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RESUMO

A dipirona, também conhecida como metamizol ou novalgina (nome comercial), € um
medicamento antipirético, considerado uma pro-droga a qual pode ser injetada ou
ingerida via oral em gotas ou por meio de comprimidos. O farmaco em questao possui
como principal principio ativo o 4-metil aminoantipirina (4-MAA), o qual inibe a sintese
de prostaglandinas que séo produzidas pelas ciclooxigenases (COXs), interferindo na
producao de citocinas pré-inflamatérias. Pesquisas mostraram que se usada durante
um bom tempo o farmaco pode causar agranulocitose, porém nao ha uma
confirmagado exata quanto as causas desta doenca relacionada ao consumo de
dipirona. Dessa forma, o controle de qualidade de farmacos contendo dipirona é de
extrema importancia devido aos efeitos toxicos quando administrado em excesso ou
pela falta dele quando abaixo do valor rotulado. Este trabalho apresenta a aplicagao
da analise por injegdo em batelada (BIA, Batch-Injection Analysis) com detecgao
amperométrica em eletrodo de carbono vitreo para determinacao de dipirona em
formulagdes farmacéuticas. Para comparag¢ao, métodos recomendados por diferentes
Farmacopeias, incluindo titulagdo iodométrica, espectrofotometria na regido do UV e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography), foram empregados na analise das cinco amostras comerciais. Os
resultados obtidos pelo método BIA apresentaram-se concordantes estatisticamente
com os métodos espectrofotométrico e HPLC. De maneira geral, pode-se destacar o
método BIA pelo baixo consumo de reagentes, facilidade na operacao, rapidez de
analise e minimo erro associado (alta precisao), caracteristicas que conduzem a
futuros estudos utilizando essa técnica para desenvolver uma nova forma na

determinacao de analitos em formulacdes comerciais farmacéuticas.

Palavras-Chave: Dipirona, titulagdo iodométrica, Analise por Injecdo em Batelada,

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Amperometria.



ABSTRACT

Dipyrone, also known as metamizol or novalgine (commercial name), is an antipyretic
drug, considered a prodrug which can be injected or ingested orally in drops or by
tablets. The analyte in question has 4-methyl aminoantipyrine as main active principle,
which inhibits the synthesis of prostaglandins that are produced by the
cyclooxygenase (COXs), interfering in the production of pro-inflammatory cytokines.
Researches has shown that if used for a long time the drug may cause
agranulocytosis, but there is no exact confirmation about the causes of this disease
related to the use of dipyrone. Therefore, the quality control of medicines containing
dipyrone is extremely important due to the toxic effects when administered in excess
or at a lower concentration below the labeled value. This work presents the application
of batch-injection analysis (BIA) with amperometric detection on glassy-carbon
electrode for the determination of dipyrone in pharmaceutical formulations. For
comparison, recommended methods by different Pharmacopeia, including iodometric
titration, spectrophotometry in the UV region, and high-performance liquid
chromatography (HPLC), were employed for the analysis of five commercial samples.
The results obtained by the proposed BIA method agreed statistically with the values
obtained by spectrophotometry and HPLC. In summary, we can highlight the BIA
method due to low reagent expense, ease of operation, rapid analysis and minimum
associated error (high precision), characteristics that lead to future studies using this
technique to develop a new way in the determination of analytes in commercial

pharmaceutical formulations.

Keywords: Dipyrone, iodometric titration, Batch Injection Analisys, High Performance

Liquid Chromatography, amperometry.
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1 INTRODUGAO

A Dipirona sodica tem como nome oficial 1-fenil-2,3-dimetil-5-pirazolona-4-
metilaminometano sulfonato de sdédio, possui a férmula molecular C13H1sN304SNa e
sua estrutura € mostrada na Figura 1. Em 1920 foi sintetizada pela primeira vez a
Dipirona pela empresa Hoechst AG a qual comegou a produzir em larga escala em
1922 com o nome comercial de Novalgina. A dipirona pode também ser conhecida
como metamizol sédico e trata-se de um medicamento antipirético, considerado uma
pro-droga a qual pode ser injetada ou ingerida via oral em gotas ou por meio de
comprimidos. [

A dor pode ser tratada com compostos analgésicos que podem ser divididos
em dois grupos: opiodides e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs). Um
composto opidide é qualquer composto natural, semi-sintético ou sintético que se
ligue especificamente aos receptores opidides e possua propriedades similares as
dos opidides enddégenos, como por exemplo a morfina e codeina. Ja os AINEs séo
compostos que consistem de um ou mais anéis aromaticos ligados a um grupo acido
funcional, os quais agem através da inibicdo das cicloxigenases (COXs) reduzindo a
conversao do acido aracdoénico (AA) em prostaglandinas. Exemplos de AINEs séo o
naproxeno, ibuprofeno e nimesulida. @

A classificagdo correta para a dipirona € de um farmaco analgésico nao-
opindide, embora durante anos tenha sido considerado pertencer aos AINEs. Com
base nos conhecimentos vigentes, a ultima classificacao parece errbnea porque, em
contraste com os AINEs, o mecanismo pelo qual o metamizol atua baseia-se na
inibicdo de uma COX especifica, a cicloxigenase central 3 (COX-3). Dessa forma o
metamizol € um analgésico nao-opindide, sendo considerado um dos mais fortes
usados tanto na medicina humana como veterinaria. ©°!

O farmaco em questdo possui como principio ativo o 4-metil
aminoantipirina (4-MAA) o qual é gerado a partir de uma hidrdlise e absorvido e bio-
formado por reagdes enzimaticas. O 4-MAA age no organismo inibindo a sintese de
prostaglandinas que sao produzidas pelas COX-3, interferindo na producdo de
citocinas pré-inflamatérias. Seu uso resulta em efeitos colaterais leves quando

comparados a outros medicamentos opidides e AINEs. ¥
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Figura 1 - Formula estrutural da dipirona sodica.

?«\fw *

Fonte: FERREIRA 2013. [1]

Na década de 1970 o farmaco foi proibido nos EUA e em boa parte da Europa
sob suspeitas de causar agranulocitose adquirida, doenca caracterizada pela
diminuicdo ou desaparecimento dos leucdcitos polimorfonucleares (frequéncia menor
que 500 granuldcitos por mm?) e que se manifesta por ulceragdes nos intestinos ou
em outras mucosas, na garganta e na pele. Porém, ha muitos estudos que divergem
sobre a relacdo dessa doenca e o consumo de dipirona. Na contramdo dos paises
desenvolvidos, no Brasil € o analgésico mais consumido, sendo responsavel por
cerca de 30% do mercado nacional. Sendo assim, técnicas de analise do teor de
dipirona em medicamentos ganham grande importadncia como forma de fiscalizar as
empresas fornecedoras dos farmacos. ©

Alguns medicamentos utilizam de outros componentes em suas formulagdes a
fim de potencializar seus efeitos (sinergismo). No caso da dipirona, utiliza-se da
cafeina como combinagcdo em alguns farmacos comercializados. Isso se da porque a
cafeina auxilia no controle da vasodilatacido provocada pela dor e na absorgcdo de
analgésicos. Esses componentes adicionais devem ser levados em conta durante a
realizacdo de analises quantitativas do analito de interesse em medicamentos que
contenham em sua formulagdo a combinac3o sinergética em questéo. ©

Ha um grande interesse no desenvolvimento de métodos analiticos que
fornecam parametros apropriados para as determinagdes e analises quantitativas de
farmacos de forma eficiente, reprodutiva e rapida, uma vez que esses métodos sio
amplamente utilizados nas analises de rotina durante a produgdo de formulagdes

farmacéuticas, no controle de qualidade e no desenvolvimento de novos farmacos.
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Os métodos recomendados para determinagao de dipirona sao descritos em
Farmacopeias de diferentes paises, sendo eles a volumetria (titulacdo

.71 espectrofotometria na regido do UV ¥ e cromatografia liquida de

iodométrica)
alta eficiéncia (HPLC).”! Alguns destes métodos sdo demorados, requerem uso de
solventes organicos e por consequéncia geram muitos residuos e outros podem ser
mais susceptiveis a erros sistematicos durante sua execucgéo.

