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RESUMO

Da Silva, 1.S. Desenvolvimento de sensores e de métodos analiticos para determinacéo de
compostos de interesse farmacéutico. 2013. 121p. Tese de Doutorado - Programa de Pos-

Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

A crescente demanda por produtos farmacéuticos tem como consequéncia a necessidade de
elaboracdo de novos procedimentos analiticos que, via de regra, apresentem caracteristicas
como: elevada frequéncia analitica, simplicidade, auséncia de substancias altamente tdxicas, e
com baixo custo para o controle de qualidade dos farmacos langados no mercado. Neste
trabalho descreve-se o desenvolvimento de procedimentos para determinacdo de N-
acetilcisteina (NAC), nimesulida (NMS), trimetoprima (TMP) e sulfametoxazol (SMX) em
formulacBes farmacéuticas usando técnicas eletroanaliticas e métodos de separacdo. Na
determinacdo da NAC foi usado um eletrodo de grafite pirolitico modificado com ftalocianina
de cobalto (CoPc) em 0,1 mol L™ de NaOH. Este sensor mostrou intensa catalise para NAC
produzindo um aumento na corrente anddica de cerca de 700 vezes quando comparado com 0
eletrodo limpo. Um procedimento em FIA foi proposto usando este sensor, e a curva analitica
foi linear no intervalo 5,0 x 10 ° a 1,0 x 10 > mol L, com coeficiente de correlagdo maior
que 0,999. O DPR de 1,1% (n = 13) foi obtido para uma solucdo contendo 5,0 x 10 mol L™
de NAC. Além disso o método apresentou LD e LQ de 9,0 x10 " mol L™* e 3,0 x 10°® mol
L™, respectivamente. A determinacio eletroanalitica de NMS foi conduzida em solucdo de
1,0mol L™ de NaOH usando eletrodo de carbono vitreo, meio em que ndo ocorre
envenenamento da superficie do eletrodo. Desse modo, um método eletroanalitico usando
voltametria de onda quadrada foi elaborado para analise de NMS. Nas condi¢fes 6timas de
analise 0 método apresentou uma faixa linear no intervalo de 4,3 x 10° a 4,2 x 10 mol L™,
com limite de deteccdo de 3,2 x 10°® mol L. A precisdo do método foi avaliada em um
mesmo dia de analise por sucessivas medidas voltamétricas (n = 10) em solucdo de hidroxido
de s6dio 1,0 mol L™ contendo 1,0 x 10 mol L™ de NMS, sem a necessidade de renovacéo da
superficie do eletrodo. Os resultados para esta série de medidas foram avaliados e o0 DPR
calculado foi somente 1,2%, indicando que nessas condi¢cdes o eletrodo apresentou uma
resposta estvel além de ndo sofrer qualquer efeito de envenenamento. Para a determinagédo

simultanea de TMP e SMX foi desenvolvido um método analitico empregando eletroforese



capilar com deteccdo condutométrica sem contato (C’D). Usando uma solucdo
10 mmol L™ litio-fosfato (pH 7,1 ) como tampdo de corrida, a faixa linear de trabalho
obtida para ambos os analitos foi de 12,5 a 200 x 10°® mol L™ com R > 0,999. Nas
condices de analise foram obtidos LDs de 1,1 x 10°° mol L * para a TMP, e 3,3 x 10°°
mol L™ para 0 SMX com um tempo total de anélise de 2,6 minutos.

Palavras-chave: métodos eletroanaliticos, eletroforese capilar, farmacos, FIA, C*D, sensores.



ABSTRACT

Da Silva, I.S. Development of sensors and analytical methods for determination of
compounds of pharmaceutical relevance. 2013. Ano. 121p. PhD Thesis - Graduate Program

in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

The growing demand for pharmaceutical products has created need for developing new
analytical procedures that, as a rule, exhibit characteristics like, high sampling rate, simplicity,
absence of highly toxic substances, and low cost for quality control of drugs launched in
market. In this work, electroanalytical and capillary electrophoresis methods for
determination of N-acetylcysteine (NAC), nimesulide (NMS), trimethoprim (TMP) and
sulfamethoxazole (SMX) in pharmaceutical formulations were proposed. For NAC
determinations a pyrolytic graphite electrode modified with CoPc in 0.1 mol L™* NaOH was
used. This new sensor showed to be catalytic for this compound producing an anodic current
increase of 700 times when compared with bare electrode. A FIA procedure was proposed
using this new sensor, and the method showed a linear response in a range of 5.0 x 10 to
1.0 x 10" mol L™ with correlation coefficient better than 0.999. RSD of 1.1% (n = 13) was
obtained for a solution containing 5.0 x 10 mol L™ NAC. Furthermore the method
presented DL and QL of 9.0 x 10" mol L™ and 3.0 x 10°® mol L%, respectively. NMS
electroanalytical determination was conducted in a 1.0 mol L™ NaOH solution using a glassy
carbon electrode. In strongly alkaline medium it was verified that NMS does not produce
poisoning of the electrode surface. Thus an electroanalytical method using square wave
voltammetry was proposed for analysis of NMS. In the optimal analysis conditions proposed
method showed a linear response in a range of 4.3 x 10 to 4.2 x 10~* mol L™, with detection
limit of 3.2 x 10 °mol L™ . Accuracy of the method was evaluated on the same day by
successive voltammetric measurements (n = 10) in a 1.0 mol L *sodium hydroxide solution
containing 1.0 x 10 * mol L™* of NMS without the needing to renew electrode surface. Results
for this series of measures were calculated and standard deviation was of only 1.2%,
suggesting that in these conditions the electrode showed a stable response in addition to suffer
no poisoning effects. For simultaneous determination of TMP and SMX an analytical method
using capillary electrophoresis with contactless conductivity detection (C*D) was developed.

Using a 10 mmol L lithium-phosphate (pH 7.1) solution as running buffer, a linear response



range for both analytes was obtained ranging through 12.5 to 200 x 10°® mol L™ with R>
0.999. Under these analysis conditions, DL of 1.1 x 10° mol L™ for TMP, and 3.3 x 10 ® mol L™

for SMX were obtained, with a total analysis time of only 2.6 minutes.

Keywords: Electroanalytical methods, capillary electrophoresis, pharmaceuticals, FIA, C*D,

Sensors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es gerais

A Quimica Analitica est& presente na medicina, na industria e nos mais diversos ramos
da ciéncia. Com seu vasto conjunto de ferramentas serve de aplicagdo em diversas areas tais
como a prépria quimica, bioguimica e biotecnologia, saude, quimica farmacéutica, quimica
ambiental e de materiais. Ela é extremamente importante para a indUstria, pois permite que 0s
produtos e processos sejam rigorosamente avaliados e estejam dentro dos padrbes de

qualidade exigidos.

Nos dias atuais, as investigacbes em quimica analitica estdo relacionadas
principalmente com o desenvolvimento e aplicagdo de novos métodos analiticos fisicos e
fisico-quimicos com métodos instrumentais de andlise. Frente a essa nova realidade, o
interesse pelos métodos cléssicos de analise como gravimetria e analise volumétrica é cada
vez menor, pois estes apresentam menor sensibilidade, limite de detecgcdo mais elevado e em
muitos casos, estdo mais sujeitos a erros de reprodutibilidade sendo, por isso, dificil de

responderem a muitas das atribui¢cdes do quimico analitico (1).

A crescente demanda por produtos farmacéuticos tem como consequéncia a
necessidade de elaboracdo de novos métodos analiticos que, via de regra, requerem para o
controle de qualidade dos farmacos lancados no mercado, elevada frequéncia analitica,
simplicidade, auséncia de substancias altamente tdxicas, e com baixo custo (2). Os farmacos
quando administrados de forma inadequada podem ser muito nocivos a saude, podendo levar

0 paciente a morte. Por essa razéo, para garantir o sucesso do tratamento alem de minimizar
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os efeitos colaterais (tanto por falta como por excesso do principio ativo), informacdes

corretas sobre o teor do principio ativo no medicamento administrado sao necessarias.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (3) os medicamentos

podem ser definidos como:

“produtos especiais elaborados com a finalidade de diagnosticar, prevenir,
curar doengas ou aliviar seus sintomas, sendo produzidos com rigoroso
controle técnico para atender as especificacbes determinadas pela

ANVISA”.

Ainda nesse contexto, os farmacos sdo considerados como as substancias quimicas que
constituem os principios ativos do medicamento, enquanto que os medicamentos genéricos
sdo descritos como, aqueles que apresentam o principio ativo na mesma dose e forma
farmacéutica, sendo administrados pela mesma via e com mesma indicacdo terapéutica. Além
disso, os medicamentos genéricos devem ser iguais ao medicamento de referéncia e possuir
qualidade, eficacia terapéutica e seguranca comprovadas por meio de testes cientificos

registrados pela ANVISA (3).

Dentro da industria farmacéutica, a analise de medicamentos é feita pelos proprios
laboratdrios da industria, devendo ser executados com a frequéncia necessaria para assegurar
0 bom funcionamento da mesma, garantindo a qualidade do produto final e oferecendo
seguranga aos usuarios. Um dos grandes problemas enfrentados pela industria farmacéutica
consiste na adulteracdo e falsificacdo de medicamentos. Esses eventos tém crescido

significativamente com o aumento do consumo e da rentabilidade na area. Uma das formas de
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combater este problema seria detectar os produtos farmacéuticos que ndo atendem as

especificacOes de qualidade.

A industria farmacéutica adota diversos procedimentos analiticos que sdo classificados
como 0s métodos oficiais, 0s quais estdo compilados em uma extensa série de monografias
compondo a farmacopéia, e sdo utilizados como métodos de referéncia para o controle de
qualidade, sejam para a matéria prima sejam para o produto final. A determinacdo e
caracterizacdo de cada composto descrito na farmacopéia sao realizadas por metodos fisicos e

quimicos especificos.

Dentre os métodos descritos na farmacopéia para dosagem do principio ativo nos
medicamentos, diversos apresentam inconvenientes, pois demandam etapas exaustivas de pré-
tratamento da amostra, 0 que encarece o custo dos processos além do emprego, na maioria das
vezes, de solventes altamente toxicos, gerando residuos indesejaveis que requerem tratamento
posterior. Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos para a identificacdo,
caracterizacdo e quantificacdo de analitos de interesse farmacéutico, que combinem
caracteristicas como: menor tempo de analise, maiores sensibilidade e seletividade, bem como

simplicidade de aplicacéo e baixo custo séo extremante importantes.

Frente as necessidades antes mencionadas, o desenvolvimento de métodos analiticos
que sejam simples, com elevada frequéncia analitica e de baixo custo, que possam ser
utilizados no controle de qualidade, tanto para os produtos farmacéuticos industriais quanto
para 0os medicamentos manipulados, sdo potencialmente de grande interesse. Dessa forma, 0s
métodos eletroanaliticos baseados em eletrodos modificados ou alternativamente eletrodos
ndo modificados que ndo sofram efeitos de envenenamento, além de métodos utilizando
eletroforese capilar (CE, do inglés “Capillary Electrophoresis”), apresentam caracteristicas
muito atraentes para serem explorados no controle de qualidade das formulagdes

farmacéuticas (4).
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1.2 Analitos estudados

1.2.1 N-acetil cisteina (NAC)

A NAC (Figura 1) é um po cristalino, branco ou quase incolor, que apresenta alta

solubilidade em &gua e etanol (5).

H

‘\\\\\ N
SH . T

0

CHs

0 OH

Figura 1: Estrutura quimica da N-acetil cisteina (NAC)

Usada principalmente como agente mucolitico direto, este farmaco atua sobre as
caracteristicas reolégicas do muco, uma vez que ela é eficiente na quebra das ligacdes de
dissulfeto, constituintes das macromoléculas mucoproteicas presentes na secre¢ao bronquica,
convertendo-as em dois grupos tiolicos. Essa acdo farmacolégica promove uma redugdo no
tamanho da cadeia, e esta relacionada a presenca de um grupo tiol (-SH) livre na molécula de
NAC, que lhe proporciona a sua atividade biologica. Como resultado da formagdo de
moléculas com peso molecular inferior, a viscosidade do muco é reduzida, o que contribui

para uma maior fluidez permitindo uma facil eliminagdo do mesmo.

A NAC é eficaz na reducdo da consisténcia e viscosidade do muco, observando-se
uma relacdo dose e tempo/resposta. Os aumentos progressivos das concentracdes de NAC
provocam uma maior e mais rapida reducédo de viscosidade do muco. Também tem sido usada

de forma preventiva, como antidoto, em caso de intoxicagdes por paracetamol (6).
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Estudos utilizando a NAC como agente oxidante associada a hidratacdo salina
demonstraram uma acdo desse composto prevenindo a reducdo da funcgdo renal,
comparativamente a hidratacdo salina usada isoladamente, ap0s exposicdo aos contrastes

radiologicos, em pacientes com insuficiéncia renal cronica preexistente (7, 8).

A dosagem tipica oral para NAC como agente mucolitico, e para a maioria das outras
indicacdes clinicas, € 600 — 1.500 mg divida em trés doses ao longo de 24 horas. Em
pacientes com cancer ou doencgas cardiacas a dose terapéutica € maior, usualmente no
intervalo de 2—4 gramas diariamente. A NAC também tem sido usado como antidoto em
casos de envenenamento por paracetamol. A NAC atua como agente redutor promovendo a
eliminacdo do N-acetil-p-benzoquinona — NAPQI, metabdlito responsavel pela toxicidade do
paracetamol. Para envenenamento por paracetamol, a NAC é administrada por via oral com
uma carga de 140 mg kg e 17 doses subsequentes de 70 mg kg* a cada quatro horas, que
assim evitam os danos nos hepatocitos e pode ser seguramente excretado. Nas intoxicacdes
por paracetamol é importante iniciar a administragdo da NAC dentro das primeiras 8—10 horas
passadas da overdose para garantir sucesso no tratamento. A Tabela 1 apresenta algumas

propriedades fisico-quimicas deste farmaco.

A NAC pode prevenir tumores atuando como um agente bloqueador, isto &,
prevenindo 0s passos de iniciagdo ou promocao na carcinogénese como resultado da interacéo
direta com o carcinogénico ou seus produtos metabdlitos. Além disso, esse farmaco apresenta
uma elevada agédo antioxidante, e alguns autores tém sugerido que a NAC possa auxiliar na
complexacéo e eliminacdo de metais, bem como ser um agente quimiopreventivo efetivo em
modelos de carcinogénese animal, quando associado a dieta, agindo sobre a diminuicdo da

incidéncia de alguns tipos de cancer (9-14).
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Tabela 1: Algumas propriedades fisico-quimicas da NAC (15, 16)

Nome IUPAC 2-acetamido-3-acido mercaptopropandico
Formula molecular CsHyNO3S
Massa Molar 163,2
Densidade (g cm ) 1,294
Ponto de fuséo 106 — 108 °C
PKaz € pKaz 3,24e9,52
Solubilidade em agua 100 mg mL™* (com aquecimento)

1.2.2 Métodos para a determinacédo de NAC

A literatura descreve diversos métodos para determinacdo de NAC em amostras
farmacéuticas, incluindo métodos titulométricos (17-19), cromatograficos (20-22),

espectrofotométricos (23-29), fluorimétricos (30, 31), turbidimétricos (32, 33).

Véarios métodos eletroquimicos também sdo relatados na literatura para quantificacao
de NAC aplicados nas mais diversas matrizes (34-40). Comparados aos métodos anteriores,

0s métodos eletroquimicos apresentam vantagens como, seletividade, rapidez e sensibilidade.

A oxidacdo da NAC em eletrodos ndo modificados geralmente ocorre em potenciais
elevados e produz uma resposta eletroquimica relativamente baixa (41). A determinacdo
eletrocatalitica de tiois foi explorada usando eletrodo de grafite pirolitico (edge plane) (42).
Nesse estudo, os autores verificaram que a resposta eletrocatalitica no grafite pirolitico edge
plane foi superior quando comparada com aquelas obtidas em outros substratos a base de

carbono. Além disso, eles também atestaram que a metodologia proposta pode ser empregada
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em um protocolo analitico simples, rapido e sensivel para detectar tiois em matrizes

bioldgicas usando voltametria ou em protocolos que utilizem etapas de separacéo.

Para superar os problemas de baixa atividade eletroquimica, valores de sobretencao
elevados e envenenamento da superficie do eletrodo, novos eletrodos modificados para a
determinacdo da NAC tém sido desenvolvidos. Algumas estratégias de modificacdo de
eletrodos recentes que incluem zeolita Y-Co(ll) (38), complexo Salen-Mn(l111) associado com
nanotubos de carbono (36), acetaminofeno eletrodepositado em nanoparticulas de oxido de
ruténio (43), ferroceno (44) e nanoparticulas de O6xido ferro (Il1I) combinado com

hexacianoferrato de cobalto (45) tém sido aplicadas para a determinacéo seletiva de NAC.

