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RESUMEN

Se desarroll6 un método voltamperométrico simple para la
determinacion de citrato de sildenafil (CS). El método se basa
en la reduccion catodica directa del CS sobre un electrodo
de carbon vitreo modificado con una pelicula plomo (Pb/
CV) en solucion reguladora de acetato. La respuesta
voltamperométrica de CS sobre Pb/CV, muestra dos picos
uno a —1,15 y otro a —1,25 V. Los resultados experimentales
indican una excelente correlacion lineal entre la corriente de
pico y la concentracion, en un rango de 2x10% a 1,2x10* M
para ambos picos. Los limites de deteccion (LOD) de CS
fueron 1,1x10%y 5,2x10° M, usando voltametria de barrido
lineal y voltametria de pulso diferencial, respectivamente.
El método fue aplicado con éxito a la determinacion de
CS en formulaciones comerciales (comprimidos y tabletas
orodispersables), encontrandose valores muy similares a los
declarados por el fabricante; los resultados se contrastaron con
los obtenidos por un método espectrofotométrico reportado y
no se encontraron diferencias estadisticas significativas.
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ABSTRACT

A simple voltammetric method for the determination
of sildenafil citrate (SC) was developed. The method
is based on the direct cathodic reduction of SC on a
lead film modified glassy carbon electrode (LF/GCE) in
acetate buffer. Voltammetric response of SC at LF/GCE,
shows two peaks at —1.15 V and —1.25 V. Experimental
results indicate an excellent linear correlation between
the peak current and concentration in the range of 2x10
Sto 1,2x10* M for both peaks. The detection limits
(LOD) for SC were equal to 1.1x10° and 5.2x10° M,
using Linear Sweep and Differential Pulse voltammetry,

respectively. The method was successfully applied to the
determination of SC in pharmaceutical formulations (Pills
and Orodispersible tablets) and the contents were in close
agreement with those quoted by the manufacturer. The
results were compared with those obtained by a reported
spectrophotometric method and no statistically significant
differences were found.

KEY WORDS

Lead film electrode, sildenafil citrate,
voltammetry.

determination

INTRODUCCION

El Citrato de Sildefanil es un farmaco inhibidor selectivo
del guanosin monofosfato ciclico (GMPc), especificamente
de la isoenzima fosfodiesterasa tipo 5 (PDES) una de las
siete isoenzimas conocidas en el cuerpo humano, que es la
responsable de la degradacion del GMPc encontrado en el
cuerpo cavernoso del pene y en el endotelio del musculo
liso de los pulmones [1], de esta manera el fairmaco actia
selectivamente en estas dos areas.

El Citrato de Sildenafil (CS) (1-[[3-(6,7-dihidro-1-metil-7-
oxo0-3-propil-1H-pirazolo [4,3-d] pirimidin-5-il)-4etoxifenil]
sulfonil]-4-metilpiperazina citrato) (Fig. 1), es un polvo
blanco cristalino con solubilidad de 3,5 mg/mL en agua a
25 °C y peso molecular de 666,7 g/mol. Existe una amplia
gama de laboratorios especializados en la produccion de este
farmaco, que a nivel comercial se presenta mayoritariamente
en comprimidos y tabletas, que declaran un contenido de
25 mg, 50 mg y 100 mg de CS para la administracion oral.
Ademas del ingrediente activo, cada tableta generalmente
contiene excipientes como: celulosa microcristalina, fosfato
dibasico de calcio anhidro, croscarmelosa de sodio, estereato
de magnesio, con una cubierta pelicular de: hidroxipropil
metilcelulosa, dioxido de titanio, lactosa, y triacetin.

*Correspondencia al autor: reynaldo@ula.ve
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Fig. 1. Estructura molecular del Citrato de Sildenafil.

Debido a su propiedad farmacologica, el CS ha sido
empleado desde 1998 en el tratamiento de la disfuncion
eréctil, en la hipertension pulmonar, tromboembolismo
pulmonar croénico y otras afecciones que actualmente estan
en estudio [2].

