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RESUMO

Neste trabalho sdo abordados os estudos eletroquimicos bem como o desenvolvimento
de metodologia analitica para a determinacdo de cetoconazol em formulagdes
farmacéuticas com auxilio de eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina. Os
experimentos foram realizados em solucéao tampéao Britton-Robinson (BR) no pH 2, com
uma composicao do eletrodo de 50% de pasta de carbono e 50% de hemina, pois
apresenta a melhor resposta analitica para o referido composto. Com base nos
parametros eletroquimicos extraidos das técnicas de voltametria ciclica, de pulso
diferencial e de onda quadrada, foi possivel diagnosticar algumas informacdes
relacionadas com o mecanismo da reacdo como: a reversibilidade do processo, a
presenca ou ndo de processos de adsorcdo e também o nimero de elétrons envolvidos
nas reacdes eletroquimicas. Os resultados indicaram que a reacdao de reducdo do
cetoconazol é irreversivel com um pico a — 1,44V devido ao fenémeno de reducéo de
CTZ. A metodologia analitica desenvolvida é rapida, sensivel e precisa para a analise
de rotina de comprimidos de CTZ. A curva analitica foi linear na regido de concentracéo
entre 1,8 a 5,5.10° mol/L, com limite de deteccéo de 1,7.10'mol/L e com limite de

quantificacdo de 5,6.10™" mol/L.

Palavras-chaves: cetoconazol; hemina; voltametria
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ABSTRACT

In this work electrochemical studies are broached as well the development of an
analytical methodology to determinate ketoconazole in pharmaceuticals formulations
with the help of electrode of carbon paste was modified with hemin. The tests were
carried out in solution tampao Britton-Robinson (BR) in pH 2, with an electrode
compounded by 50% of carbon past and 50% of hemin, for having the best analytical
answer to the compound in question. Based on the electrochemical parameters that
were taken of the technique cyclic voltammetry, differential pulse and of the square
wave, it was possible diagnostic some information that was connected to the reaction
mechanism such as: the reversibility of the process, the existence or not of adsorption
process and the number of electrons that is involved in the electrochemical reactions.
The resulted said that the reaction of ketoconazole reduction is irreversible, with one
definite peaks at — 1,44V device phenomenon of reduction do CTZ. The analytical
methodology that was developed is fast, sensible and precise, to routine analysis on
pills of CTZ. The analytic curve was linear in the concentration area between 1,8 and
5,5.10° mol/L, with detection limit 1,7.10~" mol/L and quantification limit in 5,6.107

mol/L.

Keywords: ketoconazole; hemin; voltammetry

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do grupo funcional imidazolico ..............eeevveiiiieiiiiiiiiinnnne 5
Figura 2. Estrutura quimica do CetOCONAZOI ...........uuvuvmiiiiiiiiieiee e 5
Figura 3. Esquema de célula de dois eletrodos ligada ao polarografo............cccceeeeennn. 16

Figura 4. Célula polarografica/voltamétrica de trés eletrodos. Esquema mostrando a
célula conectada a um sistema PotenCIOSTALICO ..........oooeviiiiiiiiiiiii e 17

Figura 5. Voltametria de pulso normal. (a) esquema de aplicagdo do pulso comecando
em Epase. A corrente medida no fim dos pulsos supondo que | para E base é zero. No
DME o fim do pulso esta sincronizado com a queda da gota; (b) perfil | — E esquematico

Figura 6. Representacdo esquemaética da aplicacdo do potencial em funcdo do tempo
em polarografia de pulso diferencial. (a) Em instrumentos analégicos; (b) Em
instrumentos digitais. A corrente € amostrada em S; e S, e a diferenca entre eles é que
L T 1S =T b= Wl B P TSRS 21

Figura 7. Sequéncia potencial vs. tempo (E vs t) usada em voltametria de onda
(0 1B = To | = o = U0 PP 23



Figura 8. Voltamograma ciclico para um sistema reversivel, com destaque para os
parametroS Mais IMPOITANTES ...........oviviiiiiiiiirr e e e e e e e e e e aeaaaees 24

Figura 9. Estruturas quimicas: a) protoporfirina IX de ferro Ill; b) estrutura do grupo
heme da hemogIODINA...........oooi i e 31

Figura 10. Esquema de um espectrofotdbmetro de UV — VIS de arranjo de diodos....... 36
Figura 11. Potenciostato AutoLab utilizado na realizagao dos experimentos................ 42

Figura 12. Representacdo de célula eletroquimica usada nas medidas voltamétricas:
(CE) eletrodo auxiliar; (ET) eletrodo de trabalho (EPMC); e (ER) eletrodo de referencia