As “ftalocianinas” sdo uma classe de compostos organicos que apresentam uma
estrutura em forma de anel (macrociclico), ligado por pontes de nitrogénio, a partir de quatro
unidades isoladas de isoindol (46). Na sua forma &cida (Figura 2), ela apresenta dois atomos
centrais de hidrogénio que podem ser substituidos, possibilitando a coordenacdo com céations

metélicos. Essa nova estrutura é denominada de metaloftalocianinas (Figura 3).
2 HN: /g

Figura 2: Estrutura quimica da ftalocianina na forma acida (H,Pc)
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Figura 3: Estrutura quimica da metaloftalocianina (MPc)

As metaloftalocianinas tém sido apresentadas na literatura como catalisadores eficientes,
com interesse especial na oxidacdo eletroquimica de tidis, e que ainda apresentam capacidade de
adsorcéo sobre superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas (46, 47). Eletrodos
modificados por estes materiais exibem atividade eletrocatalitica marcante para diversos analitos
dentre eles: oxigénio (48, 49), perdxido de hidrogénio (50), nitrito (51), carbamato (52), hidrazina
(53, 54) e dopamina (55, 56). Em particular, eletrodos modificados com ftalocianina de cobalto
adsorvida sobre o eletrodo apresentaram atividade eletrocatalitica marcante para L-cisteina, 2-

mercaptoetanol e L-glutationa reduzida (57-59), em solugdes aquosas alcalinas.

Embora poucos eletrodos modificados tenham sido empregados com sucesso na
determinacdo da NAC, a maioria desses materiais apresenta diversas desvantagens tais como
perda expressiva do agente modificador, estabilidade baixa em prazos longos e contaminacao.
Por essa razdo, ainda se faz muito necessario explorar e desenvolver métodos que sejam
simples e praticos para fabricar novos eletrodos modificados para determinacdo

electrocatalitica da NAC.
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FOULADGAR et al. (60) propuseram a elaboracdo de um sensor voltamétrico de
pasta de carbono quimicamente modificado com nanotubos de paredes multiplas combinado
com etenilferroceno para determinacdo de NAC. Este sensor eletroquimico foi sensivel e
seletivo para determinacdo de baixas quantidades de NAC na presenca de elevadas
concentracdes de triptofano. Estes autores verificaram que o método voltamétrico exibiu um
comportamento linear em duas faixas distintas (0,2 a 35 e 35,0 a 400 pmol L), com limite de
deteccdo de 0,08 umol L%, A separacdo entre os potencias de pico da NAC e do triptofano foi
de 400 mV usando a método de voltametria de onda quadrada. O método foi aplicado em

amostras de urina e farmacéuticas.

SALMANIPOUR et al. (61) utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado com
1-benzil-4-ferrocenil-1H-(1,2,3)-triazol (BFT)/nanotubos de carbono para determinacédo
simultanea de NAC e é&cido fdlico (AF). As propriedades eletrocataliticas do eletrodo
modificado foram usadas na oxidacdo da NAC e do AF em solugdes aquosas empregando
voltametria ciclica, cronoamperometria e voltametria de onda quadrada. A separacdo do
potencial de pico de oxidacdo entre as duas espécies foi de 280 mV. A curva de calibracdo
obtida para NAC foi linear no intervalo de 0,10 a 600 umol L™, com limite de deteccéo (S/N
= 3) igual 62 nmol L™ para NAC. O coeficiente de difusdo e a constante de velocidade
catalitica para oxidacdo da NAC usando o eletrodo modificado foram calculados como
(35+0,2) x 10 ° cm?s * e (9,85 + 0,4) x 10* (mol L™%)™* s, respectivamente. O método foi
empregado na quantificagdo de NAC e AF em algumas amostras reais de urina e produtos

farmacéuticos.

Estratégia muito similar foi proposta por KEYVANFARD et al. (62). Esses autores
usaram um eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de paredes multiplas e
vinilferroceno para determinagéo de NAC e AF. A voltametria de onda quadrada foi usada no

desenvolvimento de um meétodo altamente seletivo para determinacéo simultanea destes dois
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analitos. As correntes de pico aumentaram linearmente no intervalo de 0,100 — 662 umol L™
(NAC) e 10,0 — 900 pmol L™ (AF), com limites de deteccdo de 0,09 e 7,0 umol L. O DPR
para uma solugdo contendo 0,7 umol L™ de NAC foi de 1,5%, enquanto que para 15,0
umol Lt de AF foi de 1,9%. O eletrodo modificado foi aplicado na determinagéo simultanea

de NAC e AF em amostras farmacéuticas, urina e soro sanguineo.

KARIMI-MALEH et al. (44) construiram um novo sensor introduzindo nanotubos de
carbono e ferroceno em pasta de carbono, e usaram este novo eletrodo modificado para
determinar NAC em niveis de tracos. Usando voltametria ciclica e cronoamperometria, estes
autores mostraram que 0 sensor proposto catalisa a oxidacdo de NAC em solucdo de tampao
fosfato produzindo um pico de oxidagdo estreito. Usando voltametria de pulso diferencial, o
método proposto apresentou intervalo de calibragéo linear situado entre 1,0 e 400 umol L™,
com limite de deteccdo de 0,6 umol L™ . Finalmente, o eletrodo modificado foi avaliado como
novo sensor eletroquimico para determinacdo de NAC em amostras de medicamentos, soro e

urina.

DO CARMO et al. (63) realizaram estudos eletroquimicos usando nitroprussiato de
ferro (1) como mediador redox para oxidacdo eletrocatalitica de L-cisteina e NAC. O
catalisador foi incorporado em um eletrodo de pasta de carbono e apresentou resposta
electrocatalitica para oxidacdo de compostos sulfidricos sendo usado para determinacdo NAC
e L-cisteina. O sensor apresentou resposta linear no intervalo de 0,92 — 20,0 mmol L™; 0,96 —
14,0 mmol L, para determinacdo de L-cisteina e NAC, respectivamente. O limite de
deteccéo calculado para L-cisteina foi igual a 0,19 mmol L sendo que para NAC foi igual
0,15 mmol L. Como aplicagdo analitica 0 método proposto foi empregado na determinago

de NAC em amostras farmacéuticas.
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1.2.3 Nimesulida (NMS)

Os antiinflamatdrios ndo-esterdides (AINES) constituem uma classe de farmacos que
estdo entre os mais utilizados no mundo, sendo 0s agentes terapéuticos amplamente prescritos
para tratamento de processos inflamatorios e musculoesqueléticos dolorosos. O mecanismo de
acao antiinflamatéria dos AINEs ocorre por inibicdo prostaglandina por inativacdo das
enzimas cicloxigenase-1 e cicloxigenase-2 (COX-1 e COX-2), que sdo enzimas responsaveis

pela sintese da prostaglandina (64).

A NMS ¢é um farmaco da classe dos AINEs que apresenta um modo de acédo especifica
com propriedades analgésicas e antipiréticas. De acordo com a classificacdo da IUPAC, a
NMS é designada quimicamente como N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida cuja

estrutura quimica esta representada na (Figura 4).

NO,

Figura 4: Estrutura quimica da nimesulida (NMS)

Apresenta-se na forma de um pé amarelo palido, cristalino, levemente untuoso ao tato,
inodoro e ndo higroscopico. Possui pK, ao redor de 6,5 (65) podendo se comportar como

acido ou base fraca em fungdo do solvente, sendo praticamente insoluvel em agua (10 pg mL™),
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contudo, sendo facilmente sollvel em etanol e metanol, muito sollvel em acetona,
cloroférmio, acetonitrila e dimetilformamida. Também ¢ solivel em solucgdes alcalinas e

insolivel em solugdes acidas. As propriedades quimicas e fisicas estdo apresentadas na Tabela 2.

Essa substancia provou ser um farmaco seguro e eficaz no tratamento de um amplo
espectro de processos inflamatorios e no combate a dor, incluindo osteoartrite, desordens
extra-articulares tais como tendinites e bursite, dor pds-operatorio, dismenorréia primaria.
Diferentemente dos AINES convencionais que apresentam os grupos funcionais carboxila ou

hidroxila, a NMS é um analogo da sulfoanilida (66).

Tabela 2: Algumas propriedades fisico-quimicas da NMS (65, 67)

Nome IUPAC N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida
Formula molecular C13H12N-05S
Massa Molar (g mol™) 308,31
Densidade (g cm ) 1,476
Ponto de fusédo 143 -145°C
PKa 6,5 (65)
Solubilidade (4gua) 10 pgmL™

A NMS inibe seletivamente a enzima COX-2, reduzindo a sintese de prostaglandinas
relacionadas a inflamacdo. Sua poténcia de inibicdo frente a COX é intermediéria, mas €
relativamente seletiva para a enzima COX-2 o que permite minimizar os danos gastricos e
intolerdncia. Os efeitos terapéuticos da NMS sdo um resultado do seu completo modo de

acao, que tem como alvo, um numero de mediadores importantes do processo inflamatorio,
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tais como: prostaglandinas mediadas pela enzima COX-2, radicais livres, enzimas

proteoliticas e histamina (68).

Outro efeito importante na administracdo desse farmaco esta relacionado ao combate a
radicais livres, que ajudam a proteger os danos aos tecidos que ocorrem durante 0 processo
inflamatdrio. A potente acdo antiinflamatdria desse farmaco sugere uma possivel ativacéo
bioldgica do composto, uma vez que todos esses mecanismos descritos apresentam melhor
eficiéncia “in vivo”. Além do que alguns estudos relatam ter a NMS melhor tolerabilidade e
causar menor incidéncia de efeitos colaterais comparando com outros farmacos desta classe

terapéutica (68, 69).

Com uma dose de 100 mg, a NMS é prontamente absorvida pelo trato gastrointestinal,
alcancando o pico de concentracdo plasmatica em 2-3 horas. O nivel de ligacdo as proteinas
plasmaticas é cerca de 99%, e a meia-vida de eliminacdo é de 2 a 5 horas. O estado de
equilibrio estavel (do inglés, “steady-state”’) € alcancado dentro de 24 a 36 horas, com duas
administracdes diarias. Este farmaco é completamente metabolizado no figado sendo
biotransformado em seu principal metabolito, hidroxinimesulida, tanto na forma conjugada
quanto na forma livre, que também ¢ farmacologicamente ativo. A eliminacdo é
predominantemente renal, mais de 80%, ndo dando origem a fenémenos de acimulo mesmo
apo6s administracOes repetidas. Esses efeitos fornecem ao farmaco uma boa tolerabilidade

sistémica e gastrointestinal (70, 71).

1.2.4 Métodos para determinacéo de NMS

Desde os primeiros métodos analiticos datados de 1977 (72) a determinacdo de NMS
tem sido conduzida principalmente por técnicas cromatograficas, seguida pelas técnicas

espectroscopicas.
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Para dosagem da NMS em produtos farmacéuticos, a farmacopéia brasileira
recomenda os métodos de titulacdo potenciométrica usando hidréxido de sédio 0,1 mol L™
como titulante, espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta em meio alcalino
com medidas sendo executadas em 392 nm, e HPLC-UV (do inglés, “High Performance
Liquid Chromatography”) com fase moével consistindo de uma mistura de dgua e acetonitrila

na proporc¢ao de 50:50 (v/v).

Como mencionado anteriormente, os métodos cromatograficos representam uma
grande fatia dentre os métodos empregados para determinacdo de NMS em diversas amostras.
Desses métodos, HPLC com deteccdo espectrofotométrica (73-84), MS (85, 86) e deteccéo

eletroquimica (87) tem sido reportados.

Um método HPLC-UV foi proposto por FERRARIO et al. (88) para quantificacdo de
NMS e um de seus metabdlitos, hidroxinimesulida (M1), em amostras de plasma de ratos,
fluido cérebro-espinhal (CSF, do inglés, “cerebrospinal fluid”) e tecido cerebral. Estes
autores conseguiram limites de deteccdo da ordem de 65 nmol L™ em CSF e 81 nmol L™ em
plasma e tecido cerebral. Os autores ainda comentaram que o método também ¢é interessante

para estudar o papel da NMS na modulacdo de processos neuroinflamatérios.

RUELA et al. (89) desenvolveram e validaram um método analitico para uma
determinacdo rapida de NMS em amostras farmacéuticas. A separacdo foi realizada em
coluna cromatografica LiChrospher® RP-select B com 12,5 cm de comprimento, 4,0 mm d.i.
e 5 pm de tamanho de particula. A fase moével consistiu de uma mistura de
acetonitrila:tampao fosfato pH = 6,0 (55:45) com vazdo de 1,0 mL min’. A deteccdo foi
conduzida em 300 nm com temperatura mantida em 25 °C. O método foi aplicado nas analises
de NMS em estudos de liberacdo in vitro apresentando uma répida e eficiente alternativa

analitica para avaliacdo de perfis de dissolucdo do farmaco.
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Os métodos espectrofotométricos também foram frequentemente usados para as
analises de NMS, com destaques para aqueles com derivatizacdo com reagente cromogénico

(90-95), UV (96) e espectrofotometria UV derivativa de segunda ordem (97, 98).

Uma revisdo recente publicada na literatura (99), apresenta o levantamento das
técnicas analiticas para determinacdo de farmacos AINEs durante o periodo de 1990 até 2008
mostrando que apenas 9% dos trabalhos publicados para determinacédo de NMS correspondem

a métodos eletroanaliticos.

Dos primeiros trabalhos explorando técnicas eletroquimicas ALVAREZ-LUEJE et al.
(100) realizaram um estudo dos processos redox da NMS empregando eletrodos de carbono
vitreo para avaliar a oxida¢do do composto, e eletrodo gotejante de mercdrio para a reducao.
Em solucdo hidro-alcodlica (tampdo BR com 30% de alcool etilico), o processo de reducéo
foi dependente do pH do meio podendo apresentar até 3 picos de reducdo, e que esses
processos sdo devidos ao grupo nitro presente na molécula. Por outro lado, a oxidacdo do
composto apresentou apenas um pico bem definido consistindo de um processo irreversivel
no intervalo de pH estudado, que fora atribuido a oxidacdo do grupo metilsulfonamida.
Contudo, para os propositos analiticos esses autores escolheram o eletrodo de gotejante de
mercurio e as medidas foram realizadas em meio misto contendo etanol-tampdo BR na
proporcdo 30:70 e pH 7. Usando voltametria de pulso diferencial, o método apresentou
linearidade no intervalo compreendido entre 5,0a 50 umol L™ com limite de deteccdo de

2,5 umol L. O método foi aplicado na determinacio de NMS em amostras farmacéuticas.

Um sistema de analise por inje¢do em fluxo (FIA, do inglés, Flow Injection Analysis)
com deteccdo amperométrica foi proposto por CATARINO et al. (101) e aplicado para
determinacdo de alguns compostos que provocam o0 envenenamento rapido do eletrodo de
trabalho. Esse sistema consistiu de dois canais de fluxo paralelos, e para determinacdo de

NMS a solucéo transportadora consistiu em mistura etanol-Tampéo BR (30:70) com pH 6,1, e
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para o condicionamento e limpeza da superficie do eletrodo a solucdo usada apresentou a
mesma composicdo quimica que a anterior porém com 70% de etanol. O movimento no
modulo de andlise seguiu o principio de relocagdo multi-sitio do detector combinando a
configuracdo tubular do detector voltamétrico com o deslocamento do injetor comutador. Esse
arranjo foi satisfatoriamente empregado na determinacdo diltiazem e NMS. No caso dos
resultados obtidos para diltiazem, estes foram comparados com o método oficial da
farmacopéia americana enquanto que para NMS apenas testes de adicdo e recuperacao foram
avaliados e apresentaram valores de 101,1% com DPR de 1,1% para uma solu¢do contendo

300 pmol L™ de NMS.

O desenvolvimento e validacgdo de um método, aplicando planejamento fatorial
combinado com voltametria adsortiva para determinacdo de NMS foi proposto por
FURLANETTO et al. (102). A NMS foi acumulada em 0V por 46 s no eletrodo de gota
pendente de mercurio e apos se estabelecer as melhores condi¢cdes de analise, 0 método
apresentou linearidade na faixa de 3,32 nmol L™* a 0,385 umol L™, com niveis de recuperacéo

e DPR (n =9) de 101,3% e 1,3%, respectivamente.

Um método potenciométrico foi proposto por KUMAR et al. (103) para determinacao
de NMS usando um sensor de PVC contendo NMS-4acido molibdofosforico. A quantificacdo
foi realizada com base na formagdo do par complexo NMS-écido molibdofosférico como material

eletroativo e o intervalo de resposta encontrado ficou situado entre 1,0 umol L * a 10 mmol L.

Alguns trabalhos também fizeram uso de eletrodos modificados para determinacao de
NMS em amostras farmacéuticas. Nanotubos de carbono e &cido cisteico formado a partir da
oxidacgdo de L-cisteina foram usados na forma de um filme fino na superficie do carbono
vitreo para determinacdo eletroanalitica de NMS (104). Um pico de oxidacdo foi registrado
em 1,251 V por voltametria de pulso diferencial com faixa de trabalho variando de 0,1 pumol

L a 10 umol L ! em solugdo de H,SO4 0,05 mol L™ . Ainda usando nanotubos de carbono,
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s0 que de paredes mdaltiplas, ZHANG et al. (105) propuseram uma nova estratégia de
preparacdo de eletrodo para determinacdo de NMS mediante modificacdo do eletrodo de
carbono vitreo com nanotubos de carbono de paredes multiplas. Esses autores destacam que o
eletrodo modificado apresentou melhores propriedades cataliticas para reducdo de NMS em
tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH 6,6) com o potencial de reducdo sendo deslocado
positivamente de —0,665 V para —0,553 V em relacdo ao eletrodo limpo. A sensibilidade
apresentou um aumento em 7 vezes. Nanoparticulas de Fe;O, também foram usadas como
agente modificador de eletrodo na elaboracdo de um novo sensor (106). Em tampao HAc-
NaAc 0,4 mol L™ (pH 5,0) o processo de reducio da NMS foi irreversivel no novo sensor,
além de apresentar propriedades cataliticas favoraveis. O pico de reducao foi deslocado em 58
mV para potencias mais positivos. Nas condi¢des de andlise o limite de deteccdo encontrado
foi da ordem de 0,13 umol L™. GHAVAMI & NAVAEE (107) usaram eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoparticulas de carbeto de silicio para investigar a eletroguimica do
farmaco NMS por voltametria e cronoamperometria. Os resultados demonstraram que 0
eletrodo modificado apresentou 6timo efeito catalitico, pois conseguiu antecipar o processo de
reducdo da NMS em 137 mV, além de aumentar a sensibilidade em um fator de 5,8 vezes. A

faixa de trabalho conseguida foi de 0,09 a 8,7 pmol L ™" com limite de deteccdo de 30 nmol L ™.