El CS, inicialmente fue disefiado para tratar la hipertension
pulmonar y la angina de pecho; los primeros ensayos
clinicos fueron realizados en el Hospital de Morriston, en
Swansea (Gales). Durante los estudios de fase I, se sugirio
que la droga tenia un ligero efecto en la angina, pero que
podia inducir notables erecciones de pene [3]. Debido a
dichos resultados médicos, el Laboratorio Pfizer tomé la
decision de comercializar este inhibidor de la PEDS, con
el nombre de Viagra®, para tratar la disfuncion eréctil. La
patente del mismo fue obtenida en 1996 y aprobado para
tal uso por la Administracion de alimentos y Medicamentos
de Estados Unidos (FDA) el 27 de marzo 1998 [3]; desde
entonces, Viagra® se habia convertido en uno de los
farmacos mas comercializados en todo el mundo, llegando
a 6 millones de prescripciones en sus primeros 6 meses.
Como resultado de dicha demanda, Viagra® esta entre las
drogas mas adulteradas en el mundo[4,5], por otra parte, la
patente de fabricacion de Viagra® expir6 en junio de 2010,
por lo cual una gran cantidad de laboratorios farmacéuticos
comenzaron a producir y comercializar numerosas versiones
del medicamento genérico y similares a la Viagra®; a pesar
de esto, hasta donde se sabe, no existe registro de un método
oficial para la determinacion de CS y control de calidad
de estas formulaciones, ni en las farmacopeas, ni en el
compendio internacional. Por lo tanto ha sido fundamental
desarrollar métodos analiticos, seguros, rapidos, simples y de
bajo costo para el control de calidad de estas formulaciones,
con el fin de proteger la salud de los consumidores.

En la literatura se reportan numerosos métodos para
la identificacion, caracterizacion y cuantificacion de CS
en varias matrices, entre ellos estan los basados en la
cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion
ultravioleta (HPLC-UV) [5-7], cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [8-10],

espectroscopia UV-Visible[11-15], resonancia magnética
nuclear[16], difraccion de rayos x [17], espectrofluorometria
[18] y espectrometria de masas de alta resolucion [19].

Los métodos mas utilizados hoy dia para el control de
calidad del CS [20,21], se basan en HPLC-UV debido al
hecho de que esta técnica proporciona un analisis robusto y
selectivo. También permite el analisis del ingrediente activo
en muestras complejas. Aunque las técnicas cromatograficas
son las mas utilizadas en el control de calidad farmacéutico
de drogas, estas implican analisis de altos costos, complejidad
de operacion y alto consumo reactivos, lo que genera gran
cantidad de desechos y en muchos casos se requiere de la
separacion previa del analito para su deteminacion. También
algunas empresas de medicamentos usan la técnica de
espectroscopia UV-visible para control de calidad, debido a
la sencillez del método.

La molécula de sildenafil es susceptible a reaccionar
via electroquimica tanto a oxidacion como a reduccion,
debido a la presencia en su estructura de grupos funcionales
electroquimicamente activos; el grupo oxidable es el anillo
de piperazina, sin embargo, este mecanismo ain no ha sido
estudiado detalladamente.

El mecanismo de reduccion electroquimica ha sido bien
estudiado y se ha propuesto que puede ocurrir sobre el grupo
sulfonilo para producir sulfoxido y / o sobre el carbonilo
del anillo pirimidinico para generar un grupo alcoholico
[22] (Fig. 2); debido a esto, en las ultimas décadas, se han
publicado algunos trabajos que han enfocado su objetivo en
el estudio de las propiedades y determinacion electroquimica
del CS.

Fig. 2. Esquema de reaccion I.

En el afio 2000, Berzas y col. [19], estudiaron el
comportamiento electroquimico del CS mediante voltametria,
sobre un electrodo de gota colgante de mercurio y en el
afio 2004 estos mismos investigadores [22], reportaron la
aplicacion de la voltametria de onda cuadrada tanto directa
como adsortiva sobre electrodo de gota colgante de mercurio
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para la determinacion de CS y de su metabolito (UK-103,320),
en muestras bioldgicas (orina y suero humano). Realizaron
curvas de calibracion mediante voltametria adsortiva con un
tiempo de acumulacion de 10 s para la determinacion de CS
en muestras de orina y suero sanguineo, obteniendo limites
de deteccion en el orden de 10 M, demostrando que el CS y
su metabolito se pueden determinar en este tipo de muestras a
bajos niveles de concentracion.