Em contrapartida, analises eletroquimicas oferecem vantagens frente a outros
sistemas de deteccao, podendo fornecer determinagdes simples, rapidas e sensiveis
e frequentemente ndo requerem etapas de tratamento e preparo das amostras. (1ol A
seguir, todos os meétodos apresentados no interim deste trabalho sdo descritas

separadamente.
1.1 Analises por volumetria

A volumetria € uma técnica baseada na titulacédo direta ou indireta do analito de
interesse. Na determinacéo de dipirona por volumetria, o titulante & convertido a um
ion, o qual &€ consumido pelo analito. No primeiro indicio de excesso desse ion
convertido, o indicador presente na solugdo acusa que o ponto de equivaléncia foi
atingido e a solucdo muda de cor. E o que ocorre na titulagdo de oxi-reducdo com
iodo, na qual o titulante (KIO3) € convertido a ion iodeto (lI3) e este pode ser
consumido, por exemplo, pelo radical metanossulfénico da dipirona, formando um
sulfato. Devido a isso, a iodometria € um dos principais métodos mencionados nas
farmacopeias para a determinagcdo de dipirona, em meio acido e em baixa
temperatura, utilizando suspensido de amido para indicagao do ponto final, podendo
haver variacdo nas condi¢des utilizadas nas analises por titulagdo entre uma edicéo e
outra das farmacopeias. "’

A Farmacopeia Japonesa !""! preconiza a utilizagéo de acido cloridrico 1:20 v/v,
temperatura entre 5 °C e 10 °C e ponto final indicado pela cor azul persistente por
1 minuto apds agitagdo vigorosa. As condigdes descritas na Farmacopeia Britanica [
sd0: acido cloridrico 0,01 mol. L™, temperatura abaixo de 10 °C e ponto final indicado
pela cor azul persistente por 2 minutos apds agitagdo vigorosa. Esse meétodo €
semelhante ao descrito na Farmacopeia Brasileira, 32 edigdo . A Farmacopeia

[14]

Brasileira, 42 edicao também preconiza iodometria para a determinacao

quantitativa de dipirona sddica, tanto na matéria-prima quanto em medicamentos
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(comprimidos, solucao oral e injetavel), e recomenda acido acético 6% para matéria-
prima e acido acético glacial para os medicamentos, temperatura abaixo de 20 °C e

ndo havendo referéncia quanto ao tempo de permanéncia da cor azul do indicador. "

1.2 Analises por espectrofotometria UV-VIS

A espectrofotometria estuda a interacdo dos diferentes tipos de radiacdo com
amatéria e poder ser definida como qualquer procedimento que utiliza a luz (radiagéo
eletromagnética) para medir a concentragao quimica de qualquer espécie. Os métodos
espectrométricos abrangem um grupo de meétodos analiticos baseados na espectroscopia
atbmica e molecular, ou seja, na medida da quantidade de radiagcdo emitida ou
absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdbmicas de interesse na regido UV-VIS do
espectro eletromagnético. Na Figura 2 encontra-se um esquema do equipamento
utilizado para analises do UV-VIS. "

A espectroscopia de absorgdo molecular € uma das técnicas analiticas mais
empregadas e valiosas para a identificagdo de grupos funcionais na molécula, em
funcdo de robustez, custo relativamente baixo e grande numero de aplicagbes
desenvolvidas, além de determinacdes analiticas em diversas areas. E aplicada para
determinagdes de compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na
identificagdo do principio ativo de farmacos. Porém, ndo se recomenda o uso desse
método para determinacdo de analitos provindos de formas farmacéuticas que
apresentem associagao com outro principio ativo, pois estes absorvem nessa regiao

do espectro eletromagnético. [

Figura 2 - Esquema de equipamento para analises em UV-VIS
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Espectros de absor¢gdo na regido do UV-VIS s&o obtidos através dos
espectrofotbmetros, aparelhos que fazem passar um feixe de luz
monocromatica através de uma solugcdo, e mede a quantidade de luz que foi
absorvida por essa solugcdo. Usando um prisma, o aparelho separa a luz em feixes
com diferentes comprimentos de onda, podendo-se assim fazer passar através da
amostra um feixe de luz monocromatica (de um unico comprimento de onda). [19]

O método é baseado na medida de transmitancia T ou absorbancia A de
solugdes contidas em células de quartzo ou vidro, tendo um caminho 6ptico de b em
cm. A concentracdo ¢ de um analito absorvente esta relacionada linearmente a

absorbancia, conforme representado pela Equagao 1, a Lei de Beer. ['®
Po ~
A= —logT =log (?) =¢&.b.c (Equacéo 1)

Cada espécie molecular € capaz de absorver em seu proprio comprimento de
onda caracteristico da radiagcao eletromagnética. No processo um feixe de luz paralelo
de radiagdo monocromatica com poténcias P, incide no bloco perpendicular a sua
superficie. Apos passar através de b do material, transfere energia para a molécula e
resulta em um decréscimo da intensidade da radiagdo eletromagnética incidente e
sua poténcia decresce par P. A concentracido é representada por ¢ e € representa o

coeficiente de absortividade. ['°!
1.3 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), também conhecida como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), € um método fisico-quimico de separacdo, fundamentado na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido as
diferentes interagdes do analito entre a fase movel e a fase estacionaria, as quais
devem ser imisciveis entre si.

E uma técnica de separacgdo bastante versatil, que permite sua aplicagdo a
diversos tipos de amostras devido a grande variedade de combinagdes entre as fases
moveis e estacionarias, € que pode também ser acoplada a diferentes tipos de

detectores. A instrumentacdo necessaria para analise, que pode ser observada na
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Figura 3, é extremamente sofisticada e existem equipamentos totalmente
computadorizados, com softwares capazes controlar cada etapa do processo de
separacao de forma isolada, desde a injegdo de amostra a deteccdo do analito, e

também detectar problemas de funcionamento no equipamento.

Figura 3 - Esquema de um equipamento de HPLC
Fonte de
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Fonte: SKOOG, 2002. [15].