Apenas em dois estudos foram usados eletrodos ndo modificados para determinagao
da NMS. O baixo interesse na utilizacdo de eletrodos ndo modificados € motivado pelo rapido
bloqueio da superficie do eletrodo pelos subprodutos gerados do processo redox. EL-SAYED
et al. (108) aproveitaram as propriedades adsortivas da NMS na superficie de carbono vitreo e
elaboraram um método eletroanalitico com uma etapa de preconcentracdo por 90 segundos
em —400 mV. Como estratégia para evitar 0 envenenamento, esses autores estabeleceram um
procedimento de limpeza por imerséo do eletrodo em solucdo etanol a 95% por um periodo de

2 minutos antes de cada medida. Com LD e LQ iguais a 0,32 nmol L™ e 106 nmol L%,
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respectivamente (obtidos em tampao BR, pH 5,3 contendo 10% de alcool), o meétodo foi
satisfatoriamente aplicado em formulacGes farmacéuticas. Por outro lado, MALODE et al.
(109) estudaram a oxidacao da NMS em tampao fosfato em condi¢es fisioldgicas usando um
eletrodo de pasta de carbono. Apos 20 s de pré-concentracdo em condigdes de circuito aberto,
um pico de oxidacdo bem definido foi obtido no intervalo de potencial de 0,4 a 1,4 V por
voltametria ciclica em diferentes pHs, sendo a melhor resposta obtida em pH 7,0. Usando a
voltametria de pulso diferencial o método foi aplicado em amostras farmacéuticas e

bioldgicas.

1.2.5 Trimetoprima (TMP) e sulfametoxazol (SMX)

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos que apresentam propriedades de
inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. De acordo com a definigédo
anterior, e segundo o seu modo de acdo, este compostos podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a

inibicdo do crescimento microbiano (110).

Tentativas de utilizacdo de compostos quimicos ou composi¢cdes no tratamento de
enfermidades sdo conhecidas ao longo da historia, porém seu uso como terapia no combate de
agentes (microorganismos) causadores de infeccdes no organismo teve maior éxito com o
advento da descoberta da penicilina, que aconteceu de forma bem casual pelo bacteriologista

escocés Alexander Fleming, em 1928.

O SMX é um farmaco que associada a trimetoprima TMP torna-se um poderoso
antibiético que tem sido largamente usado em tratamentos quimioterapicos por mais de 40
anos. O SMX ¢ designado quimicamente como 4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)

benzenossulfonamida consiste, de acordo com a Farmacopéia, em um po cristalino branco
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ou quase branco, praticamente insoluvel em &gua, facilmente solivel em acetona,
ligeiramente solivel em solucdes diluidas de hidroxido de sodio. Com gosto ligeiramente
amargo, € inodoro ou quase inodoro além de ser obtido por sintese quimica (5). A TMP ¢
denominada segundo a IUPAC 5-((3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2,4- pirimidinadiamina e
apresenta-se como um po cristalino branco ou branco amarelado, praticamente inodoro com
gosto ligeiramente amargo, com polimorfismo e obtido por sintese quimica. Também muito
pouco sollvel em agua, ligeiramente solivel em cloroférmio ou metanol (5). As estruturas

quimicas séo apresentadas nas Figura 5 e Figura 6.
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Figura 5: Estrutura quimica do sulfametoxazol (SMX)
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Figura 6: Estrutura quimica da trimetoprima (TMP)
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Essa combinacdo é comercializada com diferentes nomes e tem sido usada no
tratamento de diversos tipos de infecgdes dos tratos respiratorio, urinario e gastrointestinal. O
elevado efeito antimicrobiano dessa combinacdo de farmacos é devido a sua acao sinérgica
sobre o metabolismo do acido fdlico, sendo antibioticos efetivos comumente usados em
associacdo para o tratamento de diversos processos infecciosos (111). O SMX e a TMP
interferem no bloqueio sequencial de duas enzimas que catalisam estagios sucessivos de
biossintese do acido folico no micro-organismo. O SMX € um antibidtico da classe das
sulfonamidas que apresenta um amplo espectro de atuacéo e atua inibindo a enzima bacteriana
sintetase diidropteroato (FolP), que catalisa a adi¢do de difosfato de diidropterina ao acido p-
amino-benzdico, que possui estrutura andloga ao SMX (112). Por outro lado, a TMP age
como um inibidor da enzima diidrofolato redutase (DHFR), inibindo a conversdo do
diidrofolato a tetraidrofolato e provocando erros de divisdo celular durante o processo de
replicacdo dos microorganismos (113). O produto formado durante acdo da FolP, 7,8-
diidropteroato, reage com glutamato para formar diidrofolato, que € reduzido a
tetraiddrofolato pelo acé&o da diidrofolato redutase (DHFR), o alvo da TMP. O Tetraidrofolato
é um cofator essencial envolvido na transferéncia de uma unidade de carbono o que implica
na biossintese das bases purinicas e pirimidinicas bem como na biosintese e catabolismo de
alguns aminoacidos. Essa combinagdo também impede o aparecimento de resisténcia aos

farmacos e foi demonstrado ter um efeito sinérgico em diversas bactérias.

Esses compostos apresentam elevada absor¢édo pelo trato gastro-intestinal. Apresentam
pico plasmatico no periodo de 1 a 4 horas ap6s a administracdo oral. A meia vida desses
compostos no organismo humano € muito semelhante sendo de 10 horas para eliminar a TMP
e 11 horas para 0 SMX. A excrecdo ocorre majoritariamente pela urina. Algumas

propriedades quimicas e fisicas sdo apresentadas nas Tabela 3 e Tabela 4.



Tabela 3 : Algumas propriedades fisico-quimicas do SMX (114, 115)

Nome IUPAC 4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)benzenossulfonamida
Formula molecular C10H11N303S
Massa Molar (g mol ™) 253,28
Densidade (g cm ) 1,462
Ponto de fuséo 167 °C
PKaz; PKaz 1,6; 5,7 (116) 5,6 (117)
Solubilidade (4gua) 610 mg L™ (37 °C)

Tabela 4 : Algumas propriedades fisico-quimicas da TMP (118)

Nome IUPAC 5-((3,4,5-trimetoxifenil)metil)-2,4- pirimidinadiamina
Formula molecular C14H18N4O3
Massa Molar (g mol ™) 290,32
Densidade (g cm ) 1,3
Ponto de fusédo 199-203 °C
PKa 7,3 (117)

Solubilidade (4gua) 400 mg L™t (25 °C)
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1.2.6 Métodos para determinacédo de TMP e SMX

A literatura apresenta uma imensa lista de métodos analiticos para determinacdo de
sulfonamidas e seus metabdlitos em amostras de alimentos, fluidos bioldgicos e aguas
naturais. Em particular a espectrofluorimetria (119), espectrofotometria (120), voltametria
(121-123) e cromatografia (124-129) sdo alguns exemplos de métodos usados na

determinacdo de TMP e SMX nessas amostras.

Métodos eletroanaliticos foram elaborados por ANDRADE et al. (130) para
determinacdo simultanea de TMP e SMX usando as propriedades do eletrodo de diamante
dopado com boro na oxidacdo dessas espécies. Apesar das O0timas caracteristicas analiticas do
método proposto associadas a analise simultanea destes compostos, o método ainda
apresentava como desvantagem o fato de ser em batelada. Estes mesmos autores propuseram
uma nova estratégia para determinacdo de TMP e SMX combinando as caracteristicas do
método eletroanalitico anterior em um modulo de FIA (131). O sistema de fluxo foi baseado
em multicomutacdo com parada de fluxo, devido a limitacdo que o sistema FIA apresenta
guando acoplado com o0s métodos voltamétricos classicos para determinacdo de dois
componentes da amostra em uma mesma medida. Apesar dos avancos no novo método
conseguidos a custa da mecanizacao do procedimento analitico, a frequéncia analitica foi de

30 analises por hora.

A determinacdo de antibidticos, geralmente, é realizada prevendo a analise de dois
analitos ou mais. Com base nessas informacfes os métodos de separacdo Sdo 0S mais
adequados para esses propdsitos. Por isso, 0s métodos cromatograficos representam ainda

uma grande fatia dos métodos desenvolvidos para determinacéo desses analitos.
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Contudo a maioria desses métodos geralmente € muito laboriosa apresentando diversas
etapas no preparo das amostras fazendo com que as analises sejam demoradas, o que é um

fator indesejavel no controle de qualidade.

A técnica de CE representa uma alternativa muito interessante, pois apresenta como
vantagem frente as outras técnicas de separacdo, maior eficiéncia e resolucdo em um tempo
menor de analise associado a utilizacdo de volumes reduzidos da amostra (1 — 10 nL por injecéo)

e do eletrdlito de trabalho (10 — 100 mL diérios) (132).

A CE usando detec¢cdo UV-VIS tem sido explorada para quantificacdo de TMP e SMX
em uma ampla variedade de matrizes, tais como em produtos farmacéuticos (133-135), e
sangue humano (136, 137). Estes mesmos compostos também foram detectados em amostras
de alimentos e amostras ambientais por CE-MS/MS (138) e em produtos farmacéuticos

usando equipamento de CE com detec¢do amperomeétrica (139).

CHU et al. (140) realizaram a determinacdo de TMP, SMX e SD (sulfadiazina) em
amostras farmacéuticas utilizando CE com deteccdo amperométrica. Apesar dos baixos
limites de deteccdo encontrados para os trés compostos, (0,19 pmol L' para TMP,
0,31 umol L™ para SD e 0,20 umol L™ para SMX), a separacéo completa dos trés analitos foi

conseguida somente com 14 minutos em condi¢fes otimizadas de anélise.

BERZAS-NEVADO et al. (133) também propuseram um método de CE para deteccéao
de sulfanilamidas (SD e SMX) e compostos associados em formulagcdes farmacéuticas. Este
método consistiu na detecgdo UV-VIS com detector de arranjo de diodos e apresentou limites
da ordem de 4,0 pmol L™* para SMX e 3,4 umol L™ para o TMP. A separacdo foi conduzida
aplicando 30 kV a 25 °C em tampéo fosfato 15 mmol L™* com pH ajustado para 6,2. Nessas

condicdes o tempo total de analise foi de 6 minutos.
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TESHIMA et al. (137) realizaram a determinacdo de TMP e SMX em plasma por CE
com deteccdo UV-VIS em 220 nm. Os analitos foram extraidos do plasma com acetato de
etila sendo analisados em 20 kV a 25 °C em tampdo fosfato (15 mmol L™, pH 6,2). O tempo
total de corrida foi de 8 minutos e os limites de deteccdo encontrados foram de 39,5 e 6,89
umol L%, para SMX e TMP, respectivamente. O método foi aplicado no monitoramento
desses compostos em pacientes que receberam tratamento quimioterapico de infeccBes por

Pneumocystis carinii.

Um método de CE microfluidico com deteccdo UV em 214 nm acoplado a um sistema
FIA foi desenvolvido por FAN et al. (141). Neste estudo foi explorada a pré-concentracdo
on-line em condigbes stacking (empilhamento de espécies carregadas no capilar durante o
processo de injecdo da amostra) — que ocorre devido a diminuicdo na velocidade dos analitos
ao migrarem de uma zona de pH baixo (a amostra foi dissolvida em HCI 50 mmol L™) para
uma zona de pH elevado (30 mmol L™ de tampéo fosfato pH 8,5). Este sistema favoreceu a
rapida separacdo dos analitos apresentando uma frequéncia de analises de 38 amostras por
hora. O método foi satisfatoriamente aplicado na quantificagdo de TMP e SMX em amostras

farmacéuticas.

Esta tese apresenta os resultados desenvolvidos ao longo do doutorado, que
apresentavam como ponto em comum a sua aplicacdo analitica, ou seja, a determinacdo do
analito em formulagdes farmacéuticas. Esses resultados serdo apresentados e descritos em

detalhes nas paginas seguintes.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram explorar novas estratégias de analise empregando
técnicas eletroanaliticas e eletroforese capilar para a determinagdo de compostos de interesse
farmacéutico. Os compostos farmacéuticos aqui estudados foram N-acetilcisteina (NAC),

nimesulida (NMS), trimetoprima (TMP) e sulfametoxazol (SMX).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Na Tabela 5 estéo relacionados os principais reagentes utilizados neste trabalho. Todos

os reagentes usados foram de grau analitico e sem qualquer etapa de purificacéo.

Tabela 5: Reagentes utilizados

REAGENTES PROCEDENCIA
Ftalocianina de cobalto Sigma-Aldrich
Nimesulida Sigma-Aldrich
N-acetil-cisteina Sigma-Aldrich
Trimetoprima Sigma-Aldrich
Sulfametoxazol Sigma-Aldrich
Acido fosforico Sigma-Aldrich
Hidroxido de litio Sigma-Aldrich
Hidroxido de sodio Merck
Cloreto de potassio Merck
Acetonitrila Merck
Metanol Synth

Trietilamina Vetec
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Com excecdo da solucdo da CoPc, preparada pela dissolucdo de quantidade adequada
do composto em DMSO, todas as demais solucbes foram preparadas com agua purificada
através do sistema NANOpure, Barntead/Thermolyne Co., Dubuque, lowa, EUA), com

resistividade superior 18 MQ cm.

Solucdes estoques de NAC e NMS foram preparadas diariamente por dissolucdo de

massa adequada do composto em solucdo de 0,10 mol L™ de hidréxido de sédio.

Solucdes de cloreto de potassio foram preparadas por dissolucdo de quantidade

apropriada do sal em agua desionizada.

Solucdes estoque 1,00 x 102 mol L™ de trimetoprima e sulfametoxazol foram
preparadas em metanol. Solugbes de trabalho foram preparadas por diluicdo das solucgdes

estoque em agua desionizada.

O eletrolito de corrida, tampéo litio-fostato (pH 7,1) usado nas medidas de eletroforese
capilar, foi preparado a partir do acido fosférico a 10,0 mmol L™ e o pH da solucéo foi

corrigido com hidroxido de litio.
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3.2 INSTRUMENTACAO

3.2.1 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato Autolab
modelo pAutoLab tipo 111 (EcoChemie, Ultrecht, Holanda) equipado com software GPES

versao 4.9.007.

Os experimentos eletroquimicos realizados em condi¢des estacionarias foram
conduzidos em uma célula confeccionada em vidro (Figura 7) e com tampa em Teflon®
contendo entrada para trés eletrodos. Eletrodos de carbono vitreo (d.i. = 3,0 mm) e grafite
pirolitico plano basal — GPB (8,0 mm de comprimento, 5,0 mm de didmetro da Union Carbide
Co., Cleveland, Ohio, USA) preparado em resina epoxi, foram usados como eletrodos de
trabalho. Como eletrodos auxiliar e de referéncia foram usados, respectivamente, um fio de
platina e Ag/AQCl KCI () (142) construidos no proprio laboratdrio. Em alguns estudos
realizados para NAC utilizou-se também um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo

de referéncia.

A limpeza do eletrodo de carbono vitreo foi realizada mediante polimento com
alumina de granulometrias de 1, 0,3 e 0,05 um, seguida por 2 minutos em banho ultrassénico.
A renovacdo da superficie do eletrodo de grafite pirolitico foi realizada utilizando lixa de

carbeto de silicio de granulometria 2000 mesh.
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Figura 7: Célula eletroquimica: (1) base de teflon para suporte do copo e fixacdo da tampa,
(2) corpo da célula eletroquimica em vidro Pyrex®, (3) tampa, (4) orificio para o eletrodo de
referéncia, (5) orificio para purga de gas, (6) orificio para o eletrodo de trabalho, (7) orificio

para o eletrodo auxiliar, (8) orificio para adi¢do do analito.

3.2.2 Anélises em Fluxo
Para os experimentos em condicBes de fluxo foi utilizada uma célula de fluxo
construida no proprio laboratério (Figura 8A) com dimens6es adequadas para adaptacdo do

eletrodo de grafite pirolitico previamente descrito.

