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Resumo

No presente trabalho foi investigado o comportamento eletroquimico do antifiingico
Cetoconazol (CTZ) sobre o Eletrodo Sélido de Amdlgama de Prata (p-AgSAE). A
otimizagdo das condigoes de redugdo foi obtida por voltametria de onda quadrada (VOQ),
onde foram analisadas as condicdes mais adequadas para a realizacdo dos experimentos.
O meio de trabalho escolhido foi Tampdo BR 0,04 mol L. Foi avaliada a influéncia do
pH, onde o valor escolhido para estudar a reducdo do analito foi 12. Os pardmetros da
VOQ otimizados foram frequéncia (100 s7), amplitude (25 mV) e incremento de potencial
(2 mV). De acordo com os resultados, foi observado que o CTZ sofre um processo de
reducdo em -1,5 V vs. Ag/AgCl/Cl. A concentracdo de CTZ utilizada nos estudos de
otimizagdo foi de 1,0x10” mol L. Apés estabelecimento dos parametros experimentais,
foram estudadas as figuras de mérito especificadas pela ANVISA para validacdo de
métodos analiticos na andlise de farmacos. Assim, foram avaliados regido de linearidade
(4,97x107 a 4,30x10° mol L com R = 0,9993), limites de deteccdo(1,19x107 mol L™ -
63,4 ug L) e de quantificacio (3,98x10” mol L' - 211,5 ug L), precisdo e robustez. Os
estudos de exatiddo da metodologia foram feitos em diferentes produtos comerciais:
comprimido, creme e xampu. Para fins de comparacdo e avaliacdo de possivel influéncia
do meio eletroguimico na resposta, foi feito o estudo de exatiddo utilizando curvas de
recuperacdo para o eletrolito de suporte, onde o valor da taxa de exatiddo foi de 100, 1%.
Assim, os valores das taxas de exatiddo para as amostras foram de 91% para a amostra de
comprimido, 104% para a amostra de creme e 103% para a amostra de xampu. Os valores
de RSD para as amostras foram inferiores a 5%. Cdlculos quimico-qudnticos também
foram feitos com o objetivo de estudar as caracteristicas eletronicas da molécula, e prever
qual regido tem maior probabilidade de sofrer a redugcdo. De fato, foram investigadas as
distribuicdes de carga na molécula, bem como os orbitais de fronteira (HOMO e LUMO),
que sdo possiveis sitios de oxidacdo e redugdo, respectivamente. O LUMO foi localizado
sobre o anel imidazolico. Na sequéncia da elucidacdo mecanistica, foi feita uma eletrolise
exaustiva (E = -1,8V durante seis horas) com acompanhamento por espectroscopia UV-
Vis, sendo utilizada nos estudos de identificacdo do produto a técnica de espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear, RMN H'. Com base neste estudo, foi constatado que o
CTZ sofreu uma reducdo na dupla ligacdo entre C-N do anel imidazolico da molécula de

CTZ
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Abstract

The aim of this work was to study the electrochemical behavior of antifungal ketoconazole
on polished Silver Solid Amalgam Electrode (p-AgSAE).The study began with the
evaluation of the best electrolyte for ketoconazole (KC) electrochemical reduction and the
Britton—Robinson buffer solution at pH 12 was selected as the best support electrolyte. In
the following, with a constant ketoconazole concentration (1.0x10” mol L) the square
wave voltammetric parameters were optimized for the p-AgSAE. The best experimental
responses were achieved with 100 s frequency, 25 mV of amplitude and 2 mV of scan
increment. The results showed that ketoconazole is reduced in a quasi-reversible process,
with one reduction peak at -1.50 V vs. Ag/AgCIl/Cl reference system. After optimized the
SWV  parameters, the analytical studies were developed in accord to ANVISA for
validation the methodology. Linearity range, detection and quantification limits, precision,
robustness and accuracy were evaluated. An analytical curve was constructed, that
presented a linear region to 4.97x1 07 a 4.30x10° mol L' with a correlation coefficient to
0.9989. The detection limits for the concentration range were determined as 63.4 ug L
while the quantification limits were to 211.5 ug L. Studies of accuracy of the methodology
were made in different formulations: tablet, cream and shampoo. The values obtained were
to 100.8% for the electrolyte, 91% for the tablet, 104% for the cream and 103% for the
shampoo. The Relative Standard Deviation (RSD) for the accuracy was less than 5.0%.
Quantum chemical calculations were also made with the aim of studying the electronic
characteristics of the molecule, and predicting which region of the molecule occurs a
electrochemical reduction. It was investigated the distribution of charge on the molecule
and the molecular orbital (HOMO and LUMO), which are possible sites of oxidation and
reduction, respectively. The LUMO was located on the imidazole ring. In the sequence of
the mechanistic elucidation, it was made an exhaustive electrolysis (E = -1,8V during six
hours) with monitoring by UV-Vis, being used in the studies that identify the products, the
technique of nuclear magnetic resonance espectroscopy, NMR H'. In accord to the study,

the reduction of KC occur between the C-N bond on the imidazole ring.



6 Allan N. de S. Dantas Dissertacdo de MestradoQ

1. INTRODUCAO

Com o surgimento de novos medicamentos a cada dia, gera-se uma necessidade
crescente de novos métodos capazes de monitorar ndo somente estas novas substancias,
mas também os metabdlitos gerados a partir de suas utilizagdes. As técnicas atualmente
empregadas na andlise de insumos farmacéuticos sdo normalmente métodos
espectroscopicos ou de separagdo. Os métodos eletroanaliticos surgem como uma
ferramenta importante na andlise de compostos organicos e inorganicos, apresentando

parametros analiticos semelhantes aos das técnicas usuais.

1.1  Farmacos no organismo

Quando um fiarmaco entra no corpo, imediatamente o organismo inicia alguns
processos, sendo eles a absor¢do, distribuicdo, metabolismo (biotransformacio) e
eliminagdo. Esses processos s@o a origem a base da farmacocinética. Os mecanismos de
acdo dos farmacos sdo os processos estudados pela farmacodindmica. O periodo de
acdo terapéutica do farmaco no organismo pode ser entendido por sua farmacocinética e
farmacodindmica'. A Figura 1 demonstra as diversas etapas envolvidas na
administracdo de um farmaco no organismo.

RESERVATORIOS
TISSULARES

LOCAL DE ACAO ligado - - livre

TERAPEUTICA LOCAL DE ACAO

‘Receptores” INESPERADA
ligado - fivre COM(?EASIIIR“AENTO ligado - - livre
ABSORGCAO ﬁ
DOSE DO

——— [FARMACO LIVRE] =
L,

FARMACO i
LIBERAGAO /‘ /—

farmaco ligado "
\ as proteinas metabolitos ]

BIOTRANSFORMAGAO

Figura 1. Correlacdes entre absorcdo, distribuicdo, ligacdo, metabolismo e excrecdo
nos locais de agdoz.
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Para que um farmaco exerca sua fungdo especifica, é necessdrio que ocorra uma
interacdo com um determinado receptor. Sob o ponto de vista quantitativo, as proteinas
constituem o grupo mais importante de receptores farmacolégicos, como por exemplo
receptores dos hormonios e neurotransmissores 2

Alguns farmacos atuam, nesses receptores fisiologicos e, em geral, sdo
particularmente seletivos porque estes sdo especializados em reconhecer e responder
com grande seletividade as moléculas sinalizadoras especificas. Os firmacos que se
ligam aos receptores fisiologicos e simulam os efeitos reguladores dos compostos
sinalizadores endégenos sdao conhecidos como agonistas. Outros fairmacos se ligam aos
receptores que ndo produzem efeito regulador, mas sua ligagdo impede o acoplamento
do agonismo ao enddgeno. Esses compostos que ndo possuem efeitos tteis por meio da
inibi¢do da acdo de um agonista (por competicio pelos locais de ligagdo), sdo
conhecidos como antagonistas 3

A ligacdo dos farmacos aos receptores pode envolver todos os tipos de interacio
conhecidas — idnica, ligacdo de hidrogénio, hidrofdbica, interacdo de van der Waals e
ligacdo covalente. Se a ligacdo for covalente, a duracdo da acdo do fiarmaco serd
prolongada, embora isto nem sempre ocorra. As interacdes ndo-covalentes de alta

afinidade também podem ser praticamente irreversiveis®

1.2 Agentes antifiingicos

A grande semelhanga estrutural entre as células flingicas com as dos mamiferos,
bem como a resisténcia de suas paredes justificam o fato de haver poucos agentes
antifingicos disponiveis atualmente. Eles ainda sdo consideravelmente mais toxicos se
comparados aos agentes antibacterianos. Os agentes antifiingicos sdo divididos

basicamente em azdis e poliénicos. Os antiftingicos azdéis subdividem-se em duas
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classes: triaz6is e imidazGis °. As estruturas que definem a diferenca entre triazdis e
imidazdis sdo apresentadas na Figura 1.
N N
(1 ]
NJ N
TRIAZOL IMIDAZOL

Figura 2. Estruturas presentes em fdrmacos dos grupos dos triazois e imidazois.

Os imidazéis sdo metabolizados mais rapidamente que os triazéis. Entre os
varios farmacos atualmente comercializados sdo imidazdlicos: Clotrimazol, Miconazol,
Cetoconazol, Econazol, Butoconazol, Oxiconazol, Sertaconazol e Sulconazol. Ja outros

como Terconazol, Itraconazol, Fluconazol e Voriconazol sio triazois.

1.2.1 Atividade antifiingica dos azéis

Os azo6is, como grupo, exibem atividade clinicamente util contra diversos tipos
de fungos, como por exemplo Candida albicans e Candida tropicalis que sdo
causadores de infec¢c@o oral e vaginal em seres humanos. A agdo farmacoldgica se da
apos a estabilizacdo da concentrag@o nos tecidos e no sangue, de forma que o principal
efeito causado, nao s6 por imidazdis, mas também por triazéis, sobre os fungos consiste
na inibi¢do da 14-a-esterol-desmetilase, uma enzima microssémica do citocromo P450
(CYP) que faz parte da rota biossintética do ergosterol, como pode ser observado na
Figura 3. A interag@o do grupo imidazolico se dd com o grupo HEME presente na CYP-

450, como pode ser observado na Figura 4, que apresenta esta interag@o.
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Figura 3. Sequéncia sintética da produgdo do ergosterol pelos fungosé.

Por conseguinte, a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica é
comprometida, levando ao acimulo de 14-a-metilesterdis. Estes metilesterdis podem
desagregar o arranjo compacto das cadeias acil dos fosfolipidios, comprometendo as
funcdes de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana, como ATPase e as
enzimas do sistema de transporte de elétrons, inibindo, assim, o crescimento dos

fungos’.

Figura 4. Interacdo do anel imidazolico com o grupo HEME do complexo enzimdtico
CYP-450.
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1.2.2 Cetoconazol e suas propriedades fisico-quimicas

Cetoconazol (CTZ) € um derivado imidazélico (Figura 5) comumente utilizado
como uma formulago antifingica no tratamento de micoses superficiais ou sistemadticas
por apresentar ampla atividade antimicdtica, ser absorvido por via oral, ser menos

lipofilico e capaz de manter niveis sanguineos mais elevados.

N

J
o 04

Figura 5. Estrutura molecular do Cetoconazol.

O nome quimico do CTZ ¢ cis-1-acetil-4-[4-[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-
imidazol-1-ilmetil)-1,3-dioxalan-4-il]Jmetoxifenil|-piperazina, de férmula e massa
molecular Cp¢H3C1,N4O4 € 531,44 g mol”. O composto se apresenta sob a forma de um
po cristalino branco ou quase branco, com uma faixa de temperatura de fusdo de 148 a
152°C. Em relacdo a solubilidade, € praticamente insolivel em 4dgua com solubilidade
intrinseca em 4gua de 4,5 ug mL’l, sendo solivel em etanol (1:54), metanol (1:9) e

cloroférmio (1:2).

1.2.3 Farmacocinética do Cetoconazol

CTZ é rapidamente absorvido por via oral. Apds a administracdo oral das doses
de 200, 400 e 800 mg, o pico de concentracio plasmatica € de aproximadamente 4, 8 e
20 pug mL™", respectivamente, apds um periodo de duas a trés horas, variando a absor¢éo
com o estado de acidez gastrica, sendo maior em pH igual ou inferior a dois.

CTZ foi descoberto por pesquisadores da Industria Janssen Farmacéutica,

Bélgica, tendo recebido inicialmente o nome de cédigo R 41.400 e sendo introduzido na
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terapéutica em 1978. E um fdarmaco de amplo espectro de acdo contra fungos,
mostrando-se ativo contra os dermatéfitos. Tem agdo leishmanicida in vitro, porém sua
acdo terapéutica na leishmaniose tegumentar americana é lenta e inconstante. A
concentragio inibitéria sobre os fungos sensiveis situa-se entre 0,01 e 11 pg mL™. E
solivel em dcidos e absorvivel por via oral, sendo eficaz na terapia de micoses
superficiais e profundas. Nao é administrado por via parenteral por ser pouco solivel
em agua s

Como os demais derivados imidazdlicos antifingicos, CTZ exerce acdo
fungicida por alterar a permeabilidade da membrana citoplasmética dos fungos
sensiveis, que passam a perder cations, proteinas e outros elementos vitais, ocorrendo,
por fim, o rompimento da membrana. Esta a¢do decorre de sua interferéncia na sintese
de ester6is da membrana, inibindo a formagdo do ergosterol a partir do seu precursor, o
lanosterol. Esta atividade resulta da acfo inibitéria do CTZ (e dos demais derivados
azoblicos) sobre a enzima citocromo P-450, a qual € responsdvel pela sintese e
degradac@o dos acidos graxos e esterdides enddgenos nas células animais, vegetais e
seres unicelulares. Esta acdo sobre a membrana € varidvel de acordo com o fungo e a
dose do medicamento, agindo ndo s6 sobre as células fingicas, mas, também, inibindo a
sintese de estrogénios e testosterona no homem. Além deste mecanismo de agdo, o
cetoconazol e demais derivados imidazélicos alteram a sintese de triglicerideos e
fosfolipideos e, em alta concentrag@o, provocam a morte celular por causarem actimulo
de 4gua oxigenada ao bloquearem enzimas peroxidativas.

CTZ apresenta elevada eficcia apds administrag¢@o por via oral no tratamento da
candidiase oral, esofagiana, cutidnea e vulvovaginal, nas dermatofitoses e pitiriase
versicolor. Sua eficacia na candidiase sist€émica no paciente imunocomprometido é

irregular, mas o firmaco mostra-se ttil na terapia da candidiase ocular e osteoarticular
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em pacientes viciados em drogas injetdveis e na candidiase esofagiana em pacientes
com SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida).

A dose adulta maxima recomendada para CTZ é de 400 mg/diag. Em criancas
3,3-6,6 mg/Kg/diaz. Como ja referido, a absor¢do oral € maior em meio 4cido,
recomendando-se sua ingestdo junto com a alimentacdo e com sucos citricos. O
tratamento pode durar cinco dias para candida vulvovaginal, duas semanas para
candidiase oral e esofdgica e seis a doze meses em micoses profundas. A lenta resposta
da terapia faz o fadrmaco ser inapropriado para pacientes com micose severa e
progressiva.

O CTZ ¢é habitualmente bem tolerado. Em alguns pacientes pode provocar
nduseas, vomitos, desconforto abdominal, tonteiras, cefaléia, alopécia, diminuicdo da
libido, prurido e diarréia. Ndo é recomendado em gestantes e seu uso em nutrizes
acompanha-se da excrecdo para o leite; por este motivo, € aconselhdvel a mulher ndo
amamentar quando sob tratamento com CTZ".

