidade. Esta limitagdo
ocorre porque a aplicacdo de uma rampa linear de potencial resulta na geracdo de elevada
corrente capacitiva que acaba sobrepondo a faraddica, ou seja, a corrente relativa a

oxidag&o e/ou reducdo da espécie na superficie do eletrodo.



Desde que o eletrdlito suporte esteja em excesso, em relagdo ao analito, o transporte
de massa da espécie eletroativa até a superficie do eletrodo de trabalho pode ocorrer por:

a) Difuséo, na qual a espécie eletroativa é direcionada até a superficie do ET devido a sua
concentracdo na camada de Nernst ser inferior a sua concentracdo no seio da solucao.
Neste caso a técnica € denominada voltametria estacionaria;

b) Conveccao, na qual a espécie eletroativa alimenta a camada de Nernst pelo movimento
da solucdo, criado devido a uma agitacdo mecanica ou fluxo direcionado ao eletrodo. Neste
caso a técnica é denominada voltametria hidrodinamica.

Nas técnicas voltamétricas de pulso, o incremento de potencial aplicado no ET néo é
linear, a perturbacdo aplicada é uma sequéncia de pulsos de potenciais. O modo de
aplicacdo destes pulsos é o que define cada uma destas técnicas. As técnicas de pulso se
baseiam na medida da corrente elétrica em fungdo do tempo de aplicacdo de um
determinado pulso de potencial. A corrente medida esta relacionada com a largura do pulso
e com o degrau de potencial que é aplicado no eletrodo para promover 0 processo
faradaico.

A idéia principal dos métodos voltamétricos de pulso € medir acorrente no momento
em que a diferenca entre corrente faradaica de interesse e corrente capacitiva, interferente
seja grande. A Fig. 2 mostra a dependéncia da corrente capacitiva e faradaica em funcao do
tempo, apds a aplicagdo de um pulso de potencial. O decaimento da corrente capacitiva é

mais rapido (funcdo exponencial: e*R¢

1/2

) do que o decaimento da faradaica (funcao linear: t
) [5]. A corrente no final do pulso tem uma contribuicdo do processo redox do analito muito
maior do que a corrente capacitiva. A sensibilidade das técnicas de pulso € maior do que a
obtida com as técnicas de varredura linear. A VOQ e a VPD séo as técnicas de pulso mais

utilizadas.

Figura 2 - Decaimento da corrente faradaica e capacitiva em fungéo do tempo.
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Na VPD, pulsos de amplitude fixos concomitantes a uma rampa de potencial

crescente sdo aplicados ao ET. Duas medicdes de correntes sdo realizadas, uma antes da



aplicacdo do pulso e outra no final do pulso aplicado. A corrente do inicio é subtraida da
segunda, e esta diferenca € automaticamente plotada pelo software do potenciostato em
voltamograma de pulso diferencial, curva potencial x corrente, que consiste de picos de
corrente deforma gaussiana, cuja area ou altura é diretamente proporcional a concentracéo
do analito [5]. A finalidade de utilizar a subtragdo das duas correntes estd baseada na
correcdo da corrente capacitiva, restando apenas a corrente faradaica. Uma limitacdo da
VPD é a baixa velocidade de varredura, o que representa uma lenta obtencdo dos
voltamogramas (3 a 5 minutos por medida) [6]. Porém, destaca-se a desvantagem da VPD
apresentar melhores resultados em solucbes estacionarias e ndo hidrodindmicas como
realizadas neste trabalho.

A VOQ é uma técnica na qual o pico resultante é proveniente da sobreposicdo de
pulsos de potencial com certa amplitude, largura e frequéncia. As medidas de corrente séo
feitas no final dos pulsos diretos e reversos, para o decaimento da corrente capacitiva, e
apos derivacdo, o sinal é a intensidade de corrente resultante [7]. As correntes produzidas
pelo pulso direto catédico e o inverso anédico sdo somadas em mddulo, e um voltamograma
com pico proporcional & concentracéo é obtido. Uma das grandes vantagens da VOQ ¢ aliar
uma excelente sensibilidade, rejeicdo a contribuicdo da capacitiva com uma velocidade de
varredura muito alta, sem perda na resolugédo dos picos. Velocidades de varredura tipicos
estdo no intervalo de 100 a 1000 mV s, o que permite a obtenc&o de voltamogramas de 3 a
10 s [6], uma reducéo consideravel em relacdo a VPD.

1.2.1.2. Técnicas amperomeétricas

A amperometria € baseada na aplicagdo de um degrau de potencial constante (E;)
durante certo periodo (t) no ET, tal como representado na Fig. 3a. Como resposta o detector
monitora a corrente elétrica que decai exponencialmente com o tempo, Fig. 3b. Este registro
da corrente em fung&o do tempo é conhecido como amperograma.

A MPA é uma técnica disponivel software GPES (Metrohm Autolab), e permite a
aplicacdo de dois a dez degraus (pulsos) de potencial seguidos no mesmo ET. Na Fig. 3c é
apresentado um esquema no qual sdo aplicados trés pulsos de potencial (E;, E;, E3) em
sequéncia no ET, durante um certo periodo (t). Como resposta a MPA fornece
amperogramas distintos, cada qual correspondendo a um pulso aplicado, Fig. 3d. As
variaveis a ser definidas no software séo a sequéncia de pulsos de potencial (“wave form”) e
o tempo de aplicacdo de cada pulso, minimo de 30 milissegundos. Apesar do tempo de
aplicacdo de pulso ser em geral muito pequena, a leitura da corrente é efetuada apenas nos

altimos 5 milissegundos, também com o objetivo do decaimento da corrente capacitiva.



Figura 3 - Degrau Unico de potencial aplicado na amperometria (a) e trés degraus aplicados em
seguéncia na MPA e respectivos sinais coletados por amperometria (c) ou MPA (d).
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Ambas amperometrias sdo utilizadas em eletroanalise desde que seja selecionado
um potencial suficiente para promover um processo faradaico, oxidacdo ou reducdo na
superficie do ET. Na amperometria a corrente capacitiva € minima, pois a dupla camada
elétrica é constante no decorrer de toda a medida. Uma das grandes limitacdes da
amperometria é a adsorcdo de impurezas, de espécies eletroativas ou produtos de reacdes
redox na superficie do ET, causando o envenenamento gradativo do ET e proporcional
diminuicdo dos sinais de corrente, 0 que compromete diretamente na reprodutibilidade dos
sinais. Para contornar este problema, é proposto na literatura o uso da MPA, pois o
envenenamento do ET pode ser eliminado ou minimizado pela aplicacdo de pulsos de
limpeza ou de condicionamento alternados com o(s) pulso(s) de deteccéo [8]. Apesar desta
e outras vantagens, a MPA é uma técnica ainda ndo muito popular entre 0os pesquisadores

da eletroquimica e da eletroanalitica.



1.2.2.Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

O diamante é uma forma alotrépica do carbono formado por ligacées simples entre
carbonos numa geometria tetraédrica (hibridizacdo sp®), e apresenta propriedades como
elevada condutividade térmica, dureza, inércia quimica e resistividade elétrica. Devido a
esta Ultima propriedade, para ser utilizado como eletrodo em medidas eletroquimicas a
condutividade do diamante deve ser aumentada pela dopagem com outro atomo contendo
namero de elétrons na camada de valéncia distinto do carbono. Quando utiliza-se o boro; é
obtido o diamante dopado com boro (DDB), um semi-condutor do tipo p.

O primeiro filme de DDB foi obtido em 1973 por Poferl et al.[9], através da técnica de
deposigcdo 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 é
muito utilizada para a sintese do DDB, sendo possivel a obtencéo de materiais com variadas
condutividades, dependendo do nivel de dopagem, comumente de 500 a 10.000 ppm.

Nos ultimos anos, o eletrodo de filme de DDB vem recebido destaque na
eletroquimica e eletroanalitica, devido a propriedades superiores em relacdo a outros
eletrodos de carbono (grafite, carbono vitreo). Dentre outras, pode-se destacar [10]:

- Baixa corrente capacitiva (corrente de fundo);

- Ampla janela de potenciais em meio aquoso (Até 5 V);

- Rapida cinética de transferéncia de elétrons em varios sistemas redox;

- Fraca adsorcdo molecular de espécies na superficie do eletrodo (baixa passivacdo);
- Resisténcia a corrosdo mesmo apoés a aplicacdo de potenciais extremos.

Para que estas propriedades possam ser perceptiveis, € necessario tomar alguns
cuidados ao adaptar um eletrodo de DDB em uma célula eletroquimica, como: a) Manter um
bom contato elétrico entre o substrato e o suporte de eletrodo; b) Vedar bem as bordas do
eletrodo, de forma que somente o DDB fique em contato com a solu¢cdo de medida. Caso
contrério ocorrerd a infiltracdo da solugdo no suporte, piorando muito o contato elétrico entre
o DDB e o suporte, pelo elevado aumento na resisténcia 6hmica.

Além das recomendacdes supracitadas, o desempenho do eletrodo de DDB é
dependente das condi¢cdes de pré-tratamento do eletrodo limpeza e/ou ativagdo. Na
literatura s&o encontrados protocolos utilizando polimento mecénico, lavagem com
isopropanol, tratamento térmico e polarizacdo eletroquimica [10]. Nesta ultima, mais usada,

em meio de solucdo de acido sulfarico o DDB pode ser submetido a polarizagéo [11]:



- Anddica, aplicando-se um potencial ou corrente positivo (a) suficiente para promover a
oxidacdo da agua (eletrélise) para a geracdo de gas oxigénio, o que consequentemente
funcionaliza da superficie do DDB com grupos terminados em oxigénio; e/ou
- Catddica, aplicando-se um potencial ou corrente negativo (a) suficiente para ocorrer a
reducdo da &gua (eletrolise) gerando gas hidrogénio, deixando a superficie do DDB
funcionalizada com terminacdes de hidrogénio;

Vale ressaltar que ndo existe um protocolo de ativagdo universal apenas anddico ou
catddico. Isto ocorre porque cada espécie apresenta melhor desempenho, reversibilidade,
detectabilidade, estabilidade, etc. em uma determinada ativacdo. Para cada molécula a ser

detectada, o estudo da ativacao deve ser realizado empiricamente.

1.2.3. Andlise por injecdo em batelada (BIA) com deteccao por MPA

BIA é uma técnica analitica proposta em 1991 por Wang e Taha [12], na qual a
solucdo de andlise é injetada sobre a superficie do ET que esta previamente posicionado
numa célula BIA contendo um volume de eletrélito suporte inerte. Na Fig. 4 é apresentado o

esquema da célula de BIA semelhante a utilizada neste trabalho.

Figura 4 - Esquema de uma célula de BIA semelhante a utilizada neste trabalho [13].
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Nesta célula a superficie do DDB (ET) é inserida na posicao oposta a da injecao,

configuracao “Wall Jet”, realizada de modo reprodutivel com o auxilio de uma pipeta



eletrdnica [14], pois permite o controle de volume e velocidade de injegdo. A ponteira da
pipeta é fixada em um orificio central localizado na tampa da célula, que permite o controle
fixo da distancia entre a ponta da ponteira e o ET, Fig. 4. Como o DDB € comercializado na
forma de pedacos quadrados de substrato de silicio (1 cm de lado), este é fixado
pressionando-o0 0 seu suporte, uma placa condutora de eletricidade, contra um anel de
borracha “o-ring” localizado na parte inferior da célula BIA, Fig. 4, que minimiza a tensao
aplicada no ET, delimita a area do DDB exposta a solugdo e evita vazamentos. Em outros
dois orificios localizados na tampa da célula séo fixados o ER e EA. Por ultimo é inserida a
solucdo do eletrdlito em volume suficiente para que os trés eletrodos tenham contato
elétrico, Fig. 4.