As medidas em fluxo foram realizadas em um sistema de linha Unica conectado a uma
célula de fluxo do tipo wall-jet construida no proprio laboratério. Uma bomba peristaltica
(Figura 8B-b) (Modelo 78016-30, Ismatec) foi usada para propulsdo da solucdo
transportadora (Figura 8B-a). Como solucdo transportadora foi utilizada uma solucdo de

hidréxido de sédio 0,1 mol L. O injetor comutador (Figura 8B-d) foi usado para introduzir

as solucbes padrdes e amostras (Figura 8B-¢), que foram aspiradas manualmente com auxilio
de uma seringa (Figura 8B-c). Na posicdo da linha pontilhada o injetor encontra-se na

condigédo de amostragem, e ao ser deslizado para outra posic¢ao (posi¢éo atual na Figura 8B-d),
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a alca de amostra é deslocada para a linha da solucdo transportadora, sendo dessa forma
direcionada para a cela de fluxo (Figura 8B-f). Por fim, tubos de polipropileno (0.8 mm d.i.)
serviram para conectar as partes do sistema. Todas as medidas foram realizadas em condicGes

de temperatura ambiente de 23 =3 -C.
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Figura 8: (A) Detalhes da célula de fluxo utilizada nesse estudo: (a) base para o eletrodo
(Teflon); (b) contato elétrico; (c) corpo do eletrodo resinado em ep6xi; (d) corpo da cela de
fluxo em acrilico; (e) agulha de aco inox (eletrodo auxiliar); (f) saida do fluxo; (g) entrada do
fluxo; (h) eletrodo de referéncia; (i) disco de grafite pirolitico; (j) fita de Teflon; (B) Sistema
de analise por injecdo em fluxo usado nas determinacfes de NAC: (a) reservatério da solucao
transportadora; (b) bomba peristaltica; (c) seringa para aspirar a amostra; (d) injetor
proporcional; (e) reservatério de amostra (f) cela de fluxo (descrita em detalhes em A);

(9) potenciostato; (h) computador.

3.2.3 Medidas por eletroforese capilar

Os experimentos foram executados usando um equipamento de eletroforese capilar
com deteccdo condutométrica sem contato. Este equipamento apresenta dois detectores (143,
144) posicionados em 10 e 39 cm, respectivamente, em um capilar de silica fundida de 48 cm

de comprimento (Agilent, Folsom, CA, USA, 50-um d.i. x 375-um d.c.). O equipamento
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possui uma fonte bipolar de 30 kV, com sistema de controle de temperatura e o capilar é
posicionado em contato com um bloco de aluminio termostatizado, o que permite um melhor
controle sobre a dissipacdo de calor e campo radial. Os detectores operam em 1,1 MHz e
4 V4pp. Antes do uso, o capilar foi condicionado com uma solugéo de hidroxido de sodio 0,1
mol L™* por 15 minutos, seguido por 10 minutos com é&gua desionizada e depois por 10
minutos com eletrdlito de corrida. Por fim, o equipamento foi condicionado mediante a

aplicacdo de alta voltagem por um periodo de tempo de 30 minutos.

3.2.4 Medidas espectrofotométricas
As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro Femto
modelo 600 plus, utilizando cubeta de quartzo convencional com caminho 6tico de 1 cm e

volume total de 4 mL, sendo medido no comprimento de onda fixado em 392 nm.

3.2.5 Medidas cromatograficas

O equipamento utilizado nas medidas cromatograficas foi um HPLC Shimadzu LC-
10AS, equipado com detector de UV-VIS SPD-6AV e valvula de injecdo Shimadzu com alca
de amostragem de 5 pL. As andlises foram executadas em coluna cromatografica
Phenomenex C18 (250 mm x 4,6 mm) (4 um) e pré-coluna Phenomenex C18 (30 mm x 4,6
mm) (4 pm). O comprimento de onda do detector foi ajustado para 254 nm. Como fase moével
foi usada uma mistura de agua-acetonitrila-trietilamina preparado como segue: 1400 mL de
agua desionizada foram misturados com 400 mL de acetonitrila e 2 mL de trietilamina em
baldo volumétrico de 2000 mL. Em seguida, o pH foi ajustado para 5,9 completando-se o
volume com &agua desionizada até a marca. A vazdo da fase mével foi ajustada para 2,0

mL/minuto, conforme recomendacdo da farmacopeia brasileira (5).
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3.3 PROCEDIMENTOS

3.3.1 Modificacgéo do eletrodo com CoPc

Antes da modificacao, o eletrodo de grafite pirolitico plano basal foi lixado em lixas
de carbeto de silicio de 2000 mesh, sendo entdo transferido para um béquer contendo agua
desionizada e sonicado em banho ultrassénico por 2 min. Na sequéncia, o eletrodo foi
removido do ultrassom, lavado com pequenas porcBes de agua desionizada e seco com leve
fluxo de nitrogénio. Apo6s a limpeza, o eletrodo foi imerso em uma solugédo
1,00 x 10 3 mol L™* de CoPc preparada em DMSO, com agitagdo constante, por um periodo
de 20 minutos. Finalmente, o eletrodo foi lavado com agua desionizada para remover
possiveis moléculas de CoPc fracamente adsorvidas a superficie do eletrodo. Apds a
modificacéo do eletrodo, o filme foi condicionado no préprio eletrdlito suporte (0,1 mol L™
NaOH), mediante a execucdo de voltamogramas ciclicos até obter um perfil voltamétrico

constante.

3.3.2 Preparo de amostras

Todas as amostras contendo os farmacos estudados foram adquiridas no comércio

local.

Para a determinacdo de NAC foram usadas quatro diferentes amostras, sendo duas
delas adquiridas na forma sélida (sachés contendo 100 e 600 mg de NAC) e duas na forma
liquida (ampolas contendo cerca de 300 mg de NAC). Nenhum tratamento especial para essas
amostras foi requerido antes da andlise. As solugdes das amostras foram preparadas

utilizando-se uma quantidade adequada (massa ou volume — dependo do estado fisico da
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amostra) em um baldo volumeétrico (50 ou 250 mL), sendo o volume completado com solugéo
de hidréxido de sédio 0,1 mol L™ . Diluices subsequentes foram necessérias para que as

concentracgdes finais estivessem no intervalo linear da curva analitica usada nas analises.

Para as amostras utilizadas na determinacdo de NMS e na determinacao simultanea de
trimetoprima e sulfametoxazol, 10 comprimidos dos medicamentos foram pesados, finamente
pulverizados e homogeneizados. Em ambos 0s casos nenhum tratamento especial foi

requerido durante o preparo das amostras.

Na determinacdo de NMS uma solucdo intermediaria foi preparada pesando-se 10 mg
da amostra que depois foi solubilizada em 25 mL de hidroxido de sédio 0,1 mol L e filtrada

guando necessario.

Na determinacdo simultanea de trimetoprima e sulfametoxazol uma massa de 25 mg
da amostra foi pesada e dissolvida em 10 mL de metanol. Apds a homogeneizac¢do, uma
aliquota adequada foi transferida para outro baldo volumétrico, diluida com agua desionizada

e analisada na sequéncia.

3.3.3 Determinacgdo de NAC

A quantificacdo de NAC nas amostras farmacéuticas aplicando o sistema FIA
proposto foi realizada mediante a construcdo de curvas analiticas com diferentes solucdes
padrdo. Cada solucdo (amostra e padrdes) foi injetada ao menos trés vezes, e os resultados
foram expressos como valor médio do sinal obtido. A dosagem de NAC em cada amostra foi

determinada por interpolacdo na curva analitica.

Os resultados obtidos com o eletrodo modificado foram comparados com o método

oficial descrito na farmacopéia (5). A determinacdo de NAC foi realizada por titulacdo direta
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com uma solucéo de iodo 0,05 mol L™, previamente padronizada com solucéo de tiossulfato
de sédio 0,1 mol L™ O ponto final da titulacdo foi determinado usando amido como

indicador (titulacdo iodimétrica).

3.3.4 Determinacdo de NMS

Duas amostras de fabricantes distintos (contendo 100 mg/comprimido) foram
analisadas usando o método voltamétrico proposto a seguir. 3 mL da solu¢do da amostra
foram transferidos para uma célula eletroquimica contendo 5 mL de solucéo 1,0 mol L™ de
hidréxido de sodio. Os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos ap6s a adi¢do de cada
aliquota de solucdo estoque de NMS. O método da adicdo de padrdo foi usado para

determinacédo da quantidade de NMS em cada amostra.

Medidas espectrofotométricas foram executadas de acordo com o procedimento
descrito na farmacopéia brasileira com pequenas modificacdes. Ao invés da determinacdo
direta mediante a comparacdo entre o sinal obtido para amostra com o do padrdo, conforme
descreve o método oficial, curvas analiticas foram construidas com solucfes padrdo de NMS.
As medidas foram realizadas na regido do ultravioleta, cujos sinais foram medidos no

comprimento de onda de 392 nm, em solucéo de hidréxido de sédio 0,01 mol L.

3.3.5 Determinacéao simultanea de TMP e SMX

O metodo eletroforético proposto foi aplicado na analise de duas amostras
farmacéuticas contendo a seguinte propor¢do de TMP:SMX 80:400 e 160:800 mg por
comprimido. Essas amostras foram analisadas com tempo ndo superior a um dia do seu

preparo. As solucdes dos padrdes e amostra foram injetadas no capilar no modo de injecéo
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hidrodinamica aplicando-se uma pressdo 25 kPa por 5 segundos. A voltagem aplicada para
separacdo dos analitos foi de 30 kV. O eletrdlito de corrida que conferiu a resolucdo de linha
base para ambas as espécies foi composto por uma solucdo tamp&o 10 mmol L™ de fosfato de

litio (pH 7,1 em 25 °C).

Para quantificacdo dos farmacos nas amostras reais foram construidas curvas de
calibracdo com uma série de solucdes padrdes. Ao menos trés eletroferogramas foram obtidos
para cada solucdo. Os eletroferogramas foram tratados aplicando dois procedimentos de
filtragem de sinal sendo o primeiro através de mediana movel de trés pontos seguido por uma
filtragem de 0,75-s com base em gaussiana (145). A dupla filtragem foi selecionada para
reduzir ambos o ruido de fundo e sinais esporadicos (“spikes") induzidos pela fonte de alta

voltagem sobre o detector.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Determinacdo de N-acetil cisteina

4.1.1 Comportamento eletroquimico da ftalocianina de cobalto (CoPc)

A CoPc é um composto ja bem estudado e conhecido na literatura (49, 146-149) tendo

0 seu comportamento eletroquimico sido caracterizado em diversos substratos (59, 150-152).

A Figura 9 compara os voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo 0,1 mol L™* de
NaOH saturada com nitrogénio usando um eletrodo de grafite pirolitico plano basal nédo
modificado (A) com aquele modificado com um filme de CoPc (B) no intervalo de potencial
de —1,30 a 0,20 V. De acordo com a Figura 9 o eletrodo de grafite pirolitico ndo modificado
(Figura 9A) apresenta uma baixa corrente de fundo em todo intervalo de potencial e nas
condigdes experimentais avaliadas, além da auséncia de picos voltamétricos que caracterizam

a existéncia de processos faradaicos.

O voltamograma ciclico registrado para o eletrodo modificado com CoPc (Figura 9B),
apresentou um par de picos redox bem definidos na regido de potencias de —0,60 V
(Ep = 0,62 V), que durante a segunda e subsequentes varreduras ficam mais intensos até se
alcangar um perfil constante. De acordo com a literatura esse par redox na regido de —0,60 V

esta relacionado ao processo redox Co(Il)Pc/Co(l)Pc (48, 153).
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Figura 9: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de grafite pirolitico nédo
modificado (A) e com CoPc adsorvida (B) em solucdo de 0,1 mol L™ NaOH saturada com

nitrogénio. Velocidade de varredura de 100 mV s *. Adaptado referéncia (46)

A Figura 10 mostra os voltamogramas ciclicos para o eletrodo de grafite pirolitico
modificado com CoPc obtidos em diferentes velocidades de varredura (0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
e 0,5V s ). Como pode ser observado na Figura 10A o aumento na velocidade de varredura
produziu um aumento nas correntes do par redox, com uma separacao entre os potenciais de
pico anddico (Epa) e pico catodico (Epc) de 15 mV, mesmo para as mais altas velocidades de
varredura. A corrente de pico anddica (ver Figura 10B) foi diretamente proporcional a
velocidade de varredura no intervalo de potencial de 0,05 a 0,50 V s *. Estes resultados
indicam que o eletrodo modificado com CoPc apresenta um comportamento reversivel do par
redox na condi¢do experimental avaliada, caracteristico de um processo controlado por
especies adsorvidas na superficie do eletrodo. Além disso, a razdo entre as correntes de pico

anodica e catodica (Ipa/lpc) proximas a unidade e o potencial de pico (independente da
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velocidade de varredura) sugerem que 0 processo envolve uma alta taxa de transferéncia de

carga (154).
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Figura 10: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de grafite pirolitico
modificado com CoPc em solucéo 0,1 mol L' NaOH saturada com N, usando diferentes
velocidades de varredura (V s™%): (a) 0,05; (b) 0,10; (c) 0,20; (d) 0,30; (e) 0,40 e () 0,50. (B)
Regresséo linear entre a corrente de pico anodico (ipa) € a velocidade de varredura (v).

Adaptado referéncia (46).

Sistemas em que a etapa determinante da velocidade da reacdo é controlada pela
adsorcdo da espécie eletroativa na superficie do eletrodo (155) apresentam uma relacao linear

entre a corrente de pico com a velocidade de varredura. Esta relacdo é dada pela equacéo:

L, = VAT Eq. 1

0,6
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onde T representa a concentracdo total de espécies adsorvidas sobre a superficie do eletrodo
(mol cm™®), A representa a area do eletrodo (cm?), v representa a velocidade de varredura
(Vs ™) e os outros termos tem seus significados usuais. Além disso, a concentracdo total de
espécies adsorvidas I' esta relacionada com a carga Q sob o pico voltamétrico e é descrito

pela equacdo:

Q=nFAT Eqg. 2

Utilizando-se a equacdo 2 para o célculo de espécies adsorvidas, com base na carga
envolvida no processo redox (obtida com base na &rea sob os picos voltamétricos) e
assumindo que o processo redox envolve a transferéncia de 1 elétron, foi possivel estimar a
cobertura da superficie em aproximadamente 3,5 x 107 mol cm™ Estes resultados s&o
similares aqueles descritos na literatura para modificacdo de eletrodo de grafite pirolitico

usando CoPc (48, 156).

4.1.2 Oxidacdo eletrocatalitica do N-acetil-cisteina (NAC)

A necessidade de impor potenciais elevados para oxidar compostos tiolicos, incluindo
N-acetil-cisteina (NAC) e cisteina (CIS) sobre eletrodos convencionais tem sido reportada em
diversos estudos (157, 158). A Figura 11 ilustra os experimentos que foram realizados para
demonstrar a atividade catalitica da CoPc na oxidacdo de NAC. Os voltamogramas ciclicos

feitos com o eletrodo ndo modificado (inserido na Figura 11) produziram perfis voltameétricos
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semelhantes em todo intervalo de potencial avaliado (—1,3V a 0,3 V versus ECS) que sédo
caracteristicos de processos puramente capacitivos, sendo que na presenca de solucdo
contendo 5,0 x 10* mol L™* de NAC (Figura 11b) um discreto processo de oxidacdo comeca

a aparecer por volta de 0,2 V.
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Figura 11: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de grafite pirolitico modificado
com CoPc na auséncia (c) e na presenca (d) de 5,0 x 10 mol L™ de NAC em solucdo
0,1 mol L™ de NaOH saturada com N,. Inserido no gréfico: voltamogramas ciclicos obtidos
com o eletrodo ndo modificado na auséncia (a) e na presenca (b) de 5,0 x 10™ mol L™ de

NAC. Velocidade de varredura: 100 mV s .
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Um comportamento diferente foi observado nos experimentos usando eletrodos
modificados com CoPc. Na auséncia de NAC (Figura 11c), observa-se apenas o par de picos
relacionados ao processo redox Co(I1)Pc/Co(1)Pc, enquanto que na presenca de 5,0 x 10 mol L™
de NAC (Figura 11d) um intenso pico anddico irreversivel foi observado em 0,04 V (vs ECS),
ilustrando dessa forma a forte natureza eletrocatalitica do filme para oxidacéo deste composto.
Além disso, a elevada corrente registrada nesse experimento (130 mA mol* cm?) também

demonstra a forte catalise induzida pelo filme da ftalocianina.

Outros experimentos foram conduzidos em diferentes concentracfes de NAC e
confirmaram a boa resposta do eletrodo modificado para eletro-oxidacéo desse composto e 0s
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 12. A partir dos voltamogramas ciclicos da
Figura 12 foi possivel estabelecer uma relacdo linear entre a corrente de pico de oxidacdo em
funcdo da concentracdo de NAC, no intervalo de 109 a 1000 pmol L', Estes resultados
demonstram que a voltametria ciclica pode ser satisfatoriamente aplicada para quantificacdo
de NAC em amostras que ndo demandem baixos niveis de concentragdo, como no caso dos
produtos farmacéuticos. Além disso, esses experimentos também demonstraram que o
eletrodo modificado ndo é afetado pelos produtos da oxidacdo da NAC, pois as areas relativas
aos picos redox Co(ll)Pc/Co(l)Pc ndo sofreram quaisquer alteracbes apOs a execucdo de

varios voltamogramas e durante a execugdo desses experimentos.

4.1.3 Analise por injecdo em fluxo da NAC

Os resultados obtidos nos experimentos anteriores sugerem que o eletrodo modificado
com CoPc pode ser usado em um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccao
amperomeétrica para determinagdo de NAC. Para avaliar esta nova possibilidade, uma célula

em fluxo do tipo “wall-jet” (Figura 8A) foi confeccionada e aplicada em um sistema de fluxo
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de linha tnica. Uma solugdo de NaOH 0,1 mol L™ foi usada como solugo transportadora nos

estudos em FIA.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de grafite modificado com CoPc
em solucéo 0,1 mol L™ de NaOH saturada com N, contendo NAC na faixa de concentracio
de 109 a 1000 umol L™. Velocidade de varredura: 100 mV s™*. Equacéo da reta: I, = 0,023 (z
2,73 x 10 Cnac + 1,53 (0,173)

A resposta do eletrodo modificado foi avaliada em condi¢des hidrodindmicas no
sistema de andlise por injecdo em fluxo e os sinais transientes obtidos foram comparados com

aqueles obtidos com o eletrodo ndo modificado.