O composto € convertido em diversos metabdlitos inativos, sendo que as
principais vias metabdlicas identificadas sdo a oxidacdo e degradacdo dos anéis
imidazdlico e piperazinico, o-dealquilagdo oxidativa e hidroxilacdo aromatica. Apenas
uma pequena fracdo (inferior a 1%) da dose administrada é excretada, sem mudancas,
na urina ap6s um periodo de seis horas. Desta forma, é importante desenvolver métodos
capazes de quantificar tal espécie, basicamente por dois motivos: o primeiro para um
controle de qualidade na industrial farmacéutica e um segundo, na andlise de amostras

de urina e de 4gua. Vérios métodos sdo reportados na literatura, como serd visto a

seguir.
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1.2.4 Metodologias empregadas na determinacio de CTZ

Low e Wangbooskul ? utilizaram Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para separacdo e quantificacdo de CTZ e quatro compostos de estrutura
molecular semelhante, considerados impurezas. Estes compostos podem estar presente
juntamente com o CTZ e muitas vezes podem ndo exercer a mesma fungdo no
organismo. Foi empregado detector UV-Vis operando em 232 nm e fase moével
composta de acetonitrila e tampao fosfato. O método de separacio foi empregado em
diferentes formulacdes comerciais, sendo elas: comprimido, creme e xampu. Foram
avaliados os seguintes parimetros de validacdo: faixa de linearidade, exatidao, precisao,
seletividade e os limites de deteccdo e quantificacdo. A metodologia apresentou
excelentes taxas de recuperagdo (em torno de 100%, para todas as amostras avaliadas) e
boa seletividade na separacdo dos diferentes compostos. O tempo de retencdo dos
analitos na coluna, foi curto em relacdo a métodos cromatogrificos, sendo de cinco
minutos. Entretanto se comparado com medidas voltamétricas que duram n@o mais que
alguns segundos, este ¢ um tempo extremamente grande.

Khashaba et al.'® analisaram diferentes agentes antifingicos (Clotrimazol e
Cetoconazol) por métodos espectrofotométricos. Os métodos se baseiam na reacido dos
compostos com 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) em metanol ou com o
dcido p-cloroanilinico (p-CA) em acetonitrila. Os solventes utilizados para preparacdo
dos analitos foram os mesmos empregados na preparacdo dos compostos de reacdo.Os
produtos formados obedeceram a lei de Beer com Ay, de 460 e 520 nm nas faixas de
concentragdo de 22,5-200 e 7,9-280 pg mL" para o DDQ e p-CA, respectivamente. As
amostras empregadas no estudo em questdo consistiam de creme, solug¢do, comprimido
e po para o Clotrimazol e creme e comprimido para o Cetoconazol, sendo que para este

foram obtidas taxas de recuperacdo de 98,8% e 98,9%, respectivamente. A reacdo entre
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os agentes antiftingicos e os reagentes DDQ e p-CA ocorrem por interagdo com o anel
imidazdlico mas os autores ndo informam a .

Bruijn et al.'! desenvolveram um método de CLAE para determinagdo de CTZ
em plasma humano. Uma extracdo quantitativa foi realizada utilizando uma mistura de
acetonitrila e cloreto de n-butil (1:4, v/v). Clotrimazol foi utilizado como padrdo
interno. CTZ foi monitorado em cerca de 206 nm. A fase movel utilizada consistiu de
uma mistura de dgua — acetonitrila — THF — hidroxido de amdnia — trietilamina
(45:50,2:2,5:0,1:0,1 v/v). Foram avaliados precisdo e exatidao, limites de deteccdo e de
quantificacdo, taxa de recuperacdo (em plasma humano), seletividade e especificidade e
ainda foi avaliada a estabilidade. A faixa de linearidade foi de 20 a 2000 ng mL" (R =
0,9975), onde o limite de quantificagdo foi adotado como o primeiro ponto da curva
analitica. A taxa de recuperagdo de CTZ foi de aproximadamente 94%. O tempo de
retencdo do padrio interno foi de aproximadamente 10 minutos e o tempo de retencdo
do Cetoconazol foi superior a 20 minutos. Embora a metodologia apresente bons
parametros analiticos como baixos limites de deteccdo e seletividade para detectar o
analito em uma amostra complexa como plasma sanguineo, o tempo de retencéo ¢ alto,
podendo dificultar a andlise se houver um nimero elevado de amostras.

Proenca et al."* desenvolveu e validou uma metodologia espectrofotométrica
para determinacgado direta de CTZ em amostras de xampu. O principio ativo foi extraido
utilizando metanol, seguido de agitacdo por 30 minutos. A determinag¢do do mesmo foi
realizada em 267 nm, tendo faixa de linearidade de 3,0 a 5,0 mg mL"' e taxas de
recuperagdo variando de 95 a 109%. O limite de deteccdo foi de 1,2x10° mg mL™,
sendo este método perfeitamente capaz de analisar CTZ em xampu. Embora outros
trabalhos espectrofotométricos ja estejam disponiveis na literatura, este ainda ndo é

classificado como método padrio alternativo aos métodos cromatograficos. O preparo
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da amostra requer etapas que envolvem, por exemplo, a filtracdo da amostras, tornando
0 método um tanto mais moroso.

Cirilli er al." utilizaram a técnica de CLAE para a separacdo enantiomérica de
derivados imidazdlicos (Cetoconazol, Fluconazol e Miconazol) quirais dotados de
atividade antimicética. O objetivo do trabalho foi avaliar qual a influéncia da
estereoquimica nos niveis biologicamente ativos dos componentes. Colunas
enantiosseletivas contendo carbamato de celulose e amilose foram utilizadas. A
influéncia da natureza e a quantidade de um modificador alcodlico (etanol ou 2-
propanol) na fase mével (n-hexano) foram estudadas. Os enantiomeros foram isolados e
separados em colunas semipreparativas. Os comprimentos de onda escolhidos para o
monitoramento dos compostos foram 260 e 310 nm. Apds estas etapas, foram
submetidos a testes bioldgicos com Candida albicans, de forma que seus efeitos
permaneceram inalterados. Assim, o perfil dos compostos testados foi compativel com
os farmacos de referéncia, ndo sendo observado aumento da atividade antimicética no
racemato.

Heyden et al.'* determinaram CTZ e Formaldeido simultaneamente em amostras
de xampu por CLAE. O Formaldeido € utilizado para preservar e evitar que haja
contaminag@o do produto (xampu), sendo a faixa de concentracio méxima permitida de
0,2 a 5,0%, dependendo do produto em que estd sendo utilizado pois este componente
pode causar dermatites. A fase mével utilizada consistiu de uma mistura de Acetonitrila
e NaH,PO,H,0 0,025 mol L' 45/55 (v/v), ajustado para pH 4,0 com 4acido fosférico.
CTZ foi carreado mais rapidamente, podendo ser determinado em 250 nm apds a
injecdo da amostra de xampu. O Formaldeido foi medido em 345 nm (apds
derivatizacdo com uma solucgéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina). Os excipientes contidos na

amostra original nfo interferiram nas determinagdes. O método foi validado avaliando-
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se seletividade, linearidade, repetibilidade e robustez (onde diversos parametros
operacionais foram avaliados em trés niveis: valor otimizado e valores acima e abaixo
deste) mostrando-se eficiente na determinagdo de ambos na amostra estudada. Assim, as
determinagdes de CTZ e Formaldeido foram feitas sem interferéncia mitua de ambos os
componentes.

Abdel-Moety et al.” aplicaram CLAE na determinagio de Cetoconazol,
Clotrimazol e Fluconazol em diferentes formulagcdes farmacéuticas. A fase movel
utilizada consistiu em uma mistura de acetonitrila e trihidroximetil aminometano em
tampao fosfato pH 7,0. As amostras utilizadas foram de comprimido, creme e cépsula.
Para Clotrimazol, foi investigada sua determinacdo na presenca de seus produtos de
degradac@o (2-clorofenil-difenil-metanol e imidazol) que foram obtidos apds reacdo
com HCI 5N, com boas taxas de recuperacdo, estando este valor em torno de 100%. Ja o
CTZ foi investigado em comprimido e creme, com taxas de recuperagdo também em
torno de 100%. O tempo de retencdo para o clotrimazol foi de cerca de 10 minutos.
Entretanto, a separacio dos produtos nao foi muito eficiente.

Chem e al.'® determinaram CTZ em plasma sanguineo humano, utilizando
CLAE duplamente acoplado com espectrdmetro de massa. O método utilizou dietil-éter
para extracdo de CTZ e um padrdo interno. Como fase mével foi utilizada uma mistura
acetonitrila/dgua/acido-féormico (75:25:1, v/v/v). As razdes massa-carga (m/z) foram de
531 — 82,1 para CTZ e 733,5 — 460,2 para o padrio interno. A faixa de linearidade
para o método foi de 20 a 10.000 ng mL™" com coeficiente de correlacio de 0,998 e a
recuperacgdo obtida foi de 102%.

Vertzoni et al.'’ desenvolveram e validaram uma metodologia para
determinagdo de CTZ em plasma sanguineo de cées utilizando CLAE com detector UV-

Vis. A solugdo padrio de CTZ foi preparada utilizando como solvente acetonitrila e o
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mesmo foi monitorado em 240 nm. A fase mével era composta de uma mistura de
metanol/dgua/dietilamina (74:26:0,1 — v/v/v). A faixa de linearidade foi de 0,015 a 10
ug mL", com limites de detec¢do e quantificacdo de 5 e 15 ng mL", respectivamente. A
taxa de recuperagdo foi superior a 95%. O tempo de retencdo do analito na coluna foi
relativamente rapido, sendo de aproximadamente 4 minutos.

Kovics et al.'® estudaram o efeito de diversos solventes na solubilizacio de
alguns compostos imidazoélicos, dentre eles Cetoconazol, Itraconazol e Miconazol, com
o objetivo de buscar novos excipientes. Foram testados como solventes solucdes de
acetato, fosfato e gluconato, em misturas com etanol, glicerol, macrogol 400, propileno
glicol e surfactantes. O efeito das combinagdes bindrias e terndrias foi investigado por
CLAE. Todos os meios estudados apresentaram boas caracteristicas de solubilidade.
Combinagdes terndrias foram capazes de solubilizar 135 mg mL" de CTZ. Os solventes
permitem a utilizacdo dos farmacos via parental, sem problemas.

Bajad er al."”’ desenvolveram metodologia para determinagio cromatografica de
Cetoconazol e Piperina em plasma sanguineo de ratos. Um arranjo de fotodiodos foi
utilizado como detector, monitorando Piperina em 340 nm e Cetoconazol em 231 nm. A
fase moével utilizada foi composta por uma mistura de acetonitrila e KH,PO, 50:50 (v/v)
tendo pH ajustado para 4,5 com 4cido ortofosférico. As recuperagdes foram superiores a
98%, com faixa de linearidade de 10 a 2000 ug.mL", para ambos os analitos. Os limites
de deteccdo obtidos foram de 2,0 ng mL! para Piperina e 4,0 ng mL" para Cetoconazol.

Farhadi et al.*® estudaram a reacio de Cetoconazol e Clotrimazol com o fon I e
Vermelho de alizarina S. A intera¢do permitiu o desenvolvimento de uma metodologia
potenciométrica para determinag¢do dos mesmos. A faixa de linearidade foi de 10%a10”
mol L. Empregou-se também metodologia espectrofotométrica, que consistiu na

interacdo dos fairmacos com o Vermelho de alizarina S (reagente cromogénico), sendo
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obtida uma faixa de linearidade de 2,5 a 50 e 2,7 a 80 pg mL" para Clotrimazol e
Cetoconazol, respectivamente. As taxas de recuperagdo para as amostras de comprimido
e creme mantiveram-se entre 99 e 102 %. Desta forma, a metodologia pode ser
empregada na andlise das diferentes formulagdes de ambos os fiarmacos sem
interferéncias dos excipientes.

Arranz et al.*' utilizaram separacdo por eletroforese capilar com detector na
regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) para determinar trés diferentes derivados
imidaz6licos: Cetoconazol, Clotrimazol e Econazol. Diversos parimetros eletroforéticos
foram investigados: pH (5,18) e concentracdo do tampao (0,075 mol L"), potencial
aplicado (25 kV), temperatura (25 °C) e condi¢cdes de injecdo. O método foi otimizado,
determinando-se simultaneamente os trés derivados com valores de recuperacdes de
98,0%; 99,9% e 99,5%, respectivamente para Cetoconazol, Clotrimazol e Econazol.

Lichtig et al.?? desenvolveram um método polarografico de pulso diferencial
para determinacdo de Secnidazol em amostras de comprimido e fluidos intestinais. O
potencial de pico para a reducdo do composto foi de -0,57V versus Ag/AgCl/CI. A
metodologia utilizou tampao borato 0,04 mol L'l, sendo observada uma onda de
reducdo, na qual envolve a participacdo de quatro elétrons do grupo nitro para
hidroxilamina. Em valores de pH mais 4cidos, a forma protonada do grupo
hidroxilamina é reduzida para amina. Em meio alcalino a redugdo envolve a
participacdo de seis elétrons. A faixa de trabalho obtida foi de 0,6 a 114 pg mL™".

Shamsipur e Farhadi®® estudaram o comportamento eletroquimico de CTZ
utilizando eletrodo de disco rotatério, voltametria ciclica e coulometria, com eletrodos
de trabalho de ouro, platina e carbono vitreo. Foram observadas duas ondas anddicas
nos para os eletrodos empregados, de forma que os potenciais encontram-se na faixa de

1,0 a 1,8V — potenciais para as ondas de oxidacdo. Os estudos de voltametria ciclica
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foram realizados utilizando concentragdo de 0,5 mol L" de CTZ em meio de Perclorato
de Tetrabutilamdnio (TBAP). Com base nos resultados obtidos foi elaborada uma
proposta mecanistica para a oxidagdo de CTZ envolvendo um unico elétron. Utilizando
voltametria de pulso diferencial e eletrodo de platina, foi desenvolvido um método para
quantificagdo do mesmo em amostras de comprimido e creme, assim como em fluidos
biolégicos. A faixa de trabalho obtida foi de 3,0)(10'6 a 1,0)(10'4 mol L. A taxas de
recuperacdo obtidas foram de 101,0; 97,5 e 102,3% para as amostras dos farmacos,
urina e sangue, respectivamente.

Shamsipur e Farhadi** estudaram a oxida¢do de CTZ sobre eletrodo de pasta de
carbono em meio de Tampao BR 0,05 mol L' pH 12, o qual apresentou pico de
oxidacdo no potencial de 0,48 V. Os resultados indicaram que o processo € irreversivel
e controlado por adsor¢@o, o que possibilita uma etapa de acumulacdo do firmaco na
superficie do eletrodo. As técnicas utilizadas foram Voltametria Ciclica, Voltametria de
Varredura Linear (VVL) e Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), onde foi observada
uma relacdo linear entre a corrente de pico e a concentracdo de CTZ entre 2,4x10% a
4,8x107 mol L' (VPD) e 9,1x10” a 1,0x10° mol L™ (VVL). O método desenvolvido foi
aplicado na determinacdo do analito em amostras de comprimido, creme e urina. A
média da taxa de recuperacio para as amostras de urina foram de 98,5%. Em relacdo ao
preparo da amostra de CTZ, foi utilizado HCI1 1,0 mol L" na solubilizacdo sendo feita
uma filtragdo para separacdo dos excipientes. Entretanto, no trabalho de Abdel-Moety et
al.” foi utilizado HCI para degradacdo do Clotrimazol. Desta forma, existe a
possibilidade do mesmo ter ocorrido, de forma que possivelmente o pico de oxidacdo
seja de um produto de degradagao.

Pereira et al.”” investigaram o comportamento de Clotrimazol sobre eletrodo de

mercurio em solugdes de uso topico de diferentes fabricantes. Clotrimazol é reduzido
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sobre mercuirio em tampao fosfato com pH superior a 6 por meio de um processo
reversivel envolvendo um unico elétron. O processo apresenta forte efeito de adsorgao,
o qual pode ser minimizado na presenga de Triton X-10. As taxas de recuperagdo foram
de cerca de 100 % para as solugdes comerciais de Canesten e 113 % para as solugdes de
Dermobene.

Peng et al*® investigaram o comportamento adsortivo e eletroquimico de
cetoconazol sobre eletrodo de carbono vitreo em meio de tampdo amoniacal
(NH3/NH4C1) 0,1 mol L! pH 9,0. O método analitico desenvolvido obteve um limite de
deteccao de 4,0x10’“m01 L’l, com uma faixa de linearidade de 1,0)(10’6 a 1,0x10’10 mol
L. As taxas de recuperagdo obtidas variaram entre 99,46 e 102,11%.