O HPLC é uma das técnicas analiticas recomendadas pelas farmacopeias mais
empregadas na determinacao de farmacos, entre eles os inibidores das COXs, por
exemplo, e em diferentes matrizes. De acordo com trabalhos recentes, percebe-se
uma grande variagcdo nas condicbes de separagdo empregadas entre as
metodologias, com maior énfase no que se diz respeito a parte de deteccao, pH da
fase movel e tipo de coluna cromatografica utilizada. Os estudos necessarios ao se
desenvolver uma metodologia valida para a determinagado de farmacos se dao, em
geral, com corridas mais longas a fim de garantir uma separagao eficiente entre o
analito de interesse, outros analitos e até mesmo os excipientes que componham o
medicamento, porém as faixas de trabalho para esses casos acabam sendo

limitadas. ')
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Visando o aprimoramento da metodologia empregada desde o preparo das
solucdes envolvidas até a deteccdo das mesmas, faz-se o estudo de otimizacao dos
diferentes parametros para as analises usando o HPLC, dentre eles estdo a eluicdo
das amostras isocratica ou por gradiente, variagdo da composicdo das fases
estacionarias e moveis (separacdo por fase normal ou reversa), estudo da
composicao da fase mével e suas proporgdes, o tipo de coluna cromatografica e
também a técnica de deteccao que sera acoplada ao HPLC. Desse modo, garante-se
um método rapido e eficiente, que pode ser aplicado ao objeto de estudo inicial como
também a determinagdo de diversos analitos de mesmo carater, garantido pela

versatilidade do método.
1.4 Analises por injecao em batelada

As técnicas eletroquimicas que podem ser classificadas naquelas que
envolvem a passagem de corrente elétrica, como a voltametria, amperometria,
coulometria entre outras, e técnicas que n&o envolvem passagem de corrente (ou a
corrente é desprezivel), como a potenciometria e condutometria. Dentre estas, muitas
sado aplicadas ou tém grande potencial de aplicagdo na determinagcdo de analitos de
interesse farmacéutico em formulagoes farmacéuticas. !

A amperometria consiste na aquisigao rapida (fragdo de segundos) da corrente
ao longo do tempo mantendo um potencial fixo aplicado ao eletrodo de trabalho.
Conforme ha a presenga de um analito que se oxide e reduza no potencial escolhido,
verifica-se variagdo de corrente proporcional a concentragcdo do analito. Devido a
resposta rapida, a deteccdo amperométrica € comumente associada a técnicas de
analise em fluxo, como a analise por injecdo em batelada (BIA, do inglés batch-
injection analysis). O BIA foi introduzido por Wang e Taha "® no inicio da década de
90. Neste sistema, pequenos volumes do analito sdo injetados, com o auxilio de uma
micropipeta, diretamente sobre a superficie de um detector, no caso o eletrodo de
trabalho (ET), o qual é posicionado em uma configuragéo “wall jet’, imerso em um
grande volume de solugcdo. A passagem do analito sobre a superficie do eletrodo
resulta em sinais transientes em forma de picos quando a detecgao amperométrica é
usada, que é a principal técnica eletroquimica associada ao BIA para aplicagao

analitica. ['9%%
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O aparato para as analises em BIA consiste em uma célula com formato de um
tubo que possui orificios na parte superior, os quais devem acomodar os eletrodos de
referéncia (ER) e o eletrodo auxiliar (EA) e que também oferece abertura para a ponta
da micropipeta. Na parte inferior insere-se o eletrodo de trabalho, ligado a um contato
elétrico. Os eletrodos e a ponta da micropipeta ficam submersos no eletrdlito utilizado
na analise. Um modelo do aparato descrito encontra-se esquematizado de forma

geral na Figura 4, no qual o material que compde a célula é o vidro.

Figura 4 - Esquema de uma célula BIA com configuragao “wall jet”.

Ponteira da
MMicropipeta

CE

Palietilenn

"

Vidro

WE

F

/

Polietileno WE

Contato elétrico

Fonte: LIMA, 2014. [21]

Para a realizacdo de uma analise por BIA, o ET é posicionado abaixo e na
diregdo oposta a da micropipeta que realiza a inje¢do da amostra, diferentemente do
que geralmente se observa em outras células eletroquimicas onde a disposi¢ao do ET
€ inversa a mencionada. A distancia com que a ponteira da micropipeta é acomodada
em relagdo ao ET deve permanecer constante durante toda a analise, e pode ser
regulada movendo o ET para cima ou para baixo, de modo a ajustar a melhor
distancia entre a superficie do eletrodo e a ponteira da micropipeta. Nos outros dois
orificios localizados na tampa da célula, sdo fixados o ER e o EA. Por ultimo, é

adicionada a solugcado do eletrdlito suporte em volume suficiente para que os trés
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eletrodos tenham contato elétrico entre si. As inje¢cdbes de amostra podem ser
realizadas utilizando uma micropipeta convencional ou uma micropipeta eletrénica, a
qual fornece maior precisdo de volume e velocidade de injecdo uma vez que estes
parametros sao programados eletronicamente levando a resultados mais
reprodutiveis. ',

O sistema BIA tem sido estudado por proporcionar diversas vantagens em
relagdo aos meétodos voltamétricos convencionais, tais como, elevada frequéncia
analitica, baixo consumo de amostras e reagentes, reduzida contaminagdo do
eletrodo de trabalho, elevada sensibilidade e repetibilidade adequada no
procedimento de injecdo com o0 uso de pipeta eletrbnica, possuindo ainda uma
instrumentacao versatil e portatil, baixo custo dos componentes do sistema, podendo
ser facilmente miniaturizadas, pois o perfil hidrodinamico da injecao “wall jet’ elimina a
necessidade de uma enorme diluigdo, logo células com menores volumes de trabalho
podem ser utilizadas. Além disso, o fenbmeno de passivagdo ou contaminagao do
eletrodo de trabalho € menor nos sistemas em batelada, devido ao relativo pequeno
tempo de contato entre o analito e a superficie do eletrodo. ?" Dessa forma, o sistema
BIA com deteccdo amperométrica €& bastante promissor para determinacdo de

farmacos em formulacdes farmacéuticas em analises de rotina.
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2 OBJETIVOS GERAIS

O trabalho tem como objetivo geral explorar a oxidagdo eletroquimica da
dipirona visando sua quantificacdo por meio da detec¢gao amperométrica empregando
o sistema BIA como proposta de método, fazendo o uso do eletrodo de carbono vitreo
para tal. Os resultados deverdo ser submetidos a comparacdo aos obtidos na
reproducdo dos métodos certificados por diferentes farmacopéias para determinagao

do analito.

2.1 Objetivos especificos

- Realizar o estudo das otimizagdes do sistema BIA a fim de obter as condigbes

otimas para a realizagao da determinacgao de dipirona;

- Determinar a quantidade de dipirona presente em cinco amostras diferentes de
farmacos comerciais, sendo trés destas na forma de comprimidos (sdlido) e as outras

duas em gotas (liquido);

- Comparar a metodologia proposta no sistema BIA com os métodos de volumetria,

espectrofotometria UV-VIS e HPLC, certificados pelas Farmacopeias.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugdes

Em todas as analises utilizaram-se reagentes com grau analitico e para o
preparo das solug¢des foi utilizado agua deionizada do sistema de purificagdo Milli-Q
Plus da Millipore (resistividade > 18 MQ cm) (Bedford, MA, EUA). Na tabela 1

encontram-se descritos todos os reagentes utilizados nas analises deste trabalho.

Tabela 1. Reagentes utilizados no decorrer do trabalho.

Reagentes Procedéncia % (m/m) / Pureza
lodato de potassio Synth PA
lodeto de potassio Synth PA

Amido Synth PA
Metanol Synth 99,8%
Acido perclérico Reagen 70%
Acido cloridrico Synth 36 - 38%
Acido acético glacial Synth 99,7%
Acido fosférico Reagen 85%
Acido nitrico Synth 64%
Acido sulfarico Vetec 95%
Hidréxido de sddio Dinamica PA
Cloreto de potassio Proquimios PA
Dipirona Sigma Aldrich > 99%

Fonte: O autor.