A Figura 13 compara as respostas para trés medidas de uma solucdo contendo
500 pmol L™ de NAC obtidas com eletrodo ndo modificado e um eletrodo modificado com
CoPc. A primeira série de experimentos (Figura 13A) foi obtida com o eletrodo de grafite
pirolitico ndo modificado. A linha base apresentou uma alta estabilidade e o ruido foi
estimado como sendo da ordem de 2 nA. Picos reprodutiveis foram obtidos, e com base nos

estudos de voltametria ciclica, estes sinais analiticos deveriam ser esperados neste potencial.
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O aparecimento do pico de oxidacdo do NAC no eletrodo ndo modificado pode ser atribuido

ao processo de oxidacdo da NAC, que se inicia em potenciais muito proximos a 0,0 V.

Uma série similar de experimentos foram realizados usando o eletrodo de grafite
pirolitico modificado com CoPc (Figura 13B). Diferentemente do experimento anterior, essa
nova série de injecdes de uma solucéo contendo 5 x 10* mol L™ de NAC produziram picos
de intensidade elevada (= 10 pA). E importante destacar a diferenca na escala para as duas
series de experimentos da Figura 13 que foi ajustada para garantir uma visualizacéo dos sinais
menores. As correntes registradas com o eletrodo modificado foram da ordem de 700 vezes
maiores quando comparadas com aquelas obtidas com o eletrodo limpo. Uma frequéncia
analitica de 180 andlises por hora pode ser estimada. Esta alta frequéncia analitica esta
diretamente associada com a geometria da célula de fluxo do tipo “wall-jet” que garante uma
rapida lavagem do eletrodo fazendo com que o sinal de corrente retorne para linha base

(background) em menos de 20 segundos.
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Figura 13: Sinais FIA para NAC usando um eletrodo de grafite pirolitico limpo (A) e
modificado com CoPc (B). Cada pico corresponde & injegdo de 150 pL de solugdo 500 pmol L™
de NAC. Vazdo: 2,0 mL min*; potencial: 0,0 V vs. Ag/AgCI KCl (sa
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Alguns parametros como percurso analitico, vazao, volume de amostra injetada bem
como a distancia entre detector e a entrada do fluxo foram avaliados para se estabelecer as
melhores condi¢cdes de analise no sistema FIA. Para esses estudos foi utilizada uma solucéo
de 0,10 mol L™ de NaOH contendo 5 x 10 mol L™ de NAC, com a corrente sendo
monitorada no potencial de 0,0 V (vs Ag/AgCl KCl i) que corresponde ao potencial de pico

extraido dos experimentos voltamétricos.

A distancia entre o ponto de injecdo e o ponto de deteccdo foi avaliada para trés
diferentes tamanhos de percurso analitico correspondendo a 15, 20 e 30 cm. Quanto menor o
percurso, analitico menos pronunciado sera o efeito de dispersdo da amostra e, com isso, sao
obtidos melhores sinais analiticos. Apesar deste parametro ndo apresentar um efeito
significativo no sinal analitico, optou-se por adotar o percurso analitico de 15cm nos

experimentos posteriores.

A influéncia da vazdo foi avaliada no intervalo de 0,5 a 2,5 mL min . Os resultados
sdo apresentados na Figura 14. Para as vaz6es menores, picos de baixa intensidade e largos
foram obtidos, resultando em maiores tempos para o sinal analitico retornar para a linha base.
No entanto, vazdes no intervalo de 2,0 a 2,5 mL min* resultaram em picos muito similares.
Uma vazéo de 2,0 mL min™* foi selecionada para os testes seguintes devido ao bom tempo de

resposta, consumo moderado da solucdo transportadora e alta frequéncia analitica.

O efeito do volume injetado na resposta analitica foi avaliado no intervalo de 25 a
100 pL. Na Figura 15 sdo apresentados os resultados desse estudo. Verificou-se que o sinal
analitico teve um aumento significativo até o valor de 75 pL, permanecendo quase constante
para volumes maiores. O volume de 75 pL foi mantido para os experimentos posteriores
desde que esses resultados representaram um bom compromisso entre a magnitude do sinal e

a frequéncia analitica.



65

16
12- ¢ e
b
:E 8- a
o
N UL AL

L) M v M L) M ) v v M v M L)
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (s)

Figura 14: Influéncia da vazdo da solugdo carregadora sobre a corrente de pico de NAC.
Concentragdo de NAC — 750 umol L™!; Condicdes do FIA: vazdo — (a) 0,5 (b) 1,0 (c) 1,5
(d) 2,0 e (e) 2,5 mLmin%; volume de amostra — 75 pL; percurso — 15 cm; solucéo

transportadora — NaOH 0,10 mol L.
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Figura 15: Influéncia do volume da alga de amostragem sobre a corrente de pico de NAC.
Concentragdo de NAC — 750 umol L™*; Condices do FIA: vazdo — 2,0 mL min; Volumes
de amostra — (a) 25 (b) 50 (c) 75 (d) 100 uL; percurso — 15 cm; solugdo transportadora —
NaOH 0,10 mol L™,



66

A Tabela 6 sumariza os parametros avaliados e selecionados para a determinacao de
NAC usando o sistema FIA com deteccdo eletroquimica usando o eletrodo de grafite

pirolitico modificado com CoPc.

Tabela 6: Parametros avaliados e condi¢6es de trabalho selecionadas

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Percurso analitico (cm) 15-30 15
Volume al¢a (uL) 25-100 75
Vazdo (mL min?) 05-25 2,0

Nas condigdes descritas acima, uma soluc&o contendo 5,0 x 10 mol L™ de NAC foi
injetada 13 vezes no sistema FIA resultando em desvio padrdo relativo de 1,1%. O sinal
analitico apresentou uma relacédo linear no intervalo de concentracdo de NAC compreendendo

5,0 x 10°a 1,0 x 10~ mol L™, com coeficiente de correlacdo melhor que 0,999.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados com base na relacéo sinal-
ruido (Sp/m) usando respectivamente as expressdes 3 x Sp/m e 10 x Sy/m (onde Sy, é 0 desvio
padrdo para o sinal do branco e m corresponde a inclinacdo da curva analitica), sendo obtidos

os valores de 9,0 x10" mol L™ e 3,0 x 10°® mol L™* de NAC, respectivamente.

Algumas caracteristicas analiticas para determinacdo de NAC sdo descritas na Tabela
7 que também apresenta informacdes de métodos eletroanaliticos da literatura. Comparando o
método usando voltametria ciclica (63) com o método proposto neste trabalho, este ultimo
apresentou limite de deteccdo 10 vezes menor. Apesar dos demais métodos da literatura (44-

60-62) apresentarem melhores limites de deteccdo e sensibilidade, do que o método
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amperométrico proposto, este Ultimo possui um nivel de automatizacdo que é compativel com

as necessidades do controle de qualidade na indUstria farmacéutica.

Tabela 7: Comparacdo das caracteristicas analiticas para determinacdo de NAC pelo

meétodo proposto com métodos eletroanaliticos da literatura.

’ - Faixa linear Sensibilidade LD
Método Eletrodo Eletrolito . . . Ref.
(umol L)  (pA/umol L) (umol L)

fosfatopH ~ 0.2—-35 1,33
VOQ. PC/NCPM/EF 0,08 (60)
7,0 35— 400 0,22
Fosfato
VOQ CV/NC/BFT 0,1 -600 0,17 0,06 (61)
pH 8,0
Fosfato
VOQ PC/NCPM/VF 0,1 -662 0,42 0,09 (62)
pH 7,0
Fosfato
VPD PC/NC/F 1,0 - 400 0,006 0,6 (44)
pH 9,0
0,1 mol L
VC PC/NPF(1I) Kl 920 — 20.000 0,027 190 (63)
0,1 mol L™ Este
VC GP/CoPc 100 — 1000 0,023 20
NaOH trabalho
0,1 mol L™* Este
FIA-DA GP/CoPc 50 — 1000 0,035 3,0
NaOH trabalho

LD: Limite de Deteccdo; VOQ.: Voltametria de Onda Quadrada; PC: Pasta de carbono; NCPM:
Nanotubos de Carbono de Parede Miultiplas; EF: Etenilferroceno; CV: Carbono vitreo; NC:
Nanotubos de Carbono; BFT: 1-benzil-4-ferrocenil-1H-(1,2,3)-triazol; VF: Etenilferroceno; VPD:
Voltametria de Pulso Diferencial; VC: Voltametria Ciclica; NPF(I1): Nitroprussiato de Ferro(ll); F:
Ferroceno; FIA-A: Analise por Injecdo em Fluxo com Detecgdo Amperométrica; GP: Grafite
Pirolitico; CoPc: Ftalocianina de Cobalto.
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4.1.4 Aplicacéo analitica

Depois de selecionar as condi¢Ges Otimas de analise, o desempenho do sensor foi
avaliado para a determinacdo direta de NAC em formulacdes farmacéuticas comerciais
liquidas e sélidas usando o método proposto, que combina a analise por injecdo em fluxo com

deteccdo amperométrica.

Uma série de solucbes padrdo com diferentes concentragdes (0,05; 0,25; 0,50; 0,75 e
1,00 mmol L) foram injetadas no sistema FIA. O sinal analitico apresentou uma
dependéncia linear nesse intervalo de concentracdo sendo os resultados descritos pela seguinte
equacdo: I(pA) = 0,035 (+3,34x10™*) x Cyac — 0,171 (+ 0,157) onde y é a altura de pico e
Cnac corresponde a concentracdo de NAC em pmol L. O coeficiente de correlacdo obtido

foi sempre superior a 0,999.

A Figura 16 apresenta uma série de sinais amperométricos para injecdo
sequencial em triplicata, para as cinco solucdes padrdo (a-e) descritas anteriormente, e
para quatro amostras farmacéuticas (A; a A;) seguidas por uma nova série de injecdes

para a mesma curva de calibracao.
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Figura 16: Sinais amperomeétricos obtidos no sistema FIA com detec¢do amperométrica para
analise do conteudo de NAC em formulacGes farmacéuticas. A analise das amostras (A; a Ay)
foram acompanhadas pela injecdo de uma série de solucgdes padrédo (antes e depois) contendo
(a) 1,00, (b) 0,75, (c) 0,50, (d) 0,25, (e) 0,05 x 10> mol L™* NAC. Experimentos realizados
em 0,0 V (vs Ag/AgCI KCl s4), com vazéo de 2,0 mL min~! e volume de amostra de 75 ul.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos usando o método oficial (5), o método
proposto e o valor de rétulo do medicamento. A avaliacdo estatistica mostrou que 0s
resultados obtidos tanto pelo método oficial descrito na farmacopéia que é baseado na
titulacdo iodimétrica, sdo concordantes com os obtidos pelo método proposto em um nivel de
confianca de 95% (teste t-Student). Entre as vantagens do novo método podem ser
destacados; a alta frequéncia de andlise, baixo consumo de reagentes, pequena geracdo de

residuos quimicos e simples operagéo.
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Tabela 8: Determinacdo do NAC em amostras farmacéuticas usando o método

proposto e o método oficial, descrito na Farmacopéia Brasileira (5).

NAC (mg) Rotulado FIA® Padrao” Eri (%)  Er (%)
Fluimiucil® 300,0 293,9£6,75 303,5+4)9 -2,0 -3,2
Aires” 100,0 103,0£3,3 102,37+1,9 3,0 0,7
Unido Quimica® 300,0 290,6 £0,5 308,5+25 -3,1 -5,8
Germed” 600,0 587,3+5,8 603,012 -2,1 -2,6
n=3

Ery (Erro relativo - FIA vs valor rotulado)
Er, (erro relativo - FIA vs método oficial)
*Media para trés determinages + SD.

% mg N-acetil cisteina por ampola.

® mg N-acetil cisteina por saché.

4.1.5 Estudos de interferentes e recuperacao

Além da comparacdo com o método oficial, testes de adicdo e recupera¢do também
foram realizados para avaliar a exatiddo do novo procedimento. Nesses experimentos foram
preparadas trés diferentes amostras, e contaminadas com solu¢do de NAC padrdo, e a nova
composicdo foi analisada. Em todos os casos, recuperacdes no intervalo de 96 a 101% foram
obtidas, o que indica que o método proposto apresenta exatiddo adequada para determinacao

de NAC em amostras farmacéuticas.

A influéncia de alguns compostos que estdo presentes nos produtos farmacéuticos
dentre eles EDTA, sacarose e acido citrico, foram investigados usando as condicGes

previamente descritas. Estes testes consistiram no preparo de solugdes contendo 50 pmol L™
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de NAC nas quais foram adicionados os compostos interferentes até a concentracdo 50 vezes
maior que a concentragdo do NAC. Os resultados destes experimentos sao apresentados na

Tabela 9.

Foi observado que o EDTA ndo produziu interferéncia significativa mesmo em
concentracdes de 50 vezes maiores que o NAC. Sacarose e acido citrico causaram uma
interferéncia positiva menor que 5% no sinal analitico quando a propor¢do usada entre espécie
interferente e NAC foi de 25:1. Vale ressaltar que as propor¢des das concentracdes avaliadas
nos estudos de interferentes sdo bem maiores que as encontradas nas formulagdes

farmacéuticas contendo NAC.

Tabela 9: Concentragdes toleradas de alguns excipientes presentes nas

formulagdes farmacéuticas na determinagio de 50 pmol L™ de NAC usando o

método proposto.

INTERFERENTE  Concentracéo tolerada* (mol L™) Erro%
EDTA 2,50 x 102 -0,8
Acido citrico 1,25 x 1073 2,1
Sacarose 1,25 x 102 3,4

*Concentracdo que causa um erro no sinal analitico de até 5%
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4.2. Determinacao voltamétrica de NMS

4.2.1 Comportamento eletroquimico da NMS

A voltametria ciclica foi inicialmente utilizada para investigar o comportamento
eletroquimico da NMS em eletrodos de carbono vitreo. Estes estudos foram conduzidos em
solucdo de NaOH 1,0 mol L™ contendo 0,50 mmol L™ de NMS, no intervalo de potencial de
0,80 a —1,65 V. A varredura de potencial teve inicio em —0,50 V e foi realizada no sentido
positivo de potenciais até 0,8 V. Neste potencial, o sentido de varredura foi invertido seguindo
até —1,65V e retornando para 0,00 V. O meio alcalino foi utilizado tendo em vista que a
solubilidade do composto em &gua ultra-pura pH 5,95 é de apenas 6,08 ug mL ™" (89)
apresentando um leve aumento de solubilidade quando utilizado um meio misto contendo
agua e alcool na proporc¢édo de 60:40 (159). Nesta ultima condicdo a solubilidade é de apenas

101 pug mL™™.

Na Figura 17 sdo mostrados 0s voltamogramas ciclicos para o eletrélito suporte (curva
pontilhada) e para a primeira (curva vermelha) e segunda varredura (curva azul) obtidos na
presenca de NMS. Para a primeira varredura seguindo no sentido positivo, ndo foram
observados processos anddicos no intervalo de —0,50 a 0,80 V. No entanto, seguindo agora no
sentido negativo de potenciais (0,80 a —1,65 V) observou-se a presenca de dois processos
catddicos, denominados aqui por Ep. e Epc. Retornando no sentido positivo (—1,65 a
0,80 V), constatou-se a presenca de apenas 1 pico anddico localizado em Epa. Porém, na
segunda varredura além dos picos antes mencionados foi possivel identificar ainda mais dois

picos anddicos, seguindo o sentido positivo de potenciais, localizados em Epa, € Epas.
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Figura 17: Sinais voltamétricos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em hidréxido de
sodio 1,0 mol L™* (1) e contendo 0,5 mmol L™ de NMS. As curvas (2) e (3) correspondem a
primeira e segunda varreduras, respectivamente. E; = -0,5 V; E;; = 0,8 V; E;; = 0,5V,

Velocidade de varredura=0,1V s *.

Em linhas gerais, a reducdo da NMS pode ser compreendida seguindo o modelo ja
bem estabelecido na literatura que é descrito para 0s compostos nitroaromaticos (160). Esse
processo de reducdo esta relacionado ao grupo nitro presente na estrutura da molécula e
possui uma forte dependéncia da natureza do meio, seguindo diferentes comportamentos de
reducdo. Em meio fortemente alcalino a redugdo da NMS passa pela formagéo do nitro radical
aniodnico, que pode ser identificado pelo par reversivel associado aos processos Epci € Epaz.
Seguindo para potenciais mais negativos o nitro radical aniénico € reduzido a correspondente
hidroxilamina por um processo envolvendo 3 elétrons e 4 prétons (100). Esses processos

podem ser representados pelas equacdes a seguir:
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ARNO, + e~ <& ARNO; Eqg. 3

ARNO; + 3e” + 4H* - ARNHOH + H,0 Eq. 4

Resultados muito semelhantes foram obtidos por SQUELLA et al. (161) investigando
a reducdo da NMS com auxilio do eletrodo de mercurio de gota pendente, em tampé&o Britton-
Robinson 0,3 mol L™ de KCl/etanol (70%/30%) e pH 12. Estes autores identificaram um
terceiro pico voltamétrico de reducao no potencial de —1,04 V que foi atribuido a formacgéo de um
dimero da NMS. No entanto, mesmo trabalhando em condi¢Bes experimentais muito
semelhantes, ou seja, em meio fortemente alcalino, a formacgdo do par redox bem definido,
relacionado a Epc; € Epai, somente foi possivel quando os autores utilizaram um meio misto,

composto por 0,3 mol L™ de KCI/DMF na proporcéo de 40:60, em tamp#o citrato.