Arranz et al.”’ estudaram o comportamento eletroquimico do Cetoconazol em
tampdo Brintton-Robinson. Observou-se um processo de redu¢cdo em HMDE (do inglés
Hangging Mercury Drop Electrode), formando um unico pico em torno de -1,6 V,
tendo uma faixa de pH de estudo variando de 4,7 a 9,6. Os resultados obtidos
mostraram que a reducdo do Cetoconazol € um processo irreversivel e a corrente é
controlada por adsor¢do da espécie eletroativa. A dependéncia da corrente de pico com
a concentragdo foi estudada por meio de diferentes técnicas polarograficas e
voltamétricas. Utilizando Voltametria de Pulso Diferencial com Redissolucdo Catédica
(AdS-DPV, do inglés Adsorptive stripping Diferential Pulse Voltammetry), o limite de
deteccdo (LD) encontrado foi de 5,3)(10’11 mol L. O procedimento desenvolvido foi
utilizado para determinag@o de Cetoconazol em formulacdes comerciais e em amostras
de urina. Desta forma, os autores constataram que o processo de reducdo do CTZ nas
condicdes de trabalho € irreversivel e controlado por uma etapa de adsorcdo, de forma
que os dois métodos eletroanaliticos testados mostraram-se capazes de determinar o

analito com boas taxas de exatidao.
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1.2  Técnica utilizada: Voltametria de Onda Quadrada

A Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) se caracteriza como uma técnica de
pulso. Estas técnicas sdo baseadas na cronoamperometria, ou seja, na medida da
corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de
potencial. As caracteristicas da medida estdo relacionadas tanto com a largura do pulso
quanto com o degrau de potencial que € aplicado no eletrodo para promover o processo
faradaico™. Nas técnicas de pulso, a perturbacio do potencial do eletrodo ndo é uma
func¢do linear com o tempo do experimento (Figura 6A), de forma que a aplicacdao do
pulso de potencial segue uma sequéncia sistemadtica, cuja resposta de corrente obtida
depende da forma com que estes pulsos sdo aplicados. E esta maneira de aplicagio dos
pulsos de potencial que define as caracteristicas bdsicas de cada uma das técnicas de
pulso®’.

A VOQ foi desenvolvida em 1952 por Baker e Jenkins™ e no decorrer dos anos
apresentou algumas modificacdes instrumentais aliadas ao desenvolvimento de novas
teorias que foram responsdveis pelo estabelecimento da técnica para a andlise de tragcos
e na obtencdo de dados relacionados a cinética e a0 mecanismo de reagdes quimicas sob
as mais variadas condi¢des’'. Dentre as vantagens desta técnica, pode-se citar a sua
rapidez de aplicacdo frente a outras técnicas de pulso como a voltametria de pulso
diferencial, excelente sensibilidade e reducdo das correntes residuais, menor consumo
da espécie eletroativa e diminuicdo dos problemas associados ao bloqueio de superficie
do eletrodo por produtos de reagdes.

A forma de aplicacdo da altura de potencial (Amplitude, a), como apresentado
na Figura 6B, varia de acordo com uma escada de potencial com largura AE;

(incremento de varredura) e duragdo 2t1. As correntes sdo medidas nos ultimos
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microssegundos de aplicacdo dos pulsos direto (Ir) e reverso (Ip) e a diferenca entre os

dois valores gera a corrente resultante (Al = Iy — Ib)33.

]
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Figura 6. A) Relagdo entre corrente faradaica (Iy) e corrente capacitiva (I.) versus o
tempo. B) Esquema da forma de excitacdo na voltametria de onda quadrada por meio
do potencial de partida, “a” a altura do pulso, AE; o incremento de potencial, t largura
do pulso.30

Em VOQ, a separacdo das correntes € uma ferramenta muito utilizada para
avaliar o grau de reversibilidade de um sistema eletroquimico. Para sistemas reversiveis,
quanto maior for a contribui¢do da corrente reversa, maior serd a corrente resultante,
pois ela € a diferenca entre as correntes direta e reversa. J4 para sistemas irreversiveis, a
corrente reversa ¢ minima e, consequentemente, a sua contribui¢io para a intensidade da
corrente resultante é desprezivel3 ‘,

Os parametros eletroquimicos potencial de pico (E,) e corrente de pico (I,)
fornecem informagdes importantes quando relacionados com a frequéncia de aplicacdo
dos pulsos de potencial®®. Para sistemas reversiveis, I, varia linearmente com a raiz
quadrada da frequéncia; por outro lado, varia linearmente com a frequéncia para
sistemas irreversiveis. Para sistemas quase reversiveis, a variagdo entre I, e a frequéncia
ndo € linear. O coeficiente angular de um grafico de E;, vs. logaritmo da frequéncia, para

sistemas reversiveis sem adsorcdo de produtos, tem um valor de -29/n mV e com

adsorcdo do produto e do reagente nio ha relagdo linear. Para sistemas irreversiveis, o
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coeficiente angular tem um valor de -59/na mV>®. Na Tabela 1 sdo resumidas as
principais caracteristicas dos sistemas eletroquimicos quanto ao grau de reversibilidade

ao se relacionar I, e E, com a frequéncia de aplicagio dos pulsos de potencial.

Tabela 1. Relagoes existentes entre I, E, e frequéncia de aplicagdo de pulso de
potencial em relacdo a reversibilidade do processo.

Irreversivel I, = kf 0 = -59/mamV

Sem adsorcdo do produto:

0 =-29/mmV
. 2
Reversivel 1, = kf'
Com adsor¢do do produto e
reagente: a relacdo ndo é linear
Quase Reversivel Nao é linear Relagdo nao é linear

Os métodos de redissolugdo abrangem uma variedade de procedimentos
eletroquimicos que incluem uma etapa de pré-concentracdo seguida por uma etapa

zos 37 . . . . . .
voltamétrica’’. Em todos esses procedimentos, primeiramente o analito é depositado
sobre a superficie do eletrodo sob agitagdo. Apds um tempo de deposi¢do medido com
exatidao, a eletrélise é descontinuada, a agitacdo € interrompida e o analito depositado é
determinado através de tecnicas voltamétricas. Durante essa segunda etapa da andlise, o

analito € redissolvido ou retirado do eletrodo>.

1.3  Eletrodo Sdlido de Amalgama de Prata
O desenvolvimento da polarografia, voltametria e de sensores potenciométricos
39,40

representam a parte fundamental dos métodos eletroanaliticos e da instrumentagdo

Eletrodos de mercudrio tém sido amplamente empregados em voltametria por vérias
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razdes. Uma delas é a faixa de potencial negativo relativamente ampla, devido a alta
sobrevoltagem da reacdo de desprendimento de hidrogénio. Além disto, uma nova
superficie metélica é formada rapidamente, simplesmente pela produgdo de uma nova
gota, deixando o comportamento do eletrodo independente do seu passado. A habilidade
de se obter rapidamente uma superficie nova € importante porque as correntes medidas
em voltametria sdo bastante sensiveis a limpeza e a ausé€ncia de irregularidades da
superficie. Uma limitacdo do eletrodo de mercirio € a facilidade com que este metal é
oxidado. Esta propriedade limita severamente o uso do eletrodo como anodo. Em
potenciais maiores do que +0,4 V ocorre formag¢do de merctrio (I), originando uma
onda polarogrifica que mascara as respostas de outras espécies que podem sofrer
oxidacdo. Assim, este metal é geralmente empregado em estudos dos processos de
reducdo. Entretanto, quando comparado com eletrodos sélidos, possui uma estabilidade
mecanica muito baixa, sendo esta uma de suas maiores desvantagens. Outra
desvantagem é a toxicidade do mercurio, pois o residuo gerado contamina o meio
ambiente causando diversos problemas®'.

Recentemente o uso de eletrodos sélidos de amalgama de prata (AgSAE, do
inglés Silver Solide Amagam Electrode) tem sido frequente em diversas aplicacdes

2% Eletrodos de amdlgama de cobre™ também podem ser utilizados na

voltamétricas
determinagdo eletroanalitica de alguns compostos como pesticidas45, por exemplo. Os
problemas gerados pelo falta de estabilidade mecanica e a toxicidade do mercirio
contribuem para a utilizag¢do de superficies estdveis como a do AgSAE. A capacidade de
sobrevoltagem a reacdes de desprendimento de hidrogénio sobre a superficie dos
eletrodos de amdlgama é extremamente semelhante a de mercurio liquido, permitindo

sua utilizagdo em regides de potenciais mais negativos. A renovagdo da superficie sélida

€ um problema que pode resultar em dificuldade na reprodutibilidade e sensibilidade
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dos experimentos. Nesta perspectiva, eletrodos de amdlgamas representam boa
alternativa ao uso do HMDE, pois, como citado, abrange regides negativas e possui
superficie estdvel. Diferentes modificagdes no AgSAE sdo descritas na literatura®,

desde meniscos de merctrio (m-p-AgSAE) a polidos (p-AgSAE)".

1.3.1 Utilizacao de eletrodos sélidos de amalgama

Ciszkowska er al.*® prepararam um microeletrodo de mercirio em forma de
disco suportado sobre amdlgama de prata. O eletrodo de disco de 20-30 um de didmetro
foi obtido facilmente por deposicdo da quantidade apropriada de Hg em um microdisco
de prata. O microdisco de amdlgama de prata pode ser preparado pela deposicdo
sucessiva de pequenas quantidades de mercurio sobre um microdisco de prata.

Horasawa et al.*’estudaram o comportamento eletroquimico em funcio do efeito
da composi¢do de amélgamas dentdrias, incluindo reag¢des ocorridas fora das condi¢des
orais (fisioldgicas). Amalgamas contendo 47,5% de mercurio foram preparadas usando
cobre de baixa porcentagem (3,0% de peso de Cu) e cobre de alta porcentagem (40-80%
de Ag, 12-30% de Cu) com ou sem Zn (1,5% em peso). Voltamogramas ciclicos foram
obtidos entre -1,5 e +0,8 V (vs. Ag/AgCl (3,0 mol L' KCI)). Durante as varreduras
anddicas, AgCl e filmes de Hg,Cl, foram formados sobre as amdlgamas, com excecdo
da amdlgama de 40% em peso de Ag. Em amalgama com maior teor de cobre, um pico
de oxidacdo foi observado em -0,1 V, indicando a oxidag¢do da amélgama. A presenga
de zinco afetou os processos de oxidacdo para as amdlgamas formadas com os dois
tipos de cobre. Assim, foi possivel avaliar as amdlgamas por voltametria ciclica, bem
como o comportamento eletroquimico das mesmas, especialmente para obter
informacdes na formacdo dos compostos (AgCl e Hg,Cl,) e na sequéncia das reacdes

eletroquimicas.
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Yosypchuk et al*' utilizaram um sensor eletroquimico a base de amdlgama de
prata para medidas eletroanaliticas. Um arranjo de um sensor potenciométrico-
voltamétrico com amdlgama de prata, onde o eletrodo de trabalho foi posto em contato
com uma solugdo “despolarizada” contendo 10 ppm de Cu** em 0,2 mol L™ de tampio
acetato e 2% dcido tartdrico, foi construido. O eletrodo de trabalho foi produzido
inserindo-se p6 de prata em um tubo de vidro. Em seguida mercurio liquido também foi
inserido no tubo completando o processo de amalgamacdo natural por 12 horas. O
sensor foi testado usando vdrias solucdes de diferentes concentragdes de Ag* e Hg™*.

Novotny et al. >0 utilizaram eletrodos sélidos de amdlgama para andlise de acido
nucléico. Os eletrodos sofreram um processo de ativacdo da superficie utilizando-se
uma solucdo de KCI 0,2 mol L durante cinco minutos e sem desaeracdo da solucido.
Voltametria de redissolugdo catddica com pulso diferencial foi aplicada entre 0,05 e
-0,25 V em meio de Na,B4O7 0,05 mol L. Além de um 6timo sensor, as superficies se
mostraram facilmente renovaveis ap6s polimento e novo tratamento eletroquimico.

Fadrna’' testou eletrodos de amilgama de prata polidos (p-AgSAE) na
determinagdo voltamétrica de cétions metdlicos (Cu®**, Pb**, Cd**, Zn*"), nitratos e
tiocinatos. Apés a preparagdo dos eletrodos, estes foram caracterizados por Difragdo de
Raios-X, que demonstrou a formacio de uma estrutura cristalina, e por Microscopia de
For¢a Atdmica e Microscopia Eletronica de Varredura. Estas dltimas comprovaram a
auséncia de merctrio liquido e sem possibilidade de degradacdo da amdlgama. Em
relacdo a determinacdo das espécies, o eletrodo se mostrou extremamente aplicavel para
andlise em amostras de dgua contendo os analitos.

1.4 Teoria Quimico-Quantica
Atualmente, os modelos moleculares sdo baseados na Mecanica Quéantica, que

por meio da interacdo com os conceitos quimicos no estudo mecanico-quantico da
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estrutura molecular, d4 origem a Quimica Quantica. Aliada a Termodindmica
Estatistica, a Quimica Quéantica permite uma interpretacdo e racionalizacdo das
: L . A 52
propriedades macroscépicas com fundamento em nivel atdmico-molecular™.
O aumento progressivo da utilizacdo da Quimica Quéntica na determinacdo de
. . . A . , . 53 .
propriedades moleculares ampliou o conceito de experiéncia quimica™ . Assim, pode-se
dizer que os métodos computacionais fazem parte da ampla gama de técnicas

experimentais a disposicdo do quimico.

1.4.1 Energia dos orbitais de fronteira

Os métodos que utilizam orbitais moleculares t€m sido utilizados nos calculos
de diversos parametros de interesse quimico e farmacoldgico e dentre estes parametros
dois sdo muito utilizados em estudos das relacdes estrutura-atividade: energia do
HOMO (do inglés Highest Occupied Molecular Orbital, orbital molecular ocupado de
mais alta energia) e energia do LUMO (do inglés Lowest Unoccupied Molecular
Orbital, orbital molecular desocupado de menor energia). Estas energias s@o muito
utilizadas, pois medem a capacidade doadora e aceptora de elétrons apresentada pelos
compostos. Quanto maior a energia do HOMO, maior serd a capacidade doadora da
molécula e, deste modo, a propensdo do dtomo ou da molécula em doar elétrons serd
maior e quanto menor a energia do LUMO, menor serd a resisténcia em aceitar

elétrons’ 4,

1.4.2 Distribuicao de cargas na molécula
A densidade eletronica ¢ uma funcdo que fornece informagdes sobre a
distribuicdo eletronica de cargas, contida na funcdo de onda. Esta funcdo pode ser

medida experimentalmente por meio da técnica de difracdo de raios-X e também por
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célculos tedricos. Sua determinagdo é de grande importincia, encontrando aplicacdes
em estudos de reatividade quimica, interacdes intermoleculares, similaridade molecular,
dentre outras™. Existem vérias maneiras de representar a densidade de carga em uma
molécula: por meio de diagramas de contorno de um determinado plano da molécula ou
por meio de superficies de isovalores. A andlise desses diagramas fornece informagdes

importantes em relagdo a estrutura eletrdnica da molécula.

1.5 Microscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios-X

O microscépio eletronico de varredura utiliza um feixe de elétrons ao invés de
fotons (microscopio Optico convencional) para aumentar a resolugdo da imagem. A
partir de uma voltagem alta, por exemplo, 50 kV, elétrons de comprimento de onda
extremamente curto sdo produzidos. Por possuirem cargas, os elétrons podem ser
focalizados em campos elétricos ou eletrostaticos e, assim, formar imagens.

A analise por Energia Dispersiva de Raios-X possui o mesmo principio fisico,
mas fornece resultados diferentes. O feixe de elétrons é suficientemente energético para
ionizar as camadas profundas dos dtomos e produzir emissdes de raios-X. Por meio da

andlise dos espectros obtidos € possivel determinar os elementos presentes na amostra.