También en el afio 2004, Ozkan y colaboradores [9],
estudiaron la oxidacion electroquimica del CS sobre Carbon
Vitreo usando voltametria ciclica y propusieron un método
para la determinacion rapida del CS en formulaciones
farmacéuticas, mediante voltametria ciclica (VC), voltametria
de pulso diferencial (VPD) y de onda cuadrada (VOC).
Determinaron que las condiciones mas adecuadas para las
cuantificaciones de CS, era usando como medio electrolitico
dos soluciones buffer de fosfato distintas; una a pH 2,0 y otra
apH 3,5, obteniendo, curvas de calibracion lineales y limites
de deteccion [35,36] de 5,9x10%, 6,9x107 y 6,8x107 M
para VC, VPD y VOC respectivamente a pH 2 y 1,6x10°,
1,0x10%, 1,1x10¢ M para VC, VPD y VOC respectivamente
apH3,5.

Posteriormente en el afio 2010, Tyszczuk y Korolczuk
[23], desarrollaron un método voltamétrico altamente
sensible y simple para la determinacion de CS, basado en
la acumulacion por adsorcién de CS en un electrodo de
carbon vitreo modificado con una pelicula delgada de plomo
(Pb/CV) y luego una etapa de redisolucion mediante un
barrido catddico, utilizando voltametria de onda cuadrada.
Como medio electrolitico utilizaron una solucion reguladora
de acido acético / acetato de sodio a pH 5. Los resultados
experimentales luego de la optimizacion del tiempo
y potencial de acumulaciéon, mostraron una excelente
correlacion lineal entre la corriente pico y la concentracion de
CS en el intervalo de entre 2x107°a 1,5x1077M, utilizando
30 s como tiempo de acumulacion a un potencial de -0,75 V.
Reportan limites de deteccion (LOD) 9x10'°My 4,5x10 M.
El método propuesto fue aplicado a la determinacion de CS
en dos formulaciones farmacéuticas (Viagra® 25 y Viagra®
50) obteniéndose valores de recuperacion de 102 y 101%.

Para el afio 2011, Frag E.y colaboradores [24], realizaron
un trabajo comparativo de la eletroactividad de un electrodo
convencional de pasta de carbon y un electrodo de carbon
serigrafiado), para la determinacion de CS en tabletas de
formulaciones farmacéuticas, encontrando que ambos
electrodos muestran una respuesta lineal para un intervalo de
concentraciéon entre 1,0x107 a 1,0x102 M, con una buena
reproducibilidad. Mediante determinaciéon potenciométrica
obtuvieron limites de deteccion de 9,0x10* y 3,5x107 M para
el electrodo convencional de pasta de carbon y el electrodo de
carbon serigrafiado respectivamente.

En otro trabajo realizado por Hanna y col. en el afio
2012 [25], se reporta un método rapido y sencillo para la
determinacion de CS, empleando voltametria de redisolucion
catddica, en una solucion tampon de acetato 0,1 M (pH 4,5)

en presencia de oxigeno, usando un electrodo de trabajo,
carbon vitreo (GCE) con una pelicula de bismuto depositada
ex situ (BIFE), encontrando un limite de deteccion de
1,8%10®* M usando 120 s de tiempo de acumulacion, con lo
cual obtuvieron una buena correlacion lineal en el rango de
concentracion de 1,0x107 a 1,0x10° M.

En este mismo afio, Lopez y col. [3]; estudiaron
la determinaciéon del CS en diversas formulaciones
farmacéuticas mediante el andlisis por inyeccion de flujo
(FIA) con deteccion amperométrica de pulsos multiples,
usando un electrodo de diamante dopado con boro (BDD)
como electrodo de trabajo; en el estudio se alcanzo6 un limite
de deteccion en el orden de 10 nmol/L, con una desviacion
estandar relativa de menos del 0,2% para una concentracion
de CS de 4,5x10° M.

Delolo y colaboradores en 2014 [26], proponen la
construccion de un sensor electroquimico para la deteccion
de analitos organicos; en este caso CS y acetaminofén. Para
ello usaron un electrodo de carbon vitreo modificado con una
pelicula de Rutenio-Quitosano, el cual fue preparado mediante
la liofilizacion de una solucion contentiva del complejo mer-
[RuCl,(dppb)(H,0)] y quitosano en cloruro de metileno.
Obtuvieron valores de limite de deteccion y cuantificacion de
10,7 y 35,6 uM respectivamente a pH 1,0.