Ainda avaliando a Figura 17 pode-se perceber que comegando a varredura em —0,5 V
e seguindo no sentido positivo de potenciais, ndo foi registrado nenhum pico voltamétrico. Os
picos anddicos Epa; € Epas somente foram registrados a partir do segundo voltamograma, e
apos a inversao do sentido da varredura quando foram atingidos potenciais necessarios para o

aparecimento do segundo pico de reducdo em Epc,.

Para avaliar se os picos anddicos localizados em Ep,, e Epas dependem do processo
que ocorre em Epc; um novo experimento foi conduzido em condi¢des semelhantes que ao

anterior, porém o potencial final no sentido negativo de potenciais foi limitado a —0,9 V.

Analisando a Figura 18 verifica-se que estes processos anodicos ndo aparecem,
evidenciando que os dois picos anddicos (Epaz € Epas) sdo dependentes do processo que esta

ocorrendo em Epc,.
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De acordo com a literatura esses processos estdo associados a oxidacdo da
hidroxilamina ao correspondente derivado nitroso (Epa2) (160, 162, 163) seguido pela

oxidacdo do composto nitroso regenerando o grupo nitro (Epas) (164).
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Figura 18: Sinais voltamétricos registrados em eletrodo de carbono vitreo em hidroxido de
s6dio 1,0 mol L™ (1) e 0,5 mmol L™ de NMS (2, 3, 4). As curvas (2), (3) e (4) correspondem
a primeira, segunda e terceira varreduras, respectivamente. E; = - 0,5 V; E;; = 0,8V,
E;» =—0,5 V; Velocidade de varredura=0,1 V st
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ALVARES-LUEJE et al. (100) realizaram um estudo eletroquimico da NMS em
eletrodo de mercdrio e constataram que o processo de reducdo dessa molécula apresenta um
comportamento dependente do pH no intervalo de 2 a 10. Estes autores também verificaram
que em meio fortemente alcalino, ou seja, no intervalo de pH entre 10 e 12, 0 comportamento

da reducdo da NMS torna-se independente do pH.

Os voltamogramas ciclicos da NMS, em meio alcalino, mostrados na Figura 18
apresentaram valores de Epci-Epa1 de aproximadamente 66 mV. Além disso, a razdo entre as
correntes anddica e catddica (Ipc1/1pa1) ficou muito proximo da unidade. De acordo com o0s
critérios de reversibilidade para processos redox (165, 166), esses resultados demonstram que
nas condigbes estudadas, em hidréxido de sédio 1,0 mol L™ e velocidade de varredura
100 mV s * o processo de reducdo da NMS em eletrodo de carbono vitreo apresenta um
comportamento reversivel que envolve a formacdo do nitro radical aniénico e fora

anteriormente descrito conforme a Eq. 3.

O comportamento reversivel do par redox Epq/Epay foi avaliado em diferentes
velocidades de varredura no intervalo de 10 a 1000 mV s, e os resultados obtidos estdo
ilustrados na Figura 19. Nestas condi¢des verificou-se que 0s potenciais de pico anddico e
catédico ndo sofreram alteracGes e que para todas as velocidades de varredura a razdo entre as
correntes anddica e catddica (Ipc1/Ipa1) foram proximas da unidade. Ainda, as correntes de
pico para ambos os processos foram proporcionalmente lineares a raiz quadrada da velocidade
de varredura demonstrando dessa forma que os processos sdo controlados por difusdo, como

fica evidenciado na Figura 20.
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Figura 19: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solucdo de
hidréxido de sédio 1,0 mol L™ contendo 0,5 mmol L™ de NMS em diferentes velocidades de

varredura. E; = 0,0 V; E,; = —0,9 V; Velocidade de varredura=0,01a1,00 Vs 1,
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Figura 20: Relacdo entre a corrente pico catddica (Ipc) e anddica (Ipa) como funcdo da
velocidade de varredura em hidréxido de sédio 1,0 mol L™, extraidas da Figura 19.

Ipa = 0,3931 v’ + 0,0579 (R2 = 0,9982) (10<v<1000 mV s™)
Ipc =—0,3953 v + 0,0616 (R2 = 0,9992) (10<v<1000 mV s ™)
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Os processos redox em superficies de carbono geralmente conduzem ao
envenenamento da superficie do eletrodo devido a adsorcdo dos subprodutos gerados dos
processos de oxidacdo ou reducdo. Com a finalidade de avaliar a estabilidade da resposta do
eletrodo de carbono vitreo para a redugdo de 100 umol L' de NMS, sem gue esta provocasse
envenenamento do eletrodo, foram realizadas 15 medidas usando voltametria ciclica no
intervalo de 0,0 a —0,9 V. Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 21.
Considerando o valor de corrente obtido na primeira medida como 100%, os demais sinais
foram calculados tendo por base o primeiro sinal. Deste experimento pode ser constatado que
em meio acido os subprodutos da reducdo da NMS sao fortemente adsorvidos na superficie do
eletrodo e provocam o rapido envenenamento do mesmo, pois o sinal analitico diminuiu ao
longo das medidas devido ao bloqueio da transferéncia eletronica provocada pela adsorcéao
dos subprodutos gerados no processo de reducdo. A queda no sinal analitico para a reducéo de
100 pmol L™ de NMS em meio 4cido foi de aproximadamente 37%. Dessa forma para a
realizacdo de medidas sucessivas torna-se imperativo a renovagao da superficie do eletrodo
mediante polimento mecéanico. Entretanto para as medidas conduzidas em meio alcalino
verificou-se que o sinal se mantém estavel demonstrando dessa forma que este meio é
adequado para a analise de NMS sem a necessidade de ativacdo da superficie do eletrodo
antes de cada medida. Para as 15 medidas o DPR obtido foi de 0,98%. Estes efeitos podem
estar relacionados ao processo de reducdo que no caso do meio acido segue uma reducao
direta e em Unica etapa a hidroxilamina na superficie do eletrodo e que no meio alcalino
ocorre via formacdo do nitro radical anidnico que além de ser um processo reversivel é
estabilizado em meio alcalino. Esses resultados demonstram possibilidade de elaboracdo de
um meétodo eletroanalitico mais simples para determinacdo de NMS levando em consideracao

que ndo ha necessidade de uso de eletrodos modificados.
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solucéo de
hidréxido de sodio 1,0 mol L™ contendo de 0,5 a 6,9 mmol L™ (a — j) de NMS. E; = 0,0 V;
E,; = — 0,9 V; Velocidade de varredura = 100 mV s T, Ipc (LA) = — 0,633 + 0,00851*Cpym,
(umol L™).

4.2.2 Voltametria de onda quadrada

Outra forma de avaliar o comportamento redox para um determinado sistema pode ser
mediante o emprego da voltametria de onda quadrada. Isto se deve as caracteristicas inerentes
da técnica visto que a corrente resultante obtida representa a diferenca entre suas componentes
de corrente na varredura direta e reversa que, em outras palavras, correspondem aos processos

de oxidacéo e reducdo para o sistema em investigacéo.

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos em eletrodo de carbono vitreo
confirmaram o comportamento reversivel da NMS (Figura 23), verificado previamente pela

voltametria ciclica, observando-se o primeiro pico de reducdo em —0,70 V em NaOH 1,0 mol L™
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Como observado na Figura 23, dois picos bem definidos foram obtidos, um durante a
aplicacdo do pulso no sentido direto (pico catodico, i;), sendo o outro correspondente ao pulso
no sentido inverso (pico anddico, iy). A corrente resultante, que corresponde a somatoria dos

dois processos esta representada na Figura 23.

Explorando o comportamento reversivel para o processo de reducdo da NMS
associado com a formacéo do nitro radical anidnico foi proposto a elaboracdo de um método

analitico para quantificacdo deste farmaco em amostras de interesse farmacéutico.

'4,5 T T T T T
-0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5

E (V) vs Ag/AgCI KCI )

Figura 23: Voltamograma de onda quadrada obtido em eletrodo de carbono vitreo em
solugdo de hidroxido de sédio 1,0 mol L™ contendo de 30 pmol L™ de NMS; Parametros da
VOQ: f=50mV s *; a=40 mV; 4Es =2 mV.

4.2.1.1 Otimizacao dos parametros

O pico catddico obtido por voltametria de onda quadrada depende de diversos
parametros instrumentais da técnica eletroanalitica, tais como: frequéncia da onda quarada (f),

incremento de potencial (4Es) e amplitude da onda quadrada (a). Esses parametros sdo
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interconectados apresentando um efeito combinado sobre a resposta do pico. A influéncia
desses parametros sobre a resposta de corrente de pico foi avaliada para uma solucdo

0,1 mmol L* de NMS em NaOH 1,0 mol L%,

A corrente de pico apresentou um aumento na linha base com o aumento da frequéncia
aplicada. O valor de frequéncia de 50 Hz foi selecionado por fornecer uma melhor

estabilidade da linha base e defini¢do do pico de corrente.

A amplitude (a) é outro parametro que influencia fortemente a corrente de pico na
voltametria de onda quadrada. Os resultados obtidos mostraram que a corrente de pico varia
linearmente com a amplitude até 60 mV, e atinge um patamar constante para valores de
amplitude superiores. Dessa forma, esse valor foi selecionado como parametro 6timo e usado
nos experimentos posteriores e, consequentemente, para a aplicacdo analitica que sera descrita

mais adiante.

Na voltametria de onda quadrada, a variacdo efetiva da velocidade de varredura é o
produto entre a frequéncia (f) e o incremento de potencial (AEs). Este parametro também
favorece um aumento no sinal analitico e na sensibilidade da técnica (167, 168). Entretanto,
incrementos de pulso (4Es) maiores podem favorecer o alargamento do pico, o que diminui a

resolucdo da analise, necessitando a otimizagdo deste parametro.

Neste estudo o incremento foi avaliado no intervalo de 1 a 10 mV, apresentando
apenas um leve aumento na corrente. Por essa razdo, e para atender aos propositos analiticos,

o valor de incremento de 2 mV foi selecionado como parametro 6timo.

Na Tabela 10 sdo apresentados 0s parametros estudados e os valores que produziram

as melhores respostas para a determinacdo de NMS em meio alcalino.



Tabela 10: Otimizacdo dos parametros da técnica de voltametria de onda

quadrada para obtencdo da melhor resposta na determinacdo de NMS

Parametro Intervalo estudado Valor selecionado
Frequéncia (f) 10 - 140 Hz 50 Hz
Amplitude (a) 10 - 100 mV 60 mV

Incremento (AE;) 1-10 mV 2mV

4.2.3 Estudo de interferentes e recuperacao
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O efeito de algumas espécies, como estearato de magnésio, lactose e amido

(excipientes da amostra) foi investigado na determinacdo da NMS. Os testes demonstraram

que essas espécies nao sao eletroativas nas condi¢des analisadas e, portanto, ndo interferem na

quantificacdo de NMS. Testes de adicdo e recuperacdo também foram realizados nos produtos

farmacéuticos e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11. Conforme observado

nesta tabela, os valores de recuperacdo variaram entre 96 a 102% para 0 método proposto,

demonstrando assim exatid4o adequada para 0 novo procedimento. E importante observar que

as espécies concomitantes contidas na amostra ndo causaram qualquer interferéncia de matriz

para as amostras analisadas atraves do método proposto.
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Tabela 11: Resultados de recuperacdo para adi¢es de solucdo padrdo de NMS em duas

amostras farmacéuticas.

NMS (mg/comprimido)

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagao®
6,50 6,56 + 0,07 101
A 15,50 15,65 + 0,08 101
25,50 26,10 £ 0,08 102
6,50 6,27 £ 0,06 96,5
B 15,50 15,17 + 0,06 97,9
25,50 25,21 + 0,04 98,9

4.2.4 Curva analitica e precisao

Voltamogramas para diferentes concentracdes de NMS foram obtidos nas condi¢des
Otimas de analise conforme Tabela 10. A Figura 24 apresenta a curva analitica obtida nas
condicdes Gtimas para 0 procedimento proposto, onde a corrente de pico catédica no eletrodo
de carbono vitreo ndo modificado foi proporcional a concentragdo de NMS no intervalo de 4,3
x 10~ a 4,2 x 10 mol L™, com limite de deteccdo (considerando a relagdo 3 x Sp/m) de
3,2 x 10 mol L. A equacdo de regressdo linear obtida nessas condigdes foi: (Alp/A)=—1,53
x 10°%(+ 5,04 x 10°%) + 0,055 (+ 1,52 x 10™*) x Cyywm, com coeficiente de correlagdo r = 0,9999

(n =11). A curva de calibracdo foi feita em triplicata.
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Figura 24: Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solugéo
de hidréxido de sédio 1,0 mol L™ na auséncia (a) e na presenca de NMS: (b) 4,35 x 10~; (c) 8,37 x
10 (d) 1,21 x 10 (e) 1,56 x 10°%; (f) 1,88 x 10 (g) 2,19 x 10* (h) 2,47 x 10™*; (i) 2,99 x 10
(i) 3,45 x 10 (k) 3,86 x 10™*; (I) 4,24 x 10* mol L™*; parametros da onda quadrada: f = 50 Hz; a =
40 mV; AEs = 2 mV; (B) curva analitica correspondente: Alpa (A) =— 1,53 x 10°(5,04 x10°%) +
0,055 (+ 1,52 x 10™*) x Cyym (umol L.

A precisdo do método foi avaliada em um mesmo dia de analise por sucessivas medidas
voltamétricas (n = 10) em solugéo de hidroxido de sédio 1,0 mol L™ contendo 100 pumol L™ de
NMS, sem a necessidade de renovacdo da superficie do eletrodo. Os resultados para esta série de
medidas foram avaliados e o desvio padréo calculado foi somente 1,24%, sugerindo que, nessas
condicBes, o0 eletrodo apresentou uma resposta estavel, além de ndo sofrer qualquer efeito de

envenenamento.

A Tabela 12 ilustra algumas caracteristicas analiticas para determinacdo de NMS
comparando 0 método proposto com alguns métodos eletroanaliticos da literatura. Analisando 0s
dados da referida tabela, os métodos que apresentam os menores limites de deteccdo possuem
intervalo linear estreito, e requerem procedimento prévio de modificacdo do eletrodo. Os métodos

propostos, usando voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada apresentam caracteristicas
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muito similares aos demais, porém a metodologia analitica aqui desenvolvida é mais simples, o

eletrodo de carbono vitreo ndo necessita de modificacdo e nem de polimento entre as medidas.

Tabela 12: Comparacdo das caracteristicas analiticas para determinacdo de NMS pelo

método proposto com métodos eletroanaliticos da literatura.

. - Faixa linear Sensib. LD
Método Eletrodo Eletrdlito . . . Ref.
(umol L)  (pA/umol L) (umol L)
Etanol:TP-BR
VPD EGM 50 - 500 0,115 2,5 (100)
(30:70) pH 8,0
Etanol:TP-BR
FIA-DA CVv 5,0 - 300 0,003 31 (101)
(30:70) pH 6,1
0,012 mol L™
VRAAd EGPM . 0,003-0,385 0,678 0,003 (102)
acetato de amonio
Potencio. PVC/NMS/AMF - 1,0 — 10000 - 0,32 (103)
0,05 mol L™*
VPD CVINC/AC 0,1-10 1,712 0,05 (104)
H,SO,
VVL CV/NCPM Fosfato pH 6,6 0,32 -65 - 0,16 (105)
VPD CV/NpCSi Fosfato pH 2,0 0,09 -8,7 0,512 0,003 (107)
Etanol:TP-BR
VVLAd CVv 0,4-50 0,308 0,032 (108)
(10:90) pH 5,3
VPD PC Fosfato pH 7,0 0,5-10 1,64 0,008 (109)
1 Este
VC CcVv 1,0 mol L™" NaOH 500 — 6900 0,0085 26,5
trabalho
5 Este
VOQ Ccv 1,0mol L NaOH 43 -420 0,055 3,2
trabalho

LD: Limite de Detec¢do; VPD: Voltametria de Pulso Diferencial; FIA-DA: Analise por Injecdo em
Fluxo com Deteccdo Amperométrica; VRAAd: Voltametria de Redissolugcdo Anddica Adsortiva;
Potencio.: Potenciométrico; VVL: Voltametria de Varredura Linear; VVLAd: Voltametria de
Varredura Linear Adsortiva; VC: Voltametria Ciclica; VOQ.: Voltametria de Onda Quadrada; EGM:
Eletrodo Gotejante de Mercurio; CV: Carbono Vitreo; EGPM: Eletrodo de Gota Pendente de
Mercurio; NC: Nanotubos de Carbono; AC: Acido Cisteico; NCPM: Nanotubos de Carbono de
Parede Multiplas; NpCSi: Nanoparticulas de Carbeto de Silicio; PC: Pasta de carbono; TP-BR: —
Tampdo Britton-Robinson.
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4.2.5 Aplicacéo analitica

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de NMS em amostras comerciais
de medicamentos e os resultados obtidos foram comparados com o valor tabelado bem como
com os resultados obtidos usando método oficial (espectrofotométrico) descrito na
Farmacopéia (5). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 13. A avaliacdo
estatistica dos resultados demonstrou exatidao elevada para o método proposto.