1.6 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

A Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) ¢
reconhecidamente a técnica mais importante para a investigacdo a nivel molecular,
permitindo obter informagdo estrutural e dindmica para qualquer estado da matéria. Em
particular, é um método decisivo na determinacdo de estruturas tridimensionais de
moléculas no estado liquido e ocupa, igualmente, uma posigdo respeitavel no campo da

andlise qualitativa e quantitativa. *° Ela est4 baseada na medida da absor¢do de radiacio
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eletromagnética na regiao de radiofrequéncia de cerca de 4 a 900 MHz. Diferentemente
das absor¢des no ultravioleta, visivel e infravermelho, ndcleos dos dtomos, ao invés de
elétrons externos, estdo envolvidos no processo. Adicionalmente, para se fazer com que
os nucleos desenvolvam os estados de energia necessarios para que a absorg¢do aconteca,
é necessario submeter o analito a um campo magnético intenso’’.

A base tedrica da espectroscopia de RMN foi proposta por Pauli em 1924,
sugerindo que certos nicleos atdmicos deveriam ter as propriedades de spin e momento
magnético e que, consequentemente, a exposi¢cdo a um campo magnético deveria levar a
um desdobramento de seus niveis de energia. Durante a década seguinte, esses
postulados foram verificados experimentalmente. Nos primeiros cinco anos que se
seguiram a descoberta da RMN, os quimicos se conscientizaram de que o ambiente
molecular influencia a absor¢éo de radia¢do de radiofrequéncia (RF) por um nicleo em
um campo magnético e que esse efeito pode ser correlacionado com a estrutura
molecular. Sendo assim, a RMN € uma das ferramentas mais poderosas disponiveis para
quimicos e bioquimicos na elucidacio da estrutura de espécies quimicas, sendo também

L. N o (o 57
util para a determinagdo quantitativa de espécies absorventes™'.
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2.  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia eletroanalitica
utilizando eletrodo sélido de amdlgama de prata, p-AgSAE (70Hg:30Ag) na
determinag¢do do antiftingico Cetoconazol em meio de eletrdlito puro e em formulagdes
comerciais. No mercado, o firmaco encontrado nas formas de comprimido, creme e
xampu, onde uma das marcas mais comercializadas € o Cetoneo®. Outro ponto a ser
avaliado serd uma tentativa de proposi¢ao mecanistica com que ocorre a etapa redox da
reacdo sobre o eletrodo s6lido de amdlgama de prata por meio de cdlculos tedricos e

avaliag¢@o dos produtos de eletrolise.

2.2 Objetivos especificos

De acordo com o objetivo geral, seguem abaixo os objetivos especificos:

1. Otimizacdo dos pardmetros experimentais e voltamétricos, onde se obtém
uma melhor resposta, tanto em intensidade de corrente de pico quanto em perfil
voltamétrico, para o desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinacéo
do farmaco em eletrélito puro;

2. Construcao de curvas de trabalho e célculos dos limites de detecgdo, de
quantificagdo e de eficiéncia dos procedimentos;

3. Aplicacdo dos procedimentos otimizados em amostras de medicamentos
amplamente comercializados;

4. Estudos do comportamento eletroquimico do CTZ por Voltametria
Ciclica para a elucidagéo do tipo de processo envolvido, bem como calcular o nimero
de elétrons envolvidos no mesmo;

5. Estudos tedéricos envolvendo a determinacdo da estrutura mais estdvel,

célculo dos orbitais de fronteira e previsao dos espectros de RMN H';
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6. Estudos de eletrdlise exaustiva com potencial controlado para obtencdo
dos produtos resultantes com acompanhamento por UV-VIS e posterior caracterizagao

destes produtos por RMN H'.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos, programas e acessorios

Os ensaios voltamétricos foram realizados utilizando um
potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie, Utrecht,
Holanda) conectado a um computador pelo programa GPES-4 para aquisicdo e
tratamento dos dados experimentais obtidos. Nos trabalhos de quimica tedrica foram
utilizados os programas GAUSSIAN 03 e CHEMBIO3D ULTRA 11.0. No experimento
de caracterizagcdo da superficie do eletrodo de trabalho foi utilizado um microscépio
eletrdonico de varredura (modelo Veja XMU, Tescan, EUA). Todas as pesagens foram
realisadas utilizando-se balanca analitica Kern, modelo 410 com precisao de + 0,01 mg.
A dgua usada na preparacdo destas solugdes e na lavagem das vidrarias era purificada
pelo tratamento em um sistema Milli-Q (Milipore, Inc.), apresentando resistividade 18,2
MQ cm. As medidas de pH foram feitas utilizando um pHmetro Micronal modelo
B474.
3.2 Reagentes e Solucoes
3.2.1 Eletroélitos de suporte

Todas as solugdes de reagentes analiticos foram preparadas com dgua purificada
em um sistema Milli-Q. KH,PO, e Na,HPO, (Vetec, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) foram
utilizados no preparo da solugdo de tampao fosfato utilizado nos estudos. A mistura
apropriada de solucdes 0,066 mol L" dos componentes proporciona solugdes nos pHs
requisitadossg. Solucdo tampdo Britton-Robinson (tampdo BR) 0,04 mol L' foi
preparada com H3;BOs3 0,04 mol L! (Vetec, Rio de Janeiro-RJ, Brasil), CH;COOH 0,04
mol L (Vetec, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e H;PO4 0,04 mol L! (Vetec, Rio de Janeiro-
RJ, Brasil). O pH das solugdes foi ajustado com adicdo de KOH 1,0 mol L™ (Vetec, Rio

de Janeiro-RJ, Brasil).



e

@ Allan N. de S. Dantas Dissertacdo de Mestrado 4

3.2.2 Reagentes diversos

Os solventes diversos utilizados neste trabalho foram Etanol (Vetec - 99,9%, Rio
de Janeiro-RJ, Brasil), Metanol (Synth - 99,8%, Sao Paulo-SP, Brasil) e Diclorometano
(Synth - 99,5%, Sao Paulo-SP, Brasil). A solucdo utilizada na etapa de ativacdo do

p-AgSAE foi KCI 0,2 mol Lt (Vetec, Rio de Janeiro-RJ, Brasil).

3.2.3 Solucao de Cetoconazol

Cetoconazol (Sigma-Aldrich) foi utilizado na preparacio da solucdo estoque do
farmaco (1,0x10” mol L") em meio etandlico e em seguida foi estocada sob refrigeracéo
a cerca de 4 °C. A massa utilizada para o preparo de 5,0 mL de solucdo foi de 0,00265*
0,00001 g. A partir desta solugdo, foi preparada, por diluicdo, uma segunda solucdo

estoque na concentracgio de 1,0x10* mol L™.

3.2.4 Solucio de comprimido Cetoneo®

Foram pesados 5 (cinco) comprimidos e obtida a massa média de 0,4025 +
1,32x107 g. A concentragdo de CTZ nos comprimidos é de 200 mg/comprimido. Os
comprimidos foram macerados, sendo a massa adequada pesada em papel manteiga e
transferida para tubo de Falcon®, tendo o volume ajustado para 5,0 mL. O solvente
utilizado para extra¢do do principio ativo foi etanol, sendo a composi¢do levada para
agitacdo ultrassdnica durante cinco minutos™. Uma aliquota do sobrenadante foi
retirada para preparagdo do estoque diluido. As solugdes foram armazenadas em

geladeira a temperatura de, aproximadamente, 4 °C.
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3.2.5 Solucoes de creme e de xampu Cetoneo®

As concentracdes nominais das amostras de creme e xampu foram,
respectivamente, de 20 mg g'1 e 20 mg mL". No preparo da solugdo estoque de creme,
uma massa de 1,3852 g foi pesada em um béquer de vidro com capacidade de 25 mL,
sendo solubilizada com mistura 1:1 de metanol/diclorometano e colocada sob agitacdo
ultrassonica durante cinco minutos. A solucdo foi estocada sob refrigeracdo a 4 °C. Para
a amostra de xampu, foi tomado um volume de 1,3 mL do mesmo, seguindo o mesmo

modo de preparo utilizado para a amostra de creme.

3.3 Eletrodos e sistema eletroquimico
3.3.1 Eletrodo de trabalho

Nos experimentos foi utilizado como eletrodo de trabalho amdalgama de prata
sintetizado de acordo com o método descrito por Yospchuck e Novotn)’l46, na propor¢ao
30:70 (Ag:Hg) em massa, com drea geométrica de disco igual a 6,76 mm?. O eletrodo
foi preparado por meio de amalgamagdo mecanica, utilizando um cadinho e um
almofariz para desempenhar a tarefa. Ap6s etapa de polimento em lixa 1200, o eletrodo
de trabalho foi submetido a procedimento de ativagdo em KCI1 0,2 mol L™ que consistiu
da aplicacdo de um potencial de -2,2 V durante 600 s sob borbulhamento constante de
nitrogénio seguido de repetidas varreduras de 0 a -2,2 V com velocidade de 500 mV s

até a estabilizacdo do potencial.

3.3.2 Eletrodo de referéncia
O eletrodo de referéncia utilizado ns experimentos era constituido de um fio de

prata anodizado imerso em solugio saturada de AgCl e KCI 3,0 mol L em meio aquoso
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(Ag/AgCl/CI), cujo valor do potencial é de cerca de 0,222 V em relagdo ao eletrodo

padrio de hidrogénioﬁo.

3.3.3 Eletrodo auxiliar
Como eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo foi utilizado um fio de platina

(Heraeus Vectra — 99,5%, Sao Paulo-SP) de 0,5 cm de comprimento em espiral.

3.3.4 Sistema eletroquimico

Nos experimentos foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro Pyrex® com
capacidade de 25,0 mL e tampa em Teflon® contendo orificios para os eletrodos de
trabalho, auxiliar e referéncia, € um quarto orificio para introdu¢do de um capilar de
vidro para desoxigenacdo da solucdo utilizando nitrogénio 4.6 (White Martins, Fortaleza

- CE). A Figura 7 apresenta um esquema da célula utilizada nos experimentos.

s

] Y CE: Platina]

ET: Amalgama de Prata ¢ \
| eramitgmadepata | ||

e

Ag:Hg A ‘ | S— ER:Ag/AgCI/CI']

30:70 \

©

Figura 7. Representacdo esquemdtica do sistema eletroquimico utilizado nos
experimentos voltamétricos. ET: eletrodo de trabalho (p-AgSAE); CE: contra-eletrodo
ou eletrodo auxiliar (Pt); ER: eletrodo de referéncia (Ag/AgCl/CI).
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3.3 Caracterizacao da superficie eletrédica

A caracterizac¢do da superficie do eletrodo de trabalho foi feita por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) por meio de microscépio da marca PHILIPS modelo
XL-30. As andlises da composi¢do quimica das amostras foram feitas por Energia
Dispersiva de Raios-X (EDX), utilizando um microanalisador de raios-X acoplado ao
MEV. A anilise foi realizada em uma drea com ampliacdo de cerca de 200 vezes, para o

eletrodo antes e ap0s a etapa de ativacao.

3.4 Estudos eletroanaliticos e eletroquimicos
3.4.2 Estudo do eletrélito suporte e pH

Este estudo visa a escolha do meio adequado para a resposta eletroquimica do
CTZ sobre o eletrodo de trabalho. Esta adequacdo se dd em fungdo de um perfil
voltamétrico bem definido e maior corrente de pico, bem como ndo apresentar
processos naturais de interacdo com a superficie do eletrodo de trabalho. Testes de
eletroatividade foram realizados utilizando a técnica de Voltametria Onda Quadrada,
sendo testados os seguintes eletrdlitos de suporte: tampao fosfato 0,04 mol L' pH 5,
tampao BR 0,04 mol L' pH 5, perclorato de sédio 0,2 mol L' e sulfato de sédio 0,2
mol L™, Ap6s esta escolha, foi realizado um estudo do pH e a influéncia do mesmo no

processo eletroquimico de reducdo do CTZ.

3.4.3 Estabelecimento da metodologia eletroanalitica

Apdés a escolha do eletrdlito adequado e das condicdes de potencial
hidrogenidnico, procedeu-se a otimizacdo dos parametros da VOQ: frequéncia (f),
amplitude (a) e incremento de varredura (AEy). Estes foram estudados para buscar uma

melhor adequacdo da técnica de VOQ, para ampliar a sensibilidade em relagdo a

reducdo de CTZ, bem como investigar o tipo de processo envolvido. Apds o
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estabelecimento dos parametros de VOQ, estudou-se a regido de linearidade onde
ocorre uma dependéncia entre I,. e [CTZ]. Apds esta etapa, foram obtidas curvas
analiticas para o composto estudado. A partir dos resultados encontrados foram
calculados os valores dos limites de detec¢do e de quantificacdo para a metodologia
proposta, bem como foram avaliados os diversos pardmetros analiticos (estabilidade,
seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limites de deteccdo e de quantificacdo,

precisdo, exatiddo e robustez) para validacdo da mesma.

3.4.4 Eletrolise com potencial controlado

Eletrélise com potencial controlado foi realizada utilizando a célula
eletroquimica apresentada anteriormente na Figura 7, para a obtenc¢do do(s) produto(s)
formado(s) a partir da reacdo de redugdo do CTZ sobre p-AgSAE, onde estes produtos
seriam identificados por Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear. Para tal
sequéncia de experimentos, foram preparados 25 mL de uma solugdo de CTZ 1,0x107
mol L. A degradacio do CTZ foi acompanhada por Espectroscopia na regiio do
Ultravioleta e do Visivel (UV-Vis) por meio de varredura entre 800 e 200 nm, para

obtencdo da banda de absorbancia.

3.4.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A amostra eletrolisada resultante foi liofilizada para evaporagdo do solvente,
sendo o material resultante dissolvido em metanol como solvente e TMS
(tetrametilsilano) como padrio interno de referéncia. O espectro de RMN H' obtido foi

utilizado para identificag@o dos possiveis produtos de reducdo do CTZ sobre p-AgSAE.
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3.4.6 Estudo Quimico-Quéantico

Tanto a estrutura de menor energia como o mapa de energia dos orbitais de
menor energia foram obtidos utilizando-se a teoria do funcional de densidade (DFT),
com o funcional B3LYP e o conjunto de base DGDZVP, contidos no programa
Gaussian03e no programa ChemOffice. Assim, foi realizado preliminarmente um
estudo de otimizacdo da estrutura do CTZ. Empregou-se cdlculo tedrico para
geometrizagdo da estrutura do CTZ. A partir da estrutura mais estavel, foram calculadas
as cargas sobre os dtomos, assim como as energias dos orbitais de fronteira HOMO e

LUMO.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ativacao do eletrodo de trabalho

A ativagdo da superficie do eletrodo de trabalho é uma etapa fundamental
realizada preliminarmente, com o objetivo de habilitar a superficie do eletrodo as
reacoes que envolvem transferéncia de carga. De acordo com a literatura, o meio
eletroquimico mais adequado para tal fim, apresentou-se como sendo KCI 0,2 mol L.
Embora ndo haja uma discussao esclarecendo as razdes para esta caracteristica, este foi
o meio utilizado nos experimentos realizados feitos para ativacio do eletrodo.

Durante a aplicacdo do potencial de -2,2 V, foi observado intenso
desprendimento de Hj, que é um indicio de que a superficie ndo apresenta grandes
dificuldades em trasferéncia de carga. Apds a aplicacdo deste potencial, sucessivos
ciclos utilizando a técnica de Voltametria Ciclica foram obtidos, até a estabilizacdo da
corrente medida, que normalmente ocorre apds o 30° ciclo de operacdo. A Figura 8

apresenta o perfil observado apds a estabilizagdo da corrente no eletrodo.

