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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF SILDENAFIL CITRATE IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. This
paper describes a simple and rapid spectrophotometric method for quantitative determination of sildenafil citrate based on its reaction

with p-chloranil accelerated by hydrogen peroxide, producing a stable purple compound (A

=535 nm). In the absence of peroxide
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this reaction is very slow. The experimental conditions were optimized by using response surface methodologies. Beer’s law is
obeyed in a concentration range of 8.52 x 10 — 1.70 x 10~ mol L' (r = 0.999). The detection limit was 1.96 x 10 mol L"'. The
method was successfully applied for the determination of sildenafil citrate in medicines with good accuracy and precision.
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INTRODUCAO

Citrato de sildenafil ¢ quimicamente designado como citrato
de 1-[[3-(6,7-diidro-1-metil-7-0ox0-3-propil-1H-pirazol-[4,3-
d]pirimidin-5-il)-4-et6xifenil]sulfonil]-4- metilpiperazina! (Figu-
ra 1). E o principio ativo do Viagra®, primeiro medicamento oral
langado no mercado para tratamento da disfuncdo erétil. E um
inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDES),* o qual
age restaurando a func@o erétil resultando em uma resposta natural
a estimulagdo sexual.
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Figura 1. Estrutura quimica do citrato de sildenafil (Viagra®)

Viagra® rapidamente tornou-se um dos medicamentos mais
populares e amplamente utilizados no tratamento da disfuncdo
erétil.’ Paralelamente ao crescimento do seu consumo houve um
aumento do nimero de casos de adulteracdo e falsificagdo deste
medicamento.* Até o presente momento, hd uma auséncia de
monografia e descri¢do de método oficial para sua andlise na
farmacopéia brasileira e nas principais obras internacionais desta
categoria. Diante dessas consideracdes, ¢ de suma importincia ga-
rantir a qualidade dos produtos comercializados para a protegdo da
sadde dos consumidores.

As técnicas descritas na literatura para andlise de citrato de
sildenafil incluem voltametria,*® cromatografia liquida de alta efici-
éncia com detecgdo UV’ ou acoplada a espectrometria de massa,'®
cromatografia eletrocinética micelar,!" cromatografia gasosa,'?
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eletroforese capilar,' espectroscopia de ressonincia magnética nu-
clear' e espectrofotometria.'>!” Os métodos cromatogrificos sao
os mais empregados na determinagdo de citrato de sildenafil em
vérias matrizes (formulagdes farmacéuticas, plasma e urina),”*
bem como na determinac@o de pardmetros farmacocinéticos. Estes
possuem limites de detecgdo baixos o que justifica seu emprego na
andlise de fluidos bioldgicos. Entretanto, requerem um longo tem-
po nas etapas iniciais de preparo das amostras, utilizam maiores
quantidades de solventes e a instrumentag¢do € mais dispendiosa, o
que eleva o custo final das andlises. Para a andlise de formulacoes
farmaceéuticas, € desejdvel que métodos utilizando técnicas de bai-
xo custo e que fornecam resultados rdpidos, precisos e exatos este-
jam disponiveis.

A espectrofotometria de absorcdo molecular € a técnica instru-
mental de escolha largamente utilizada para essa finalidade possu-
indo as vantagens de ser simples, envolver o uso de equipamento
de baixo custo e poder ser facilmente automatizada. Sdo escassos
os métodos descritos na literatura para a determinac@o de citrato
de sildenafil por espectrofotometria'>!’ e estes apresentam algu-
mas desvantagens, pois requerem aquecimento para o desenvolvi-
mento de cor em meio de acetonitrila'® ou envolvem procedimen-
tos laboriosos com muitas etapas de manipulacdo das amostras,
incluindo extragdes com cloroférmio.'