Em vérios trabalhos o sistema BIA € utilizado com detec¢cdo amperométrica de
potencial constante. Nestes casos, o sinal obtido é um pico transiente, na qual a altura ou
area da corrente de pico € proporcional a concentragdo do analito. Este comportamento &

ilustrado na Fig. 5, retirada de um artigo de revisado publicado por Quintino e Angnes [15].

Figura 5 - Etapas operacionais de um sistema BIA com detec¢do amperométrica [15].

(A) Antes dainjegao
B8 (B) Transporte durante a injegao
(C) Final da injegéo
(I») Lavagem do ET
(E) Equilibrio Final

Conforme apresentado na Fig. 5, as seguintes etapas sdo observadas:
(A) Antes da injecao: Corrente de fundo constante, devido apenas a capacitiva do eletrdlito,
auséncia de transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucgéo;
(B) Transporte do analito durante a injecdo: Aumento significativo da corrente faradaica,
devido a reagdo redox do analito, oxidagao ou reducao, que é transportado mecanicamente

pelo injetor até a superficie do ET,;



(C) Final da injecdo do analito: Obtencdo de um maximo de corrente, patamar de corrente
faradaica, valor que é constante durante um curto intervalo de tempo;

(D) Lavagem do ET: Diminuicdo acentuada da corrente devido ao fim da injecdo mecanica
da pipeta eletronica. Este evento é promovido devido a mudanca do transporte mecéanico
para o difusional, no qual o pacote de amostra é diluido no eletrdlito (= 1000 vezes).

(E) Equilibrio final: Apés a diluicdo completa do analito no eletrdlito a concentragdo do
analito é pequena e uniforme em toda a célula BIA, restabelecendo praticamente o0 mesmo
equilibrio existente antes da injecdo da solucdo Etapa A. O alcance deste equilibrio pode ser
acelerado pela conveccéo criada por um agitador inserido na célula BIA.

O emprego de sistemas BIA com deteccdo voltamétrica também é relatado na
literatura [16, 17]. Neste caso, enquanto o injetor realiza uma operagdo de injecdo da
solucdo analisada o software do potenciostato registra um voltamograma. As duas
operagoes, injecdo e deteccdo devem ser concomitantes, de maneira a garantir o registro
completo de um voltamograma hidrodindmico para cada inje¢do. De maneira geral, os perfis
voltamétricos sdo semelhantes aos obtidos ho modo estacionario. Em um trabalho pioneiro
de BIA com deteccao voltamétrica, Brett et al. [17] concluiram que:

a) Parametros termodinamicos e cinéticos da reacao do eletrodo podem ser obtidos junto
com a determinagdo da concentracao;

b) O sistema permite o registro de um voltamograma para cada injecdo, o que dispensa a
troca de eletrdlito entre medidas de solucdes distintas.

Neste caso a deteccdo por VOQ foi sugerida, pois mesmo injetando um baixo volume
de solugédo = 100 uL é possivel registrar rapidamente um voltamograma praticamente sem
corrente capacitiva. Deste modo, a VOQ apresentou uma sensibilidade quatro vezes
superior do que a amperometria para ferrocianeto.

O sistema BIA foi proposto com finalidades semelhantes a técnica de andlise por
injecdo em fluxo (FIA) [18], ou seja, para o desenvolvimento de métodos analiticos rapidos,
reprodutiveis, sensiveis, de menor custo e com minima intervencdo do operador, que sdo
caracteristicas essenciais para analises de rotina. Em um sistema BIA a solucdo de analise
€ inserida diretamente na célula por um injetor simples, micropipeta ou seringa, dispensando
0 uso de bombas peristalticas ou tubulacdes para a introducdo das soluges na célula, tal
como no sistema FIA [15]. Como o sistema BIA apresenta menos componentes, este é mais
portatil e de facil transporte para o uso fora do laboratério. Adicionalmente, o sistema BIA é
mais robusto e gera menor quantidade de residuos.

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos que utilizam o sistema BIA com
deteccdo amperométrica como ferramenta para a analise quantitativa de farmacos em
medicamentos [16, 19, 20]. O uso de andlise por injecdo em batelada com deteccao por
BIA-MPA é recente (ano de 2011 até o momento) [21-25]. Em todos estes trabalhos a MPA
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mostrou ser vantajosa frente a amperometria, pois permite a aplicagdo de varios pulsos que
podem ser utilizados para a quantificagdo simultdnea de dois [21, 23] ou trés compostos
[22]e/ou para a constante limpeza da superficie do ET [24, 25]. Vale ressaltar que em quase
todos estes trabalhos o DDB foi utilizado, devido & maior estabilidade superficial e menor
corrente de fundo, o que permite alcangar maior reprodutibilidade e sensibilidade frente a
outros eletrodos.

1.3. Reviséo Bibliogréfica

1.3.1.Breve histérico de medicamentos para disfuncao erétil masculina

O sildenafila, mais comumente utilizado na forma do seu sal citrato de sildenafila (CS),
foi sintetizado por um grupo de farmacéuticos do laboratério Pfizer. Inicialmente foi estudado
para combate a hipertensdo e angina de peito [26]. No entanto, estudos clinicos
demonstraram que o farmaco apresentava pouco efeito na angina de peito e induzia eregéo
peniana. O mecanismo fisiolégico da erecdo envolve a liberagdo de oxido nitrico (NO) nos
corpos cavernosos durante o estimulo sexual. O sildenafila é um inibidor potente e seletivo
da fosfodiesterase tipo 5 (PDE5S) especifica da guanosina monofosfato ciclica (GMPc), a
enzima responséavel pela degradacdo da GMPc. O sildenafila aumenta a GMPc nas células
do mdusculo liso dos vasos pulmonares, resultando no seu relaxamento, o qual age
restaurando a funcéo erétil resultando em uma resposta natural a estimulacdo sexual [26].

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, o CS apresenta-se como um poé cristalino
branco, inodoro, muito solivel em metanol, solivel em 4gua e pouco soluvel em etanol[27].

A estrutura quimica do CS é apresentada na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura Quimica do Citrato de Sildenafila.
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O CS é o principio ativo do VI, primeiro medicamento oral para tratamento da
disfuncéo erétil masculina, langado em 1998. No entanto, em junho de 2010 a Pfizer teve a
patente de fabricacdo do VI expirada no Brasil, permitindo que varios laboratorios
farmacéuticos e farméacias magistrais, farmécias que manipulam medicamentos especificos
para cada paciente, pudessem produzir e comercializar medicamentos genéricos, similares
e manipulados no pais.

Atualmente, outros dois medicamentos de referéncia também inibidores da PDE5
estdo disponiveis no mercado, a tadalafila e a vardenafila. Na Tabela 1 sdo apresentadas
algumas informacbes sobre os medicamentos inibidores da PHD5 comercializados nas
drogarias brasileiras, de acordo com informacbes da bula dos respectivos laboratérios
fabricantes [28]. A diferenca basica entre estes trés € a duracdo no efeito do tratamento. De
acordo com o “IMS Health”, o VI detém 49% do mercado para tratamentos de disfungéo

sexual, seguido pelo Cidlis, que detém 39,7% e o Levitra, com 8,6% [29].

Tabela 1 - Dados sobre os medicamentos inibidores da PHD5 (VI, Cialis e Levitra).

i Laboratério Principio Dosagens Duracéo do efeito no
Medicamento ) . . .. .
fabricante ativo disponiveis organismo
Viagra Pfizer® Sildenafila 25,50 e 100 mg Até 5 horas.
Cialis Lilly Icos® Tadalafila 10 e 20 mg Até 36 horas.
Levitra Bayer® Vardenafila 5,10 e 20 mg Até 5 horas.
Cialis diario Lilly Icos® Tadalafila 25e5mg Acéo constante.

Apesar da variedade de formulacdes para tratamento de disfuncéo erétil masculina
encontrada atualmente, os custos de aquisicdo dos medicamentos pioneiros, Tabela 3,
ainda sdo superiores. Mesmo com a introducdo de genéricos do VI a partir de 2010, o
consumo de falsificados ou contrabandeados ainda € relativamente alto, provavelmente
devido aos custos ainda superiores em relacdo aos contrabandeados, Tabela 3. De acordo
com Ames e Souza [1], os medicamentos Cidlis e VI representaram 69 % do total de
apreensdes de medicamentos falsificados no Brasil em 2007, e 64 % em 2009 e 2010. Além
disto, muitos destes medicamentos apresentavam principio ativo diferente do declarado no

rétulo e alguns ndo apresentaram nenhum principio ativo [1].
1.3.2. Remédio falsificado e contrabandeado: Conceitos e histérico no Brasil
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [30], medicamento

constitui em um produto farmacéutico, obtido ou elaborado, com a finalidade profilatica,

curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. No Brasil, para que qualquer medicamento
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referéncia, genérico ou similar, possa ser comercializado legalmente deve estar registrado
na ANVISA, sendo que concesséo vinculada a testes clinicos prévios, dentre outros [30].

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [3], medicamentos falsificados ou
contrafeitos sdo produtos rotulados de maneira fraudulenta quando a sua identidade e/ou
origem. Os medicamentos falsificados incluem:

a) Produtos que ndo contém nenhum dos principios ativos especificos especificados
na bula;

b) Produtos que contenham outros principios ativos além dos contidos na bula;

c¢) Produtos que possuem a origem dos principios ativos diferente da declarada,;

d) Produtos que contenham o principio ativo especifico, mas em concentracdes
diferentes daquelas declaradas na bula;

e) Produtos com quantidades de impurezas diferentes da declarada na bula.

Por sua vez um medicamento contrabandeado ou pirateado pode ser definido como
oriundo de um processo de importagdo clandestina que, mesmo sendo objeto de registro em
orgéo publico competente, € comercializado e/ou distribuido sem a prévia autorizagédo pela
agéncia reguladora, ANVISA, no Brasil.

O consumo de remédios falsificados, contrabandeados ou sem registro de 6rgaos
reguladores vem crescendo no Brasil e no mundo, gerando para as redes criminosas lucros
possivelmente até superiores aos obtidos no mercado das drogas [31]. A justificativa para
este consumo ilegal é que os medicamentos contrafeitos ou contrabandeados sé&o
comercializados a pre¢os baixos, ndo necessitam de receita médica e podem ser facilmente
acessiveis em locais e websites clandestinos. O consumidor deve ter bastante cautela ao
consumir tais medicamentos, pois informagfes relativas ao tipo ou dosagem do principio
ativo podem estar ausentes ou incorretas.

Segundo relatério divulgado pelo Centro de Medicamentos no Interesse Publico, nos
Estados Unidos, a venda de medicamentos falsos alcancaria US$ 75 bilhdes em 2010,
aumento de 92% em relacdo a 2005 [32]. Estima-se que 10% dos remédios em circulagdo
no mundo séo falsos e pelo menos 30% concentram-se nos paises pobres [32].