As amostras utilizadas dos medicamentos foram obtidas em farmacias locais,
estando todas dentro do prazo de validade, as quais se encontram listadas
na Tabela 2. Para as amostras solidas foram macerados 10 comprimidos de cada
medicamento a fim de se obter um lote de cada amostra, a partir do qual se preparou
as solugdes utilizadas em cada analise. Esse procedimento é recomendado pela
ANVISA para a determinagdo de analitos em farmacos e visa obter uma maior

quantidade de massa de amostra mais homogénea em relagdo ao analito e os



20

excipientes presentes nos farmacos, reduzindo os erros associados a pesagem de
pequenas quantidades de amostra para o preparo das solugdes pouco concentradas.
Ja para as amostras liquidas, utilizou-se o volume referente a concentragcao desejada,
tomando o devido cuidado de agitar bastante a amostra antes do preparo das

solucdes.

Tabela 2. Medicamentos utilizados nas analises e informacdes adicionais.

Amostra Forma fisica Massa de dipirona
A Comprimido 500 mg por comprimido
B Comprimido 300 mg por comprimido
C Comprimido 500 mg por comprimido
D Liquido 500 mg por mL
E Liquido 500 mg por mL

Fonte: O autor.
3.1.1 Analises por volumetria

Para a escolha do melhor método a ser adotado neste trabalho utilizou-se como
base um artigo ") que propde um método adaptado de iodometria a partir de analises
comparativas entre as metodologias das farmacopeias citadas. No trabalho ha toda
uma discussdo em relagdo as variagées de cada metodologia, principalmente com
relacdo a escolha do acido utilizado em fun¢cdo de sua origem (organica ou mineral),
tempo necessario para aferimento do ponto de viragem da titulagcdo e os valores
obtidos ao final da execugdo de cada método. Como conclusado do estudo o método
que obteve melhores resultados foi o proposto pelos préprios autores, o qual foi
escolhido para ser adotado no desenvolvimento deste trabalho.

Para a analise utilizando titulagcdo iodométrica, foi usado como titulante uma
solucdo de iodato de potassio (KIO3) 0,01513 mol L. Foi utilizada uma solugéo de
acido sulfurico (H,SO4) 10 % (v/v) para acidificar o meio reacional, uma massa de 1 g
de iodeto de potassio (KI) e uma suspensédo de amido 4,8 g L™ como indicador, do

qual se adicionou 10 gotas préximo ao ponto de equivaléncia.
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As amostras foram preparadas em 50 mL de agua deionizada a 10 °C, com o
intuito de evitar a degradacao do analito, sendo utilizados 0,15 g de cada amostra

sélida e 0,263 mL das amostras liquidas.

3.1.2 Analises por espectrofotometria UV-vis

Para a analise no UV-vis, as solugdes de dipirona para obteng¢ao da curva de
calibragdo foram preparadas a partir do padrdo e em agua deionizada nas
concentracdes de 10, 15, 25, 30, 50, 60, 70 e 75 pmol.L". As amostras de
medicamentos foram preparadas também em agua deionizada, todas a uma
concentracdo de 50 pymol L. A analise foi realizada de acordo com a Farmacopeia

Brasileira, 42 edicgo. '

3.1.3 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a analise por o HPLC, utilizou-se uma fase moével composta por
dihidrogenofosfato de sodio, com pH igual a 7,5. Foram preparadas solu¢bes padrao
de dipirona a partir do padrdo nas concentracdes de 50, 150, 200, 300 e 500 pmol L,
utilizando a fase mével da analise como solvente. As amostras foram preparadas na
concentracdo de 200 umol L™ também em fase mdvel. A andlise foi realizada de
acordo com a Farmacopeia Brasileira, 42 edigdo '¥ com adaptacées baseadas em u

trabalho previamente publicado.!?¥

3.1.4 Analises por inje¢cao em batelada

Para a analise usando BIA, realizou-se primeiramente o estudo do pH para
escolher qual o eletrdlito se comportaria melhor frente ao ET wusado nas
determinagdes, o GCE limpo.

A solugdo tampao Britton-Robinson (BR), composta por uma mistura de
0,1 mol L™ de 4cido acético glacial, acido bérico e acido fosférico, com valores de pHs
ajustados com solugdes diluidas de hidroxido de sédio ou acido nitrico, foi utilizada
para o estudo de eletrdlito, sendo empregada para os valores de pHs iguais a 2,0; 4,0;
6,0 e 8,0. O acido percldérico e o acido cloridrico foram utilizados a uma concentragao

de 0,1 mol L. O &cido fosfdrico foi utilizado a uma concentracdo de 0,1 mol L e
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também ajustado a um pH igual a 7,5 com a adi¢c&o de solucgao diluida de hidréxido de
sodio.

O eletrdlito suporte escolhido foi o acido perclérico a 0,1 mol L™, no qual todas
as solucbdes foram preparadas, além de ser utilizado como eletrélito do corpo da
célula e demais analises para esse sistema.

Preparou-se uma solugao estoque de dipirona em agua numa concentragao de
10 mmol L™, a qual foi utilizada para o preparo das outras solugdes da analise. As

amostras foram preparadas em 50 pmol L.
3.2 Instrumentacao e vidrarias
3.2.1 Analises por volumetria

As solugdes foram preparadas em baldes de 250 mL. Para as titulagdes foram
utilizadas buretas de 25 mL para o titulante e erlenmeyers de 250 mL para a solugao
do titulado o qual permaneceu em banho de gelo durante as analises, realizadas em
triplicata para cada amostra de maneira convencional e aguardando cerca
de 1 minuto depois de observado ponto de viragem para dar por finalizada cada

titulacao.
3.2.2 Analises por espectrofotometria UV-vis

Para as andlises no UV-VIS utilizou-se de um espectrofotbmetro UV
Spectrophotometer Shimadzu UV-1800, fixado no comprimento de onda de 250 nm.
Todas as analises foram realizadas a temperatura ambiente utilizando uma cubeta de
quartzo para as leituras em ftriplicata, e as solugcbes e amostras preparadas

imediatamente antes de serem submetidas a analise.
3.2.3 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para os testes realizados em cromatografia liquida de alto eficiéncia, utilizou-se
de um cromatografo Shimadzu LC-10 VP equipado com um detector de UV-Vis (SPD-
10AV), numa coluna de LC (Lychrispher A8 100 RP-18-C18, 250 mm x 4,6 mm,

5 um), um desgaseificador (DGU -20A5), um injetor manual (20 yL) e uma bomba
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(LC-10AD VP-). A fase movel foi constituida por dihidrogenofosfato de sédio (pH 7,5)
com uma vazdo de 1 mL min™". O detector foi fixado em 250 nm.
Todas as anadlises foram realizadas em ftriplicata e a temperatura ambiente,

injetando-se manualmente as amostras com o auxilio de uma seringa.
3.2.4 Analises por inje¢cao em batelada

Para a realizacdo das analises utilizou-se uma célula eletroquimica com trés
eletrodos distintos para as determinagdes. A célula consiste em um tubo de vidro de
7,3 cm de didmetro interno, 7,1 cm de altura e 200 mL de volume total, com quatro
orificios na parte superior feita de polietileno, os quais acomodam os eletrodos de
referéncia e auxiliar, oferece abertura para a ponta da micropipeta e para o agitador,
caso seja necessario o uso deste. Na parte inferior, também feita de polietileno, tem-
se o eletrodo de trabalho, ligado a um contato elétrico. Os eletrodos e a ponta da
micropipeta ficam submersos no eletrolito utilizado na analise. 2

Parte do aparato utilizado neste trabalho para as determinagdes eletroanaliticas
encontra-se esquematizado na figura 5. Em relacdo aos eletrodos utilizou-se um fio
de platina como eletrodo auxiliar ou contra eletrodo, um eletrodo miniaturizado de
Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L como eletrodo de referéncia e um GCE (@ = 1,5 mm, CH

instrument, Austin, TX, USA) como eletrodo de trabalho.