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método
espectrofotométrico rapido e simples baseado na reacio entre citrato
de sildenafil e p-cloranil'® acelerada pela adicdo de peréxido de
hidrogénio, produzindo instantaneamente um complexo estdvel de
cor violeta (A = 535 nm) a temperatura ambiente.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e equipamentos

As medidas de volume foram efetuadas com buretas classe A
ou micropipeta Eppendorf (100-1000 uL). A vidraria utilizada no
preparo das solugdes foi de grau A e as pesagens foram realizadas
em balanca analitica AG204, Mettler Toledo. As medidas de
absorbancia foram efetuadas em espectrofotometro Varian modelo
Cary 100 munido de cubetas de vidro ou quartzo com caminho
ético de 1 cm.
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Reagentes e solucoes

Todos os reagentes e solventes empregados neste trabalho fo-
ram de grau analitico. Soluc@o de trabalho 5,68 x 10? mol L' de
citrato de sildenafil (fornecido pela Pfizer, 95%) foi preparada em
metanol (Mallinckrodt, Xalostoc, México). Esta solugdo ¢ estivel
por 15 dias se conservada em geladeira.’ p-cloranil (Sigma, St.
Louis, EUA), solugio de trabalho 1,00 x 10 mol L' de p-cloranil
(Sigma, St. Louis, EUA) foi preparada em dioxano (Mallinckrodt,
Xalostoc, México). Solu¢@o de perdxido de hidrogénio 5,00 mol
L foi preparada pela adequada dilui¢cdo da solucdo de Peridrol
(Merck, Darmstadt, Germany, 30% m/m) com metanol, previamente
padronizada de acordo com o procedimento permanganimétrico.'®

Procedimento recomendado

Construgdo da curva analitica

Para a construg¢@o da curva analitica foram adicionados a ba-
16es volumétricos de 5 mL: 640 pL de p-cloranil (1,00 x 10 mol
L"); 330 pL de H,0O, (5,00 mol L) e aliquotas de 0,075 a 1,50 mL
de citrato de sildenafil (5,68 x 10° mol L"), de modo que sua con-
centracdo final variou de 8,52 x 10 a 1,70 x 10 mol L"'. Comple-
tou-se o volume dos baldes com metanol até a marca e em seguida
efetuou-se as medidas de absorbancia em 535 nm contra um bran-
co preparado similarmente, porém sem adi¢do de citrato de
sildenafil. Construiu-se a curva de calibrac@o tracando-se o grafico
dos valores de absorbancia medidos em fun¢@o da concentracdo de
citrato de sildenafil.

Preparo e andlise das amostras

As amostras de medicamentos contendo citrato de sildenafil dis-
poniveis no mercado foram adquiridas em farmdécias locais e anali-
sadas pelo método proposto, dentro dos seus prazos de validade.

Dezesseis comprimidos, de um mesmo lote, foram pesados em
balan¢a analitica e determinou-se o valor da massa média. Subse-
qiientemente, os mesmos foram pulverizados em gral de dgata até
obtencdo de um p6 fino. Uma por¢do de amostra pulverizada equi-
valente a 20 mg de citrato de sildenafil foi exatamente pesada e
submetida a agitagdo com 5 mL de metanol em agitador magnéti-
co por 15 min. Esta solugdo foi transferida para balao volumétrico
de 10 mL e o volume completado com metanol até o menisco. Na
seqiiéncia, a solucdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo
Whatman 41 e uma aliquota de 750 pL foi tomada e analisada de
acordo com o procedimento recomendado para a construcio da
curva analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo molecular entre doador-receptor de elétrons estd
normalmente associada com a formagdo de complexos de transfe-
réncia de carga, intensamente coloridos.'”?' Dentre os receptores
de elétrons comumente utilizados no desenvolvimento de métodos
espectrofotométricos baseados na formacdo destes complexos, estd
o p-cloranil.