Os medicamentos falsificados figuram como um problema global de saude publica,
matando, incapacitando e ferindo a populagéo. Este problema esta enraizado tanto paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, sendo maior em nacdes com menor
regulamentacdo, desde a fabricacdo até a venda, com sanc¢des penais fracas ou déficit na
fiscalizacéo [3].

Seguindo as recomendacdes internacionais e considerando a realidade do contexto
nacional, diversas medidas para o enfrentamento do problema estdo sendo adotadas pelo
governo brasileiro. Dentre elas, acfes conjuntas com as entidades policiais, aduaneiras que

tem sido feitas, sob a coordenacdo e participacdo da ANVISA com apreensdo por todo o
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Brasil de medicamentos ilegais e falsificados [33]. Além disto, a ANVISA tem lan¢ado
cartilhas de conscientizagdo através da campanha “Medicamento Verdadeiro” [33], para
alertar a populagéo sobre os riscos do consumo de medicamentos clandestinos, além de
instruir o consumidor como diferenciar um remédio verdadeiro de um falso.

Outras estratégias adotadas por alguns laboratérios credenciados para reduzir o risco
ao consumo de medicamentos falsificados € a compra de seus produtos pela internet com
entrega a domicilio.

Em um panorama geral sobre o histérico de falsificacbes e/ou adulteracbes de
medicamentos no Brasil, pode-se destacar o caso do anticoncepcional Microvlar®,
laboratério Schering do Brasil Quimica e Farmacéutica que, em 1998, estava sendo
comercializado sem substancia ativa, comprimidos “de farinha”, ocasionando varios casos
de gravidez indesejada [34].

Entre os anos de 1997 e 2000 foram também descobertos casos de placebo no
farmaco Androcur, Schering do Brasil Quimica e Farmacéutica utilizado no tratamento do
cancer de prostata, e no antibiético Keflex® Eli Lilly do Brasil [34]. Em dados mais recentes
apreensdes da Policia Federal Brasileira de 2007 a 2010, foi constatado que o0s
medicamentos contrafeitos com maior nimero de apreensdes foram aqueles destinado sédo
tratamento da disfuncdo erétil masculina: Cialis e VI, em média 69% seguido pelos
esterdides anabolizantes Durateston e Hemogenin, 26 % [35]. Em menor extensdo foram os
inibidores de apetite derivados da anfetamina e sibutramina e os abortivos (Cytotec) 49 %

destes medicamentos eram fabricados pela inddstria paraguaia [35].

1.3.3. Analises de medicamentos falsificados e contendo CS

A verificagcdo de um medicamento falsificado é baseada na comparacdo entre o

produto verdadeiro e o suspeito em distintas caracteristicas como:

a) Exame organoléptico: Analise visual das embalagens primarias e secundarias,
verificando a presenca de selos de seguranca hologréficos, o layout de impressao
de bulas; Analise visual da aparéncia fisica da férmula farmacéutica (forma, cor,
uniformidade) [3] e verificacdo da tinta reativa (revela um texto ao fricciona-lo
contra um metal) [36]. Andlise do odor, toque e som da embalagem e contetdo [3];

b) Andlise interna: Verificagdo do(s) principio(s) ativo(s) mencionado no rétulo,
através da identificacdo e/ou quantificacdo no interior da forma farmacéutica. Para

isto, € necesséria a escolha de um método analitico adequado para cada caso.
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Em muitos casos, somente um exame organoléptico prévio é suficiente para identificar
uma falsificacdo. Caso este seja inconclusivo, a andlise interna torna-se necessaria. De
acordo com relatério da OMS intitulado “Diretrizes para desenvolvimento de medidas de
combate a medicamentos falsificados” [3], o controle de qualidade do medicamento suspeito
deve ser realizado com uma grande quantidade de amostra para assegurar se houve ou nao
o0 comprimento das boas préticas de fabricagéo (BFP).

Realizar as analises de todas as amostras com as técnicas instrumentais indicadas
pelas farmacopéias é muito dispendioso. Para cumprir o requisito da frequéncia de analises
aliada ao numero de amostras e a contencdo de gastos, 0 uso de testes simplificados é
recomendado. Tais testes simplificados de primeira linha ou métodos de diagnéstico apenas
identificariam o0s produtos que necessitassem de maiores investigacdes, pois estes
fornecem somente uma estimativa da quantidade da substancia ativa no medicamento, ndo
necessariamente detectando ou quantificando outras substancias presentes.

Devido a estas limitagbes, estes ensaios sdo insuficientes para substituir os métodos
oficiais ou legalmente aceitos. Muitas vezes, o0s testes sdo baseados em reacdes
colorimétricas em tubos de ensaio, determinacdo do ponto de fusdo e/ou cromatografia de
camada delgada (CCD). Testes de diagndstico interessantes devem ser de baixo custo,
sensiveis, especificos, portateis e aplicaveis para um grande numero de amostras. Na
literatura esté disponivel uma lista com testes simples da OMS [37] que sdo a base para a
preparacdo de varios kits utilizados em varios paises.

Apesar da eficacia dos testes de diagnostico em muitos casos, alguns podem ser
inconclusivos em situagbes nas quais o produto falsificado contém o farmaco genuino em
guantidade distinta da declarada. Esta estratégia de incluir apenas uma minima quantidade
do farmaco genuino na formulacdo dando um resultado positivo no teste diagnostico é muito
difundida entre os falsificadores, como tentativa de confundir o processo de deteccéo [3].
Nestes casos, € indicado o uso da CCD como técnica semi-quantitativa.

Quando h& falsificagbes sofisticadas, ou seja, aquelas que copiam fielmente a
aparéncia do medicamento original e/ou adulteram as formulagées com farmacos analogos
ao CS, sao requeridas técnicas quantitativas avancadas como a CLAE, espectrometria de
massa, ressonancia magnética nuclear, espectrofotometria no infravermelho, etc. Devem ser
considerados os custos de aquisicdo e manutencdo dos equipamentos, bem como na
capacitacdo de pessoal [3].

Especificamente em relacdo ao CS, néo ha registro de método oficial de diagndstico
ou para controle de qualidade de formulagfes contendo CS na Farmacopéia Brasileira, bem
como em compéndios internacionais de mesma natureza. Em muitos casos € recomendado
gue a analise dos farmacos presentes em um medicamento seja realizada através de

métodos analiticos baseados na CLAE com deteccdo Optica na regido do ultravioleta
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(UV).Na literatura sdo encontradas referéncias sobre o emprego de CLAE (ou
UCLAE)acoplada a diferentes detectores para determinacdo simultanea de CS e outros
inibidores da PHD5 na presenca de varios adulterantes e produtos farmacéuticos [36, 38-
41].

Métodos alternativos para a determinacdo de CS em formula¢des farmacéuticas por
espectrofotometria [42-46], espectrofluorimetria [47], espectroscopia de ressonancia
magneética nuclear [48], eletroforese capilar [49] e eletroanalitica (potenciometria [50], VOQ
[51-54], VPD [52, 55-57], MPA [58] ) sdo também reportados. Vale ressaltar que o0s
trabalhos supracitados sdo dedicados para a analise quantitativa de CS em formulacdes
com objetivo de controle de qualidade.

A Tabela 2 apresenta de maneira resumida alguns trabalhos da literatura que tem por
finalidade a divulgagdo de métodos de diagnostico (triagem) para formulagdes contendo CS,
tendo como objetivo principal a classificagdo de grande quantidade acima de 80

medicamentos, como auténticos e apreendidos, falsificados e contrabandeados.

Tabela 2 - Principais trabalhos sobre métodos de diagndstico em inibidores da PDHS5.

Tipo de andlise Técnica de deteccéo Modo de classificagédo Referéncias

Interna CLAE-UV® Quimométrico [59, 60]
Interna CLAE-UV / CLUE-MS® Quimiométrico [61]
Externa (Comprimido) NIRS © Quimiométrico [62-64]
Externa (Comprimido) NIR-CI° Quimiométrico [65]
Externa (Comprimido) FTIR® Quimiométrico [63, 64, 66]
Externa (Embalagem) FTIR® Quimiométrico [67]
Externa (Comprimido) Espectroscopia Raman Quimiométrico [63, 64, 68, 69]
Externa (Comprimido) Visual Quimiométrico [70]
Interna Fluorescéncia de Raio X Quimiométrico [71]
Externa (Comprimido) Espectrofotometria (RGB') N&o Quimiométrico [72]
Interna Dsc? N&o Quimiométrico [73]

& Cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por ultravioleta;
b Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por espectrometria de massas;
¢ Espectroscopia no infra vermelho préximo;
Espectroscopia de imagem quimica na regido do infravermelho proximo;
¢ Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier;
"Padrao de cores vermelho, verde e azul;
9 Calorimetria exploratoria diferencial.

De maneira geral, na maioria destes trabalhos a resposta do instrumento
cromatograma, espectro ou curva de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) serve como

uma “impressdo digital” de cada amostra. Posteriormente, utilizando um método
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quimiométrico adequado estes sinais s&o convertidos em novas variaveis e sao
classificados por similaridade ou diferenca.

O uso de ferramentas quimiométricas de classificacdo é justificavel devido a grande
semelhanga entre sinais de amostras com composi¢cdo quimica muito préxima, como por
exemplo, as formula¢des adulteradas com analogos do CS. Além disso, os métodos
quimiométricos auxiliam na representacdo e interpretacdo dos resultados para um grande
ndmero de amostras.

O entendimento e uso das ferramentas quimiométricas ndo é tarefa facil, devido a
necessidade de longos periodos para capacitacdo de pessoal. Neste sentido, operactes
envolvendo o0 uso de espacos virtuais para tratamento conversao dos sinais em vetores e
matrizes tal como o MATLAB Matrix Laboratory sdo comuns. Devido a isto, na pratica muitas
vezes 0s métodos quimiométricos ndo sdo adotados em andlises de rotina.

Outra caracteristica em comum na maioria destes trabalhos de triagem, Tabela 2 € o
uso apenas de detecgcdo espectroscopica. Apesar de algumas destas técnicas: NIR, FTIR,
Raman, Espectrofotometria RGB, serem portateis, analise em campo, e permitirem uma
detecgdo direta no comprimido, analise externa, a complicada interpretagdo e tratamento
dos sinais e o custo dos equipamentos pode também ser limitante para analises de rotina. O
uso da deteccdo eletroquimica em métodos de diagndstico € interessante, devido a rapida
obtencdo dos sinais e ao uso de dispositivos de baixo custo e portateis, potenciostatos de
bolso, notebooks, mini-eletrodos (eletrodos impresso por exemplo). Apesar disso, até o
momento ndo foram publicadas metodologias de triagem com deteccao eletroquimica na

literatura para a discriminagdo de medicamentos falsificados.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho objetivou-se o desenvolvimento de métodos de rapido diagndstico
para discriminacdo de formula¢des contendo o farmaco CS:VI, genéricos, contrabandeados
e adulterados, empregando o sistema portatil BIA com deteccao eletroquimica e eletrodo de
DDB. Nesta perspectiva foram propostas duas técnicas eletroquimicas de deteccdo e
distintas estratégias de classificagao:

a) Voltametria associada aos algoritmos quimiométricos de PCA e HCA.