Figura 5 - Esquema de uma célula de BIA “wall jet” semelhante a utilizada
neste trabalho.
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A limpeza do GCE foi efetivada manualmente esfregando-o sobre a superficie de
um feltro de polimento, espécie de uma almofada, e posteriormente submergindo-o
em uma solugdo de agua e etanol numa propor¢cdo de 1:1 e submetendo-o por
15 minutos no ultrassom.

As injegdes das amostras na célula foram feitas com o auxilio de uma
micropipeta eletrénica (Eppendorf® Multipipette stream) depois de realizados os
estudos de otimizagdes das condi¢gdes de volume e velocidade de injecdo da mesma,
garantindo uma maior precisdo analitica frente as analises realizadas com
micropipetas convencionais uma vez que tais condigdes sdo programadas de forma
eletrbnica.

Em relagcdo a velocidade de injecdo, a micropipeta possui 10 velocidades
diferentes correspondentes ao volume de solugdo por segundo que é injetada na
superficie do eletrodo de trabalho. As velocidades correspondentes, em pL s™, a cada
nivel de velocidade sdo: v{=28; vo =43; v3 =57; v4 =75; vs = 100; vg = 113; v7 = 153;
vs = 193; vg = 257 e vqo = 345 L s, Ja o volume de injecdo vai de 10 a 1000 pL e
pode variar de acordo com a ponteira utilizada para as analises. %%

Foi necessario verificar se a ponteira da micropipeta estava acomodada bem
préxima ao ET (cerca de 2 mm) em todas as injecbes para garantir a obtengao de
resultados reprodutiveis, visando eliminar os efeitos de transporte de massa
(dispersao) e garantindo que ndo houvesse alteragdes dos resultados durante as
analises. Por fim, as medidas eletroquimicas foram obtidas a partir do software
NOVA 1.11.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analises por volumetria

Depois de realizadas todas as titulagdes das amostras em triplicata, foram
obtidos os dados que estao dispostos nas Tabelas 3 e 4, em relacdo as massas de

amostras e reagentes utilizados, bem como os volumes gastos de titulante.

Tabela 3. Dados das titulagbes das amostras sélidas.

Amostras Massa dos Massa da Volume gasto
comprimidos(g)  amostra (g) de KlO; (mL)
0,1536 8,65
A 0,5296 0,1500 9,00
0,1499 8,70
0,1510 5,40
B 0,7533 0,1512 5,30
0,1510 5,50
0,1500 7,95
C 0,56720 0,1505 8,20
0,1503 8,05

Fonte: O autor.

Tabela 4. Dados das titulagdes das amostras liquidas.

Volume da amostra Volume gasto de

Amostras (mL) KIO; (mL)
0,265 7,10
D 0,265 7,20
0,265 7,15
0,265 8,00
E 0,265 8,00
0,265 7,80

Fonte: O autor.
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Com base na reacédo de oxidacdo da dipirona com o ion triiodeto (I37), como
mostra a Equacdo 2, foi possivel determinar quantitativamente a quantidade de
dipirona contida em cada amostra. Esse método utiliza como titulante, o KIO3; que
reage com o excesso de Kl em meio acido formando iodo, ion triiodeto, conforme

mostrado na Equagao 3. ['!

RHSO 3(aq) + I3'(aq) * H20(aq) < R502_4(aq) + 3 (aq) *+ 3H+(aq) (Equacéo 2)

103 (ag) + 81 (aq) + 6H" (ag) <> 313 (aq) + 3H20(aq) (Equagao 3)

Fazendo os calculos fundamentados pela estequiometria da dipirona com o ion
trilodeto 1:1 conforme a Equacéo 2, e do iodato e do ion triiodeto 1:3 de acordo com a
Equacao 3, e relacionando-se também com as massas utilizadas de cada amostra,
construiu-se a Tabela 5 que dispde os resultados encontrados de cada amostra

analisada.

Tabela 5. Resultados obtidos da titulacdo iodométrica para as amostras de

medicamentos.

Amostras Rétulo (mg) Encontrado (mg)
A 500 483 +7
B 300 423 £+ 8
Cc 500 482 +7
D 500 424 + 3
E 500 470 £ 15

Fonte: O autor.
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Analisando os resultados obtidos € possivel observar que os farmacos A e C
foram os que apresentaram uma quantidade de dipirona mais préxima do rotulado,
483 + 7 e 482 £ 7 mg de dipirona respectivamente. A amostra E apresentou uma
massa de analito menor do que o esperado, mas levando em conta o erro obtido para
esta, o resultado em mg de dipirona se assemelha com as amostras anteriores.

A amostra D foi a que apresentou a menor massa de analito encontrada frente
ao especificado no rétulo do farmaco. Ja a amostra B foi a unica em que se obteve
uma quantidade de dipirona que ultrapassou a quantidade indicada no rétulo. Esse
resultado pode ser explicado devido a amostra B ter cafeina em sua composic¢ao além
do analito de interesse, podendo ser a cafeina um interferente visto que ela também
pode ter sofrido oxidagao frente aos reagentes utilizados na titulagdo, aumentando
assim o resultado encontrado de dipirona.

Ao se comparar todos os resultados, com excecdao da amostra B, se observa
que para todas as amostras obtiveram-se massas do dipirona menores do que o
especificado nos respectivos rotulos, independente do estado fisico do medicamento,
indicando a possibilidade de um erro sistematico advindo do préprio método. De modo
geral, a titulagdo é um método quantitativo menos preciso, devido aos erros
associados a técnica, tanto no preparo das amostras quanto na operacédo. Porém,
foram realizadas as analises por volumetria apenas para uma comparagado com 0s

outros métodos empregados no trabalho.
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4.2 Espectrofotometria UV-vis

Primeiramente foi realizada a curva de calibracéo, apresentada pela Figura 6,

utilizando das solugdes de diferentes concentragdes preparadas a partir do padrao.

Figura 6 - Curva de calibracdo utilizando solu¢cdes padrbes de dipirona nas

concentragdes de 10, 15, 25, 30, 50, 60 e 75 pmol L preparadas em agua destilada.
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Fonte: O autor.

A equacao extraida da curva bem como o coeficiente de correlagédo linear

foram:

Y =0.00193 x + 0.01701 / R = 0.99961

Observa-se uma boa linearidade entre os pontos a partir do valor de R obtido, o
que indica bons resultados em relagcado a quantificagdo do analito pelo método. Desse
modo, prosseguiu-se com as analises das amostras dos farmacos, todas preparadas
a uma concentracdo aproximada de 50 pymol.L™" (levando em considerac&o o valor do
rétulo) e os resultados obtidos para cada amostra tanto em pmol L™ quanto em mg de

dipirona estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Resultados obtidos para as amostras analisadas no UV-vis.

Conc. Preparada Conc. Encontrada Conc. Rétulos Conc. Encontrada

Amostras (umol L) (umol L) (mg) (mg)
A 50 50,9+ 0,8 500 510+ 8
B 50 60,6 + 1,4 300 364 + 8
C 50 52,8+ 0,5 500 528 + 5
D 50 51,8+ 1,4 500 518 + 14
E 50 50,1+ 1,3 500 501 £ 13

Fonte: O autor.