Dados da literatura revelam que as reagdes com p-cloranil sdo
normalmente lentas a temperatura ambiente, sendo necessdrio
aquecimento a 60—65 °C durante 1045 min para que a reagdo ocor-
ra. A reacdo entre citrato de sildenafil e p-cloranil em meio de
acetonitrila requer aquecimento a 60 ‘C durante 10 min para que
haja o desenvolvimento de cor.'® Nenhuma mengdo sobre a cinética
e estabilidade do produto formado ¢ fornecida no referido artigo.
Tentativas de andlise utilizando este método, em condi¢des idénti-
cas as descritas na literatura, revelaram auséncia de reprodutibilidade.
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Experimentos preliminares realizados em nosso laboratério
revelaram que na presenca de perdxido de hidrogénio a reagdo &
marcadamente acelerada, com formagao rdpida de um produto es-
tavel de cor violeta. Na auséncia de perdxido a reacdo € demasia-
damente lenta. No melhor do nosso conhecimento, hd somente um
método descrito na literatura que envolve o uso de perdxido de
hidrogénio como acelerador da reacdo de transferéncia de carga
com p-cloranil, o qual foi desenvolvido em nosso laboratério e
aplicado na determinagdo de sacarina.”

Um estudo inicial foi feito para selecionar o meio reacional
mais adequado para o desenvolvimento da reag¢do na presenga de
peréxido de hidrogénio. Foram testados acetona, acetonitrila e
dioxano como solvente para a dissolugdo do p-cloranil e metanol,
acetona, acetonitrila e dioxano para ajuste do volume dos baldes.
Metanol ndo foi utilizado no preparo da solugio de p-cloranil devi-
do a baixa solubilidade do composto neste solvente. Obteve-se
melhor sensibilidade e maior estabilidade 6ptica do produto colo-
rido quando a reacdo foi executada com solugdo de p-cloranil pre-
parada em dioxano e o volume dos baldes completado com metanol.

O espectro de absor¢do do produto colorido formado apds a
reagdo entre citrato de sildenafil e p-cloranil, na presenca e na au-
séncia de H,0,, € apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Espectro de absor¢do do produto da rea¢do na presenga e na

Absorbancia

auséncia de perdxido. Concentragdes finais: citrato de sildenafil 1,70 x 107
mol L, p-cloranil 3,15 x 10° mol L e H,0, 0,33 mol L', em meio de metanol/
dioxano (4,36/0,64). Caminho dptico =1 cm

A literatura descreve que o p-cloranil pode interagir com mo-
léculas contendo centros doadores de elétrons segundo dois tipos
de reacdes, sendo uma delas baseada na formagdo de uma amino-
quinona mono-substituida (Esquema 1a) e a outra, através da for-
magao de um complexo de transferéncia de carga com subseqiiente
dissocia¢do do mesmo em solvente polar formando par id6nico
radicalar®'*® (Esquema 1b).

Com base nesse relato** e em testes qualitativos realizados
em nosso laboratério supomos que a reagdo predominante entre
citrato de sildenafil, e p-cloranil na presenga de peréxido de hidro-
génio consiste na formacdo de uma amino-quinona substituida.
Nesse caso, o peréxido provavelmente estaria atuando na oxidacao
do citrato de sildenafil que entdo reage com o p-cloranil formando
o produto de substitui¢do. Esta consideragdo foi fundamentada na
obtencdo de teste positivo para cloreto (em meio de acido nitrico)
realizado com o produto da reacdo, cuja formagdo sé ocorre em
reagdes de substituicdo. Além disso, o espectro UV-Vis do produto
colorido obtido, com médximos de absorcdo em 535 e 330 nm €
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Esquema 1. Reagées propostas na literatura®’ para a interagdo entre aminas
e p-cloranil: a) reagdo de substitui¢do; b) reagdo com formag¢do de um
complexo de transferéncia de carga

muito similar ao espectro de amino-quinonas mono-substituidas.?!
Ja o fon radical formado pela dissociagdo do complexo de transfe-
réncia de carga com o p-cloranil apresenta maximos de absor¢ao
em torno de 440-450nm.”!

Para as medidas espectrofotométricas selecionou-se o compri-
mento de onda situado na regido visivel do espectro, embora me-
nos sensivel que o situado na regido UV, visto que na regido
ultravioleta as medidas estdo sujeitas a interferéncias ja que a maio-
ria dos compostos organicos apresenta absorcio nesta regido.