04 =
< -400-
~800-
2 a1 0

E/V

Figura 8. Voltamograma ciclico exibido apds o pré-tratamento do p-AgSAE em solucdo
de KCI 0,2 mol L'deOa -2,2 V com velocidade de varredura de 500 mV s
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Este perfil voltamétrico foi utilizado como referéncia. Cada ativagdo era
comparada com o voltamograma padrdo, tendo como objetivo alcangar repetibilidade
nos diversos experimentos realizados. O gas nitrogénio aplicado durante a etapa de
condicionamento tinha duas funcoes principais, sendo a primeira delas a desaeracdo da
solugdo de KCI utilizada como eletrdlito de suporte e a segunda, a remogdo do
hidrogénio formado na varredura direta, gerado a partir das reacdes de eletrélise da
dgua. O oxigénio € reduzido em duas etapas consecutivas de dois elétrons ou em uma
Unica etapa de quatro elétrons que variam entre -0,05 e -0,90 V vs. SCE, dependendo do

pH e do material do eletrodo. Em solugéo 4cida:

02 + 2H+ +2e — H202

H202 +2H" +2¢ — 2H20

Caso a solugdo de trabalho possua um pH bésico:

02 + 2H20 +2e — 20H + H202

H,0; + 2 — 20H

Como consequéncia, na regido catddica e na presenca de O,, a corrente de
fundo (corrente gerada por processos ndo faradaicos - capacitivos) serd alta e podera
mascarar a corrente produzida pela espécie eletroativa, uma vez que o oxigénio, radicais
como HO,* e o peréxido de hidrogénio podem combinar-se com os reagentes e/ou
produtos da reagdo eletroquimica em estudo. Por isso, é necessdrio remover o O;
dissolvido na solu¢do antes das medidas serem efetuadas. O Ny, € borbulhado na
solu¢do durante alguns minutos, removendo o O,, e passando a ocupar seu lugar na

solugdo. Assim, esta etapa € de grande importancia, especialmente para estudos feitos
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na regido de potenciais negativos %1 QOutro papel para o gds de purga € a remocao do
hidrogénio (H,) adsorvido na superficie do p-AgSAE, que é gerado na varredura direta.
Em relacio a modificacdo sofrida pela superficie eletrédica apds o pré-

tratamento, ndo ha discussdo na literatura e nem foi considerado como objeto de estudo
deste trabalho.
4.2 Caracterizacao da superficie eletrodica do p-AgSAE

O p-AgSAE possui caracteristicas semelhantes ao HMDE, destacando-se a sua
capacidade de sobrevoltagem em relagdo a reacdo de desprendimento de hidrogénio.
Além disso, apresenta uma boa estabilidade mecanica com total auséncia de merctrio
liquido. Experimentos de difracdo de Raios-X mostraram que a forma predominante na
composicdo 30:70 (propor¢do Ag:Hg) é Ag,Hgs, encontrando-se ainda outras formas,
tais como AgzHg,, AgHg e HgOSl.
4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Energia Dispersiva de Raios-X

Os experimentos de MEV e EDX foram realizados com o objetivo ndo s6 de
avaliar e caracterizar a superficie eletrédica, mas também de investigar quaisquer
mudangas ocorridas na superficie do p-AgSAE, decorrentes da etapa de pré-tratamento.

As Figuras 9 e 10 apresentam as imagens obtidas por MEV para os eletrodos
antes e apés a etapa de ativagdo. Na Figura 9, observa-se a presenca da camada de 6xido
de mercdrio formada naturalmente sobre a superficie do p-AgSAE. Esta camada se
caracteriza pelo pouco brilho e maior rugosidade da superficie do eletrodo de trabalho.
Apds o polimento e ativagdo da superficie, toda a camada de 6xido foi removida,
apresentando maior brilho, como pode ser observado na Figura 10. Também se
observam as ranhuras produzidas pelo polimento realizado sobre a superficie. Ja as
Figuras 11 e 12 apresentam o mapeamento por EDX das superficies eletrodicas, antes e

apos a etapa de ativagao.
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Figura 9. Imagem da superficie do p-AgSAE antes da etapa de ativacdo da superficie
eletrodica.

Figura 10. Imagem da superficie do p-AgSAE apds a etapa de ativacdo da superficie
eletrodica.
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Aglle

Map data 180
MAG: 100 x HV: 30,0 kV WD: 13,9 mm

Figura 11. Mapeamento atomico da superficie do p-AgSAE antes da etapa de ativagdo,
apresentando os pontos contendo possivelmente oxido de merciirio.

Ag

Map data 180
MAG: 100 x HV: 30,0 kV WD: 13,9 mm

Figural2. Mapeamento atomico da superficie eletrodica apds a etapa de ativagdo, onde
se observa a auséncia da camada de oxido da superficie do eletrodo.
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Na Figura 11, que representa a distribuicdo para a superficie oxidada, observam-
se pontos em azul (representando o oxigénio presente na superficie), que possivelmente
indicam os locais onde se encontram 6xidos de mercurio formados. J4 na Figura 12 ndo
se observam pontos de oxigénio, caracterizando que toda a camada de 6xido foi
removida. A importancia da retirada (limpeza) da camada de 6xido da superficie se
justifica em funcdo da formacdo de um filme de passivagdo, que dificulta as
transferéncias eletronicas que ocorrem na superficie do eletrodo.

Outro ponto a ser citado € a distribuicio dos dtomos sobre a superficie. De
. 51 . . e
acordo com a literatura™ , a forma predominante é Ag,Hgs;, mas na distribui¢do dos

adtomos a prata parece estar em maior quantidade sobre a superficie. Entretanto, esta
distribuicdo é apenas um efeito visual da camada mais superficial do eletrodo, ndo
abrangendo, de fato, o arranjo cristalino presente na superficie. Ja a Figura 13 apresenta
o espectro de EDX para p-AgSAE ativado, comprovando a presenca dos metais Ag e

Hg, além da auséncia de impurezas metélicas presentes na amalgama. A proporcio

atdmica encontrada para a razdo Ag:Hg foi de 23,4:76,6 %.
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Figura 13. Espectro de EDX para a superficie do p-AgSAE apds ativacdo em KCI 0,2
mol L.
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4.3 Estudos analiticos para Cetoconazol sobre p-AgSAE

A primeira etapa a ser estudada € a busca pela melhor condicao de obtengao do
sinal analitico, sendo estudado o eletrélito de suporte e o pH do meio.

Para que a metodologia desenvolvida seja validada, faz-se necessario estabelecer
os padrdes de confianca do método. Assim, a validagdo de uma metodologia pode ser
definida como o processo de estabelecer uma evidéncia documentada de que o método é
capaz de medir o que ele tem como finalidade medir®. Os ensaios foram realizados de
acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria)® para validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos na determinacdo de farmacos em produtos
farmacéuticos. De acordo com este guia, alguns pardmetros que devem ser avaliados sdo
os seguintes: estabilidade, seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limites de

detec¢do e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez.

4.3.1 Estudo do eletrélito de suporte

Foram testados os eletrélitos Tampdo Fosfato e Tampio BR*, assim como
NaClO4, e NaySO4. Os eletrdlitos perclorato e sulfato possuem um pH de
aproximadamente 5,0. Entdo, para fins de comparacgio foi realizado o ajuste do pH de
trabalho dos tampdes para o valor de 5,0. A Figura 14 apresenta os perfis voltamétricos
para os eletrélitos citados acima. Perclorato e sulfato apresentam vdrios processos redox
resultantes da interacdo com a superficie do p-AgSAE. Estes processos podem
influenciar a resposta analitica, provocando redu¢do no desempenho do método, pois as
reacdes podem, por exemplo, bloquear os sitios ativos onde ocorrem as reacdes de

reducdo sobre a superficie do eletrodo, gerando, assim, perda de sensibilidade.
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Figura 14. Voltamogramas de Onda Quadrada para os diversos eletrolitos: NaClO40,2
mol L'" Na>S04 0,1 mol L'j; tampdo BR 0,04 mol L’ pH 5,0; tampdo fosfato pH 5,0,
com f=100 s'], a=50mVedE, =2 mV.

Em relacdo ao fosfato, este apresentou um pico intenso em -1,8 V como pode ser
observado na Figura 14. Possivelmente, ocorre uma reacdo de redugdo do fosfato,
presente em solucdo, a fosfito. Apesar do tampdo BR possuir fosfato em sua
composicdo, este foi selecionado por ndo apresentar processos eletrodicos sobre p-
AgSAE como mostrado anteriormente, caracterizando-se como eletrélito inerte. De
acordo com os resultados observados, o eletrélito de suporte escolhido, tendo em vista

suas caracteristicas inertes, foi o Tampao BR.
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4.3.2 Estudo do pH para o tampao BR
Pode-se observar na Figura 15 os perfis voltamétricos obtidos nos diferentes
valores de pH estudados, para a redugcdo de CTZ sobre p-AgSAE em tampédo BR 0,04

mol L.

_._ZL ——pH?2
— —pH4
/ pH5

I/ mA
L

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5
E/V

Figura 15. Voltamogramas de Onda Quadrada apresentando os perfis voltamétricos
para a reducdo de CTZ 1,0x10” mol L em meio de tampdo BR a 100 mV sT em
diferentes valores de pH.

Para a escolha do melhor pH de trabalho, sdo normalmente considerados dois
aspectosﬁsz primeiramente, o perfil voltamétrico e em seguida a corrente de pico. Nos
pHs 2 e 4 ndo foi observado pico referente a reducdo do CTZ, possivelmente por causa
das reacdes de desprendimento de hidrogé€nio que sdo catalisadas em meios mais acidos
e podem estar mascarando o pico de redug@o. Observando os perfis voltamétricos, pode-
se perceber que em pH 12 (linha em amarelo) o pico de reducdo do CTZ possui uma
definicdo ndo observada nos demais pHs estudados, embora sua corrente de pico seja
consideravelmente inferior. A seletividade (estreitamento do pico) pode ser utilizada

para justificar a escolha do pH 12. Para tanto, é necessdria a avaliacdo da largura de
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meia altura AEp,266. Largura de meia altura superior a 100 mV implica em reducdo na
seletividade, pois vdrios processos podem estar ocorrendo em uma regido de potencial
abrangente. No caso especifico do pH 5, o processo de reducdo se inicia em
aproximadamente -1,15 V, finalizando-se em cerca de -1,75 V. Este é um processo
extremamente largo, com uma onda voltamétrica com mais de 600 mV de largura. Esta
caracteristica diminui com a elevacdo do pH de trabalho, tornando-se um processo cada
vez mais definido. A Figura 16 mostra AE;,; em fun¢do do pH, de forma que apenas o
pH 12 possui este pardmetro inferior a 100 mV. Como em pH 12, o valor de I, é
superior ao obtido em pH 10, foi escolhido pH 12 como o mais adequado.

No trabalho desenvolvido por Shamsipur24 os estudos de pH utilizando tampao
BR como eletrdlito suporte permitiram a obtencdo exata do valor do pKa para o
composto, sendo este de 6,95 + 0,4. Foi observado que quando a molécula de CTZ esta
na forma protonada, faixa de pH de 4 — 8, a reacdo de oxidagéo ¢ dificultada; por outro
lado, em pHs mais alcalinos, faixa de pH de 8 — 12, o pico de oxidag@o apresenta
valores crescentes de correntes, tendo um maximo no pH 12. Assim, apenas o critério
de corrente de pico foi utilizado como pardmetro de defini¢do do pH mais adequado, de
forma que pH 12 foi escolhido para os estudos de quantificagdo do CTZ utilizando

eletrodo de pasta de carbono.
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Figura 16. Relagdo entre largura do potencial de meia onda (4E,;) e o pH.

Os valores de AE;; vs. pH encontram-se na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Relagdo entre pH e os respectivos potenciais de meia altura (AE,;), para a
reducdo de CTZ em tampdo BR pH 12 com f = 100 sty a=50mVedE;= 2 mV sobre
p-AgSAE.

2 4 5 6 8 10 12

- - 323,8 259,9 115,9 111,7 87,9

Observando os dados da Tabela 2 acima, fica claro que apenas em pH 12 o valor
da largura de meia onda estd abaixo de 100 mV, sendo este, de fato, o pH mais
adequado para realizacdo dos estudos.

Embora haja reducdo significativa de corrente de pico, em andlises de
formulagdes farmacéuticas ndo € necessdrio um limite de detec¢gdo muito baixo, uma

vez que as concentragdes nos medicamentos sdo altas.
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4.3.4 Componentes da Voltametria de Onda Quadrada

Com relacdo as componentes de corrente (direta e reversa), pode-se observar que
se utilizando a técnica de VOQ ocorre um ganho significativo de corrente, em fungéo da
soma realizada entre as correntes direta e reversa, como pode ser observado na Figura
17. Como descrito anteriormente, a corrente resultante € dada pelo somatério das
correntes direta e reversa de aplicacdo dos pulsos de potencial I, = Iy — I,. Como a
corrente reversa possui sinal algébrico negativo, tem-se o somatério das correntes direta
e reversa (quando hd reversibilidade), gerando um aumento no sinal observado e,

consequentemente, ganho em sensibilidade.

1004
0.
< .
Z-100.
-200.
' Direta
Reversa
-300, Resultante
18 -6 -14  -12

E/V

Figura 17. Componentes de corrente dos Voltamogramas de Onda Quadrada para a
redugdo de CTZ 1,0x10” mol L em tampéo BR pH 12; f = 100 s”; a = 25 mV e AE, =
2 mV, sobre p-AgSAE.

A separagdo e demonstracio dessas correntes sdo utilizadas para se observar a

existéncia de pico no sentido reverso da varredura, e assim, realizar uma avaliacdo

prévia do tipo de reacio redox que ocorre no sistema, sendo similar ao realizado quando
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se utiliza a técnica de Voltametria Ciclica. A componente direta apresentou um
potencial de pico em -1,51 V e a componente reversa um potencial em -1,51V. Isso
expressa uma diferenca de aproximadamente 5 mV. A razdo (I¢/I;) das correntes de pico
dessas componentes foi de 0,91, o que demonstra uma grande contribuicio da
componente reversa do sistema, promovendo um ganho de 100% em termos de valores
de corrente de pico, com a utilizacdo da componente resultante. Assim, pode-se
observar a presenca tanto de pico no sentido direto como reverso, 0 que mais uma vez

reforca a caracteristica de quase-reversibilidade do processo.

4.3.3 Parametros da Voltametria de Onda Quadrada
4.3.3.1 Frequéncia de aplicacao do pulso de potencial

Uma vez estabelecidas as condicdes de pH, foram feitos experimentos para
otimizagcdo dos pardmetros da VOQ. A Figura 18 apresenta a variacdo da frequéncia
(faixa de estudos de 10 a 300 s™) de aplicacdo dos pulsos de potencial para a reacio de
reducgdo do CTZ sobre p-AgSAE.

Por meio das relagdes estabelecidas nas condicdes de contorno da VOQ™, a
dependéncia entre I, e frequéncia pode ser observada nas Figuras 19 e 20. Na Figura 19
ndo hé dependéncia linear em todo o intervalo estudado. Em baixas frequéncias ndo se
observa linearidade entre I, e f, 0 que passa a ocorrer a partir de 40s™. De acordo com as
condicdes de contorno, para que um processo seja irreversivel deve haver completa
dependéncia entre as varidveis citadas. Assim, por esta relagdo ndao é possivel afirmar
que o processo seja irreversivel. Avaliando-se a Figura 20, também nao € observada
uma dependéncia linear entre I, e 2, ndo sendo reversivel o processo em questio. Para
processos quase reversiveis, as relagdes entre I, e frequéncia ndo sio lineares, desta

forma é possivel que o processo seja quase reversivel.
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Figura 18. Voltamogramas de Onda Quadrada para a variacdo da frequéncia de
aplicacdo do pulso de potencial para a reducdo de CTZ 1,0x1 0° mol L em meio de
tampdo BR pH 12, a = 50 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Mais uma relagdo pode ser estabelecida avaliando-se o comportamento existente

f1/2

entre E, e log como pode ser observado na Figura 21. Processos reversiveis com

adsor¢ao de produto e processos quase reversiveis apresentam relacdes niao lineares

entre E, e log f'”

. Como ndo houve deslocamento do potencial de pico com o aumento
~ . . . ~ ~ ~ 67 z :
da frequéncia, conclui-se que as interacdes de adsor¢do sdo fracas’'. Este é mais um

indicio da quase reversibilidade do processo.
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Figura 19. Relagdo entre I, vs. f para a redugdo de CTZ 1,0x1 0° mol L tampdo BR pH
12, a = 50 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.
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Figura 20. Relagdo entre I, e 7 para a reducdo de CTZ 1,0x1 0” mol.L” tampdo BR pH
12, a = 50 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.
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Figura 21. Relagdo entre E, e log f para a redugdo de CTZ 1,0x10° mol.L"" em meio de
tampdo BR pH 12, a = 50 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Ha ainda uma quarta relagdo que pode ser utilizada para definir se um processo é
ou ndo quase-reversivel: a caracterizacdo de um “Mdéximo Quase Reversivel”. Esta
relagdo pode ser estabelecida entre I/f vs. f. O aparecimento de um maximo caracteriza

0 processo como quase reversivel. A Figura 22 apresenta a relacdo entre Ip/f vs. f.
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Figura 22. Relagdo entre I/f vs. f para a redugdo de CTZ 1,0x1 0° mol L em meio de
tampdo BR pH 12, a = 50 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Todo o desenvolvimento teérico da VOQ foi realizado tomando-se processos
completamente reversiveis ou irreversiveis. Assim, ndo existem equacgdes que permitam
calcular, por exemplo, o nimero de elétrons envolvido na etapa de redugdo da espécie
de interesse. Entretanto, a literatura apresenta alguns trabalhos de reag¢des redox quase
reversiveis onde reagentes e produtos sdo fortemente adsorvidos®®®. Assim, a principal
forma de caracterizacdo deste tipo de processo de transferéncia de carga € o
aparecimento de um maximo na relacio apresentada no grafico acima. Estes processos,
normalmente possuem uma velocidade de transferéncia de carga mais lenta, em relagéo
a processos reversiveis. Ainda assim, alguns processos quase reversiveis apresentam
respostas (em termos de corrente) superiores a processos reversiveis’*. Esta é uma
consequéncia da forma de amostragem utilizada pelas técnicas de pulso atualmente.