Mas recientemente en el afio 2015, Farghali y col. [27].
Fabricaron un sensor electroquimico para la determinacion
de citrato de sildenafil, mediante electrodeposicion de
nanoparticulas de oro (AuNPs) sobre un electrodo de carbono
vitreo serigrafiado (SPGCE); utilizaron voltametria ciclica
para caracterizar el comportamiento redox del CS en ausencia
y presencia de AuNPs. Observaron una mejor respuesta del
electrodo SPGCE para la determinacion CS en presencia de
AuNPs. Las corrientes de pico para CS en AuNPs / SPGCE
muestran una respuesta lineal en el intervalo de concentracion
de 1,8x10° a 3,3x10° M con buena reproducibilidad.
Obtuvieron un limite de deteccion de 52x10° M y
encontraron que concentraciones altas de acido ascorbico y
acido tUrico no interfieren en las determinaciones. El sensor
modificado se aplico con éxito para la determinacion de
CS en muestras de orina humana artificial y formulaciones
farmacéuticas.

En el 2016, Ochiai y col. [28], propusieron un sensor
potenciométrico sensible y selectivo para la determinacion
indirecta de CS, consistente de peliculas de polipirrol (PPy)
dopadas con iones citrato, para lo cual, electropolimerizaron
pirrol en presencia de iones citrato en condiciones
galvanostaticas, sobre la superficie de un electrodo de grafito.
En condiciones optimizadas, el dispositivo presenta un rango
dinamico lineal para concentraciones de iones citrato que
varian desde 0,034 hasta 1,7 mM con una pendiente de
Nernst de 57,2 mV.dec! y un limite de deteccion de 30 pM.
El sensor potenciométrico desarrollado, se aplicé para la
determinacion de CS en formulaciones farmacéuticas y los
resultados se compararon con un método espectrofotométrico,
obteniéndose una buena concordancia para un nivel de
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confianza del 95%.

Como se mencion6 anteriormente, el citrato de sildenafil,
es una sustancia que ha causado un altisimo impacto a nivel
mundial, desde su aparicion en el mercado de medicamentos
y mas aun, desde que su patente fue liberada y comenzaron
a aparecer una gran cantidad de genéricos en diversas
presentaciones, por lo cual, es de especial interés implementar
técnicas de analisis cuantitativo para la determinacion del
farmaco por diferentes vias en diversas matrices; las técnicas
electroanaliticas, han demostrado ser herramientas valiosas
para realizar estudios cualitativos y cuantitativos, permitiendo
proponer una metodologia accesible y viable para realizar
analisis directos, rapidos, sensibles y de bajo costo para
principios activos en formulaciones farmacéuticas.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una metodologia
electroanalitica que permita la aplicacion de un método
alternativo para el analisis de CS en distintas formulaciones
farmacéuticas, mediante la reduccion catéodica de esta
molécula en medio acuoso, empleando las técnicas de
voltametria de barrido lineal y voltametria de pulso
diferencial, utilizando como electrodo de trabajo, peliculas
delgadas de Pb electrodepositadas sobre carbon vitreo. Para
validar el método, los resultados se compararon con los
obtenidos mediante una técnica basada en espectroscopia uv-
visible reportada [29,30].

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos utilizados fueron de alta pureza y grado

analitico. Las soluciones fueron preparadas con agua ultrapura.
Como electrolito soporte, se utilizoé una solucion reguladora
de acetato 0,05 M (pH=4,5) y para la electrodeposicion
de peliculas de Pb, se emplearon soluciones de acetato de
plomo. Para la validacion por espectroscopia UV-visible, de
soluciones de CS en metanol.
Equipos. Los estudios electroquimicos se realizaron en
un potenciostato/galvanostato modelo  Autolab PSTO050,
controlado mediante el programa VoltaMaster version 4 de
Radiometer, se utilizo una celda de un compartimiento de 20
mL de capacidad y tres electrodos. El electrodo de trabajo
consistio en un electrodo de carbon vitreo empotrado en vidrio
con un area geométrica expuesta de 0,29 cm?, el cual fue
cuidadosamente pulido a espejo con alimina de 1 hasta 0,3
pm de tamafio de particula, luego sometido a ultrasonido por
5 minutos y lavado con agua ultra pura, en cada medida este
electrodo, fue modificado con una pelicula delgada de plomo
depositada in situ. El electrodo de referencia empleado fue
un electrodo de Ag/AgCl (KCI saturado) por lo cual todos
los potenciales son referidos a este electrodo; como electrodo
auxiliar se utilizé un alambre de platino en espiral.