Uma vez que o dioxano demonstrou ser o melhor solvente para a
dissolugdo do p-cloranil e sabendo-se que este pode conter tracos de
peréxido, foi necessdrio determinar o teor de H O, presente no
dioxano utilizado no desenvolvimento do método proposto. Para tal,
foi empregado o método espectrofotométrico modificado descrito
por Benatsky e Tomik* para determinag@o de per6xidos em solventes
organicos. Os resultados obtidos revelaram que o dioxano analisado
continha 4,71 x 10* mol L' de H,O,, valor este menor que aquele

272
descrito nas especificagdes do rétulo que € de 1,47 x 107 mol L.

Otimizag¢do da metodologia proposta

O procedimento tradicional para otimizagdo de forma
univariada, onde cada fator € avaliado separadamente, envolve um
grande nimero de experimentos e ndo fornece informagdes de como
cada fator se comporta frente aos demais. A forma mais eficiente
de se extrair uma maior quantidade de informacdes sobre um de-
terminado sistema com um nimero minimo de ensaios € a utiliza-
cdo de ferramentas estatisticas de planejamento de experimentos.
Na pritica isso significa diminui¢cdo de horas trabalhadas, de gas-
tos com reagentes e mais agilidade no desenvolvimento de novos
produtos, processos ou métodos.?

Neste trabalho a metodologia de superficie de resposta foi
empregada na otimiza¢do do procedimento, utilizando um plane-
jamento composto central. O objetivo foi obter a melhor condicio
experimental na qual se obtém um valor 6timo para a varidvel res-
posta (medida de absorbancia em 535 nm), ou seja, € possivel ob-
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ter melhor sensibilidade analitica.

Neste planejamento a variacdo na absorbancia foi investigada
em fungdo das varidveis (§): volume de p-cloranil e volume de
peréxido de hidrogénio, uma vez que o solvente ja havia sido sele-
cionado. As varidveis (&l_) consideradas com seus niveis examina-
dos (reais e codificados) e a matriz experimental com os resulta-
dos obtidos estido mostradas na Tabela 1. Os experimentos no pon-
to central foram realizados em replicatas (n = 4) para estimativa do
erro experimental e os resultados foram analisados utilizando o
programa Statistica, versdo 6.0. Para cada varidvel () o valor real
de x; (nivel codificado por -1,41; -1, 0, +1 e +1,41) € determinado
de acordo com a Equacdo 1.%

x = 2(8,- &), (1)
onde, & ¢ o valor real da varidvel, & ¢ a média aritmética dos

niveis alto (+1) e baixo (-1) da variavel E_,,. e d, € a diferenga entre os
niveis alto e baixo de &,

Tabela 1. Matriz experimental do planejamento composto central

Ensaio Variaveis nao Variaveis Ag
codificadas codificadas
em seus niveis em seus niveis
p ctoramy (ML) mexi o (UL)® Fator A Fator B
1 210 195 -1 -1 0,3084
2 780 195 1 -1 0,5120
3 210 650 -1 1 0,3715
4 780 650 1 1 0,4432
5¢ 495 420 0 0 0,5219
6° 495 420 0 0 0,5186
7¢ 495 420 0 0 0,5148
8¢ 495 420 0 0 0,5121
9 100 420 -1,41 0 0,2003
10 890 420 1,41 0 0,4379
11 495 100 0 -1,41 0,4588
12 495 740 0 1,41 0,4182

¢ p-cloranil 1,00 x 10 mol L' (preparado em dioxano); * H,0, 5,00
mol L; ¢ Ponto central executado em replicatas (n = 4).

Os resultados obtidos a partir deste planejamento (Tabela 1)
foram ajustados a um modelo matemadtico quadratico descrito pela
Equacio 2, utilizando o programa Statistica, versdo 6.0. A superfi-
cie de resposta e a curva de nivel correspondente ao modelo ajusta-
do estdo representadas na Figura 3.

Z=-97x102+16x 10°x - 1,0 x 10°x> + 2)
0,7 x 10%y - 1,0 x 10°%? - 1,0 x 10 xy

A Equagéo 2 inclui os termos lineares (x e y) e quadréticos (x*
e y?) bem como o produto dos pares dos efeitos lineares (xy). Nes-
ta equagdo, Z representa a absorbancia em 535 nm, e as varidveis x
e y sdo volumes de p-cloranil e de H,O,, respectivamente.