Durante cada pulso, a reagdo continua até o estabelecimento do equilibrio de Nernst. Se
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a reacdo € muito rdpida, de modo que o equilibrio seja estabelecido no inicio da
aplicacdo do pulso de potencial, ndo haverd corrente a ser amostrada no final do pulso
de potencial.

Para fins analiticos, a frequéncia escolhida como a mais adequada para o
desenvolvimento da metodologia foi de 100 s™. O motivo que leva 2 escolha deste valor
€ a razdo entre sensibilidade/seletividade. Os valores de corrente de pico obtidos em
100s™ garantem sensibilidade suficiente para quantificagdo do CTZ e ainda encontram-
se dentro da faixa ideal de largura do potencial de meia onda, garantindo também a
seletividade. Outro ponto é que este valor € utilizado nos desenvolvimentos tedricos da
VOQ®. Desta maneira, a freqiiéncia de 100 s foi tomada como referéncia para os

experimentos.

4.3.3.2 Amplitude de aplicacido do pulso de potencial

A variagdo da amplitude do pulso de potencial aplicado também pode ser
utilizada para avaliar o tipo de processo redox envolvido. Por exemplo, para sistemas
totalmente irreversiveis ocorre deslocamento do potencial de pico com o aumento da
amplitude. J4 para processos reversiveis ou quase reversiveis o potencial de pico
praticamente nio se desloca. Este ultimo caso se aplica a reducdo de CTZ sobre p-
AgSAE. Assim, a variacdo do potencial de pico em funcdo da amplitude é mais um
resultado que indica a quase reversibilidade do processo. Os resultados obtidos no
intervalo de 5 a 50 mV estio apresentados na Figura 23, sendo o valor da corrente de

pico significativamente aumentado.
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Figura 23. Voltamogramas de Onda Quadrada para a variacdo da amplitude de
aplicacdo do pulso de potencial para a reducdo de CTZ 1,0x10° mol.L'" em meio de
tampdo BRpH 12, f =1 00s™, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

As correntes de pico sdo dependentes da amplitude do pulso. Para reacdes
reversiveis com leve adsor¢do de produto, a altura de pico aumenta proporcionalmente
até valores de amplitude de 60 mV>'. Outro ponto importante € que o parametro
amplitude estd diretamente relacionado com a largura da onda voltamétrica. Altos
valores de amplitude normalmente implicam em alargamento do pico, o que resulta em

diminuicdo da seletividade para os experimentos analiticos. A Figura 24 apresenta a

relacdo entre a corrente de pico e a amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial.
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Figura 24. Relacdo entre corrente de pico e amplitude para a reducdo de CTZ 1,0x1 0’
mol L' em meio de tampdo BRpH 12, f =1 OOS'I, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Observando-se a Figura 23, nota-se a presenca de duas regides de linearidade. A
primeira delas até 25 mV, e a segunda a partir deste valor de amplitude de potencial.
Usualmente, para fins analiticos, o valor de amplitude a ser escolhido deve ser ultimo

ponto onde ocorre a perda da linearidade.

4.3.3.3 Incremento de aplicacio do pulso de potencial

O incremento de potencial determina a largura de aplicacdo do salto de
potencial. A faixa de estudo foi de 1 a 5 mV. Os resultados obtidos demonstram que nao
ha variagdo significativa com o aumento do valor do incremento. Mesmo em
velocidades mais elevadas ndo houve diferenca significativa em relagdo aos
voltamogramas, como pode ser observado na Figura 25. A variacdo da corrente de pico

com a aumento do incremento de potencial pode ser observada na Figura 26.
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Figura 25. Voltamogramas de Onda Quadrada para a variacdo do incremento do pulso

de potencial para a redugdo de CTZ 1,0x1 0° mol L em tampdo BR pH 12, f = 100 s’ a
= 50 mV, sobre p-AgSAE.
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Figura 26. Relacdo entre a corrente de pico e o incremento de potencial para a
reducdo de CTZ 1,0x1 0° mol.L” em tampdo BR pH 12, f = 100 s', a =50 mV, sobre p-
AgSAE.
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Teoricamente, o aumento do incremento promove aumento significativo das
correntes de pico. Entretanto, como isso ndo foi observado, optou-se por utilizar um
valor de AE;=2 mV.

4.3.4 Estudos da influéncia da pré-concentracao

Uma etapa de acumulagdo pode ser ttil quando a espécie de interesse tem
propriedades adsortivas. Este pode ser um fator que possibilita uma etapa de
acumulagdo, determinando concentracdes ainda menores e, consequentemente,
melhorando os limites de detec¢do e de quantificacdo. Entretanto, para o caso da
reducdo de CTZ sobre p-AgSAE, este procedimento nd@o influenciou de maneira
positiva a resposta analitica, como serd visto a seguir. Inicialmente foi realizado um
estudo com possiveis potencias de pré-concentragdo da espécie, estes foram tomados no
inicio, em regides intermedidrias, no potencial de pico (E;) e no final da onda
voltamétrica. A Figura 27 apresenta os voltamogramas para o estudo do potencial de

acumulagdo (Eacym)-

0.
_10-
<
< -20-
_30)- —_
18 -6  -14  -12
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Figura 27. Voltamogramas de Onda Quadrada para otimizacdo do tempo de
acumulagdo do CTZ, f=100s"; a = 25 mV e AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.



® ®
Allan N. de S. Dantas Dissertacdo de Mestrado 4

Pode-se observar que houve uma redugio significativa nos valores das correntes
de pico a medida que o potencial de pré-concentracdo aplicado foi deslocado para
valores menos positivos. O tempo de aplicacdo dos potenciais de acumulacio foi de 60
s. O potencial de -1,35 V apresentou um valor de corrente um pouco superior aos
potenciais de -1,28 V e -1,42 V, sendo escolhido como E,.yy. Por fim, foi realizado um
estudo com a variacdo do tempo de acumulagdo (tyum), como pode ser observado na
Figura 28. Assim, o tempo de 10 s apresentou a maior intensidade de corrente. A
diferenca entre o tempo de 10 s e a ndo aplicagdo de potencial de acumulacio, em
termos de corrente, é de cerca de 10 pA, o que equivale a um ganho de corrente de
apenas 13%, o que ndo justificaria a utilizagdo de uma etapa de pré-concentracio como
forma de melhorar a sensibilidade da metodologia analitica em estudo. Dessa forma, os

estudos foram continuados sem etapas de acumulagao.

0
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= —20s
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_40

-1,8 -1,6 -1,4 -1,2
E/V
Figura 28. Voltamogramas de Onda Quadrada para otimizacdo do tempo de deposicdo

do CTZ em meio de tampdo BR pH 12. f = 100 s’y a=25mVe AE; = 2 mV sobre p-
AgSAE.
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4.4 Validacao da medologia eletroanalitica

A validacao de um método analitico é um processo no qual sdo estabelecidas,
por meio de estudos laboratoriais, as caracteristicas necessdrias que este venha a ter uma
aplicacdo analitica. Os elementos utilizados para a validagdo de uma metodologia sao:
faixa de linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e precisdo,
seletividade e robustez. Para validagdo desta metodologia, optou-se por seguir os
critérios estabelecidos pela ANVISA, agéncia nacional que regulamenta as
metodologias empregadas na andlise de diversos produtos, dentre eles formulagdes

farmacéuticas.

4.4.1 Estudo da regiao de linearidade e determinacao da curva analitica

Ap6s o estabelecimento das melhores condi¢des de determinacdo do pico de
reducdo do CTZ em tampao BR 0,04 mol L' pH 12, frequéncia de onda quadrada de
100 s'l, amplitude de 25 mV e incremento de potencial de 2 mV, foi realizado o estudo
de determinagdo da regido de linearidade, onde ha dependéncia entre a concentracio
analitica de CTZ e a I,.. Os estudos foram iniciados com [CTZ] = 9,0)(10'8 mol L'l,
seguindo-se de sucessivas adicdes de padrio na concentragio de 1,0x10* mol L™ até a
observacgao do aparecimento do pico de redug@o. Sucessivas tentativas foram feitas para
tentar reduzir esta concentrag¢do, de forma que o menor valor adicionado, ao qual foi
diferenciado do branco analitico, foi estabelecido como o primeiro ponto da curva de
adicao de padrdo calibracdo, sendo de [CTZ] = 4,97x107" mol L. O estudo foi realizado
em triplicata. A Figura 29 apresenta a relac@o entre concentragdo de CTZ e corrente de

pico para sua redugdo sobre p-AgSAE.
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Figura 29. Relacdo entre [CTZ] e corrente de pico para a redugcdo do mesmo sobre p-
AgSAE, com f= 100 s'], a=25mV, AE; = 2 mV em tampdo BR pH 12 com R = 0,9943.

Ap6s a identificacdo deste ponto, novas adigdes foram efetuadas até a
observacdo da perda de linearidade, que ocorreu quando a concentra¢do de CTZ atingiu
valores em torno de 4,0)(10'6 mol L'l, como pode ser observado acima, com um
coeficiente de correlacdo, até este ponto, de 0,9943. O coeficiente de correlagdo pode
ser obtido utilizando-se a equagdo (1), onde x e y representam os valores de [CTZ] e de

Ip, respectivamente.

R= ”Z x1y12x1y1 )
JInX = x) mY yi = Q) v’

A perda de linearidade pode ser justificada pelo limite proporcionado entre a
concentracdo na regido de dupla camada elétrica e a frequéncia de aplicacio do pulso de

potencial. Isto ocorre, pois, ao se aplicar o pulso de potencial, o nimero de moléculas
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que conseguem chegar até a superficie do eletrodo nio é proporcional a concentragdo do
mesmo no seio da solugdo, o que limita a quantidade de espécies sofrendo reducdo.
Outro fator que pode proporcionar a perda de linearidade € a saturacdo da superficie
eletrédica com o analito. Estabelecida a regido de linearidade, foram levantadas curvas
analiticas dentro da regido estabelecida (4,97){10'7 a 4,3){10"6 mol L'l). A Figura 30
apresenta o VOQ para a variagdo da concentragdo de CTZ, dentro da faixa de

linearidade estabelecida anteriormente.

O -
d [CTZ]x10°mol.L’
- 10 Branco
i 1 —0,497
—0,990
=~ -207 —_147
. 1,96
2,44
-30 1 2,91
. — 3,38
3,85
40 1 —4,30
v L] v 1 ] v
-1,6 -14 -1,2

E/V

Figura 30. Voltamograma de Onda Quadrada para diferentes concentracoes de CTZ
em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=25mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Assim, a metodologia possui uma regido onde hd uma dependéncia linear entre

I, vs. [CTZ] como pode ser observado na Figura 31.
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Figura 31. Relagdo entre [CTZ] e corrente de pico com R = 0,9973 e I, = 0,02495uA +
8,5623x10° ,uAmol'jL [CTZ] para a reducdo sobre p-AgSAE, com f = 100 s’ a=25
mV, AE; = 2 mV em tampdo BR pH 12.

A curva foi determinada utilizando-se o método dos minimos quadrados, para se
estimar qual a melhor reta passa pelos pontos. O coeficiente angular, que representa a

inclinagdo da curva e remete a sensibilidade da metodologia, foi determinado

utilizando-se a equacdo (2) apresentada a seguir:

b= nyx,y,—2Xx2 Y,
nY x; — (X x,)’

2)

J4 o coeficiente linear, que representa o intercepto com o eixo da ordenada, foi
obtido pela substituicio na prépria equacdo da reta (a = y, — bx,), onde x, € y,
representam a média de todos os valores.

A Figura 32 apresenta a curva obtida, sendo a regressdo média entre trés curvas
de calibragdo. A barra de erro, que também € uma estimativa do erro relativo de cada

ponto da curva, também pode ser utilizada para indicar a precisdo entre as medidas
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realizadas, uma vez que cada curva foi determinada sob condi¢des diferentes (nova

solugdo e nova ativacgao do eletrodo).

[CTZ]x10°mol L™

Figura 32. Dependéncia das correntes de pico com a concentracdo de CTZ sobre p-
AGSAE. R = 0,9989 ¢ I, = 0,04249 uA +0,02516 + 8,9942x10° uA mol”'L + 0,1868x10°
[CTZ].

A ANVISA recomenda que o coeficiente de correlacdo de curvas analiticas seja

superior a 0,99, sendo o obtido pela metodologia em questdo um coeficiente de 0,9989,

ou seja, valor superior ao estabelecido pela ANVISA.

4.4.2 Calculo dos limites de deteccio e de quantificacio

Esta etapa de validacdo da metodologia visa avaliar a menor quantidade da
espécie de interesse que produza uma resposta detectdvel acima do ruido do sistema,
bem como possa ser medida com nivel aceitdvel de incerteza’'.

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados de acordo

com as equacdes 3 e 4, onde DP € o desvio padrdo dos coeficientes lineares obtidos com
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as trés curvas de adicdo de padrao e IC é a média dos coeficientes angulares das

respectivas curvas, como pode ser verificado segundo a RE 899/2003 (ANVISA)®.

3

LD= DP(E) 3)
10

LQ—DP(E] )

Os valores obtidos para os pardmetros limites de deteccio e quantificagdo, bem
como os valores da faixa de trabalho estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3. Figuras de mérito para a reducdo de CTZ sobre p-
AgSAE, com f= 100 s’ a=25mV, AE; = 2 mV em tampdo BR pH

12.
Linearidade (mol L|) 4,97x10" a 4,30x10!
R 0,9989
DP 0,3457
IC 8,6828x10°
LD (mol L") 1,19x107 (63,4 ug L™
LQ (mol L' 3,98x107 (211,5ug L")

Os limites de deteccdo e de quantificagdo, além de pardmetros exigidos para a
validagdo do método em estudo, também podem ser utilizados como forma de
comparagdo de diferentes técnicas ou metodologias posteriormente publicadas. No
trabalho de Arranz et al.27, onde foi realizada a determinacdo de CTZ utilizando HMDE
como eletrodo de trabalho, a faixa de linearidade obtida foi de 1 a 20x107 mol L'l,
enquanto a faixa de linearidade obtida no presente trabalho foi de 4,9 a 43,0)(10'7 mol L~
! superando a faixa de linearidade obtida em cerca de duas vezes. Comparando-se 0s
limites de deteccdo, os resultados obtidos neste trabalho encontram-se semelhantes aos

obtidos por Arranz et. al. 77 em seu trabalho foi obtido LD de 7,5x10® mol L',
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enquanto o valor obtido com p-AgSAE foi de 6,62x10® mol L' . Para esta ltima
comparacio, o valor teve de ser calculado de acordo com o recomendado pela TUPAC”".
Estes valores podem ser utilizados como demonstrag@o da possibilidade de utilizacdo do
p-AgSAE frente ao HMDE, uma vez que além de apresentar um valor de LD préximo

ao obtido pelo HMDE, superou a regido de linearidade alcancada.