Los estudios de validacion por espectroscopia UV-visible
se realizaron en un espectrofotometro Perkinelmer modelo
lambda 25 de doble haz, acoplado a un sistema computarizado
y controlado mediante el programa UV WinLab.

RESULTADOS

Tomando en cuenta los reportes bibliograficos [23-25], se
eligié como medio electrolitico para estudiar la reduccion
de citrato de sildenafil (CS), una solucion reguladora de
acetato de sodio / acido acético 0,05 M (pH = 4,5). Dicha
reaccion de reduccion se ensay6 en este medio tanto sobre el
electrodo de CV desnudo, como sobre una pelicula delgada
de Pb depositada in situ sobre este mismo electrodo (Pb/CV).
La pelicula de Pb fue depositada afiadiendo al electrolito
soporte una cantidad de solucion de acetato de plomo 0,1
M suficiente para que la concentracion de Pb?* en solucion
fuese 0,24 mM, y aplicando un pulso de potencial de -1,1
V durante 60 segundos, previo a la realizacion del barrido
voltamétrico; estas condiciones son los recomendados por la
bibliografia para obtener una pelicula homogénea, establey
reproducible [23].

En la figura 3 se muestran los voltagramas obtenidos
sobre CV y Pb/CV luego de realizar un barrido catddico
entre -0,75 y -1,4 V a una velocidad de barrido (v) de 20
mV.s', en el medio electrolitico, en ausencia y en presencia
de CS 1x10* M. En los blancos no se observan respuestas
atribuibles a procesos faradaicos importantes, que puedan
interferir con el proceso de reduccion del CS, solamente se
observa una ligera corriente de fondo, posiblemente debida a
la reaccion de reduccion de los iones hidronio. En presencia
de CS 1x10* M se aprecian las ondas catddicas que se
pueden atribuir a la reduccion de la molécula de sildenafil
(base) [10,24,25,27]; sobre CV se observa un pico catodico
bien definido a un potencial de -1,22 V y una onda con un
maximo de corriente a aproximadamente -1,34 V; por otro
lado sobre Pb/CV se observan dos picos mejor definidos
y cuyos potencial de pico se desplazan a valores menos
negativos (-1,15 y -1,25 respectivamente), mostrando asi
que la reduccion del sildenafil esta mas favorecida sobre la
superficie de Pb.

Queda claro en la figura 4, que al utilizar el electrodo Pb/
CV se obtiene una mejor definicion de los picos atribuidos
a la reduccidén de la molécula de sildenafil, asi como un
incremento en la corriente y un desplazamiento del potencial
de reduccion a valores mas negativos, lo cual desde el punto
de vista analitico es ventajoso, ya que la sefial del analito
se puede medir con mayor precision. Por estas razones, se
escogid como electrodo de trabajo para las determinaciones,
el electrodo de Pb/CV. En el grafico inserto en la figura
3, se observa que los valores de la corriente (Ip) para el
pico a -1,25 V son independientes del tiempo de adsorcion
del sildenafil sobre la pelicula de Pb, contrariamente a lo
reportado por la bibliografia [19,22], probablemente debido
a que a los valores de concentracion aqui estudiados, la
pelicula de Pb se saturada de sildenafil adsorbido a tiempos
muy cortos, por lo que el proceso que controla la reduccion
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del sildenafil, es el transporte de masa por difusion, por tal
razon las determinaciones se realizaron mediante VBL,
sin aplicar un periodo de adsorcion, previo al barrido de
reduccion.
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Fig. 3. Voltametria de barrido lineal de una solucion de CS 1x10# M
entre -0,75 y -1,4 V sobre los electrodos de CV y Pb/CV, en solucion
reguladora de acetato 0,05 M (pH=4,5).v = 20 mV.s!. Inserto: Influencia
del tiempo de adsorcion sobre la corriente de reduccion (segundo pico
catodico) para el electrodo de Pb/CV.