A andlise da Figura 3 indica que dentro do intervalo em que as
varidveis independentes foram avaliadas, o valor da varidvel de-
pendente passa por uma regido de mdximo, situada na drea mais
escura do grafico, a qual representa a condicio experimental 6tima
para a realizagdo da reacdo proposta. De acordo com estes resulta-
dos, os maiores valores de absorbancia foram obtidos quando os
volumes adicionados de p-cloranil (1,00 x 10? mol L") e de H,O,
(5,00 mol L") foram 640 e 330 uL, respectivamente.
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Figura 3. Superficie de resposta otimizada para a absorbancia (A = 535 nm)
em fungdo das varidveis independentes: volume de p-cloranil (1,00 x 107
mol L) e volume de H,0, 5,00 mol L. A concentragdo final de citrato de
sildenafil foi mantida constante (1,13 x 10° mol L") em todos os experimentos

Verificacdo da linearidade

Ap0s a otimizagdo das condi¢des experimentais verificou-se a
faixa de trabalho onde uma relagdo linear entre o valor de absor-
bancia medido e a concentrag@o de citrato de sildenafil era obtida.
Construiu-se a curva analitica representando os valores de A,
em funcdo da concentracdo de citrato de sildenafil. Uma relacdo
linear foi observada na faixa de concentra¢do de 8.52 x 10° mol
L'a 1,70 x 103 mol L.

A equacdio matemdtica que descreve a relacdo linear existente
entre A, e concentragdo de citrato de sildenafil €: A_,; =0,0316
(£ 0,0051) + 487,2 (= 4,65) x C, onde C = concentracdo de citrato
de sildenafil em mol L}, com um coeficiente de correlagio de 0,999.

Estudo da estabilidade optica

Neste estudo o valor da medida de absorbancia em 535 nm foi
monitorado em intervalos de 10 min durante 1 h. O produto colori-
do formado permaneceu estdvel por pelo menos 1 h.

Estudo de interferentes

O efeito de cada excipiente (celulose microcristalina, fosfato de
cédlcio dibdsico anidro, estearato de magnésio, metilcelulose
hidroxipropil, diéxido de titanio, lactose e croscarmelose sédica) foi
considerado como interferéncia quando o sinal de absorbancia apre-
sentou erro maior ou igual a 5% na determinagdo do firmaco.” A
porcentagem de citrato de sildenafil encontrada nas solugdes adicio-
nadas foi de 98,6 a 101,5%, com coeficientes de variagdo menores
que 3% para trés repeticdes. Assim, nenhuma interferéncia foi cons-
tatada a partir destes excipientes, sob as condi¢des estudadas.

Aplicagoes analiticas e validacdo do método proposto

O método desenvolvido foi aplicado na determinacao de citrato
de sildenafil em duas formulacdes farmacéuticas disponiveis no
mercado. Os resultados obtidos pela aplicacdo do método proposto
sdo apresentados na Tabela 2.

Para validacao do método desenvolvido foram avaliados alguns
parametros considerados importantes, tais como exatidao, preci-
sdo, limite de detecgdo® (LD = 3 SDBm / inclinagdo da reta),
limite de quantificagdo® (LQ = 10 SD®m / inclinagdo da reta),
sensibilidade analitica,” recuperagio e repetibilidade.