De acordo com o teste-t de Student (texp = 1,786 < tp = 2,571), ndo existe diferenca
significativa entre os resultados obtidos por ambos os procedimentos em um nivel de
confianca de 95%, indicando que o método voltamétrico pode ser aplicado para determinacao

de NMS em amostras farmacéuticas.

Tabela 13: Resultados obtidos para determinacdo de NMS em amostras farmacéuticas

pelo método oficial (5) e usando o0 método voltamétrico proposto.

Amostra NMS (mg/comprimido) Erro relativo %
rotulado Oficial* VvVOQ En% E%

A 100,0 103,5+1,7 102,2+1,8 2,19 1,30

B 100,0 99,7+1,6 96,7+ 1,7 -3,29 3,05

n = 3; média £+ SD; *Método oficial: espectrofotometria UV-VIS, recomendado pela
farmacopéia brasileira (5);
E, = diferenca entre 0 método VOQ e o valor rotulado;

Er, = diferenca entre o método VOQ e o método oficial
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4.3. Determinagcdo de trimetoprima (TMP) e sulfametoxazol

(SMX) por eletroforese capilar

A Figura 25 apresenta as formulas estruturais planas para a TMP e para 0 SMX,
indicando ainda seus respectivos valores de pK, O nitrogénio na posi¢cdo 3 do grupo
pirimidinico permite que a TMP esteja na sua forma protonada em meio neutro tendendo a
acido, tornando-se dessa forma uma espécie catibnica. Entretanto, em valores baixos de pH a
dissociacdo do hidrogénio no grupo sulfonamida do SMX ¢é favorecida apresentando, desta
forma, uma mobilidade eletroforética como anion. Assim, existe um intervalo de pH em que

ambas as espécies migram e podem ser separadas por eletroforese.

o7 N
O Q-
N pK, 5.6
~ NH
O OsJ
S3o
A N
Nﬁ/N PPa
NH, H,N
Trimetoprima Sulfametoxazol

Figura 25: Estruturas quimicas para a TMP e o SMX, com os valores de pK, de equilibrio
correspondendo a =NH" S =N+ H" e =NH S =N + H", respectivamente. Valores de pK,

extraidos da referéncia (117)

Levando em consideracdo a formagdo de uma espécie anidnica e outra catibnica em

uma determinada condicdo, a migracdo desses analitos ira ocorrer em diferentes direcoes.
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Entretanto, o efeito observado € que ambas as espécies movem-se para a mesma direcdo do
detector devido a existéncia do fluxo eletro-osmético (EOF, do inglés, “Electroosmotic

Flow”).

Por essa razdo, a escolha do eletrolito de corrida em eletroforese capilar € um
parametro muito importante e deve estar diretamente associado ao sistema de deteccédo
utilizado. A sensibilidade do detector de condutividade para ions monocarregados em

eletroforese pode ser predito pela expressao abaixo (169, 170):

A _ (= Nty +it0) Eq.5
de, Ha

Onde u,, us, € uo Sao, respectivamente, as mobilidades do analito, dos seus co-ion e contra-ion
no eletrélito de corrida, e F é a constante de Faraday. Uma avaliacdo mais proxima desta
equacao revela duas tendéncias importantes: (1) quanto maior a diferenca de mobilidade entre
o0 analito e seu co-ion, maior sera a sensibilidade; (2) o pico pode ser positivo ou negativo
dependendo da magnitude das mobilidades desses ions. Além desses efeitos decorrentes da
equacdo, outra regra importante que advém dos preceitos da teoria € que quanto menor a

condutividade do eletrélito de corrida, menor sera o ruido instrumental.

Com base nos argumentos anteriores, para 0S Nn0OSSOS propositos analiticos e
objetivando o desenvolvimento de uma metodologia que combinasse caracteristicas como
velocidade analitica e alta sensibilidade, o eletrdlito de corrida utilizado nesse trabalho

consistiu de uma solucéo tampdo fosfato de litio 10 mmol L™ com pH ajustado para 7,1.
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Dessa forma foi possivel garantir o bom compromisso entre a mobilidade do EOF e a elevada

sensibilidade.

Utilizando o programa CurTiPot (171) para elaboracdo de curvas de distribuicdo das
espéecies em funcdo do pH, e usando os valores de pK, do SMX e da TMP (extraidos das
Tabela 3 e Tabela 4) obteve-se distribuicGes maiores que 95% para 0 SMX na sua forma
aniobnica e superiores a 57% para a TMP na sua forma catiénica no valor de pH de 7,1. Esses
resultados demonstram que ambos os analitos estdo majoritariamente nas suas formas iénicas
0 que torna esse pH adequado para a separacao e analise dessas espécies. Além disso, deve-se
assegurar que a mobilidade do EOF ¢ alta o suficiente para mover o SMX em direcdo ao
detector. Caso ndo houvesse este efeito, este analito sé poderia ser analisado quando usado
um inversor de fluxo. Simultaneamente, Li* e H,PO, /HPO,* apresentam altas mobilidades
que sdo suficientes para produzir intensos picos negativos para ambos os analitos sem,

contudo, prejudicar o sinal de fundo.

A Figura 26 apresenta os eletroferogramas para a TMP e o0 SMX usando o tampao
fosfato de litio (pH 7,1) como eletrolito de corrida. Conforme previsto pelos valores de pKa,
em pH 7,1, a TMP encontra-se predominantemente na forma cationica, enquanto o SMX na

forma anibnica, o que torna a separacdo entre eles muito mais favoravel.

Usando esta condicéo, solucdes padrdo sintéticas com concentragdo de 1,0 mmol L™
das duas especies isoladas, bem como uma terceira consistindo de uma mistura equimolar de
ambos os analitos preparadas apenas em agua desionizada foram injetadas no equipamento de

eletroforese capilar.

Os eletroferogramas apresentados na Figura 26 demonstraram que a separagao
completa entre as espécies foi possivel mesmo considerando os resultados obtidos no primeiro

detector, onde o comprimento efetivo do capilar de separacdo € de apenas 10 centimetros.
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Esses resultados ilustram que a separacdo completa de ambas as espécies foi realizada em
menos de um minuto de andlise. Embora nessas condi¢cdes operacionais, uma rapida
separacdo seja obtida, uma baixa resolucdo entre a TMP e o pico de sistema do EOF foi
obtida para o primeiro detector. No entanto, os resultados obtidos para o segundo detector
apresentaram melhor resolucdo e, por essa razdo, o segundo detector foi escolhido e utilizado

em todos 0s experimentos posteriores.

1°C'D 20C'D

1

' \/ 4 K V/‘”\rﬂl

SMX SMX

02 04 06 08 10 12 14 08 12 16 20 24 28
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 26: Eletroferogramas obtidos no primeiro e segundo detectores para inje¢des de H,O
(1), 1,0 mmol L™ de SMX (2), 1,0 mmol L™ de TMP (3), e de uma solucio contendo 1,0
mmol L™ de SMX (2) mais 1,0 mmol L™ de TMP (4). Condicdes — Eletrélito de corrida: 10
mmol L de tamp&o fosfato de litio ( pH 7,1); potencial de corrida: 30 kV; injecdo
hidrodinamica: 25 kPa por 5 s; coluna capilar: 50 um d.i, 48 cm de comprimento total, 10 e 39
cm referentes ao comprimento efetivo para o primeiro e para o segundo detectores,

respectivamente, a partir do ponto de injecéo.
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4.3.1 Caracteristicas analiticas

Conforme observado nas figuras anteriores, o intervalo de tempo na deteccdo para as
duas espécies favorece a determinacdo de ambos analitos de forma simultdnea em uma mesma
amostra. Contudo, para avaliar se a relacdo de concentracdo entre eles poderia resultar em
alguma interferéncia, alguns experimentos foram conduzidos variando-se a concentracdo de

uma espécie engquanto a outra foi mantida constante.

A linearidade para cada espécie foi avaliada por uma série de experimentos,
conduzidos em triplicata usando solugbes padrdo em um intervalo de concentracdo variando
de 12,5 a 200 umol L™, enquanto a concentracdo da outra espécie foi mantida constante em
100 umol L. Os resultados sdo apresentados na Figura 27. De acordo com a mesma, O
incremento na concentracdo de TMP ndo alterou de forma significativa os sinais obtidos para
0 SMX, sendo o mesmo comportamento observado para o sinal de TMP em funcdo do
incremento de concentracdo de SMX. Os coeficientes de correlagdo obtidos em ambos os

casos foram melhores que 0,999 (N =5).

As inclinacbes das curvas analiticas para a TMP e para o SMX foram,
respectivamente, (1,28 + 0,10) min pmol™* L e (1,45 + 0,11) min pmol ™ L, demonstrando que
as sensibilidades de ambas as espécies sdo similares. Além disso, 0s interceptos obtidos foram
59 £ 1,2 min e 1,9 = 0,9 min. Nessas condi¢bes os limites de deteccdo e quantificacdo
calculados para TMP foram iguais a, 1,1 pmolL™* e 3,3umol L, respectivamente
(considerando a relacdo sinal/ruido — 3 x S/B). Para 0 SMX esses limites foram

respectivamente, 2,4 pmol L™ e 7,9 umol L™
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Figura 27: A — Eletroferogramas para diferentes concentracbes de TMP mantendo a
concentragdo de SMX fixa (100 umol L™); B — Relacéo entre o sinal analitico das espécies e
a concentracdo; C — Eletroferogramas para diferentes concentracbes de SMX mantendo a

concentragdo de TMP fixa (100 umol L™Y); D — Relacéo entre o sinal analitico das espécies e a
concentracéo.

A Tabela 14 apresenta a comparacdo entre métodos de eletroforese capilar usando
diferentes sistemas de deteccdo, com o método desenvolvido nesta tese. Como pode ser
observado 0 método proposto apresenta limite de deteccdo e faixa linear de trabalho muito
similares na comparacdo com os demais métodos. Contudo, uma das principais vantagens do

método proposto é o tempo de analise de 3 minutos para determinacdo simultanea de TMP e
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SMX, o que permite uma frequéncia de analises adequada as necessidades da industria

farmacéutica.

Tabela 14: Comparacdo entre métodos de eletroforese capilar usados para determinacéo

simultdnea de TMP e SMX.

_ Tempo de Faixa linear LD
Método Meio " . . . Ref.
analise (min) (umol L) (umol L)
1z
13 mmol L™ borax- 1,72-172 (TMP) 0,19 (TMP)
CE-AD 18 mmol L™ fosfato 14 (140)
oH 5.8 1,97-197 (SMX) 0,20 (SMX)
15 mmol L fosfato 4,27-82,7 (TMP) 0,34 (TMP)
CE-UV-VIS 6 (133)
pH 6,2 5,13-102 (SMX) 0,79 (SMX)
15 mmol L fosfato 6,89-110 (TMP) 6,85 (TMP)
CE-UV-VIS 8 (137)
pH 6,2 39,4-631 (SMX) 39,5 (SMX)
10 mmol L 12,5-250 (TMP) 1,1 (TMP) Este
CE-C'D . 3
Fosfato pH 7,1 12,5-250 (SMX) 2,4 (SMX) trabalho

“tampao fosfato de litio

LD: Limite de Deteccdo; CE-AD: Eletrotroforese Capilar com deteccdo Amperometrica; CE-UV-

VIS: Eletroforese Capilar com deteccio espectrofotométrica; CE-C*D: Detector condutométrico sem

contato.

4.3.2 Precisao e efeito de matriz

A preciséo dos resultados também foi avaliada através da execucdo de seis injecoes de

uma solucdo contendo ambas as espécies. A repetibilidade do procedimento analitico foi

entdo avaliada empregando solugdo padrdo sintética contendo 120 pmol L™* de TMP e

690 pmol L™ de SMX. Para compensar flutuagdes decorrentes do processo de injecéo, e dessa
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forma, aumentar ainda mais a precisdo do método, a adicdo de 100 pmol L* de cloreto de
potassio foi requerida, servindo este como padrdo interno. A Figura 28 ilustra os resultados
obtidos neste experimento. Nessas condi¢Ges, os desvios padrdo obtido para as areas dos
picos das espécies com relacdo ao padrdo interno foram 4,5% e 2,0% para TMP e SMX,
respectivamente. A presenca do pico positivo para o ion potassio é devido a sua maior
mobilidade eletroforética em comparacio com a mobilidade do seu co-ion (Li*) presente no
eletrolito de corrida.

Para avaliar a influéncia devido a presenca de outros constituintes na amostra, testes
de adicdo de padrdo foram realizados. Estes testes consistiram na adi¢cdo de duas aliquotas de
uma solugdo padréo para produzir uma concentracao final de 5 mg L' de TMP e 25 mg L™
de SMX na mesma amostra. Os eletroferogramas obtidos para a amostra farmacéutica e para
as duas adicdes de solucdo padréo contendo TMP e SMX sdo ilustrados na Figura 29. Apenas
0s picos correspondentes a TMP (~1,4 min) e ao SMX (~2,5 min) aparecem, e nenhum pico
de alguma espécie interferente dentro desse intervalo de tempo ou préximo aos picos das
espécies foram observados. Os eletroferogramas foram obtidos em aproximadamente 2,6
minutos, tempo este consideravelmente menor do que o tempo gasto no método oficial que é
de 11 minutos (5). Além do menor tempo necessario para a separacao, apenas uma etapa é
necessaria para o preparo de amostra, isto confere frequéncia analitica elevada ao método
proposto (cerca de 20 amostras por hora) e o torna competitivo para aplicacdes em controle de

qualidade.
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Figura 28: Superposicdo de seis eletroferogramas obtidos no segundo detector para solugdes
padréo contendo 120 umol L™ (35 mg L) de TMP e 690 umol L™ (175 mg L) de SMX.
Medidas realizadas na presenca de 100 pmol L™ de potassio usado como padréo interno. Para

melhor visualizacdo dos sinais, a linha base foi deslocada verticalmente.
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Figura 29: Eletroferogramas de uma amostra farmacéutica e duas subsequentes adi¢des de
17,2 umol L™ (5 mg L™*) de TMP e 98,7 umol L™ (25 mg L™*) de SMX na mesma amostra.

As demais condic¢Oes sdo as mesmas da Figura 26.
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4.3.3. Aplicacao analitica

O método proposto foi testado para anélise de amostras farmacéuticas que usualmente
ndo necessitam da sensibilidade alcangada no método desenvolvido neste estudo. As mesmas
condigdes estabelecidas anteriormente foram aplicadas para a determinacdo de TMP e SMX
em amostras farmacéuticas solidas, que foram adequadamente diluidas para ficarem dentro do

intervalo linear do método proposto.

A composicdo das amostras analisadas neste trabalho contém, além de TMP e SMX,
0s seguintes excipientes: dioctilssulfosuccinato de sddio, estearato de magnésio, povidona e
amido carboximetilsddico. Dos compostos mencionados anteriormente, a povidona é uma
molécula neutra, ndo migra e, portanto é arrastada pelo EOF. Entretanto, todas as outras
espécies sdo sais, e contribuem com cétions e anions que possivelmente poderiam co-migrar

com um dos analitos causando interferéncia no método analitico.

A Tabela 15 apresenta a comparacao entre os resultados obtidos usando o método
proposto e 0 método oficial (HPLC) (5). A analise estatistica dos resultados confirmou que os
dois métodos analiticos ndo apresentam diferencas significativas em um intervalo de 95 % de
confianca. Estes resultados também demonstram a boa exatiddo alcancada por ambos 0s

métodos.
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Tabela 15: Resultados obtidos para determinagdo de trimetoprima e

sulfametoxazol em amostras farmacéuticas pelo método proposto (CE-C*D) e
pelo método de HPLC.

Amostra Quantidade (mg/tablet)
Valor rotulado CE-C'D*® HPLC?
(TMP) 80 7314 7611
A
(SMX) 400 416 + 12 404 +5
(TMP) 160 145+ 8 152+ 4
B
(SMX) 800 784 £13 765+ 21

# média = intervalo de confianca de 95% (N = 3).

Além da boa concordancia entre os resultados apresentados na Tabela 15, estes
indicam a auséncia de interferéncias significativas nas medidas feitas por ambos os métodos.
As diferencas verificadas entre cada par de resultados encontrados (obtidos por CE-C'D e

HPLC) foram menores que a somatoria das incertezas de ambas as medidas.

Testes de adicdo e recuperacdo também foram usados para avaliar a exatiddo do
método proposto. Para este propdsito, foram feitas adicGes de solucdo padrdo em duas
amostras farmacéuticas. Nessas amostras, concentracdes de TMP e SMX foram adicionadas
em trés niveis e a analise da nova composicao foi realizada. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 16 e vem reforcar a boa exatiddo para o0 método proposto. Os testes de recuperacao
produziram resultados situados entre 96 e 103 % para TMP e 101 e 107 % para SMX. Os
resultados apresentados na Tabela 16 sugerem que a amostra A contém a quantidade exata de

TMP enquanto a amostra B contém menos TMP e um pequeno excesso de SMX. De qualquer
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maneira, 0s valores encontrados sao satisfatorios, uma vez que estdo situados no intervalo de

confianca de 95 %.

Tabela 16: Resultados do estudo de adicéo e recuperagdo de TMP/SMX em diferentes

amostras farmacéuticas.