Reproducibilidad de la pelicula de Pb/CV. El area
del electrodo debe ser reproducible entre cada medida,
por lo cual se investigd la reproducibilidad en la
formacion de la pelicula de Pb sobre la cual se lleva
a cabo la reaccion de reduccion del CS, se procedid
a depositar la pelicula en las condiciones indicadas
anteriormente, a -1,1V durante 60s; posteriormente
se realizé6 un barrido hasta -1,45 V en el medio
electrolitico en ausencia de CS y luego se hizo un
barrido inverso hasta 0,5 V para oxidar y disolver
totalmente la pelicula de Pb formada; en la figura
3, se presenta la respuesta voltamétrica generada
por este proceso, donde se puede observar el pico de
redisolucion anodica del Pb, a -0,4 V; este proceso
se repitio varias veces para confirmar que cada vez
se obtenian las mismas corrientes de redisolucion, lo
cual es indicativo de que en cada proceso, se forman
peliculas de Pb practicamente idénticas. En el inserto
de la figura 4, se puede observar que la carga medida
mediante el area debajo del pico de redisolucidn,
permanece dentro de un valor de cerca de 1000 pC
con una variacion que no supera el 0,1 %, por lo cual
se puede asegurar que la formacion de la pelicula de
Pb bajo estas condiciones es reproducible y reversible
desde el punto de vista electroquimico.
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Fig. 4. Respuesta voltamétrica del proceso de deposicion y redisolucion
de una pelicula de Pb sobre el electrodo de CV a partir de una solucion de
acetato de plomo 2x10“ M en una solucion reguladora de acetato a pH=4,5.
Potencial de deposiciéon =-1,1 V; Tiempo de deposicion = 60 s. Inserto: Carga
asociada al pico de redisolucion, obtenida para varios barridos consecutivos

Influencia de la concentracion de CS en la intensidad de
corriente. Para estudiar la influencia de la concentracion de
CS sobre la intensidad de los picos catddicos, se realizaron
experimentos de VBL bajo las condiciones ya definidas y se
realizaron barridos en soluciones desde 2x10-° hasta 1,2x107.
En la figura 5 se muestran los voltagramas obtenidos y la curva
resultante de graficar la Ip del pico a -1,25 V. Se puede observar
un aumento creciente de las intensidades de corriente sin embargo
a partir de concentraciones de cerca de 2x10* M, se produce un
cambio en la pendiente de la curva Ip vs [CS] obteniéndose dos
zonas lineales, una entre 2,010 y 1,5%10* y otra entre 4,0x10*
y 1,2x107.

Para la realizacion de curvas de calibracion, se escogio
la zona lineal a mas bajas concentraciones, con miras a
que el método propuesto no solo pueda ser aplicado a la
determinacion de CS en farmacos, sino también en muestras
donde el mismo se encuentre en concentraciones mas bajas.

Ip/ wA

14 2 1 LK

5
E/Vvs AgiagCl [C5] x 10

Fig. 5. A) Voltagramas de barrido lineal a partir de una soluciéon de CS
1x10- M con variacion de la concentracion entre 4,2 x 10°M hasta 1,0 x 1073
M, entre - 0,75y -1,4 V sobre el electrodo de Pb/CV, en solucion reguladora

de acetato 0,05 M (pH=4,5). B) Curva Ip vs [CS].



Revista Facultad de Farmacia; 59(1) Ene-Jun 2017

Curva de calibracion mediante voltametria de barrido lineal
(VBL) y voltametria de pulso diferencial (VPD). Se realizaron
curvas de calibracion sencilla y por adicion de estandar, tanto
por voltametria de barrido lineal, como por voltametria de pulso
diferencial entre -0,75 y -1,4 V, en el intervalo concentraciones
de CS de 2x10%hasta 1,2x10* M, en la figura 6A, se muestran

T T T T

A4 4.2 .0 0,8

E/Vvs Ag/AgCl

los voltagramas obtenidos VBL con una v=20 mV.s' y en la
figura 6B, los obtenidos mediante VPD, con Ancho de pulso
(At) = 5 ms, Altura de pulso (AE)= 100 mV y v=5 mV.s"! (los
parametros instrumentales para la realizacion de la VPD fueron
optimizados previamente hasta encontrar la sefial mas intensa,
con una solucién de CS 1x10“M).

B

E/Vvs Ag/AeCl

Fig. 6. Voltagramas de barrido lineal (A) y de pulso diferencial (B), para las curvas de
calibracién sencilla en un intervalo de concentraciones de 2x107 a 1,2x10% M.