A precisdo e exatiddo do método proposto foram avaliadas através
da aplicacdo dos testes F e t, respectivamente. Os resultados obtidos
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Tabela 2. Determinagdo de citrato de sildenafil em formulagdes
farmacéuticas

Amostras Método td F¢ Método
proposto comparativo'?
Média*® R.S.D.c (2,78) (19,00) Média*® R.S.D.¢
A 499 06% 0,11 1,78 50,0 0.8 %
50,00 mg +03 +04
B 99,5 09% 1,72 1,65 100,6 0,6 %
100,00 mg +0,9 +0,7

* mg por comprimido; ®* n = 3; ¢ Desvio padrio relativo; ¢ Valor
tabelado com P = 0.05 — 95% de significancia

pelo método proposto foram comparados com aqueles obtidos pela
aplicacdo de um método espectrofotométrico descrito na literatura.'s
Para as duas amostras analisadas os valores obtidos pelo método pro-
posto mostraram-se em boa concordancia com os obtidos pelo méto-
do de comparagdo. Os valores de F e t calculados nio excederam os
valores tabelados, indicando desta forma a precisdo e exatiddao do
método desenvolvido, com um nivel de confianca de 95%.

Para a avaliacdo da precisdo intradia foram realizadas andlises
em replicatas (n = 10) para solugdes de uma mesma amostra con-
tendo o equivalente a 8,50 x 10 mol L' de citrato de sildenafil e
para o estudo da precis@o interdia foram executadas andlises da
amostra durante um periodo de 5 dias consecutivos. Os resultados
obtidos, em termos de coeficiente de variag¢do, foram de 0,9 e 1,1%,
evidenciando a boa repetibilidade do método desenvolvido.

Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagdao (LQ) foram
calculados de acordo com as recomendacdes da ITUPAC* como
sendo 1,96 x 10° mol L' e 6,52 x 10 mol L', respectivamente. A
sensibilidade analitica foi estimada® como sendo de 1,53 x 10° L
mol”. O inverso da sensibilidade analitica fornece a diferenca de
concentragdo minima que € discernivel pelo método analitico, na
auséncia de erro experimental. Para o método proposto o valor es-
timado foi de 6,53 x 10° mol L.

Estudos de recuperagdo foram realizados através do método da
adi¢do de padrio.*® Neste estudo, quantidades conhecidas de citrato
de sildenafil (padrdo analitico) foram adicionadas as duas amos-
tras pré-analisadas. De acordo com os resultados obtidos apresen-
tados na Tabela 3, observa-se que as médias porcentuais de recupe-

Tabela 3. Resultados de recuperacdo de citrato de sildenafil
adicionado as formulagdes farmacéuticas pré-analisadas

Amostra? [Citrato de [Citrato de R.S.D.° %
sildenafil] sildenafil] recuperagao®
adicionada encontrada®

(ppm) (ppm)
A 0 —_ —_ _
50,0 mg 100,0 399,0 £ 2.4 0,6 99,0 +2,3
200,0 400,0 = 4,3 1,1 100,5 + 2,1
300,0 4979 + 0,8 0,2 99,6 + 0,3
400,0 596,5 + 1,8 0,3 99,4 + 0,3
500,0 7042 + 4,5 0,6 101,1 £ 0,9
B 0 —_ —_ _
100,0 mg 100,0 208,5 + 2,6 0,9 99,0 £ 2,6
200,0 401,0 + 4,9 1,2 100,7 £ 2.4
300,0 503,8 +2.5 0,5 101,4 = 0,8
400,0 601,0 5,5 0,9 1004 + 1,4
500,0 707,9 + 5,1 0,7 101,7 + 1,4

@ Média de 3 determinagdes; © desvio padrdo relativo
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racdo de citrato de sildenafil encontram-se entre 99,0-101,7%,
evidenciando novamente a boa exatiddao do método proposto, além
de mostrar a auséncia de interferéncia significativa de matriz.

CONCLUSOES

O método desenvolvido € simples, rdpido, facil de ser executa-
do, apresenta 6tima sensibilidade analitica (1,53 x 10° mol" L), ndo
requer etapas de pré-tratamento da amostra e apresenta baixo con-
sumo de reagentes (1,57 mg de p-cloranil e 330 puL de solucdo de
H,0, 5,00 mol L' por amostra analisada). O método foi aplicado
com sucesso na determinac@o de citrato de sildenafil em formula-
¢des farmacéuticas, com excelentes resultados em termos de pre-
cisdo e exatiddio, sendo uma boa alternativa para a determinacdo de
citrato de sildenafil em formulagdes farmacéuticas com resultados
de elevada confiabilidade.
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