Analisando os resultados obtidos, pode-se observar que para as amostras de A,
D e E foram encontradas concentracbes de dipirona em mg condizentes com o
descrito nos rétulos das mesmas, considerando a faixa de erro obtida para cada um.

Com relagdo a amostra B, a quantidade em mg de dipirona encontrada foi bem
maior do que o descrito no rétulo do farmaco e essa variacdo era esperada. Como a
amostra em questao possui cafeina em sua formulagao, a qual é adicionada com fins
sinergéticos, a presencga desse analito interfere diretamente nos resultados obtidos a
partir do método de UV-vis, uma vez que cafeina contribui para o aumento da
absorbancia obtida nas analises por ser um analito que também absorve radiagao
numa faixa de comprimento de onda similar a da dipirona.

Ja no caso da amostra C, encontrou-se uma concentragao do analito um pouco
acima do esperado, mesmo considerando a faixa de erro associada a amostra. Esse
aumento na quantidade encontrada de analito contida na amostra do farmaco, por ter
sido uma diferenca relativamente pequena tanto em pmol L™ quanto em mg, pode
estar associada ao preparo das solugbes no qual possivelmente foi pesado uma
massa de amostra que ndo estava totalmente homogénea.

Podem estar associados também em todas as analises os erros analiticos
advindos do método utilizado, mesmo que contribuindo muito pouco na distor¢do dos
resultados obtidos estes devem ser levados em consideragao.
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4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Inicialmente realizou-se a construgdo da curva analitica de calibragdo para o
HPLC utilizando as solugdes preparadas a partir do padrdo de dipirona, O grafico
obtido de concentragdo de analito em fungcdo da area do pico observado esta

apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Curva analitica de calibracdo para o HPLC utilizando solugbes
padroes de Dipirona nas concentragdes de 50, 150, 200, 300 e 500 pmol L
preparadas em NayH,PO, 0,01 mol L.
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Fonte: O autor.

A equacao extraida da curva bem como o coeficiente de correlagao linear foi:

Y =36319,66 x + 431282,05 / R =0.99983

Observa-se que a curva obtida possui uma boa linearidade a partir do valor de
R relacionado e com todos os pontos passando pela reta, indicando resultados

satisfatérios em relacdo a quantificacdo do analito pelo método. Sendo assim



31

iniciaram-se as analises em ftriplicata das amostras, todas preparadas a uma
concentragcao de 200 pmol L™, e os resultados obtidos em pgmol L™ e também em mg

de dipirona para cada amostra estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Resultados obtidos para as amostras analisadas no HPLC.

Conc. Conc.
Conc. Rétulos Conc. Encontrada
Amostras Preparada Encontrada
) P (mg) (mg)
(umol L) (umol L)
A 200 217,4+7,9 500 544 + 20
B 200 2059 +7,9 300 309 + 12
c 200 211,7 £ 4,6 500 529 + 12
D 200 253,7 £ 4,2 500 634 + 11
E 200 2151+ 3,7 500 538 +9

Fonte: O autor.

Como ¢é possivel observar, todos os valores encontrados de mg de dipirona
foram excedentes ao especificado nos rétulos de cada amostra, com excecido da
amostra de B apresentou um valor préximo ao rétulo, levando em conta a faixa de
erro correspondente. Vale ressaltar que a amostra B possui cafeina em sua
formulacdo e os resultados obtidos para a amostra por volumetria e por UV-VIS
tiveram interferéncia desse analito, o qual contribuiu para o aumento do valor final de
quantificacdo de dipirona. Porém o que se observa no resultado da analise por HPLC
€ que a cafeina nao interferiu na quantificacdo do analito de interesse. Isso se deve
ao fato de que por HPLC ha a separacao das duas espécies, tornando possivel a
quantificacdo da dipirona isoladamente, o que nao ocorre nas outras técnicas citadas.
A partir dessa observacao reforca-se a justificativa em relagdo as quantidades
divergente de dipirona encontradas para a amostra B pelos métodos de volumetria e
UV-VIS.
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4.4 Analises por injecao em batelada

Inicialmente fez-se um estudo de pH para avaliar qual seria 0 melhor eletrélito a
ser utilizado nas analises por BIA com o GCE limpo. Para isso, foram selecionados 8
eletrélitos com diferentes valores de pH e pela técnica de voltametria ciclica obteve-se
um grafico de cada um dos eletrdlitos frente ao eletrodo de trabalho. O voltamograma

ciclico obtido esta apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos referentes ao estudo do eletrdlito realizado

para as analises com o GCE limpo.
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Fonte: O autor

Como pode ser observado, a partir do sinal em YA de cada um dos eletrdlitos
frente aos potenciais aplicados para o GCE limpo, o que apresentou maiores sinais de
corrente foi o HCIO,4, se sobressaindo dentre os demais eletrdlitos. Sendo assim, foi

escolhido o HCIO, 0,1 mol L' como eletrdlito para todas as analises.
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Definido o eletrélito suporte, foram estudados os parametros de potencial
aplicado, velocidade e volume de injegdo do sistema BIA visando a otimizagdo das
analises com o GCE.

Em relagdo ao potencial aplicado, valores variando de 0,1V a 1,4 V foram
avaliados em fungao da resposta amperométrica para concentragdes de 50 pmol L
de dipirona frente ao eletrodo. O voltamograma hidrodindmico obtido para o GCE

limpo pode ser observado na figura 9.

Figura 9 - Voltamograma hidrodinamico obtidos através das representacdes
graficas dos valores médios de corrente de pico de 50 umol L™ de dipirona em funcéo
dos potenciais aplicados para GCE limpo. Eletrdlito: 0,1 mol L™ HCIO4, volume de

injecdo de 100 pL, velocidade de injecdo de 153 pL s
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Fonte: O autor.

Como se pode observar, na medida em que se aumenta o valor de potencial
aumenta-se também o valor de corrente observada. Considerando que uma corrente
de pico alta € um importante critério nas determinacgdes eletroquimicas, observam-se
picos com valores de corrente significativo para os potenciais (em V) de 1,1;1,2; 1,3 e
1,4. Um menor desvio e maior valor de corrente foram observados em 1,3 V de

potencial, o qual foi escolhido para ser usado nas analises.
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Adotado o potencial de trabalho, realizou-se o estudo em relagdo ao volume de
injecdo de amostra, utilizando volumes de 10 pyL a 200 uL. Os valores de corrente

para cada volume de injecdo podem ser observados na Figura 10.

Figura 10 - Estudo do volume injetado no sistema BIA utilizando GCE limpo.
Injecdes de 10, 20, 30, 50, 100 e 200 pyL de solugdo de 50 umol L' de dipirona em
solucgo de 0,1 mol L™" HCIO,, potencial de trabalho de 1,3 V, velocidade de injegao de
153 uL s™.
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Fonte: O autor.

Conforme indica a figura, alguns volumes de injecdo apresentam grandes
desvios padrdo, o que indica baixa reprodutibilidade dos sinais amperométricos
correspondentes. O ponto com maior valor de corrente observado e com menor
desvio foi referente ao volume de 100 pL frente ao eletrodo de trabalho. Volumes
superiores a este ndo apresentaram maiores valores de corrente, provavelmente por
ocorrer difusdao do analito em meio ao eletrélito antes mesmo de entrar em contato
com o eletrodo. Sendo assim, foi escolhido um volume de injecdo de 100 yL das

amostras para as analises com GCE limpo.
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Realizou-se também o estudo em relagéo a velocidade de injecdo de amostra no
sistema BIA com o auxilio da micropipeta eletrénica. As velocidades analisadas foram
1, 3, 5, 7 e 9 referentes as disponibilizadas pela aparelhagem, as quais correspondem
respectivamente 28; 57; 100; 153 e 257 uL s™'. Os valores de corrente obtidos para

cada velocidade podem ser observados na figura 11.