De los ajustes lineales de las curvas de calibrado Ip vs
[CS] se obtuvieron los valores de pendiente (m) y su
desviacion estandar (Sm), el corte en la ordenada (b) y
su desviacion estandar (Sb), los cuales permiten obtener
los parametros de calidad como son la sensibilidad, la
precision de la técnica, necesarias para determinar los

limites de deteccion (LOD = 3Sb/m) y de cuantificacion
(LOQ = 10Sb/m)

En la tabla 1, se puede apreciar los parametros de
calidad obtenidos a partir de la curva de calibracion
sencilla y la desviacidon estindar del blanco obtenida
experimentalmente

TABLA 1
Caracteristicas analiticas de las curvas de calibrado obtenidas mediante VBL y VPD.
Sensibilidad Sm Intercepto LOD LOQ
Técnica R (m) x10° %105 (b) Sb %106 x10°
L.mol! mol ! mol ! mol ! |
VBL 0,9998 0,644 0,004 1,435 0,024 1,1 3,7
VPD 0,9972 2,354 0,062 3,323 0,638 52 8,1

Comparando las caracteristicas analiticas de ambas curvas,
encontramos una mayor sensibilidad por VPD, sin embargo
los limite de deteccién y cuantificacion obtenidos por VBL
son menores, ademas los tiempos de analisis por VBL son
mucho menores, debido a que la velocidad de barrido que
se puede usar es mayor. Por estas razones se escogio para las
determinaciones de CS en las formulaciones farmacéuticas, la
VBL. Por otro lado se investigo la influencia de la matriz de
la muestra, mediante la realizacion de curvas de calibracion
por adicion de estandar para cada formulacion, para lo cual,
se pulverizaron 5 pastillas de cada medicamento y se peso
la cantidad necesaria de electrolito soporte para preparar

una solucion de concentraciéon nominal de CS 0,14 mM,
tomando en cuenta la cantidad declarada por el fabricante de
50 mg de sildenafil base, equivalente a 70,23 mg de CS. Por
otro lado se prepar6 una solucion de CS patron 1x10° M, con
las cuales se prepararon 6 soluciones con un volumen fijo de
0,5 mL de solucion de muestra de medicamento y voliimenes
variables desde 0,5 hasta 3 mL con incrementos de 0,5 mL
de solucién patron de CS 1x10° M y todo llevado a 25 mL,
de tal manera las concentraciones de estandar variaban entre
2x10%a 1,2 x10* M.

En la figura 7 se muestran las CCAE obtenidas para cada
medicamento, superpuestas a la CCS.
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Fig. 7. Voltagramas de soluciones de los medicamentos de concentracion nominal 2,8x10° M y curvas de calibracion sencilla y por adicion de estandar.

Mediante el analisis estadistico, aplicando la prueba de
t-Student [31,32], se obtiene que para un nivel de confianza del
95 %, la diferencia entre las pendientes de las CCAE y la CCS es
significativa ya que t_ >t por lo cual, existen interferencias

critico”
de matriz que afectan las mediciones: t . =t 2,13

critico (a, G)=t(0,05 ,4)=

Para los tres medicamentos los valores de texp calculados son:

=5759;t

Duroval

2133yt =78,7.

tSildex ugasek_

Por lo tanto se debe aplicar, la curva de calibracion por adicion
de estandar para las determinaciones.

En la tabla 2, se muestran los resultados obtenidos por ajuste
lineal de las CCAE.

TABLA 2
Resultados de la regresion lineal para las CCAE. Ip=b +m[CS].
[CS] x 10°

m M on

Férmaco < 10° Sm . b ’ Sh R M) Recuperacion
. x 10 (mol L") %
(L.mol?) B
Nominal Encontrada

Duroval 0,9162 0,0090 2,622 0,060 0,9996 2,86 + 0,09 102,1 +£3,2

Sildex 0,7061 0,0024 2,003 0,015 0,9999 2,30 2,84 +£0,08 101,328

Dugasek 0,6003 0,0013 1,761 0,008 0,9999 2,93 +£0,05 104,8 +1,8

El error de la concentracion extrapolada, fue calculado
mediante la expresion de error estandar de regresiony el
intervalo de error se expresa para un limite de confianza del
95 % [32].