4.4.3 Precisao da metodologia eletroanalitica

A precisdo de uma metodologia analitica pode ser expressa pelo grau de
concordancia entre resultados de medidas independentes em torno de um valor central,
sendo descrita em termos do desvio padrdao ou do desvio padrio relativo (RSD do
inglés, Relative Standard Deviation). Desta forma, para avaliacdo da precisdo foram
realizadas medidas de repetibilidade (precisdo intra-ensaio) e reprodutibilidade
(precisdo inter-ensaio), sendo os valores apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores obtidos para a repetibilidade e a

reprodutibilidade para a redugdo de CTZ sobre p-AgSAE em meio
de tampdo BR pH 12, com f = 100 s'l, a=25mV, AE; = 2 mV.

Repetibilidade (n = 10) 0,095 2,08

Reprodutibilidade (n = 5) 0,240 4,85

Tanto a repetibilidade quanto a precisdo intermedidria foram avaliadas na
concentracdo de 1,47x10° mol L™, concentracdo referente ao terceiro ponto da curva
analitica. Para avaliacdo da repetibilidade foram feitas dez medidas sucessivas, na
mesma solucio e no mesmo dia. De acordo com a equacdo de Horwitz’> o RSD
aumenta com a reducdo da concentracdo da amostra analisada. A equacgdo (5) apresenta

a relacdo entre concentragdo (C) e RSD:
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RSD(%) = 2!1-0-"2€) (5)
Como os estudos em questdo avaliam quantidades de amostras da ordem de
partes por bilhdo (ppb ou ug L"), sdo aceitdveis variagdes de até 20%. Entretanto, a
precisdo buscada para a metodologia foi a méxima possivel. O valor médio de I, para as
medidas de repetibilidade foi de -13,5 £ 0,095 pA. O coeficiente de variagdo ou desvio
padrio relativo para este caso, pode ser obtido por meio da equagdo (6), onde sd € o
desvio padrio entre as medidas de corrente de pico.

RSD(%) = §=d.100 ©)

P
Ja para a precisdo intermedidria foram feitas medidas em cinco dias diferentes e
os valores das médias obtidas para I, foram tratados utilizando-se novamente a equacdo
(6), de forma que os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4 apresentada
anteriormente.
Os valores de RSD estdo dentro da faixa de aceitabilidade para a quantidade de

amostra analisada pela metodologia analitica em questao.

4.4.5 Estudo de robustez da metodologia eletroanalitica

Para avaliacdo da robustez da metodologia em estudo, o pardmetro de influéncia
investigado foi o pH, uma vez que, neste estudo, este ¢ um dos pardmetros de maior
significAncia experimental. Outras técnicas, como as cromatograficas, por exemplo,
avaliam diversos fatores como pH, razio entre os reagentes da fase movel e vazdo da
fase movel, por exemplo. Os fatores que podem influenciar nos resultados da

metodologia devem, entdo, ser avaliados.
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O estudo foi feito simulando desvios positivos e negativos de valores de pH, na
ordem de 0,2 unidades, em trés niveis distintos: 11,8, 12,0 e 12,2. Desta forma, foi
simulada uma pequena variacdo de pH que pode ser associada, por exemplo, a
calibragdo do pHmetro ou erro do analista que executa as operagdes. Este experimento
tem por objetivo avaliar a capacidade do método em resistir a pequenas variagdes do
parametro avaliado.

Observando a Figura 33, pode-se concluir que a variagdo de pH nao influenciou

nos valores de corrente de pico.

18 v r . '
11,8 12,0 12,2

pH

Figura 33. Variacdo do pH de trabalho em niveis positivos e negativos para avaliacdo
da robustez da metodologia de trabalho para a reducdo de CTZ sobre p-AgSAE em
meio de tampdo BR com f = 100 s'l, a=25mV, AE; = 2 mV.

Estes, para o pH 12, apresentaram maior precisdo nas replicatas, o que ja era de
se esperar pois a metodologia foi estabelecida para este valor de pH. O valor médio de -
I, para pH 12 foi de 19,8 pA. O valor médio para os pHs 11,8 e 12,2 foram de 19,3 e

20,0 pA, respectivamente. Foi realizado teste t para comparacdo das médias obtidas
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para cada valor de pH. Comparando-se o pH 11,8 com o pH 6timo (pH estabelecido na
otimizagdo das condi¢des experimentais), o valor de t calculado foi de 1,74, sendo que o
valor de t critico é de 4,3 (P = 0,05). J4 se comparando o valor obtido para o pH 12,2
com o valor obtido para o pH 6timo, o valor de t calculado foi de 0,41. Assim, a
hipdtese nula adotada como sendo a concordincia entre os resultados obtidos é
verdadeira, ja que o t calculado € menor que o valor de t critico.

Estes dados comprovam que sensiveis variacdes de pH ndo influenciam nos
valores de corrente obtidos para a metodologia empregada na determinacido de CTZ.
Assim, baseado neste experimento, pode-se sugerir que a metodologia aqui proposta

apresenta indicios de robustez.

4.4.6 Estudos de exatidao da metodologia eletroanalitica

Ap6s a construcdo das curvas analiticas e da obtencdo dos demais parametros,
foram realizados estudos com o objetivo de avaliar a exatiddo da metodologia. Esta é
utilizada para medir o grau de concordancia entre o resultado de uma medi¢do ou
andlise com um valor verdadeiro ou real das amostras. A exatiddo para técnicas
voltamétricas pode ser demonstrada pela comparag@o dos resultados obtidos para o
padrdo (matriz isenta da amostra) com os resultados obtidos para a matriz da amostra’".
Outro fator que também pode ser estudado € a especificidade. Comparando-se os
resultados das curvas de recuperacio em eletrflito puro com os valores para as
aplicagdes nas formulagdes, pode-se obter uma estimativa da influéncia dos excipientes
presentes. A recuperacdo é dada em func¢do de uma concentracdo adicionada e uma
concentracdo tedrica, onde a concentracdo adicionada € obtida extrapolando a curva

obtida. A equagdo (7) apresenta a formula utilizada para o cédlculo da taxa de

recuperagao:
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~ [CTZ]recu erada
% Re cuperagdo = ————== 100

[CTZ] @

adicionada

A Figura 34 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para recuperagdo de
CTZ em eletrélito puro, onde o0 VOQ em cor preta representa a contaminagdo (9,9x107
mol L) e as demais adi¢des de padrio sio representadas na cor vermelha (adi¢des que
vio de 1,47x10° a 2,91x10"° mol L™). Este procedimento foi repetido para os estudos de

recuperacdo nas amostras de comprimido, creme e xampu.

0 -
-10 A
41 ] Rec111per/eig€10
: 90 . no eletrolito
230 -

-1,6 1,4 -1,2

E/V

Figura 34. Voltamograma de onda quadrada para diferentes concentracdes de CTZ na
recuperacdo em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s, a=25mV, AE, = 2 mV,
sobre p-AgSAE.

A Figura 35 demonstra a forma de obtencdo da concentracio recuperada. Para a
obtenc¢do do sinal recuperado, apds a adi¢do da contaminacdo e das demais aliquotas de
solu¢do padrdo, por extrapolacdo no eixo x é obtida uma concentragdo recuperada
(fazendo-se x = 0). Esta é, entdo, a taxa de recuperacdo calculada por técnicas

voltamétricas.
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Figura 35. Relacdo entre [CTZ] e corrente de pico para a recuperacdo no eletrdlito,
em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=25mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Para a recuperacdo em eletrélito puro, que tem por objetivo avaliar a auséncia de
interferentes para fins de comparacédo, o valor médio obtido foi de 100,6%. O valor da
contaminacdo foi de 9,90x10” mol L™, sendo o valor recuperado de 1,06x10° mol L™,
Este valor estd associado a taxa de recuperagdo descrita acima, sendo referéncia para
comparagdo com as taxas de recuperagdo para as amostras de comprimido, xampu e
creme.

O valor do BIAS, que de acordo com a IUPAC € um parametro estatistico que
avalia o quanto o valor obtido se distancia do valor real ou tedrico, pode ser utilizado na
identificacio da presenca de erros sisteméticos nos resultados’®. Este pardmetro pode
assumir tanto valores positivos quanto valores negativos, indicando desvios da média
obtida para mais ou para menos em torno do valor verdadeiro. Assim, o valor do BIAS
obtido para a recuperacdo no eletrdlito foi de 0,51%, demonstrando o erro envolvido na

etapa de recuperagdo somente em meio de eletrdlito de suporte.
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O valor do RSD para a taxa de recuperacdo em eletrélito puro foi de 1,97 %. Os

valores encontrados na literatura’’®

apresentam desvios normalmente inferiores a
5,0%. Para a quantidade de amostra utilizada, o valor de RSD recomendado é de até

15% %,

4.4.5.1 Estudo da taxa de recuperacao em amostra de comprimido

Para extracdo do CTZ a partir de amostras de comprimido da marca Cetoneo®,
foram pesadas cinco unidades, sendo a massa média de 0,4025+0,0013 g. Foi gerada
uma curva de adi¢do de padrdo, onde a primeira adi¢do € efetuada com a solugdo de
[CTZ] = 9,9x107 mol L™ preparada a partir do comprimido. A Figura 36 apresenta o
VOQ para a recuperacdo de CTZ em amostra de comprimido, onde a voltamograma em
cor preta demonstra o sinal obtido apds contaminacio e os demais voltamogramas, as
sucessivas adi¢des realizadas para obtencao da curva de recuperag@o. Nao foi observada
alteracdo na caracteristica dos voltamogramas pela utilizacdo de amostra preparada a
partir do comprimido, embora este tipo de amostra possua diversos excipientes. Este
estudo comprova que a matriz presente na amostra de comprimido nédo influéncia na
determinagdo de CTZ utilizando esta metodologia.

A Figura 37 apresenta os resultados para a concentrac¢do recuperada na amostra

de comprimido.
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Figura 36. Voltamograma de onda quadrada para diferentes concentracoes de CTZ na
recuperacdo em comprimido em meio de tampdo BR pH 12 com f= 100 s’ a=25my,
AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.
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Figura 37. Relacdo entre [CTZ] e corrente de pico para a recuperacdo em amostra de
comprimido em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=25mV, AE, = 2 mV,
sobre p-AgSAE.
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A taxa de recuperagdo de CTZ nas amostras de comprimido foi de 90,84%, que
equivale a um valor recuperado de 8,99x10” mol L, que se enquadra dentro da faixa
de aceitabilidade recomendada pela ANVISA. Os valores do RSD e do BIAS para a
taxa de recuperacdo em amostra de comprimido foram de 3,57 % e -10,4%,
respectivamente. Pode-se justificar o valor taxa inferior a 100% por dificuldades na
extragdo do principio ativo do comprimido ou ainda pela adsorcio de algum dos
excipientes presentes a superficie do eletrodo, que pode gerar certa redugdo nos valores
de recuperacdo e deslocamento dos potenciais de pico. Com relacdo a especificidade da
metodologia, esta ndo sofreu interferéncia significativa do sinal analitico devido a
presenga dos excipientes, ressaltando a especificidade do método. Este parametro leva
em consideracdo pequenas alteracdes envolvidas, podendo-se citar neste caso alteracio

na matriz com a utiliza¢do da amostra preparada a partir do comprimido.

4.4.5.2 Estudo de recuperacao em amostras de xampu e creme

Para determinacdo de CTZ em amostras de xampu e creme (pomada), a
metodologia empregada para extragdo do principio ativo foi a mesma adotada pelo
método padrio da farmacopéia brasileira’’. A amostra solubilizada de xampu
apresentou tonalidade cor de rosa, enquanto a preparada a partir do creme foi
completamente solubilizada, apresentando um aspecto de limpidez. Apesar da natureza
complexa das amostras, ndo houve grande interferéncia no perfil voltamétrico, o que
comprova a especificidade da metodologia eletroanalitica proposta para a determinagéo
de CTZ em diferentes amostras, como pode ser observado na Figura 38 para a
recuperacdo em amostra de xampu. Neste caso, houve deslocamento do potencial de
reducdo do CTZ quando da adicdo da solugdo amostra de xampu (voltamograma na cor

preta), em relacdo aos demais sinais obtidos apés a adi¢do de aliquotas da solucdo
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padrdo. A Figura 39 demonstra a forma de obtencdo da concentracdo recuperada para a

amostra de xampu.
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Figura 38. Voltamograma de onda quadrada para diferentes concentracdes de CTZ na

recuperacdo em amostra de xampu em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=
25mV, AE; = 2 mV , sobre p-AgSAE.
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Figura 39. Relacdo entre [CTZ] e corrente de pico para a recuperacdo em amostra de
xampu em meio de tampdo BR pH 12 com f= 100 s?, a=25mV, AE; = 2 mV , sobre p-
AgSAE.
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A taxa de recuperacdo para a amostra de xampu foi de 103,3 %, com valor de
BIAS de 3,33 %. O RSD para a taxa de recuperacdo em amostra de xampu foi de
1,56%. Mesmo adicionando-se pequena quantidade de amostra, durante a etapa de
desaeracdo foi gerada pequena quantidade de bolhas, que nio influenciaram nos valores
de recuperacao.

Para o estudo de recuperagio em amostra de creme, como mencionado
anteriormente, a solucdo resultante apresentou aspecto de limpidez, garantindo
visualmente uma completa solubilizacdo da amostra. A forma de calcular a taxa de

recuperagdo foi a mesma que para as demais amostras avaliadas neste estudo.
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Figura 40. Voltamograma de onda quadrada para diferentes concentracdes de CTZ na
recuperacdo em amostra de creme em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=
25 mV, AE; = 2 mV, sobre p-AgSAE.
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Figura 41. Relacdo entre [CTZ] e corrente de pico para recuperacdo em amostra de
creme em meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 S'J, a=25mV, AE; = 2 mV, sobre p-
AgSAE.
Assim, o valor da taxa de recuperacdo foi de 104,9 % com valor de BIAS de
4,34 e RSD de 2,73%, como pode ser observado nas Figuras 40 e 41, em anélise de
forma semelhante as anteriores. Assim como para a amostra de xampu, quando a
solugc@o contendo a contaminagdo foi posta sob agitacdo de gas, foram geradas bolhas,
mas estas ndo interferiram significativamente nas medigdes.
A Tabela 5 apresenta um resumo dos estudos de exatiddo desenvolvidos para a
metodologia eletroanalitica proposta, que se baseia na utilizacdo de um eletrodo sélido

de amdlgama de prata polido (p-AgSAE) na determinag¢do de CTZ em diferentes tipos

de formulagGes farmaceéuticas.
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Tabela 5. Resumo dos dados obtidos para os estudos de exatiddo da metodologia em
meio de tampdo BR pH 12 com f = 100 s’ a=25mV, AE, = 2 mV, sobre p-AgSAE.

Dosagem - 200 mg / comprimido 20 mg / mL 20mg/g
[CTZ]encontrada / Mol L™ 9,95x107 8,99x10” 1,02x10° 1,03x10°
Intervalo de Confianga =+ 1,87x10” +2,34x107 +1,13x107 +2,39x107

Recuperacio (%) 100,6 90,84 103,3 1049

RSD (%) 1,97 3,57 1,56 2,73

Bias (%) 0,51 -9,19 3,33 4,88

Como ja& mencionado anteriormente pode ser mencionada a questdo da
seletividade e especificidade da metodologia, uma vez que nao houve influéncia dos
diferentes tipos de matriz utilizadas nestes ensaios. Esta influnecia poderia ser
evidénciada pela presenca de picos na mesma regido de reducio do analito de interesse,

0 que nao ocorreu nas medidas realizadas.

4.4.4 Seletividade e especificidade da metodologia eletroanalitica

Em relacdo a seletividade, ndo houve interferéncia na determinagdo do composto
por parte do meio eletroquimico escolhido e nem quando se utilizou amostra real, uma
vez que o pico de reducdo do CTZ apresentou valores significativos da taxa de
recuperacdo. Entretanto, ndo foram realizados testes especificos com os componentes
isolados presentes nas formulacdes estudadas ou com a mistura total com auséncia do
analito (placebo). Ainda de acordo com os resultados de taxa de recuperacdo, estes
podem representar um forte indicio da especificidade da metodologia empregada, mas
testes utilizando alguns componentes presentes na formulacdo ratificariam o resultado

obtido.
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4.5 Calculos Quimico-Quanticos

Tanto a estrutura de menor energia como o mapa de energia dos orbitais de
fronteira foram obtidos utilizando-se a teoria do funcional de densidade (DFT, do inglés
density functional theory). EstaA Figura 42 apresenta a estrutura de menor energia para
a molécula de CTZ, em diferentes projecdes, onde a segunda demonstra a distribuicdo

da nuvem eletronica para cada dtomo da molécula.