Nesta objetivou-se:

a.l) Avaliar as velocidades de injecdo da micropipeta automatica e registro completo dos
voltamogramas hidrodindmicos;

a.2) Avaliar os sinais obtidos para CS no eletrodo de DDB em distintas voltametrias (VC,
VL, VPD e VOQ) para escolher a melhor técnica voltamétrica;

a.3) Avaliar o pH que fornece a resposta mais sensivel para detecgdo de CS;

a.4) Registrar os voltamogramas das solucdes de distintas formula¢des de CS;

a.b) Tratar o voltamograma de cada amostra para posterior classificagcdo em grupos pelos
algoritmos quimiométricos de classificacdo (PCA e HCA).

b) Deteccdo MPA e classificagdo ndo quimiométrica.
Nesta objetivou-se:
b.1) Avaliar o sinal eletroquimico do CS por MPA nas condi¢des otimizadas em a.3.
b.2) Escolher a sequéncia de pulsos aplicados no eletrodo de DDB,;
b.3) Registrar os amperogramas de multiplos pulsos para a solu¢édo de cada formulacéo;
b.4) Avaliar distintas estratégias de classificacdo nao-quimiomeétrica:
b.4.1) Através das correntes de pico obtidas em cada pulso aplicado;

b.4.2) Realizando razdes entre estas correntes de pico independentes.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes, solu¢cdes e amostras

Todas as solu¢des foram preparadas com agua deionizada, resistividade = 18 M Q cm
25°C, obtida do sistema de purificacdo Osmose Reversa OS10LXE,GEHAKA. Todos os
reagentes utilizados foram de grau analitico (PA).

As solucgdes de &cido sulfarico foram preparadas pela diluicdo de volumes apropriados
do &cido concentrado em agua deionizada. A solucao tampéo Britton Robinson (TBR) 0,04
mol L™ foi preparada pela mistura equimolar de &cido acético, acido fosférico e acido bérico
em baldo volumétrico de 500 mL. Posteriormente, seis aliquotas destas soluc¢des tiveram o
pH ajustado para 2, 4, 6, 8 e 10 respectivamente adicionando-se solucdo de hidroxido de
sédio 0,2 mol L*, e pH 1 ajustado com &cido cloridrico 0,2 mol L™.

As solugbes estoque dos padrdes de CS foram preparadas diariamente pela
dissolugdo em acido sulfarico 0,1 mol L. Posteriormente, as solu¢des foram diluidas no
mesmo eletrélito suporte de medida, TBR ou &cido sulfarico 0,1 mol L™.

A formulacdo farmacéutica auténtica (V1) e seis formulagdes genéricas (G; — Gg) foram
adquiridas em drogarias locais, Tabela 3. Outras duas contrabandeadas (C;, C,) no Brasil
também foram utilizadas. Quatro comprimidos de cada amostra foram pesados em balanca
analitica, macerados com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana. Posteriormente estes
foram armazenados e rotulados em frascos escuros distintos. Com a massa média de cada
amostra e a dosagem rotulada de CS, calculou-se a porcentagem (m/m) de CS no
comprimido. A dosagem de CS, os teores (% m/m), o custo e outros dados sdo mostrados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados comerciais e da bula dos comprimidos de VI e genéricos.

Amostra Empresa Lote Custo’ (R$) Dosagem (mg) % (m/m)cs
VI Pfizer 404830012 16,22 50 15,9
Gy Sandoz EK5235 8,43 50 16,3
G, Eurofarma 352957 5,27 50 15,6
Gs EMS 595236 8,43 50 13,9
G, Althaia 14070018 4,90 50 15,8
Gs NeoQuimica 14070018 13,00 50 16,0
Ge Medley 14030587 7,95 50 16,2
C; Novophar 142467 1,25 50 39,2
C. Medical 06063 1,25 50 38,3

' Custo de um comprimido / Valores em 10/11/2014.
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As amostras adulteradas foram preparadas em laboratério. Para isto, o Viagra
finamente dividido (p6) foi misturado homogeneamente com o padrdo analitico de outros
farmacos: Paracetamol (PA), Dipirona (DI), Cafeina (CA) ou Tadalafila (TA). Detalhes sobre
as massas de VI e de cada adulterante, bem como a proporcdo molar entre CS e
adulterante, séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados das preparacdes das amostras adulteradas.

Amostra Massay, (9) Adulterante (Ad.) Massapg. (9) Proporcao*(CS:Ad)
Apa 0,1007 Paracetamol 0,0037 1:1
Ap 0,1004 Dipirona 0,0087 11
Aca 0,1008 Cafeina 0,0045 11
Atar 0,1004 Tadalafila 0,0093 1:1
Araz 0,1052 Tadalafila 0,0168 1:2

* Propor¢éo em mol.

Cada solucdo estoque, auténtico, genéricos, contrabandeados e adulterados, foi
preparada pesando-se aproximadamente 0,0100g do p6 da respectiva formulacdo em um
baldo volumétrico de 10,00 mL, que foi posteriormente completado com a solugdo do
eletrolito (aAcido sulftrico ou TBR) e levado ao banho ultrassdnico durante 30 minutos. Apés
a dissolugcdo do solido, a solugdo a ser injetada no sistema BIA (diluida) foi preparada
transferindo-se uma aliquota de 7,31 mL da solucdo estoque para um baldo de 25,00 mL,

que foi completado com o respectivo eletrdlito.

3.2. Instrumentacéo

Para medidas de pH das solugbes foi utilizado um pHmetro modelo Microprocessor
pH/mV meter 1pHB500. Para a obtencdo das massas dos comprimidos foi utilizada uma
balanca analitica com quatro casas decimais (FA2104N, Bioprecisa Eletronic Balance). Para
a dissolucao das amostras foi utilizado um Banho ultrassénico Ultra Cleaner 800 Unique.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas no potenciostato/galvanostato p-
Autolab 11l (Metrohm®Autolab) interfaceado a um computador. Nas medidas voltamétricas
(VL, VC, VPD e VOQ) foi utilizado o software NOVA 1.1, mais recente do fabricante. Nas
medidas por MPA foi utilizado o software GPES 4.9.007, pois esta técnica ndo é disponivel
no NOVA (por hora). Na ativagdo do eletrodo de DDB foi utilizada a crono-potenciometria
com aplicacéo de corrente e o potenciostato PGSTAT204 (Metrohm®/Autolab).

Nas medidas eletroquimicas foi utilizado um mini ER de Ag/AgCI/KClsme construido
em laborat6rio [74], um EA de fio de Platina e um ET de filme de DDB. As placas de DDB (1
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cm x 1 cm) foram adquiridas da empresa Adamant Technologies AS (La-Chaux-de-Fonds,
Suica). De acordo com o fabricante, este material apresenta uma base de silicio cristalino
com 1 mm de espessura e coberta com uma camada de DDB de 1,2 um de altura e com
nivel de dopagem com boro de 8000 ppm.

Antes das medidas eletroquimicas o DDB foi submetido a um condicionamento. Em
meio de solucdo de &cido sulfarico 0,5 mol L™ foi realizada uma limpeza da superficie
aplicando-se uma corrente de + 0,1 A por 75 s no DDB e posteriormente foi feita uma
ativacdo catodica aplicando-se -0,1 A durante 300 s. Deste modo a superficie do DDB
permanece funcionalizada com grupos hidrogénio, conforme descrito na literatura [75]. Para
aumentar a estabilidade da superficie, antes das medidas voltamétricas ou amperométricas
foram efetuados 30 voltamogramas ciclicos entre + 0,2V e + 2,2 V vs. Ag/AgCI/KCIng.L'lem
meio de Acido sulftrico 0,1 mol L™.

Todas as medidas eletroquimicas do trabalho foram realizadas na célula BIA no

modo hidrodindmico. A célula de BIA, construida em tornearia local, € mostrada na Fig. 7.

Figura 7 - Imagem dos componentes da célula BIA: a) ER; b) EA; c) Orificio para encaixe da pipeta

eletrdnica; d) Abertura para a inser¢éo de agitador; e) Pipeta eletrdnica Multipette Stream; f) Agitador

mecanico conectado a fonte universal.

A célula BIA possui um volume interno de aproximadamente 120 mL e foi toda
confeccionada em polimero resistente a solvente organico, Fig. 7. Na tampa estdo
localizados quatro orificios, sendo dois destes para fixar o ER e EA, Fig. 7a e 7b,
respectivamente. O terceiro furo, Fig. 7c é localizado numa altura acima do restante da
tampa e o seu didametro é o mesmo da ponteira de 1,0 mL da micropipeta eletronica, Fig. 7e.
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Esta configuracdo foi necessaria para garantir que todas as inje¢cdes fossem realizadas na
mesma posicado vertical em relagdo ao DDB e que houvesse minimo deslocamento
horizontal. A base da célula contém um Unico orificio para fixar o DDB, que esta alinhado
verticalmente ao furo central superior, Fig. 7c. A area do eletrodo, 59,14 mm?, foi delimitada
por um anel de borracha “o-ring”. O contato elétrico da placa de DDB é efetuado
pressionando o substrato, lado oposto ao lado contendo o filme de DDB, contra uma placa
condutora de aco ou cobre. O quarto furo da tampa, de maior extenséo, Fig. 7d, foi efetuado
para inserir um agitador mecanico, Fig. 7f, na célula BIA.

Nas medidas por voltametria ndo é necessario 0 uso deste agitador durante as
medidas. Porém, com a detecc¢ao por MPA o uso deste € essencial, pois a convecc¢ao criada
pela agitacdo acelera a remocgéo da aliquota solucéo ja detectada das proximidades do ET.
Na auséncia de agitacdo, os picos transientes demoram muito mais a voltar para linha de
base, o que compromete muito a frequéncia analitica [76]. Outros detalhes da célula BIA
descritos, mas nao observados neste procedimento estdo representados no esquema da
Fig. 4. Esta célula BIA apresenta vantagens em relacdo a outras da literatura, como a
realizacdo de medidas em meios agressivos, solventes orgénicos ou em pHs extremos, e
dispensa o uso de suporte, pois a base ¢é facilmente fixada em qualquer bancada.

As injecOes das solucdes padrdes e amostras na célula BIA foram realizadas
empregando uma micropipeta eletrdnica Eppendorf® Multipette Stream [77], Fig.7e. Esta
pipeta oferece dez vazfes distintas e volumes injetados de 10uL a 1000 pL (x 1 pL) na
ponteira de 1,0 mL. O agitador mecanico foi construido em laboratério, adaptando uma
hélice de teflon em um micromotor de corrente continua (DC) em desuso. O motor foi
eletricamente conectado a uma fonte universal AC / DC (AT-1300W, IITech) que permite
escolher oito tensdes de saida (3,0 V,45V,50V,60V,75V,84V,90Voul20V).
Quanto maior a voltagem, mais intensa é a agitacdo da solugdo. O conjunto € mostrado na
Fig. 7f.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Deteccédo de CS por voltametria hidrodinamica e classificagao por

métodos quimiomeétricos (PCA E HCA)

Nesta etapa as amostras de VI, genéricos, contrabandeados e adulterados foram
detectadas por um método voltamétrico hidrodindmico e posteriormente estes registros
foram tratados pelos algoritmos quimiométricos da PCA e HCA. Primeiramente foi
investigado o comportamento eletroquimico do CS em eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente empregando VC e outras técnicas eletroquimicas de deteccao VL, VPD,
VOQ. Além disso, utilizando a melhor técnica voltamétrica, foi realizado um estudo do pH
para verificar a melhor detectabilidade de CS em DDB. Neste texto, os estudos supracitados

serdo apresentados e discutidos nesta sequéncia.