Figura 11 - Estudo da velocidade de inje¢cdo no sistema BIA com GCE limpo,
para inje¢cdes em triplicata da solugdo padréo de 50 umol L™ de Dipirona em solucéo

de 0,1 mol L™" HCIO,, com potencial de trabalho: 1,3 V, volume de injecéo: 100 L.
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Fonte: O autor.

Neste caso, os dois pontos com melhores resultados em relagdo a corrente
observada foram os de 153 e 257 uL s™, porém a velocidade que apresenta menores
desvios para ambos os eletrodos foi a de 153 pL s™'. Dessa forma, escolheu-se para
as analises a velocidade de 153 pL s frente ao GCE.

A partir dos resultados de otimizagdes dos parametros de analise em BIA com

GCE limpo, foi feito o estudo da repetibilidade realizando 15 injecbes seguidas para
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analisar a variacdo dos sinais obtidos e a frequéncia analitica com o eletrodo de
trabalho. Os resultados obtidos para esse estudo de repetibilidade estao

apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Respostas amperométricas obtidas em sistema BIA com GCE limpo
para 15 injegdes sucessivas de solugao padrao de Dipirona 50 pmol L' em 0,1 mol L™

HCIO,. Potencial: 1,3 V, volume de injegao: 100 uL; velocidade de injecdo: 153 uL s

5
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Fonte: O autor.

Observaram-se picos bem reprodutiveis usando o GCE limpo, com pouca
variagcéo do sinal de corrente entre eles, apresentando um desvio padrao relativo igual
a 1,5% e uma Frequéncia Analitica (FA) de 200 injegbes/hora.

Finalmente foram injetadas as solugdes padrbes de dipirona nas concentragdes
de 0,5; 2,0; 10; 25; 50; 100; 250; 500; 750 e 1000 pmol L™ com o objetivo de construir
uma curva analitiva de calibragdo. Juntamente com as injegdes dos padrdes de
dipirona, foram injetadas as amostras analisadas, concentracdo destas preparadas
por diluicdo no eletrdlito (de acordo com o valor rotulado de dipirona presente em
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cada medicamento) para 50 umol L. Além disso, foi injetado também solugdes das
amostras dopadas com um acréscimo de 50 ymol L™ da solucéo padrao de dipirona.
Todas as injegbes, dos padrbes e das amostras puras e dopadas, foram
realizadas em triplicata com um potencial de 1,3 V, volume de injecdo de 100 uL e
velocidade de injecdo de 153 pL s, para ambos os eletrodos de trabalho. O
amperograma gerado a partir dessas analises com o GCE limpo pode ser observado

na Figura 13.

Figura 13. Respostas amperométricas obtidas no sistema BIA com GCE limpo
para injegcdes em triplicata de solugbes padrao de dipirona em 0,5; 2,0; 10; 25; 50;
100; 250; 500; 750 e 1000 pmol L, seguida das injegdes em ftriplicata das cinco
amostras de medicamentos puras em 50 umol L™ e dopadas com mais 50 ymol L™ de
dipirona. FA = 140 inj.h™.
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Fonte: O autor.

A curva de calibracdo construida a partir dos dados obtidos na analise com o

GCE limpo esta apresentada na Figura 14.
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Figura 14. Curva de calibragao obtida através dos dados obtidos utilizando GCE

limpo.
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Fonte: O autor.

A equacéo da reta foi extraida da curva, bem como o coeficiente de correlagéo

linear, sendo 0s mesmos:
y =0,1186 x + 0,1468 / R = 0.9999

Pelo valor de R, percebe-se uma linearidade da curva de calibragdo muito boa,
evidenciando que os parametros para as analises foram otimizados com sucesso e
implicando em bons resultados na quantificagao final do analito presente em cada
amostra. Observa-se que a faixa se mantém linear por todos os pontos, mesmo em
concentracdes mais altas como 1000 umol L™, o que garante a deteccdo do analito
em uma vasta faixa de concentragéo, apresentando um limite de detecgéo (LD) igual
a 0,23 pmol L™, obtido a partir da equagado 4, e um limite de quantificagdo (LQ) igual

0,74 pmol L™, utilizando a equacao 5 para o calculo.
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LD =— (Equacéo 4)

Sendo s o desvio padrdo de 10 picos do branco e B o coeficiente angular da

reta obtida da curva de calibragao.

LQ = 3,33.LD (Equacgao 5)

A partir dessa curva de calibragdo, foram feitos os calculos para determinar a
guantidade de dipirona contida em cada comprimido tomando por base a média dos
valores de corrente observados para cada amostra e relacionando-os a massa de
medicamento utilizada em cada analise. Os resultados obtidos para as amostras e
suas respectivas dopagens foram dispostos na Tabela 8, bem como a concentragao

de dipirona ja em mg referente ao estipulado no rétulo de cada medicamento.

Tabela 8. Resultados para as amostras puras e dopadas (para estudo de

recuperacao) analisadas em BIA utilizando GCE limpo.

Conc. Encontrada Conc. Recuperagcdao Recuperagao Conc.
Amostras Am. Pura Adicionada L o E trad
(umol L) (umol L)* (umol L) (%) ncontrada (mg)
A 51,6+1,9 50,0 51,9+4,0 104 £ 8 516 + 20
B 57,6+£29 50,0 51,7+14 1033 346 + 18
C 51,2+15 50,0 453+1,4 91+3 512 + 15
D 50,4+£1,3 50,0 54,8 £ 0,7 109+ 2 504 + 13
E 93,4+09 50,0 353+0,8 71+2 534 + 9

*Concentrag&o correspondente a dopagem realizada adicionando-se 50 pmol L™ do padrao de Dipirona

as amostras preparadas também em 50 pymol L'

Fonte: O autor

Com relacao aos resultados de recuperacao obtidos, percebe-se que o unico
medicamento que apresentou valores fora da faixa aceitavel prescrita pela ANVISA
(80 a 120%)"**! foi a amostra E, com um valor de recuperagdo de apenas 71 + 2 %. Ja
em relacdo a massa do analito, os valores de dipirona em mg encontrados para as
amostras A, C e D foram satisfatério e coerentes se comparados aos valores
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dispostos em suas formulagdes, e para as outras amostras observou-se uma
concentragao de dipirona um pouco acima do esperado para cada medicamento.

No caso da amostra B, se observa um valor de analito encontrado em pmol L™
um pouco acima do esperado, enquanto o valor de recuperacéo obtido foi coerente
com a concentragao de padrao adicionado. Logo, o0 aumento da quantidade de analito
encontrada em mg para o medicamento pode ser devido a presenga da cafeina em
sua formulagdo, uma vez que o valor de recuperagao indica que, caso a amostra em
questao nao tivesse outro analito inserido em sua formulagdo, a determinagao apenas
de dipirona seria concordante com a concentracdo da solugdo preparada a partir do
farmaco ou bem proxima.