Validacion por espectroscopia UV-visible. Como se ha
mencionado anteriormente, la validacion por espectroscopia

UV-visible, se realizdo mediante un método reportado en la
bibliografia [29,30]. Se prepararon soluciones en un intervalo
de 1,05%107 a2x10°M de CS; y a cada solucion se le midi6 la
absorbancia a 294 nm (maximo de absorbancia); cada maximo
de absorbancia se midi6 cinco veces y con los promedios se
construy6 una curva de calibracion sencilla (figura 8), cuyas
caracteristicas analiticas se muestran en la tabla 3.

TABLA 3.
Caracteristicas analiticas de la curva de calibrado obtenida mediante espectroscopia UV- Visible A=b+m[CS].
m x10° Sm B LO]? LO?
R L.mol! x10° mol.L! Sb x10 <10
: . mol. L mol.L!
0,9995 14752 161 0,048 0,007 0,068 0,114
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Fig. 8. Espectros UV-visible obtenidos para: A) soluciones
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patron de CS entre 1,05 a 6,32x 10°M en metanol. B) Curva de

calibracion sencilla y C) Espectros obtenidos para las soluciones de cada formulacion farmacéutica de concentracion nominal 3,5x10° M.

Posteriormente para el analisis de las formulaciones
farmacéuticas en estudio, se prepararon soluciones pesando
3 pastillas de cada medicamento y realizando diluciones
sucesivas usando metanol como solvente, hasta obtener una
concentracion nominal de CS de 3,1x10° M de acuerdo al
valor declarado de CS por el fabricante. Con el promedio
de 5 repeticiones del maximo de absorbancia a 294 nm se
determiné la concentracion de CS de cada solucion de
formulacion farmacéutica, y se aplico la prueba de contraste

las desviaciones estandar de ambas técnicas antes calculadas,
obteniéndose como resultados los mostrados en la tabla IV,
calculados para un limite de confianza del 95 % y 4 grados
de libertad, encontrandose que no hay diferencia significativa
para el nivel de confianza establecido.

Por otro lado al contrastar los resultados de concentracion
y recuperacion por ambas técnicas, se observa que para todos
los casos t__ es menor quet . para todos los casos, por lo
cual se establece que ambas técnicas arrojan resultados que

FG132 ) para verificar si existe diferencia significativa entre estadisticamente no difieren significativamente.
TABLA IV.
Concentraciones obtenidas por el método espectrofotométrico y resultados de contraste con el método electroquimico.
CS] ) 2= L Recuperacion
Farmaco Nominal Obtenida [: Y e F.. € ico L
x10¢ x10° ¢
Sildex 3,56 + 0,060 101,51 +4,70 2,28 0,674
Dugasek 3,5 3,75 £ 0,059 107,17 +4,38 9,61 1,80 2,78 0,061
Duroval 3,68 £0,059 105,24 +4,49 1,38 0,516
CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrolld una propuesta metodologica
para la determinacion de citrato de Sildenafil en
formulaciones farmacéuticas (comprimidos y tabletas
orodispersables). La estrategia de trabajo utilizada para la
preparacion de estandares y muestras para el caso de los
estudios electroquimicos realizados en medio acuoso, asi
como también las experiencias realizadas por espectroscopia
UV-visible utilizando metanol como solvente; propiciaron el
desarrollo de un método de analisis simple, rapido y de bajo
costo.

Bajo las condiciones de trabajo seleccionadas se
construyeron curvas de calibracion sencilla y de adicion de
estandar para evaluar el comportamiento lineal del CS en

el rango de concentraciones seleccionado, para los cuales
se observd que las pendientes de las CCAE mostraron
diferencias significativas con las correspondientes a la CCS
por voltametria de barrido lineal, indicando estos resultados
que el método propuesto si presenta interferencias de tipo
fisico y quimico por parte de la matriz de la muestra.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos tanto como
para la técnica de VBL como para la de espectroscopia UV-
visible revelan que la concentracion de CS encontrada en
las dos técnicas muestra una buena concordancia con los
valores declarados en la etiqueta del producto. Mostrando
la prueba de z-student, que estadisticamente las dos técnicas
proporcionan resultados que no difieren significativamente
para las soluciones estudiadas de CS. Las figuras de mérito
relacionadas con sensibilidad, precision y exactitud; confieren
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a ambas técnicas un perfil adecuado para ser utilizado en el
control de calidad de este tipo de productos.
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