4.1.1. Desempenho eletroquimico de CS no DDB em condic¢des hidrodinamicas

Inicialmente foi avaliado o comportamento eletroquimico do CS em eletrodo de DDB
pré-tratado catodicamente em meio de Aacido sulfurico 0,1 mol L™*. Conforme a Fig. 8,
observam-se dois picos de oxidacdo, sendo Epa; em +1,4 V e 0 Epa,em +1,9 V. No sentido
da varredura reversa, ndo foi encontrado nenhum pico, indicativo de um processo
irreversivel. Este resultado obtido para CS no DDB em meio de acido sulftrico 0,1 mol L
'corrobora com outros trabalhos da literatura [55, 58].

O mecanismo de oxidagéo de CS na superficie de eletrodos de carbono ndo é muito
bem definido na literatura. No entanto, Oskan et al. [52] sugeriram que 0 primeiro processo
anddico corresponde a oxidacdo da forma protonada do anel piperazinico da molécula de
CS. O segundo processo anddico corresponde a adsorgédo-dessorcédo do produto gerado do
primeiro processo na superficie do eletrodo de DDB, ou uma possivel reacao de hidroxilagdo

do anel aromatico no grupo p-alcoxibenzenosulfonamida presente na molécula de CS [52].
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Figura 8 - Voltamograma ciclico hidrodinamico obtido na auséncia (a) e na presenca de CS 75 pumol
L™ (b). Eletrdlito Suporte: H,SO,4 0,1 mol L™; Volume injetado: 1,0 mL; Velocidade de Injecdo: 24 pL s

! Velocidade de varredura: 100 mV s™.
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Os voltamogramas apresentados na Fig. 8 sdo hidrodindmicos, ou seja, a inje¢do da
solucdo é realizada enquanto o DDB é submetido a variacdo de potencial da respectiva
técnica voltamétrica. Nesta dissertacdo todas as medidas foram realizadas neste modo
hidrodindmico, pois, como as dimensfes da célula de BIA sdo relativamente altas (volume =~
120 mL), as medidas estacionarias careceriam de um grande volume da solugcéo padrao de
CS e, portanto do dispendioso padréo de CS. O registro de um voltamograma deve ser feito
concomitante a inje¢do mecéanica da pipeta eletronica [17].

Para ilustrar isto, na Fig. 9a é apresentado um voltamograma hidrodinamico néo ideal,
no qual a injecdo foi mais rapida do que o registro completo do voltamograma. Como visto
na Tabela 5, a injecdo de 1,0 mL na vazdo de 143 uL s™ necessita de apenas 7 segundos.
No entanto, o registro de um voltamograma ciclico no intervalo de potencial de +0,2 V a +2,2
V a 200 mV s™ requer 20 segundos, Tabela 6.

Nestas condigbes, a injecdo foi interrompida em E =~ 1,6 V, um pouco a frente do
primeiro pico anddico, Fig. 9a. Deste modo, até os 7 segundos iniciais prevalece o
transporte de massa hidrodindmico das moléculas de CS no sentido do DDB. Apés os 7
segundos, as moléculas previamente injetadas de CS difundem espontaneamente para o
seio da solucdo do eletrdlito, devido a menor concentracdo neste meio. A difusdo ocorre
devido a grande diluicdo que o pacote de amostra é submetido na célula BIA (diluicdo ao

redor de 100 vezes). Este efeito de diluicdo é visualizado empiricamente pelo decaimento
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gradativo das correntes a cada varredura consecutiva, como apresentado na Fig. 9a
(Varredura 2 ap0s 7 s até a varredura 13).

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos para (a) injegdo incompleta de solugdo de CS 75 pmol Lt e
(Varredura 2) e posteriores a injecao (ap6s 7s da varredura 2 até a 13) e (b) cinco injecdes
hidrodinamicas completas e sequenciais (repetibilidade) (b). Eletrélito Suporte: H,SO, 0,1 mol LY
Volume injetado: 1,0 mL; Velocidade de Injecéo: 143 puL s™ (em a) e 48 uL s™ (em b); Velocidade de
varredura: 200 mV s™.
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Tabela 5 - Vazéo e tempos de injecdo obtidos com a micropipeta eletrénica.

Niveis de dispensa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Velocidade de injecéo (uL s™) 24 36 48 67 87 100 143 182 222 303
Volume injetado (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 10 10 10 10 10 10
Tempo de injecéo (s) 42 28 21 15 115 10 7 55 45 33

Tabela 6 - Velocidades de varredura em experimentos por voltametria ciclica*.

Velocidade de varredura (mV s™) 10 20 30 50 100 200 300
Intervalo de uma varredura (V)* 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Tempo total de varredura (s) 400 200 134 80 40 20 13,3

*Varreduras entre 0,2 e 2,2 V (janela de 2,0 V), logo uma varredura ciclica apresenta um intervalo de 4,0 V.

O tempo ideal para realizar um voltamograma ciclico completo a 200 mV s™ na faixa
de trabalho escolhida 0,2 a 2,2 V é de 20 segundos. Injetando-se 1,0 mL a uma vazao de 48
uL s é possivel realizar a varredura hidrodinamica completa, pois nesta condicdo a injecéo
é realizada em 21 segundos injetando 1,0 mL de amostra.

E importante salientar que voltamogramas concomitantes com a injecdo podem
também ser obtidos em vazdes inferiores a esta. Experimentalmente foi observado que
estes voltamogramas eram mais ruidosos, resultados ndo apresentados. A vazao de 48 uL
s' e volume injetado de 1,0 mL foram utilizados nos experimentos voltamétricos
subsequentes. Como apresentado na Fig. 9b, os voltamogramas nesta condicdo sdo
reprodutiveis.

4.1.2. Detectabilidade de CS em DDB em distintas técnicas voltamétricas

Com o objetivo de obter sinais com maior detectabilidade para CS e assim discriminar
mais facilmente as formulacdes, medidas hidrodindmicas foram realizadas empregando
detecgdes voltamétricas lineares (VL e VC) e de pulso (VPD e VOQ). Nestas, foi injetado 1,0
mL de solugéo de CS 75 pmol L™ na célula BIA para cada técnica e condicio de deteccéo,
enquanto o potenciostato variava o potencial na faixa de trabalho Gtil do eletrodo de DDB em
meio de &cido sulftrico 0,1 mol L™, +0,2 V a +2,2 V. Os intervalos dos parametros avaliados,
bem como as melhores detectabilidades sédo apresentadas na Tabela 7.

Os voltamogramas obtidos nos parametros instrumentais otimizados de cada técnica,
sdo apresentados na Fig. 10. Em todas as técnicas foram observados os dois picos de
oxidacgdo irreversiveis:Epa;~ +1,4 V e Epay~ +1,9 V. No entanto, a VOQ forneceu as maiores
correntes de pico, ipa1 € iPaz, Fig. 10. Além disso, um voltamograma de onda quadrada

completo foi realizado em apenas 11 s, sendo a varredura mais rapida dentre todas as
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técnicas: VL: 12 s, VC: 40 s, VPD: 14 s. Estes resultados sédo condizentes com a teoria, que

destaca esta capacidade Unica da VOQ de obter elevadas correntes faradaicas em

experimentos executados sob velocidades bem superiores a outras técnicas eletroquimicas,

alcancando até 2000 mV s [7]. Esta vantagem exclusiva da VOQ foi explorada por Brett et

al. para executar voltamogramas hidrodindmicos injetando apenas 100 uL de solucdo

padréo [17]. Devido a estas vantagens a VOQ foi utilizada nos experimentos subsequentes.

Tabela 7 - Técnicas eletroquimicas e respectivos parametros instrumentais avaliados.

Parédmetros Avaliados VC (A/M)* VL (A/M)* VPD (A/M)* VOQ (A/M)*
Velocidade de varredura (mV s™) 10 -300/ 300 10 -200/ 200 200 900
Incremento de Potencial (mV) 1-30/30 1-20/20 5-10/10 5-50/5
Amplitude (mV) - - 25-50/25 5-100/30
Frequéncia (Hz) - - - 5-30/30

* Intervalo avaliado (A) e melhor detectabilidade encontrada (M).
Condicées de injecdo: Vazao: 48 uL s™; Volume injetado: 1,0 mL.

Figura 10 - Voltamogramas hidrodinamicos obtidos apds inje¢des de solucdo de CS 75 pmol L e

deteccéo por distintas técnicas voltamétricas (VC, VL, DPV e VOQ); Condi¢cdes: Eletrdlito: H,SO, 0,1

mol L™; Vaz&o: 48 pL s™; Volume injetado: 1,0 mL.
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4.1.3. Comportamento eletroquimico de CS em distintos eletrélitos suportes

As medidas eletroquimicas iniciais para detec¢cdo de CS em DDB ocorreram em meio
de 4cido sulftrico 0,1 mol L™, tal como realizado em outros trabalhos [55, 58]. Para explorar
esta detectabilidade em outros meios, 0s voltamogramas de onda quadrada hidrodinamicos
foram realizados em meios de solucées TBR 0,04 mol L™*preparadas com distintos pHs: 1,0;
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0. Na Fig. 11 os VOQ nos distintos pHS sao apresentados e a Tabela

8 detalha os potenciais e correntes obtidos.

Figura 11 - VOQ hidrodindmicos nas condi¢des otimizadas* para inje¢6es de CS 75 umol L em TBR
em distintos pHs (1, 2, 4, 6, 8 e 10). * Vazdo: 48 puL s™, Volume injetado: 1,0 mL. Frequéncia: 30 Hz,

Amplitude: 30 mV, Incremento de potencial: 5 mV.
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Tabela 8 - Potenciais e correntes de pico obtidos dos voltamogramas da Fig. 11.

pH Ep. Ep. ipa; (LA) ipay (LA)
1 1,46 1,96 36,5 39,0

2 1,45 - 18,5 -

4 1,40 - 12,9 -

6 1,33 - 9,0 -

8 1,28 - 5,9 -

10 1,24 - 3,9 -
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Em pH 1 o CS exibe dois picos anddicosipa; e ipa, bem intensos. Em pHs superiores
a 2 o CS apresenta apenas 0 primeiro pico, sendo que estas correntes de pico ipa;
diminuem gradativamente com o incremento de pH. Provavelmente, em pHs superiores a 2
0 segundo pico anddico, em 1,9 V ndo apareceu pois este processo depende da primeira
oxidagdo em 1,4V [52].