Figura 42. Estrutura de menor energia para a molécula de CTZ e identificacdo
numérica dos dtomos.

A DFT ¢ baseada no fato de que a energia total de um sistema, incluindo todas
as interagdes, ¢ um funcional Unico da densidade eletronica, € que o minimo desse
funcional € a energia do estado fundamental 8 Em outras palavras, a teoria pode ser
utilizada na investigacdo da estrutura eletronica de um sistema de muitos corpos
(atomos, moléculas e fases condensadas). Assim, um sistema de muitos elétrons pode

estudado utilizando os funcionais, que sdo dependentes da densidade eletronica.
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Por meio da elucidacdo da estrutura de menor energia, foi possivel obter o
volume espacial ocupado por uma tinica molécula de CTZ, sendo este igual a 456,95A°,
Com base neste dado, o volume molar do farmaco é de 283 cm’ mol ™. Possuindo o
volume molar do CTZ, pode-se utilizd-lo no célculo do coeficiente de difusdo do
mesmo, que € uma varidvel amplamente utilizada em diversas equagdes das técnicas
voltamétricas. O coeficiente de difusdo pode ser obtido utilizando-se a equagdo 8 a
seguir, onde T é a temperatura (K), M é a massa molecular da espécie (g mol™), ) é a
viscosidade do solvente (cm s’l), V € o volume molar da espécie (cm3 mol'l) e X
coeficiente de associa¢do do solvente.

-8 T\/ xM

D=7,4.10 T]VO’6

®)

O valor encontrado foi de 2,57)(10'5 cm?’s™. Para moléculas organicas, os valores
dos coeficientes de difusdo se encontram na ordem de 10” a 10° cm”s™. Isto demonstra
que o estudo quantico pode ser utilizado na determina¢do de pardmetros que apresentam
dificuldades para serem obtidos experimentalmente.

Avaliando-se o mapa de distribuicdo dos orbitais de menor energia (LUMO),
que, em uma reacdo de reducdo, sdo os orbitais moleculares responsdveis pela
acomodacio do elétron recebido, pode ser observado que este se encontra distribuido
sobre o anel imidazdlico e o anel halogenado da molécula de CTZ, como pode ser
observado na Figura 43. Este indicio tedrico pode ser utilizado para uma suposicio

mecanistica de como pode estar ocorrendo a redugdo sobre a superficie do eletrodo.
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(A)HOMO

(B)LUMO

Figura 43. A)Mapa de distribuicdo dos orbitais de fronteira HOMO e na molécula de
CTZ. B) Mapa de distribuicdo dos orbitais de fronteira LUMO e na molécula de CTZ.

A andlise dos orbitais HOMO e LUMO ¢ importante, como descrito
anteriormente, para compreensdo dos possives sitios redox da molécula. O orbital
HOMO corresponde ao orbital molecular mais externo, que possui elétrons (ocupado),
sendo assim a regido da molécula onde se encontram elétrons mais disponiveis para
participacdo em uma reacio redox. J4 o LUMO corresponde ao orbital molecular de

menor energia que ndo possui elétrons (desocupado), sendo uma regido de possivel

recepgdo de elétrons.
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Como mencionado na introducdo deste trabalho, uma das possiveis reacdes que
pode ocorrer no organismo, em relacdo a degradacdo do CTZ, € a oxidacdo do anel
piperazinico. Assim, observando a Figura 43 para o orbital HOMO, tem-se que este se
apresenta sobre o anel piperazinico da molécula, de forma que este estudo tedrico pode
ser utilizado para demonstrar que a reacdo realmente pode ocorrer neste local da
molécula. Agora avaliando-se o LUMO, tem-se que este se apresenta sobre o anel
imidazdlico da molécula de CTZ, o que indica ser esta a regido onde ocorre a reagdo de
reducio.

Avaliando-se a distribui¢do de cargas sobre a molécula de CTZ, tem-se que as
cargas mais positivas se encontram sobre os dtomos N(13) e C(14), ambos pertencentes
ao anel imidazodlico. Os valores das cargas sdo de 0,596 e 0,493 u.a., respectivamente.
Estas cargas positivas indicam dtomos com caracteristicas eletrofilicas em potencial, o
que pode ser utilizado para ratificar que, na molécula, estes sdo os 4tomos com maior
probabilidade de receber elétrons em uma reacao de reducio.

Outro aspecto investigado foi a predicdo de espectros teéricos de RMN H' e °C,
para comparagdo com os espectros reais obtidos pela técnica. Assim, a Figura 44
apresenta os espectros de ressondcia magnética nuclear do 'H e ">C para a molécula de

CTZ, com a utilizagcdo de TMS como padrio interno na obtencdo dos espectros tedricos.
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(A) RMN 'H Teérico
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Figura 44. (A)Estrutura da molécula de CTZ com os deslocamentos correspondentes ao
espectro de RMN 'H. (B) Estrutura da molécula de CTZ com os deslocamentos
correspondentes ao espectro de RMN e
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Baseado nos resultados tedricos obtidos € no nimero de elétrons envolvidos na
reacdo de reducdo do CTZ sobre p-AgSAE, pode-se sugerir uma redugcdo no anel
imidazdlico da molécula. Desta forma e supondo-se a reacdo de reducdo nesta regido da
molécula, foi gerado um espectro de RMN 'H tedrico para este possivel produto de

reducdo, como pode ser observado na Figura 45.

7.43
N H 484
3.91 ( /
7.37 N
Cl
”’“llllllu.., H4_84
4.5 335 3.57 (0]
(0] 6.81 6.65 //\
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e N
N N //<
Cl © ° chs
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6.81 6.65
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PPM

Figura 45. Espectro de RMN 'H tedrico para um provdvel produto da reacdo de
redugdo do CTZ sobre p-AgSAE.

Os valores para os deslocamentos quimicos (ppm) dos hidrogénios presentes no
anel imidazoélico sdo de 0 3,91 ppm, dois com 6 4,84 ppm e o dltimo com & 7,43 ppm.
Estes deslocamentos sdo de fundamental importancia na identificacdo deste produto de

reacao.
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Devido a complexidade da solugdo utilizada, também foi simulado um espectro
para esta mistura contendo em sua composicdo, além do eletrélito de suporte utilizado,
etanol e o analito propriamente dito, de forma a buscar uma melhor elucida¢do para os
picos observados no espectro. Assim, a Figura 46 apresenta um espectro de RMN 'H

com a mistura de todos estes componentes.

Cetoconaozol 796 / 6.86 OH 365 __OH?36s
110 ———~ 3.39
3.57 Metanol
7.26 Etanol
””/Illlu,.,
5.3
53
CHs
441:4.16 e
ﬁ O /OH
= P OH?? 228 2 20 H\ /B\
& N0 OH 11, o OH
Acido Fosforico Acido Acético Acido Borico

I ‘ ‘ Nm l o ,’J dow R ,‘H,U\, H

12 10 8 6 | 4 2 | 0
PPM

. . . 1
Figura 46. Estruturas dos componentes na mistura analisada e o espectro de RMN "H
tedrico resultante.

Ap6s todos estes estudos teoricos, os resultados obtidos poderdo ser comparados
com dados experimentais, afim de caracterizar e estabelecer o mecanismo de reducio do

CTZ sobre p-AgSAE. Para tanto, foi realizado um estudo de eletrélise do CTZ com
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potencial controlado, sendo o acompanhamento feito por UV-Vis, como serd visto

adiante.

4.6 Investigacao dos produtos da eletrolise

O(s) produto(s) obtido(s) apés a etapa de eletrdlise exaustiva do CTZ em meio
de tampdo BR 0,04 mol L, foram realizados em potencial de -1,8 V . O potencial
aplicado foi superior ao potencial de reducdo do CTZ para garantir que todo o reagente
fosse reduzido, sendo, assim, convertido em produto. A solucéo eletrolisada resultante
foi analisada por RMN H' utilizando uma correlacio 2D heteronuclear (gHSQC) que
proporciona uma correlagdo entre os dtomos da molécula facilitando a elucidagcdo da
estrutura. A eletrdlise foi realizada durante um periodo de seis horas para obtencdo da
maior quantidade possivel de produtos, de forma que espectros de UV-Vis foram
utilizados para monitorar a banda de absorbancia do CTZ e verificar seu consumo na
célula eletroquimica. Este apresenta uma tnica banda de absorcdo quando solubilizado
no meio eletroquimico utilizado neste trabalho, que ocorre em cerca de 293 nm’’. As
andlises foram realizadas inicialmente de 15 em 15 minutos (isso na 1% hora de
eletrdlise). Na sequéncia, as andlises foram realizadas a cada 30 minutos (até a 5" hora
de eletrdlise). A Figura 47 apresenta os espectros de UV-Vis para o acompanhamento
da eletrélise. Com apenas 15 minutos de eletrdlise foi possivel identificar uma reducéo
significativa da mesma. Assim, o sinal passou a ficar praticamente constante durante a
realizacdo das demais medidas, sendo suavizado com o passar do tempo de eletrdlise.
Em relacdo as seis horas de andlise mencionadas na parte experimental, este tempo foi
avaliado para a observacdo de novas bandas de absor¢do, o que ndo foi observado nos

resultados obtidos no intervalo de comprimento de onda avaliado.
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Figura 47. Espectros na regido do UV-Vis para o acompanhamento da reducdo da
banda de absorbdncia do CTZ em meio de tampdo BR pH 12, sobre p-AgSAE.

Ja a Figura 54, que € uma ampliagdo da anterior para melhor visualizagdo das
bandas obtidas, observa-se que ocorre uma suavizagdo com o passar do tempo de
eletrdlise. Nas horas intermedidrias (da 1* a 4* hora de eletrélise), foi observado apenas
uma leve reducio da banda de absorbancia do CTZ.

Embora ndo se tenha observado o surgimento de uma outra banda de
absorbancia, foi demonstrado que houve a degradacio do composto. A solucdo
resultante foi liofilizada com o objetivo de concentrar a0 méximo os produtos obtidos,

uma vez que a técnica de RMN nfo possui sensibilidade suficiente para concentracdes

da ordem ppb, por exemplo.
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Figura 48. Ampliacdo do espectro na regido do UV-Vis para o acompanhamento da
redugdo da banda de absorbdncia do CTZ em tampdo BR.

O ANEXO 1 apresenta o espectro RMN 'H gHSQC gerado a partir do material
liofilizado, sendo este dissolvido em metanol. De posse dos espectros tedricos, algumas
atribuicdes podem ser feitas, comparando o tedrico ao experimental.

Pode-se observar SOH (1é-se: deslocamento quimico de hidrogénio de hidroxila)
dos 4cidos utilizados na composi¢ao do eletrélito de suporte, onde os valores sdo de &
0,9 e 8 1,3 ppm. Pode-se observar 0CHj; para 6 1,1 ppm para acido acético e etanol;
OOH em § 3,65 ppm para metanol; SCH, em 6 3,57 ppm 6CH, do etanol e também pode
estar relacionado ao SCH, (C-C-N) do anel piperazinico do CTZ; 8 3,35 para os demais
OCH, (C-C-N) pertencentes ao anel piperazinico da molécula de CTZ; & 3,95 ppm 6CH,
(C-CH;-0O). Os sinais esperados para deslocamento quimico dos hidrogé€nios do anel
imidazélico sdo de & 7,96 ppm SCH (N-C=N), & 7,26 ppm 6CH (C-C=C) e 4 6,86 ppm
O CH (C-C=N). Estes sinais ndo foram observados no espectro obtido. Por outro lado,

os sinais de deslocamento esperados para um produto que sofre redugcdo no anel
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imidazdlico possui deslocamentos de & 7,43 ppm SNH (C-N-C), dois H com & 4,84 ppm
OCH (N-C=C-N) e & 3,91 ppm (N-C-N). Estes sinais podem ser utilizados para

comprovar que a reacao de reducdo do CTZ realmente ocorre sobre o anel imidazdlico.

4.6 Proposicao Mecanistica

Uma proposicdo mecanistica que pode ser feita, tomando-se por base os
resultados obtidos até agora. Assim, no cdlculo realizado por VC, foi constatado o
envolvimento de dois elétrons na reacdo de reducdo do CTZ sobre p-AgSAE. Os
estudos de voltametria de onda quadrada mostraram que a redugdo € consiste de um
processo quase reversivel. J4 os resultados tedricos mostraram que o anel imidazélico
da molécula de CTZ € o local onde possivelmente ocorre a reacdo de reducdo da
molécula de CTZ. Por fim, pela avaliacdo do espectro de RMN 'H onde foram obtidos
os sinais de deslocamento quimico para os hidrogénios apds uma reacdo de reducdo no
anel imidazdlico, segue, na Figura 49 uma provavel reacdo de redu¢cdo do CTZ sobre p-

AgSAE.

H

L

R R

Figura 49. Suposicdo mecanistica para a reducdo de CTZ em meio de tampdo BR pH
12, sobre p-AgSAE.

Este mecanismo envolve a participacdo de dois elétrons, onde ocorre a reducio

da dupla ligacéo existente entre C=N (carbono 14 e nitrogénio 13) do anel imidazdlico.
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5. CONCLUSOES

Os estudos foram iniciados com a avaliagdo da superficie eletrédica, sendo
avaliada por MEV e EDX, caracterizando a distribuicdo dos elementos presentes na
amdlgama de prata. Apds esta etapa, foi realizado um estudo para encontrar as
condicdes mais adequadas de reducdo do CTZ sobre a molécula em estudo, onde
Tampdo BR 0,04 mol L' mostrou-se como o meio mais indicado para tal fim. Foram
entdo otimizados os pardmetros da VOQ (frequéncia — 100 s amplitude — 25 mV;
incremento de potencial — 2 mV), sendo também utilizados os critérios de diagndstico
da VOQ para classificagdo do processo de reducdo como quase-reversivel. A obtencdo
dos pardmetros mais adequados possibilitou o inicio dos estudos analiticos,
propriamente ditos.

Os parametros de validagdo estabelecidos pela ANVISA foram avaliados.
Assim, a metodologia desenvolvida apresenta uma faixa de trabalho de 4,97)(10'7 a
4,30)(10’6 mol L'l, limites de deteccdo e de quantificagdo de 1,19){10"7 e 3,98)(10'7 mol
L™, respectivamente. Os valores dos RSD para as avaliagdes da precisio da metodologia
foram inferiores a 5,0%. A robustez da metodologia foi avaliada pela variagdo do pH do
eletrélito de suporte, ndo sendo observada diferenca na corrente de pico. A exatiddo da
metodologia foi avaliada em funcdo da taxa de recuperacdo, onde os valores das taxas
de recuperagdo foram de 100,6%: 90,8%; 103,3% e 104,9%, respectivamente para
eletrélito, comprimido, xampu e creme. Os valores dos RSD para as taxas de
recuperacdo foram inferiores a 5,0%.

Para a elucida¢do do mecanismo de reducdo do CTZ, a eletrdlise com potencial
controlado foi utilizada para formacdo dos produtos de reagdo, que foram identificados

utilizando RMN "H, onde se pode observar os sinais de deslocamento de & 7,43 ppm
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ONH (C-N-C), dois H com & 4,84 ppm SCH (N-C=C-N) e 3 3,91 ppm (N-C-N), o que
confirma que a etapa de reduc@o do CTZ ocorre sobre o anel imidazoélico da molécula.
Desta forma, pode-se concluir que o eletrodo sdlido de amdlgama de prata se
apresentou como uma solugdo para a substituicio do HMDE na determinagdo de CTZ,
de forma que este tipo de material pode ser utilizado em procedimentos analiticos com
as mesmas caracteristicas apresentadas pelo eletrodo gotejante de mercirio e com uma

reducdo dréstica na quantidade de residuos gerados.
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