Amostra TMP / SMX (mg-L™?) Recuperacao %
Adicionado Encontrado* TMP SMX
10/50 10+1/50+3 103+ 11 101+64
A 15/75 15+1/76+6 101 +6,7 101 +8,0
20/ 100 20£2/101+£3 100 + 10 101 + 3,0
10/50 10+1/52+3 96 + 10 103+6,4
B 15/ 75 14+1/79+2 96+ 67 105 +2.7
20/ 100 20+£2/107+3 98 + 8,0 107 + 3,0

*Média de trés medidas + SD.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram apresentados e discutidos métodos analiticos simples e rapidos
para determinacdo de N-acetilcisteina, nimesulida, trimetoprima e sulfametoxazol em

produtos farmacéuticos.

O sensor aqui proposto, partindo da modificacdo do eletrodo de grafite pirolitico com
a ftalocianina de cobalto, apresentou propriedades cataliticas adequadas para oxidacdo de
NAC, com antecipacdo no potencial de oxidacdo de aproximadamente 200 mV, além de
apresentar sinais analiticos cerca de 700 vezes maiores quando comparado com o eletrodo
limpo. A associacdo de métodos voltamétricos com andlise por injecdo em fluxo possibilitou a
elaboracdo de um método analitico simples e rapida para determinacdo de NAC. O método
desenvolvido apresentou boa repetibilidade, ampla faixa linear, baixos limites de detec¢édo e

quantificacdo, além de frequéncia analitica elevada.

A determinacdo voltamétrica de NMS foi realizada usando eletrodo de carbono vitreo
ndo modificado e verificou-se que, comparando as respostas de corrente obtidas em meio
acido e alcalino, em meio acido a determinacdo de NMS usando um eletrodo ndo modificado
¢ fortemente influenciada por problemas associados ao envenenamento da superficie do
eletrodo. Dessa forma, trabalhando-se em meio alcalino e explorando as caracteristicas de
reversibilidade da formacéo do nitro radical anidnico decorrente da reducédo eletroquimica da
NMS foi estabelecido um método eletroanalitico empregando voltametria de onda quadrada.

Este método apresentou ampla faixa linear de trabalho e baixo LD.

Também foi demonstrada neste trabalho a vantagem na utilizacio do CE-C*D para a
determinacdo simultanea de trimetoprima e sulfametoxazol em formulag¢fes farmacéuticas. O

método proposto foi adequado para analise direta de produtos farmacéuticos, requerendo
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pequenos volumes de amostra, auséncia de solventes toxicos, além de um tempo total de
analise extremamente curto. A disponibilidade de dois detectores confere flexibilidade ao
procedimento permitindo uma frequéncia de aproximadamente 75 amostras por hora, caso o
primeiro detector fosse utilizado. Mesmo assim, usando o segundo detector, uma frequéncia
de analitica de 23 amostras por hora demonstrou ser muito satisfatoria quando comparada
com o método oficial (HPLC). A possibilidade de dissolucdo direta da amostra, seguida da
sua analise € outra vantagem que pode ser ressaltada, uma vez que se consegue eliminar

algumas etapas do processo de preparo da amostra.

Os aspectos supracitados acima fazem dos métodos elaborados e aqui apresentados
muito atrativos para o controle de qualidade dos farmacos estudados em produtos

farmacéuticos comerciais.

Os trabalhos desenvolvidos na presente tese abriram diversas perspectivas de trabalhos

futuros, dentre os quais:

- Eletrodos de grafite pirolitico modificados com CoPC mostraram catalise para 0 NAC
e deverdo catalisar a oxidacdo de outros compostos similares (ti6is), que poderdo ser
determinados voltametricamente. Adicionalmente, a constru¢cdo de eletrodos
miniaturizados e seu acoplamento a sistema de eletroforese capilar podera ser
promissor para analises de misturas de tais compostos ou para a sua deteccdo em

matrizes complexas tais como fluidos biolégicos e amostras ambientais.

- O desenvolvimento de estudos com trimetroprima e sulfametoxazol teve foco na
aplicacdo em amostras farmacéuticas, entretanto abre perspectivas para a
quantificacdo destas espécies em meio aquoso, uma vez que se tratam de
contaminantes emergentes, tendo sido encontrados com frequéncia em sistemas de

tratamento de aguas e efluentes.
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APENDICE 1

Trabalhos em paralelo

Ao longo do presente doutorado foram realizados outros estudos em paralelo, fruto de
interacdes com outros grupos de pesquisa. A seguir sera apresentada uma breve descricdo dos
aspectos relevantes de trés diferentes estudos que resultaram em publicacbes. Em ordem
cronoldgica, o primeiro estudo foi fruto da interacdo com o grupo do professor Eric de Sousa
Gil e que resultou no desenvolvimento de um sistema para tratamento eletroquimico de agua e
remocéo de 17-a-etinil-estradiol (17EE). O segundo estudo foi realizado durante o estagio de
seis meses nos laboratérios do Prof. Kagan Kerman, na Universidade de Toronto (campus
Scarborough) em Toronto, Canada. Neste estudo avaliou-se a capacidade complexante de um
flavonoide (epigalo-catechina-3 galato) frente a cobre. Os resultados mostraram-se bastante
interessantes, como descritos mais abaixo. Finalmente, o terceiro estudo foi realizado em
colaborag¢do com o grupo do Prof. Thiago R. L. C. Paix&o onde se desenvolveu uma forma
muito simples de construcdo de arranjos de microeletrodos de cobre, utilizando cabos
flexiveis de computadores. Estes arranjos de eletrodos apresentaram excelentes respostas para
nitrato, sendo demonstrado neste estudo o efeito benéfico da presenca de cloreto na formacéo
do filme durante o processo de ativacdo do eletrodo bem como a necessidade de pequenas
quantidades deste ion na solucdo de medida, que estabilizaram os filmes formados e
permitiram a realizacdo de varias medidas com uma mesma modificacdo alem da diminuicao

dos limites de deteccéo.
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1 - LINO, F. M. A. ; DIAS, D. C. ; BATISTA, R. C. ; Da SILVA, I. S. GIL, E. S
ANGNES, L.;. Electrochemical Remediation of 17a-ethinylestradiol. Journal of Chemistry
and Chemical Engineering, 2013, v. 7, p. 344-350.

O desenvolvimento tecnoldgico tem levado ao surgimento de novas substancias com
diversas finalidades produzindo um novo perfil de poluentes nos cursos de agua. Entre estes,
uma classe de compostos conhecidos como desreguladores endocrinos sdo de grande
importéncia devido a sua ampla aplicacdo e consequéncias danosas para 0 meio ambiente, a
salde humana e dos animais. A baixa eficiéncia da maioria dos processos de tratamento de
agua para a remocdo das referidas substancias representa uma preocupa¢ao mundial para o
desenvolvimento de métodos eficazes e ambientalmente limpos. Os processos de remediacdo
eletroquimicos surgem como uma alternativa poderosa e "verde" para a remocdo de residuos
de poluentes organicos ou inorganicos de ambientes complexos, como a geosfera e hidrosfera.
O foco das pesquisas nesta area do conhecimento estd principalmente relacionado com a
melhoria nos processos de desenvolvimento de dispositivos eletronicos com maior eficiéncia
fotocatalitica, enquanto que o material de partida continua a ser baseado em eletrodos
convencionais de metal e carbono. No presente estudo, o processo de remocao eletroquimica
de 17EE usando folhas de papel de carbono como material eletrédico foi investigado em
condigBes estacionarias e hidrodindmico. Foram avaliadas a influéncia do pH e do potencial
aplicado, sempre levando em conta a transposicdo de aspectos de escala e ambiental. Dessa
forma, o principio da remogdo do composto mostrou-se estritamente relacionada com esses
parametros. Observou-se que o meio levemente alcalino favorece a oxidagéo, enquanto que o
meio levemente acido ou neutro pode levar a uma maior adsor¢do dos subprodutos da
oxidacdo na superficie do carbono. Além disso, quando o potencial aplicado foi superior a
1,25 V, 0 aumento da taxa de oxidacao eletroquimica, e a adsorcao foi diminuida. Além disso,

a eficiéncia de remogéo de 17EE mostrou ser inferior, em velocidade de fluxo mais elevadas.
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2 - ZHANG, B.; CHENG, X. R.; Da SILVA, I. S.; HUNG, V. W. S.; VELOSO, A. J,;
ANGNES, L.; KERMAN, K. Electroanalysis of the interaction between (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and amyloid-g in the presence of copper. Metallomics,
2013, v. 5, p. 259-264.

O enrolamento incorreto do peptideo beta-amildide (AB) ¢ uma das principais caracteristicas
patoldgicas da doenca de Alzheimer (AD). Os polifendis sdo poderosos antioxidantes e
quelantes de metais, com caracteristicas que sdo de valores terapéuticos benéficos para o seu
desenvolvimento como candidatos visando combater as doencas neurodegenerativas e
induzidas por metal. Neste trabalho, foram demonstradas as propriedades eletroquimicas de
um componente do cha verde, (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), e sua atividade potente
frente a peptideos (AP). A interacdo entre EGCG com AB(1-40) e Cu (Il) foi examinada
usando voltametria de onda quadrada (SWV). A deteccdo foi baseada na oxidacao do residuo
de tirosina (Tyr-10) da AB(1-40). A agregacdo do peptideo afetava em alguma extensdo a
exposicdo do residuo de tirosina, e este efeito tornava-se evidente nas mudancas no sinal de
corrente de oxidagdo. Este método foi extremamente (til no controle, ndo somente do estado
de agregacdo de AP(1-40), mas também na progressdo das suas alteracOes estruturais e
conformacionais, juntamente com outras espécies nos primeiros estagios de agregacédo.
Estudos comparativos sobre as interagdes flavondide-metal entre EGCG e Cu (1), foram
realizados em varias concentracGes, periodos de incubacdo e condi¢bes da solucdo.
Espectrofotometria de UV-vis também foi utilizada para estudar a quelagdo de Cu (II) com
EGCG. A interagdo do Cu (Il) ions com o residuo de Tyr-10 da (AP) foi afetada pelos
residuos vizinhos de histidina. As alteracdes morfolégicas resultantes da ligacdo de EGCG e
Cu (I) também foram elucidadas utilizando microscopia eletronica de transmisséo (MET). Os
resultados obtidos por estudos oOpticos e eletroquimicos neste trabalho podem acelerar os
esforcos na descoberta de farmacos, com propriedades anti-agregacdo e antioxidantes

quelantes de metais bem estabelecida da EGCG sendo facilmente aplicado em futuros estudos
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de desenho racional de farmacos para tratamento AD. Nesse contexto as técnicas
eletroanaliticas demonstraram serem promissores para facilitar a investigacdo de metais e

flavonoides em estudos de triagem de drogas.

3-DaSILVA, I. S.; ARAUJO, W. R.; PAIXAO, T. R. L. C.; ANGNES, L. Direct nitrate
sensing in water using an array of copper-microelectrodes from flat flexible cables. Sensors
& Actuators: B. Chemical, 2013,v. 188, p. 94-98

A determinacdo de nitrato apresenta grande importancia para 0 monitoramento de
analises ambientais. Neste trabalho foi explorado um novo procedimento para ativacdo de
eletrodo de cobre na presenca de baixas quantidades de cloreto e aplicado para a determinagéo
de nitrato empregando um arranjo de microeletrodos de cobre feitos a partir de cabos flexiveis
de computador. O método proposto apresentou melhorias no comportamento eletrocatalitico
para reducdo de nitrato comparado com o eletrodo de cobre limpo. Nas condigdes de trabalho
0 método apresentou faixa linear de trabalho no intervalo de concentragfes compreendendo
10 a 1070 mol L™, com coeficiente de correlagdo R? = 0,999 (n = 12) e limite de deteccdo de
1,8 mol L™’ Mediante o emprego da técnica de adicdo de padrdo, testes de recuperacio
apresentaram valores entre 93-103%, mostrando exatiddo satisfatoria para 0 método proposto.
Além disso, o novo sensor foi aplicado para determinacdo de nitrato em amostras de agua
mineral e os resultados obtidos foram concordantes com aqueles obtidos pela técnica de

eletroforese capilar de acordo com o teste T-Student a um nivel de confianga de 95%.
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APENDICE 2

Atividades realizadas durante o doutorado

Artigos publicados em periddicos indexados

1. DaSILVA, I. S.; CAPOVILLA, B.; FREITAS, K. H. G.; ANGNES, L.. Strategies to
avoid electrode fouling for nimesulide detection using unmodified electrodes.
Analytical Methods, 2013, v. 5, p. 3546-3551.

2. DaSILVA, I.S.; ARAUJO, W. R.; PAIXAO, T. R. L. C.; ANGNES, L. Direct nitrate
sensing in water using an array of copper-microelectrodes from flat flexible cables.
Sensors & Actuators: B. Chemical, 2013,v. 188, p. 94-98

3. Da SILVA, I. S;; VIDAL, D. T. R;; Do LAGO, C. L.; ANGNES, L. Fast
simultaneous determination of trimethoprim and sulfamethoxazole by capillary zone
electrophoresis with capacitively coupled contactless conductivity detection. Journal
of Separation Science, 2013, v. 36, p. 1405-1409.

4. ZHANG, B.; CHENG, X. R.; Da SILVA, I. S.; HUNG, V. W. S.; VELOSO, A. J,;
ANGNES, L., KERMAN, K. Electroanalysis of the interaction between (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and amyloid-g in the presence of copper.
Metallomics, 2013, v. 5, p. 259-264.

5. LINO, F. M. A. ; DIAS, D. C. ; BATISTA, R. C. ; Da SILVA, I. S. GIL, E. S;;
ANGNES, L.;. Electrochemical Remediation of 17a-ethinylestradiol. Journal of
Chemistry and Chemical Engineering, 2013, v. 7, p. 344-350.

6. Da SILVA, I. S.; ARAUJO, M. F. A.; FERREIRA, H. A.; VARELA Jr., J. J. G;
TANAKA, S. M. C. N.; TANAKA, A. A;; ANGNES, L. Quantification of N-
acetylcysteine in pharmaceuticals using cobalt phthalocyanine modified graphite
electrodes. Talanta, 2011, v. 83, p. 1701-1706.
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Trabalhos apresentados

Congressos nacionais

1.

Da SILVA, I. S.; PEDROTTI, J. J.; AUGELLI, M. A.; ANGNES, L.. Analise de
cobre em aguas utilizando arranjo de microeletrodos de ouro obtidos de chips
eletronicos, Livro de resumos do XVII Simpdsio Brasileiro de Eletroquimica e
Eletroanalitica, Bento Gongalves, 2011.

BATISTA, R. C.; CORDEIRO, D. D.; SOUZA, M.; Da SILVA, I. S.; ANGNES, L.;
GIL, E. S. Remediacdo Eletroquimica do 17e- Etinilestradiol Sob Diferentes
Regimes de Agitacdo e Forca Eletromotriz. Abstract in 3rd International Workshop
Advances in Cleaner Production, Sao Paulo, 2011.

SHIMADA, R. T.; FELIX, F. S.; Da SILVA, I. S.; ANGNES, L.. Sistema
amperométrico robusto para 0 monitoramento continuo de H,S em &guas. Livro de
resumos da 342 Reunido Anual da Sociedade Brasliseira de Quimica, Florianopdlis,
2011.

Da SILVA, I. S. ; VARELA Jr, J. de J. G.; TANAKA, A. A. ; ANGNES, L..
Quantificacdo amperométrica de N-acetil-cisteina em produtos farmacéuticos
utilizando eletrodos modificados. Livro de resumos da 33% Reunido Anual da SBQ,
Aguas de Linddia, 2010.

CAPOVILLA, B.; ANGNES, L.; Da SILVA, I. S.; FREITAS, K. H. G.
Determinacéo voltamétrica por onda quadrada (SWV) de Nimesulida em farmacos
utilizando eletrodo de carbono vitreo. Livro de resumos da 33% Reunido Anual da
SBQ, Aguas de Lindoia, 2010.

Congressos Internacionais

1.

Da SILVA, I. S;; VIDAL, D. T. R;; Do LAGO, C. L.; ANGNES, L.. Fast
Simultaneous Determination of Sulfamethoxazole and Trimethoprim by Capillary
Zone Electrophoresis with Capacitively Coupled Contactless Conductivity (C4D)
Detection. Abstract, In: Pittsburgh Conference. Orlando, 2012.

CAPOVILLA, B.; FREITAS, K. H. G.; SILVA, I. S.; ANGNES, L.. Determination of
nimesulide in pharmaceutical products using square wave voltammetry and flow
injection analysis. Abstract In: ISE Spring Meeting. Turku, 2011.
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Estagio de doutorado sanduiche na Universidade de Toronto
Estagio realizado na Universidade de Toronto campus Scarborough sob a superviséo

do prof. Dr. Kagan Kerman durante o periodo de junho de 2012 a dezembro de 2012.

Estagio Supervisionado em Docéncia

Ao longo deste doutorado foram realizadas atividades de ensino na condicdo de

monitor no Programa de Aperfeicoamento de Ensino (PAE) do 1Q-USP.

Durante o primeiro semestre de 2010, o aluno participou do estagio supervisionado de
docéncia como monitor da disciplina QFL3203 (Quimica Analitica Instrumental) oferecida ao

curso de quimica noturno.

Durante o segundo semestre e 2010, o aluno participou do estagio supervisionado de
docéncia como monitor da disciplina Quimica Analitica (QFL0230) oferecida ao curso de

farmacia noturno.

Durante o segundo semestre e 2012, o aluno participou do estagio supervisionado de
docéncia como monitor da disciplina, Quimica Analitica 11 (QFL0230) oferecida ao curso de

quimica noturno.