Quanto menos intensas forem as corrente do primeiro pico, menores ainda seréo as
intensidades do segundo pico. Incrementos de pH causaram um deslocamento dos
potenciais de pico no sentido catodico. Devido a presenca de dois picos andédicos
caracteristicos de CS bem definidos em TBR (pH 1), esta concentracdo hidrogenidnica
apresentou melhor resposta no eletrodo de DDB. Em virtude a facilidade de preparo da
solucdo de é&cido sulfarico 0,1 mol L' em relacdo a de TBR pH 1, bem como as idénticas
respostas voltamétricas apresentadas nos dois meios, ndo apresentadas, a solucdo de

acido sulfarico 0,1 mol L™ foi utilizada como eletrdlito suporte nos estudos posteriores.

4.1.4. Medidas eletroquimicas das solu¢cdes dos medicamentos por VOQ

Na Fig. 12a sédo apresentados os voltamogramas de onda quadrada hidrodinAmicos
ap6s uma injec¢do individual de solugéo de VI, de cada formulagéo genérica (G; - Gg) ou de
cada formulacdes contrabandeada (C;-C,). E possivel observar um perfil voltamétrico
semelhante em todas as amostras (Ep;~ +1,4 V e Ep,~ +1,9 V), 0 que indica a presenca
apenas de CS tal como especificado nos rotulos. As duas correntes de pico anddicasipa; e
ipaznas duas amostras contrabandeadas foram mais intensas em relacdo as demais. Este
comportamento sugere um maior teor de CS nestes comprimidos, visto que todas as
amostras foram submetidas & mesma diluicao.

Na Fig. 12a é apresentado apenas um voltamograma de cada amostra. Para garantir
uma reprodutibilidade das medidas e consequentemente confiabilidade nas classificacdes,
neste trabalho foram realizadas cinco varreduras de cada solucdo amostra. Para
exemplificar, na Fig. 12b sdo apresentados os VOQ para cinco injecdes distintas da solucéo
de C,. O primeiro pico anddico ipa; foi bem reprodutivel e o segundo pico anddico ipa,
apresentou um pequeno decaimento para injecdes sucessivas, provavelmente devido a uma
pequena adsorcdo do produto gerado no primeiro processo. A menor variagdo em ipa,
observada foi na formulagdo genérica G¢ (DPR = 1,6%; n = 5) e a maior variagdo para a
amostra contrabandeada C; (DPR = 3,6%; n = 5). Vale ressaltar que esta pequena variagédo
foi observada mantendo o mesmo eletrélito em todas as medidas, que foram realizadas em

sequéncia com intervalos de 5 minutos entre cada injegao.



29

Nas medidas iniciais as solu¢cdes eram injetadas em sequéncia sem periodos de
repouso, o que melhoraria a frequéncia analitica do sistema. No entanto, neste caso a
reprodutibilidade n&o foi satisfatéria. Outra estratégia mais trabalhosa, ativando o eletrodo
entre medidas, também foi realizada sem sucesso, pois 0s voltamogramas apresentaram
pior reprodutibilidade nas correntes de pico (DPR = 8,5%; n = 5) e deslocamentos dos
potenciais de pico.

Figura 12 - Voltamogramas hidrodindmicos de onda quadrada para (a) uma injecdo de cada solucéo
de formulacdo comercial (VI e G) e contrabandeada (C) e (b) para cinco inje¢cdes sequenciais da
solucao de C,. Condicdes voltamétricas e de injecdo iguais a Fig. 11.
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Na Fig. 13a sdo apresentados os VOQ hidrodindmicos obtidos ap6s uma injecao
individual de solugéo de VI, ou da solucdo preparada a partir de VI adulterado com Dipirona
(Ap), Paracetamol (App), Cafeina (Aca) ou Tadalafila (Arar € Ara2). As quantidades destes
adulterantes em relacdo ao VI foram detalhadas na Tabela 4 (se¢&o 3.1). A Fig. 13b ilustra
0s VOQ hidrodinamicos de cinco inje¢6es da solucdo da formulagédo adulterada Ap.

Figura 13 -VOQ hidrodinamicos uma injecédo de cada solucdo de (a) VI e VI adulterados (Apa, Api,
Aca, Ata1 0U Arpo) € (b) cinco injecdes em sequéncia de uma solucéo de Apa. Condicdes voltamétricas
e de injecdo iguais & Fig. 11; [CS]amostras = 0,31 g L™
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Como ilustrado na Fig. 13a, a solucéo de VI apresenta menores correntes de pico do
que as formulagBes adulteradas. Este comportamento ocorre devido a oxidagdo aditiva do
CS e dos adulterantes na superficie do DDB em potenciais acima de +1,3 V.

Conforme reportado [21], os farmacos dipirona, paracetamol e cafeina em meio acido
sdo oxidados na superficie do DDB em potenciais acima de +0,9 V, +0,8 V e +1,4 V,
respectivamente. Estes intervalos de oxidacdo relatados correspondem com o0s obtidos na
Fig. 13a. Na Fig. 13b é possivel notar a boa precisdo das inje¢cdes da formulagédo Apa (DPR
= 0,72 %, n = 5). Este comportamento também foi observado também nas outras
formulacdes adulteradas, sendo o maior desvio calculado para a amostra combinada com
dipirona (DPR~3,7%; n = 5).

4.1.5. Classificacéo das formulacdes por métodos quimiométricos (PCA e HCA)

As ferramentas quimiométricas de classificacdo ou reconhecimento de padrdes tém
sido cada vez mais exploradas em diversos ramos da Quimica Analitica. O algoritmo da
PCA tem como objetivo reduzir a dimensionalidade diante do conjunto de informacdes
originais, como meio para preservar a maior quantidade de informacédo (variancia) que se
possa obter.

A redugcdo deve ser obtida pelo estabelecimento de novas variaveis que sejam
ortogonais entre si, e que recebem a denominacdo de componentes principais (PC’s).
Quando essas sao organizadas em ordem decrescente de importancia, as PC’s sao
combinac®es lineares das variaveis originais [78]. Uma grande vantagem do método da PCA
e de outros métodos nao supervisionados, como a HCA, é a possibilidade de classificar as
amostras sem a necessidade de conhecer informagfes com relacdo a identidade da
amostra [78]. Além disso, a interpretacdo do comportamento das amostras é facilmente
realizada, pois a representacdo de cada amostra € feita pontualmente em gréaficos bi ou
tridimensionais. Neste trabalho os algoritmos da PCA e HCA foram usados para simplificar a
interpretac@o do grande numero de sinais e, assim, discriminar facilmente as formulacdes.

No caso de um sinal voltamétrico, cada ponto potencial/corrente € uma variavel
original. Devido aos inUmeros pontos que constituem um voltamograma, este sinal carrega
uma grande quantidade de informacado a respeito de cada amostra, 0 que serve como uma
“impressao digital’. Representar cada amostra por meio de voltamograma néo é simples.
Por isso os PC’s tem a fungao de diminuir o nimero de variaveis, porém carregando as
informacdes mais relevantes para fins de discriminacéo.

Basicamente, um software quimiométrico converte o conjunto de varias variaveis

originais em um conjunto reduzido de novas variaveis, os PC’s. Posteriormente, os PC’s
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gerados que possuem maior informacéo sdo projetados em um sistema cartesiano, sendo
cada eixo um PC. Em alguns casos representar as amostras em um gréafico 2D (ex: PC; x
PC,) é suficiente para discrimina-las, e em outros um gréfico 3D (ex: PC; x PC, x PCy).

A Fig. 14 apresenta em um gréafico 3D dos trés PC’s, (PC,, PC, e PC;), gerados a
partir de trés voltamogramas de cada formulacao de VI, genéricos e contrabandeados, Fig.
12a. Conforme representado, € possivel classificar os medicamentos em dois grupos: VI e
seis genéricos no Grupo 1 e dois contrabandeados no Grupo 2. Devido a semelhanca entre
0os PC’s da maioria das amostras do Grupo 1 (VI, Gi, G,, Gz e Gs), ndo foi possivel
discriminar estas amostras. Este comportamento pode se explicado por semelhanca quimica
entre 0 VI e 0s genéricos, exceto G, e Gg. As amostras contrabandeadas (Grupo 2) séo
facilmente discriminadas das demais, porém é também possivel discriminar as duas
amostras deste grupo. Os trés PC’s oriundos das replicatas de cada amostra foram

préximos. Este resultado foi possivel devido a reprodutibilidade dos voltamogramas.

Figura 14 -Gréfico de escores da PC; x PC, x PC; referente as sete amostras comerciais VI e

genéricos (G; — Gg), € a duas amostras contrabandeados (C; e C,).
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Na Fig. 15 é apresentado o grafico contendo as novas variaveis PC,;, PC, e PC;,
geradas a partir dos voltamogramas da solucdo de VI e adulterados Apa, Api, Aca, Atal OU

Araz,Fig. 13. Observando os PC'’s caracteristicos, € possivel classificar as amostras no
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grupo 1 com a formulagéo original VI e Grupo 2 com as cinco formula¢des adulteradas.
Adicionalmente, as triplicatas de cada amostra ficaram proximas, devido a reprodutibilidade
dos voltamogramas. As seguintes observacfes foram possiveis: (a) Discriminar entre si
medicamentos com adulterantes diferentes;(b) Discriminar medicamentos com o mesmo
adulterante, porém em concentragfes distintas, exemplificado pelo adulterante Tadalafila,
adicionado em proporgdes distintas no VI: Ara: € Araz. Estas discriminagdes foram possiveis
devido ao comportamento distinto de cada amostra no eletrodo de DDB, seja pela presenca
de picos em potenciais ndo caracteristicos ao CS como pelo aumento da intensidade de
corrente em potenciais comuns a oxidacao de CS (E > +1,4 V).

Figura 15 -Grafico de escores da PC; x PC, x PC; referente a amostra de VI e cinco amostras
adulteradas (Apa, Api, Aca, Atar OU Ata).
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As classificacdes das formulagbes também foram realizadas através da técnica
guimiométrica da HCA. De modo distinto da PCA, a HCA busca agrupar as amostras em
classes baseando-se na similaridade ou dissimilaridade entre as amostras. O critério de
agrupamento é baseado nas caracteristicas peculiares de cada membro, sendo aqui o
conjunto de sinais que compdem um voltamograma.

O agrupamento pode ser realizado a partir da matriz de dissemelhanca, gerada a partir
da matriz de dados, pontos potencial x corrente, neste caso. Os valores que compdem a

matriz de dissemelhanca sdo as distancias entre os vizinhos mais préximos, mais distantes
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ou média, comparando os pontos da matriz de dados. Posteriormente estas distancias séo
agrupadas de modo hierarquico, da mais distante ou diferente até a mais proxima,
semelhante.

A representacdo dos agrupamentos gerados € visualizada mais facilmente pelo
dendograma, um grafico bidimensional que ndo depende do numero de varidveis do
conjunto de dados [78]. Este gréfico € também conhecido como agrupamento em arvore,
devido a analogia do seu perfil com uma arvore contendo raiz e folhas. Na raiz, parte mais
acima no gréfico, estdo as amostras mais distintas e nas folhas (parte mais abaixo) estdo
as amostras mais proximas.

Na Fig. 16 é apresentado o dendograma gerado para as amostras das sete
formulacdes comerciais VI e genéricos e das duas formulagdes contrabandeadas, e na Fig.

17 é mostrado o dendograma obtido para as formulacdes de VI e as adulteradas.