Ja para amostra E, o que se observa € que a concentracdo de dipirona em
umol L™ para a amostra pura (antes da dopagem) foi um pouco acima do esperado, e
para o valor obtido na recuperagao essa concentragdo diminuiu bastante. Esse fato
observado em relagdo a diminuigdo de concentragdo da recuperagao pode ser
justificado pela possivel degradacao da dipirona na solugdo de dopagem adicionada,
como também pela adsorgdo do analito no eletrodo de trabalho em vista do numero
de injegbes realizados anteriormente a injecdo da amostra em questdo pois, como
mostrado na figura 16, todas as analises foram realizadas de forma sequencial em

uma so corrida e a amostra E foi a ultima a ser analisada.
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Analisando os resultados observados em cada método, podemos perceber uma

proximidade entre alguns dos resultados obtidos nesse trabalho, e outros nem tanto.

Porém, para que essas comparagdes sejam validadas, realizou-se o calculo do teste t

(GradPad) para os resultados obtidos nas analise do BIA com GCE limpo

comparando-os com os outros métodos recomendados pelas farmacopeias para a

determinacao de dipirona em medicamentos. Para facilitar a visualizagdo de todos os

resultados, foram dispostos na Tabela 9 o valores em mg de dipirona encontrados

para cada amostra em cada um dos métodos.

Tabela 9. Resultados obtidos em mg de dipirona para cada amostra analisada

pelos métodos de volumetria, UV-vis, HPLC e BIA.

Amostras A B C D E
Conc. Rétulo
500 300 500 500 500
BIA com (mg)
GCE Conc.
516 +20 346+18 512+15 504 +13 534 +9
Encontrada (mg)
Conc. Rétulo
500 300 500 500 500
. (mg)
Volumetria
Conc.
482 +7 424 + 3 423 +8 470 + 15 483 +7
Encontrada (mg)
Conc. Roétulo
500 300 500 500 500
. (mg)
UV-vis
Conc.
510+ 8 364 +8 528 +5 518 + 14 501 +13
Encontrada (mg)
Conc. Rétulo
500 300 500 500 500
(mg)
HPLC
Conc.
544 +20 309+12 530+12 634 + 11 538 +9

Encontrada (mg)

Fonte: O autor.
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Calculando-se o teste-t (GraphPad), a um nivel de 95% de confianga, observou-
se que os resultados do BIA foram condizentes com: os resultados obtidos por HPLC
para as amostras A, C e E; os resultados obtidos por UV-vis para as amostras de A,
B, C e D; indicando que ndo ha diferencas significativas entre os resultados obtidos
entre ambos os métodos comparados. Ja no caso dos resultados do BIA frente aos
resultados de volumetria, para todas as amostras os valores encontrados em cada
método n&o foram condizentes entre si a um nivel de 95% de confianca.

Na Tabela 10 esta apresentado um resumo dos resultados dos testes t entre o

método BIA e os outros métodos, como descrito anteriormente.

Tabela 10. Resultados dos testes t em relagdo a comparacéo entre os valores
obtidos pelo método BIA frente aos outros métodos recomendados pelas

farmacopeias na determinacéo de dipirona em farmacos.*

BIA Métodos comparativos
Amostras Volumetria Uv-visS HPLC
A X OK OK
B XXX OK X
C XXX OK OK
D X OK XX
E X X OK

*Foi utilizada uma simbologia para representar se os valores comparados: ndo possuiram uma
diferenca estatisticamente significante (OK); apresentaram pouca divergéncia entre si (X);
apresentaram variagdo consideravel entre si (XX); apresentaram variagao extremamente significante

entre si (XXX); todos com um nivel de 95% de confianga.

Fonte: O autor.

Como observado, nenhum dos resultados obtidos para a volumetria foram
condizentes estatisticamente com os obtidos com BIA. De acordo com a tabela 9,
percebe-se que todas as massas de dipirona encontradas nas amostras para a
volumetria foram abaixo do esperado, com excecdo da amostra B devido ao fato de
possuir cafeina em sua composicdo como ja discutido, evidenciando um erro
sistematico nas anadlises advindo da prépria metodologia. Isso se deve a maior
propagacao de erros que a titulagao esta sujeita, em relagdo ao preparo de amostras,

indicador, titulante e solugdes e geral, bem como a interferéncia do operador durante
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a execugao dos testes. Além disso, observou-se essa ndo conformidade para todas
as amostras na comparagao entre os resultados do BIA apenas a volumetria, logo a
divergéncia entre esses métodos ¢ justificavel.

Comparando-se agora os valores obtidos do BIA em relagdo aos encontrados
por UV-VIS e HPLC, observa-se que os valores encontrados para cada amostra foi
condizente estatisticamente com os dois ou pelo menos um dos métodos
comparativos, € no caso dos valores estatisticamente diferentes observou-se uma
variacdo consideravel ou pouca divergéncia entre si. Ponderando todos os erros
possiveis associados a cada um desses métodos, e também a possivel variagao real
de massa do analito nas formulagcbes das amostras, pode-se considerar que 0s
valores em mg de dipirona encontrados nas amostras no método proposto por BIA
foram bastante satisfatorios frente a comparacdo dos resultados obtidos pelos

métodos recomendados pelas farmacopeias para determinagdo em questao.
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6. CONCLUSOES

Diante de todos os resultados obtidos, foi possivel determinar a quantidade de
dipirona para todas as amostras independente do seu estado fisico pelos métodos
utilizados no estudo que sao recomendados pelas farmacopeias e também pelo
método desenvolvido. Com relacdo ao HPLC, observaram-se 6timos resultados, visto
que € o unico método capaz de separar o analito dos outros componentes presentes
nas formulagdes das amostras para enfim se quantificar o analito de interesse. O
método realizado para o UV-VIS apresentou excelentes resultados em relagdo as
massas de dipirona obtidas se comparado a quantidade indicada nos roétulos de cada
amostra e foi o que apresentou resultados mais proximos em relagcao aos obtidos no
método proposto. Ja no caso da titulacdo iodométrica, considerando a quantidade de
erros acumulativos como os acarretados no preparo das amostras e erros
provenientes do contato direto do operador durante a analise, o método néo
apresentou resultados satisfatérios na quantificagdo do analito, mesmo sendo o
meétodo certificado pela Farmacopéia Brasileira para a analise em questio.

Comparando o BIA-AMP com o HPLC em especial, temos uma melhor eficiéncia
do BIA-AMP por apresentar vantagens em relagdo a metodologia de analise, como
uso de instrumentacdo versatil, elevada frequéncia de amostragem, consumo
reduzido de reagentes e amostras, redugcéo na geragao de residuos e menor tempo
de analise. As triplicatas de todas as amostras e as curvas de calibracdo foram feitas
em pouco mais de 30 minutos em BIA, enquanto no HPLC levou se um dia inteiro
para preparo da curva de calibragao e analise em triplicata de apenas duas amostras.

Em relacdo as formulacdes dos farmacos, o unico que se mostrou fora da faixa
aceitavel da taxa de recuperagéao do analito foi a amostra E (70,50%), de acordo com
a andlise feita em BIA e o aceitavel pela ANVISA®! que é de 80% & 120%. Ja as
outras amostras apresentaram resultados satisfatorios tanto com relagdo a
quantidade encontrada de dipirona em mg quanto aos valores de recuperagao.

Por fim, as analises a partir do método desenvolvido por BIA apresentaram uma
excelente desenvoltura nesse estudo, visto que resultados quantitativos obtidos foram
condizentes estatisticamente com os encontrados na reprodugdo dos métodos ja
validados, impulsionando assim novas pesquisas visando o desenvolvimento do
método de forma mais eficaz e otimizado para a determinagao de dipirona e também

de outros analitos em medicamentos.
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