Figura 16 - Dendograma obtido pela HCA para as formula¢des comerciais de VI e genéricas (G; -Ge)

e duas formulacdes contrabandeadas (C; e C,).
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Pelo dendograma apresentado na Fig. 16, as seguintes observacdes podem ser
realizadas, em ordem decrescente de prioridade distancia entre classes:
- As formulacbes de VI e genéricos podem ser classificadas em um grupo distinto das

formulacdes contrabandeadas, devido a grande distancia no dendograma (eixo y = 100);
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- As amostras genéricas sao mais similares a do VI (principalmente G; e Gs).

Figura 17 - Dendograma obtido pela HCA para a formulacdo comercial de VI e as formulacdes

adulteradas em laboratério (Apa, Api, Aca, Atar OU Atar).
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Pelo dendograma da Fig. 17, as seguintes observacdes podem ser realizadas, em
ordem decrescente de prioridade distancia entre classes:
- Notadamente, o VI pode ser classificado em um grupo distinto de todas as formulagbes
adulteradas, devido a enorme distancia no dendograma (eixo y = 100);
- No grupo dos adulterados é possivel discriminar exatamente o tipo de adulterante, devido
a distancia obtida no dendograma (eixo y = 25), consequéncia da reduzida semelhanca
entre 0s voltamogramas para distintos adulterantes.
- Além disso, os conjuntos de cada uma das cinco replicatas ficaram bem préximas no
dendograma (eixo y = 4). Este resultado foi possivel devido a boa precisdo das cinco
medidas voltamétricas realizadas para cada formulacgéo.
- O dendograma ndo distinguiu muito bem as amostras adulteradas com diferentes
propor¢cdes de tadalafila (eixo y = 2), devido a grande semelhangca entre os respectivos

perfis voltamétricos.
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4.2. Deteccdo de CS por Amperometria de Mdualtiplos Pulsos e

classificacdo ndo quimiomeétrica

Nesta segunda etapa, as amostras de VI, genéricos, contrabandeados e adulterados
foram detectadas por MPA. As amostras foram classificadas apenas utilizando as correntes
de pico, ou seja, sem utilizar nenhum método quimiométrico. Primeiramente foi investigado o
comportamento eletroquimico de CS em meio de &cido sulfdrico 0,1 mol L Com base neste
estudo foi escolhida uma sequéncia de trés pulsos aplicados no DDB para discriminar as
formulacdes. Por ultimo é apresentada a classificacdo empregando apenas as correntes de
pico obtidas nos trés pulsos ou razBes matematicas destes sinais. Estes estudos séo

detalhados nas proximas secoes.

4.2.1.Comportamento eletroquimico de CS por MPA

O primeiro estudo realizado para a determinacdo de CS foi direcionado para
investigar o comportamento eletroquimico de CS com detec¢cado por MPA. Para isto, dez
pulsos de potencial foram aplicados de forma sequencial e ciclicamente em fun¢do do tempo
no eletrodo de DDB, Fig. 18a, enquanto uma solucdo de CS 75 pmol L foi injetada em
triplicata na célula BIA, que continha o eletrdlito de acido sulfarico 0,1 mol L™. Desta forma, é
possivel obter dez amperogramas “simultaneamente”, sendo um para cada pulso de
potencial aplicado, Fig. 18b. A partir das correntes de pico transientes registradas em cada

amperograma, foi gerado o voltamograma hidrodinamico de CS, apresentado na Fig. 18c.

Figura 18 - (a) Esquema da sequéncia de pulsos de potencial aplicados no DDB;; (b) Amperogramas
de multiplos pulsos para inje¢do em ftriplicata de solugdo de CS 75 pmol L™t (c) Respectivos
voltamogramas hidrodinamicos. Volume injetado: 300 uL; Velocidade de injec&o: 87 uL s™. Tempo de
pulso: 70 ms. Eletrélito: H,SO, 0,1 mol L™
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O CS exibe pequenas correntes anddicas nos pulsos de +1,2 V até +1,6 V e correntes
crescentes a partir de +1,7 V. Este perfil eletroquimico com dois picos anddicos ipa; = +1,5
V e ipa, = +2,0 V, é semelhante ao comportamento observado no voltamograma ciclico da
Fig. 8. Porém no voltamograma hidrodindmico por MPA da Fig. 18c houve um pequeno
deslocamento nos potenciais de pico, de aproximadamente 100 mV no sentido anddico.

4.2.2. Escolha da sequéncia de trés pulsos aplicados no DDB

Apbs verificar o comportamento eletroquimico do CS em DDB e deteccéo por MPA, foi
de interesse selecionar alguns pulsos de potencial que fornecessem uma resposta suficiente
para classificar as formulagbes de CS. Ao contrario de uma triagem voltamétrica, as
correntes de pico obtidas em poucos pulsos de potencial fornecem bem menos informacdes
em relagdo ao grande numero de pontos de um voltamograma. Neste sentido, a escolha
adequada de pulsos deve fornecer as respostas mais relevantes para fins de classificacéo.
Neste trabalho foram selecionados apenas trés pulsos de potencial para uma facil
representacdo das correntes de pico obtidas em cada pulso em um gréfico tridimensional.

Com base no perfil voltamétrico obtido por MPA, Fig. 18c, foram escolhidos os pulsos
de +1,3V, +1,6 V e +2,1 V, 50 ms cada. Na Fig. 19a € ilustrada esta sequéncia de pulsos
aplicados no DDB, de forma ciclica e sequencial. Deste modo, espera-se que ocorram 0S
seguintes processos na superficie do DDB ap0s a injegédo de solugéo de CS:

(1) +1,3 V: Nenhuma oxidacao consideravel do CS;
(2) +1,6 V: Primeiro processo de oxidacao do CS;
(3) +2,1V: Dois processos de oxidacao do CS.

No entanto, vale ressaltar que 0s processos redox mencionados sdo observados para
formulacdes contendo apenas CS, e podem ser alterados devido & presenca de outros
farmacos que estejam presentes em outras formulagdes. Seré realizada justamente essa
comparagao entre os sinais obtidos nos amperograma de trés pulsos para o medicamento

genuino VI frente as outras formulacdes.

4.2.3. Deteccgéo por MPA e classificagdo das amostras por correntes e razdes

Na Fig. 19b sdo apresentados os trés amperogramas “simultaneos” obtidos apos
injecBes em triplicata das solugBes de VI, genéricos e contrabandeados no sistema BIA-
MPA. Todas as amostras foram submetidas ao mesmo processo de dissolucéo e diluic&o.
As correntes de pico obtidas no pulso de + 1,3 V para todas as amostras foram baixas (< 1

pA), pois este pulso ndo é suficiente promover uma oxidacdo consideravel do CS. Nos
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pulsos de +1,6 V e +2,1 V as correntes mensuradas para injecdes de VI apresentaram
intensidade bem maioresi.; gy~ 15 pA € v & 160 pA. Este comportamento € um forte
indicativo de que estas formulagbes contem apenas o CS. Outras hiplteses é que nas
formulacdes possam estar presentes (a) analogos do CS, ou seja, moléculas com um
comportamento eletroquimico muito préximo ao do CS ou (b) adulterantes ndo eletroativos
na superficie do ET.

Na Fig. 19b é possivel notar que as correntes de pico obtidas para os medicamentos
genéricos foram semelhantes aos do VI em todos os trés pulsos de potencial, sendo que as
amostras contrabandeadas exibiram correntes de pico anddicas mais intensas do que VI
nos pulsos de +1,6 V e +2,1 V, devido ao maior teor de CS encontrado nessas formulacdes
em relagédo ao VI (= 39 % vs.= 16 % do VI, Tabela 3).

Para uma visualizagdo mais facil das semelhancas e diferencas entre as amostras, as
correntes anddicas obtidas em cada pulso i.1 3y, i+16v € I+21v fOram plotadas em um sistema
cartesianos de trés dimensdes, Fig. 19c. Neste grafico, as duas amostras contrabandeadas
apresentaram perfis bastante distintos do grupo de VI e genéricos. Além disso, todas as
formulacdes genéricas (exceto G, e Gs3) nao foram distinguiveis de VI, por apresentar um
perfil muito proximo ao do VI. Por fim, as trés replicatas de cada amostra foram proximas
(DPR ~ 2 %), devido a injecdo reprodutivel da micropipeta eletrbnica e a estabilidade da
superficie de DDB.

Para a classificagdo das amostras adulteradas foi mantida a mesma sequéncia de trés
pulsos, Fig. 20a. Na Fig. 20b sdo apresentados os trés amperogramas obtidos para injecées
em triplicata das solu¢cdes de VI e VI adulterados com outros farmacos: paracetamol,
dipirona, tadalafila e cafeina. As correntes de pico obtidas em + 1,3 V foram maiores para as
amostras contendo adulterantes que tem uma oxidagdo consideravel neste pulso de
potencial, paracetamol, dipirona e tadalafila.

Nos pulsos de + 1,6 V e +2,1 V as correntes mensuradas para as amostras contendo
os adulterantes foram maiores do que a solucdo de VI, devido & presenca dos adulterantes
que oxidam acima destes dois pulsos, ou seja, todos os adulterantes avaliados. Na Fig. 21c
€ apresentado o gréafico 3D com essas correntes de pico anddicas obtidas na Fig. 21b. De
acordo com esta representacdo, a amostra de VI pode ser claramente separada das
amostras contendo adulterantes. As formulacées de CS contendo distintas dosagens de
Tadalafila (Ata1 € Ara2) também foram discriminadas. As triplicatas de todas as amostras

também foram precisas (DPR~ 1,8).
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Figura 19 - (a) Esquema da sequéncia de pulsos aplicados no DDB; (b) MPA obtidos para injecdes
em triplicata das solucdes de VI, genéricos (G; — Gg) e contrabandeados (C;, C,) na célula BIA; c)
Grafico 3D das correntes de pico nos trés pulsos de potencial (X: i+13v, ¥: l+16v, Z = i+21v). Velocidade

de injecdo: 100 pL s™; Volume injetado: 200 uL. Eletrélito suporte: H,SO, 0,1 mol L™, Tempo de

pulso: 50 ms.
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Figura 20 -(a) Esquema da sequéncia de pulsos aplicados no DDB; (b) MPA obtidos para injecdes
em triplicata das solucdes de VI, adulterados (Ap), Ara, Aca, Ata1 € Ataz); €) Grafico 3D das correntes
de pico nos trés pulsos de potencial (X: i.13v, Vi l+16vs Z = Lip1v. Velocidade de inje¢éo: 100 plL st

Volume injetado: 200 uL. Tempo de pulso: 50 ms.
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De acordo com os resultados apresentados, o emprego das correntes de pico dos
amperogramas de multiplos pulsos nos niveis escolhidos +1,3 V, +1,6 V e +2,1 V oferece
informacdo suficiente para discriminar o VI de: medicamentos contendo CS
contrabandeados (C; e C,) e VI com distintos adulterantes (Apa, Api, Aca, Ata).COMo 0
preparo de todas as amostras foi o0 mesmo, pode-se inferir que as intensidades das
correntes de pico nos trés pulsos levaram a classificacdo dos medicamentos devido a:

a) Dosagem de CS no VI distinto das formulacdes teste, o que promove um aumento ou
diminui¢do proporcional das trés correntes de pico;

b) Presenca de adulterantes nas formulacbes teste, acarretando em aumento ou
diminuicdo ndo proporcional das correntes de pico, sendo que a intensidade desta
diferenca em relacdo ao VI depende do tipo e dosagem do adulterante eletroativo.

No entanto, o emprego das correntes de pico obtidas por MPA pode levar a
classificacfes errdbneas em algumas situacdes, como por exemplo:
a) Se a diluicdo de alguma formulacdo ocorrer acidentalmente de maneira distinta do
VI, a concentracdo das espécies e as correntes de pico serao discrepantes;
b) Caso ocorrer alguma passivacdo da superficie do DDB apds um certo numero de
injecbes sucessivas no sistema BIA-MPA, as correntes diminuem gradativamente

(problema frequente na deteccao eletroquimica).

Para aumentar a confiabilidade das classificagfes oferecidas pelo sistema BIA-MPA,
€ importante realizar uma normalizacdo das correntes de pico para minimizar erros
experimentais. Neste sentido, propde-se utilizar trés razbes matematicas (R) entre as
correntes de pico nos trés pulsos, sendo: Ry = iy evfis1av; Ro = Loavlivieve Rs = i avlivieyv. A
estratégia de utilizar razdes ou fatores entre correntes nos distintos pulsos foi proposta na
literatura para minimizar erros associados a sistemas FIA com deteccao amperométrica [79].

Para verificar o efeito da diluicdo nas correntes de pico, sete solu¢Bes padrdo de CS
em concentragdes crescentes, 5 a 150 umol L™, foram injetadas no sistema BIA-MPA. Os
amperogramas de trés pulsos deste estudo e as respectivas correntes de pico obtidas sédo
apresentados na Fig. 21a e 21b.

Como apresentado, as correntes de pico apresentam uma dependéncia direta e
linear com a concentragdo de CS. Dependendo do erro na etapa de diluicdo, as correntes de
pico de uma amostra podem ser bem discrepantes em relacdo a diluicdo da amostra de
referéncia (VI), o que reflete na classificacdo incorreta desta amostra. As trés razdes entre
as correntes de pico nos distintos pulsos (R;, R,, R3) apresentam valores com tendéncia

constante no intervalo de concentracéo de 50 a 150 umol L™, Fig. 21c. Uma normalizacéo
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efetiva que representa uma maior confiangca na classificacdo ocorre neste intervalo de
concentracdo. Na Tabela 9 sdo apresentadas as médias e DPR das correntes de pico nos
trés pulsos + 1,3V, + 1,6 V e + 2,1 V e também das trés razdes R;, R, e R;. As razbes
promovem um efeito de normalizacdo das correntes, pois os desvios foram diminuidos em
aproximadamente dez vezes (DPRg = 5 % VS DPR; = 50 %). Para exemplificar esse efeito,
caso uma a ser amostra preparada na concentracéo de CS de 100 pmol L™ fosse diluida
erroneamente duas vezes mais (a 50 umol L™) a corrente em +2,1 V cairia de 98pA para

52pA, reducdo de 53 %. As razbes nessas duas concentragdes sdo praticamente constantes
(101 para 104 em R3).

Figura 21- Amperogramas obtidos nos trés pulsos (+1,3 V, +1,6 V e +2,1 V) ap0s injecdes de
solucdes de concentragdes crescentes de CS (5, 10, 25, 50, 75, 100 e 150 pmol L™) (A) e respectivas
correntes de pico (B) e razbes entre as correntes de pico nos trés pulsos (Ry = ivpevfisiay, R2 =

li21v/ii1,6vs R3 = iz avfli13v).
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Tabela 9 — Média e variacdes para as correntes de pico e respectivas razdes.

Citrato de sildenafila (CS)* Adulterada com PA (App)°

Média DPR (%) Média DPR (%)
i+1,3v (MA) 0,9 52,4 8,6 54,1
iv16v (RA) 14,9 47,3 21,9 53,9
i+21v (LA) 95,2 50,9 86,9 58,6
Ry (i+16v/i+1,3v) 16,4 5,8 2,6 3,0
Ry (i+2.1v/i+1.6v) 6,3 4,1 39 5,2
R3 (i+2,1v/i41,3v) 103,1 2,2 9,9 50

! Valores calculados para concentracdes de CS no intervalo de 50 a 150 pmol L™.
®Valores calculados para concentracdes de CS no intervalo de 25 a 150 umol L™.
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Figura 22 - Amperogramas obtidos nos trés pulsos (+1,3 V, +1,6 V e +2,1 V) ap6s injecbes de
solugcdes da amostra adulterada com paracetamol (Apa) submetidas a distintas diluicbes (A) e
respectivas correntes de pico (B) e razdes entre as correntes de pico nos trés pulsos (Ry = i evfit1 v,

Rz = iz avfiv16vs R3 = ez avfive av)-
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Um estudo para verificar o efeito da diluicdo sobre as correntes e razfes também foi
conduzido para uma amostra adulterada. A solugdo estoque da amostra adulterada com
paracetamol (Apa) foi submetida a diferentes diluicdes e injetadas no sistema BIA-MPA. Os
amperogramas de trés pulsos, as respectivas correntes de pico e as trés raz8es obtidas séo
apresentadas nas Fig. 22a, 22b e 22c, respectivamente.

As correntes de pico apresentam relagdo direta e linear com a concentracdo de CS e
Apa da formulagdo adulterada no intervalo avaliado. Entretanto, o efeito de normalizacéo
promovido pelas razdes é observado no intervalo de 25 a 150 pmol L™, devido ao ganho na
precisao das razdes em relacdo as correntes de pico (DPRg = 5 % vs. DPR; = 55 %). Todas
as correntes e razdes obtidas neste estudo também se encontram na Tabela 9. Como todas
as amostras injetadas no sistema BIA-MPA apresentavam uma concentracdo de CS de 75
umol L, é possivel obter confiabilidade na classificagéo por fatores.

Na Fig. 23 se encontram as classificagfes através das razdes representadas um
gréafico tridimensional (x: Ry, ¥: Ry, z: R3) para o conjunto de VI, genéricos, contrabandeados
e para o conjunto de VI e amostras adulteradas. As correntes de pico utilizadas para o

calculo destas razbes foram as utilizadas na classificacéo por correntes das Fig. 19c e 20c.



44

Figura 23 — Grafico 3D das razdes calculadas (x: Ry, y: R, e z: R3*) a partir das correntes de pico das
amostras de VI, genéricos e contrabandeados (A) e VI e adulterados (B).
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Na Fig. 23a, empregando as trés razdes foi possivel discriminar as duas formulacdes
contrabandeadas das demais. Porém, a amostra C, ficou mais préxima das demais do que
gquando estas foram classificadas pelas correntes de pico, Fig. 19. As razdes de todos o0s
genéricos (exceto G, e Gj) ficaram praticamente sobrepostas as razdes do VI, ndo sendo
possivel discriminé-las. Inicialmente acreditava-se que a classificacdo através de razoes iria
normalizar os sinais das amostras que a principio contém o mesmo principio ativo (VI, G e
C). Na Fig. 23a notadamente verifica-se que as razdes também conseguem discriminar
amostras com diferentes teores de CS.

No caso das formulacdes adulteradas, Fig. 23b, a classificacdo através das razdes
também foi suficiente para discriminar o VI de todas as amostras adulteradas. As
formulacbes de VI adulteradas com distintas quantidades de TadalafilaAr; e Ar, foram
melhor discriminadas do que no caso da classificacdo por correntes de pico, Fig.20. Além
disso, a precisdo das replicatas desta classificacdo foi superior do que a classificacdo por
correntes. Para exemplificar, a razdo 2 (i.1v/i-16v) para a triplicata do VI apresentou um
DPR de 0,8 %, sendo que a triplicata das correntes em +2,1 V e +1,6 V apresentaram
respectivamente um DPR de 3,5 % e 3,6 %, devido a normalizacdo promovida pelas razdes
matematicas entre as correntes de pulso.

De maneira geral as classificacdes das formulagbes de CS quimiométricas e nao
guimomeétricas propostas nesta dissertagdo alcancaram as mesmas conclusdes, ou seja,
discriminar VI de formulagfes contrabandeadas e adulteradas. No entanto, os esquemas de
classificacdo ndo quimiométricos empregando BIA-MPA é um método de triagem mais
aplicavel em situacgfes reais, visto a simplicidade e rapidez no experimento e no tratamento

de dados.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitiram propor duas metodologias para
rapida triagem de formulacbes contendo CS, VI, genéricas e adulteradas, empregando um
sistema BIA e eletrodo DDB. Na primeira etapa foi sugerida a deteccdo voltamétrica
associada a dois algoritmos quimiométricos (PCA e HCA) e na segunda foi proposta a
deteccdo por MPA, na qual foram utilizadas apenas as correntes de pico obtidas em cada
pulso ou razBes matematicas entre estes sinais.

Na deteccado voltamétrica, o CS apresentou dois picos anddicos irreversiveis em +1,4
V e +2,0 V em meio de Acido sulfarico 0,1 mol L*, concordando a literatura. A VOQ
hidrodindmica foi a técnica mais rapida e sensivel para a deteccdo de CS. Os
voltamogramas de cada formulacéo, utilizados como “impressdes digitais” caracteristicas,
foram tratados pelos algoritmos da PCA e HCA para a melhor representar o conjunto de
amostras. Com este esquema foi possivel discriminar o VI de duas formulactes
contrabandeadas e VI contendo distintos adulterantes.

Na deteccao por MPA foram aplicados os pulsos de potencial de +1,3 V, +1,6 Ve 2,1
V no DDB, escolhidos de acordo com o comportamento eletroquimico do CS. Apos as
injecBes das amostras as correntes de pico obtidas (i+1sv, i+16vs l+2,1v) OU razdes matematicas
entre essas correntes (Ry: iv16 v / ix13 v R2! lvpav [ vrev; Rzl ivpav [ li13y) conseguiram
discriminar as formula¢des. No entanto o resultado mais confiavel foi obtido para as razoes,
pois, devido a normalizagdo das correntes, é possivel corrigir possiveis erros de diluicdo ou
contaminacao do eletrodo de trabalho. Além disso, o emprego de correntes de pico por MPA
ou razbes dispensou o0 uso de ferramentas quimiométricas e discriminaram as mesmas
formulacdes classificadas pela deteccao voltamétrica associada a PCA ou HCA.

Apesar dos dois métodos discriminarem estas amostras somente pela diferenca de
sinais entre o VI e as outras formula¢des, dispensando métodos de quantificacdo de CS, as
discriminacdes realizadas com a deteccdo por MPA sdo mais rapidas e simples, devido a
pequena duracdo de uma injecdo (menor que 10 segundos) e ao tratamento de dados
menos moroso. O sistema de discriminacao BIA-MPA apresenta baixo custo relativo, além
de ser reprodutivel, confidvel e portatil. Tais caracteristicas poderiam ser Uteis para utilizar
este sistema para diagnosticar preliminarmente as amostras suspeitas no préprio local da
apreensdo. Os métodos apresentados sdo promissores e apresentam varias caracteristicas
desejaveis para métodos de diagndstico, porém devem ser avaliados para classificar

medicamentos falsificados ou drogas apreendidas pela Policia Federal.
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