Figura 13. Esquema dos eletrodos de pasta de carbono e eletrodo de pasta de carbono
MOdIfiCad0 COM NEMINA .....eeiiiiiiiie e e e e e 44

Figura 14. Estudo comparativo do sinal analitico obtido por VOQ em uma solucdo de
CTZ 4,0.10™° mol/L, em tamp&o BR (pH 2,0), a) branco com EPC; b) solucdo de CTZ
com EPC; c) branco com EPCM e d) solugédo de CTZ com EPCM. Condigbes v = 200
MV/S, T =40 HZ € AE =50 MV ... e e e e e e eanea 47

Figura 15. Perfil do sinal analitico para o estudo da variacdo da % em massa de hemina
e pasta de carbono, com solugdo de [CTZ] = 2,0.10° mol/L, AE = 50 mV, v = 40mvi/s e

Figura 16. Voltamogramas de pulso diferencial para a reducéo de CTZ 2,5.10°° mol/L
utilizando eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina em tampéo (BR) pH
2,0; v = 40mV/s para o estudo da variagdo da amplitude (em mV): a) branco; b) 10; c)
20; d) 30; €) 40; ) 50 € 9) 100....cciiiiiiiiiiiitniiiaaaaae e e e e e e e e e e e e aaaas 49

Figura 17. Variacdo da corrente de pico em funcéo da velocidade de varredura (v) para
o cetoconazol (3,0.10° mol/L), em solucédo tamp&o BR (pH = 2,0) e AE=50 mV .....51

Figura 18. Variacdo da corrente de pico em funcdo da amplitude (AE) para o
cetoconazol (2,0.10° mol/L), em tamp&do BR (pH 2,0) e v = 50 mV/s, pela técnica de
1Y PR 52

Figura 19. Voltamograma de onda quadrada para o CTZ 2,0.10"° mol/L em tamp&o BR
(pH 2,0), v = 100 mV/s, f = 40 Hz em funcédo da variagdo da amplitude de pulso: a) 10
mV; b) 20 mV; ¢) 30 mV; d) 40 MV € €) 50 MV ..euiiiiiiiiiiieeeee e 53



Figura 20. Variacdo da corrente de pico catddica em funcdo da raiz quadrada da
freqiiéncia para o CTZ (2,0.10° mol/L) em solucdo tamp&o BR (pH 2,0), AE = 50 mV e
V = 100 MV/S ot e ettt e e e e e e e e e e e e e e e et r it ar b 55

Figura 21. Efeito da velocidade de varredura sobre a intensidade de corrente de pico
catédico no sistema 2,0.107° mol/L de CTZ em solugéio tamp&o BR pH 2,0................. 59

Figura 22. Voltamogramas ciclicos sucessivos de uma solugdo de [CTZ] = 2,0.10°°
mol/L, em tamp&o BR (pH 2,0) € V =200 MV/S ....ciiiiiiiiieiie e 60

Figura 23. Voltamograma ciclico de CTZ na solucao de tampéo BR (pH 2,0) utilizando
eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina, em a) branco; b) CTZ 2,0.10™°
MOI/L € V=200 MV/S. . e et e e e e e e e aaaaaaes 61

Figura 24. Voltamogramas ciclicos para a reducdo de CTZ utilizando eletrodo
modificado com hemina em pH 2,0 e com diferentes concentracdes: a) branco; b)

2,0.107% c) 2,80.107%; d) 3,60.10°%; €) 4,30. 10° mol/L, v = 200MV/S......c...ccecevrerreenrnn 62
Figura 25. Esquema geral do processo eletrolitico do cetoconazol na presenca de
=T 0 1 = 64
Figura 26. Esquema simplificado do processo de reducéo do cetoconazol.................. 65

Figura 27. Voltamograma de onda quadrada para a reducédo do CTZ utilizando eletrodo
de pasta de carbono modificado com hemina em pH 2,0 e com diferentes
concentragcdes: a) branco; b) 2,50.10°°% c) 3,07.107% d) 4,00.10°°% e) 4,37.10°% f)
4,70.107% g) 5,00.10°mol/L com f =40 HZ @ AE =50 MV ....ooviveeeerieeceee e, 66

Figura 28. Curva analitica obtida para o CTZ empregando EPCM com hemina em
solucéo tampé&o BR pH 2,0 obtida pela técnica de voltametria de onda quadrada ....... 67

Figura 29. Curva analitica do CTZ utilizando espectrofotometria de UV — VIS (209 nm)

xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Relacdo de alguns medicamentos e suas técnicas analiticas desenvolvidas
para @ SUa deterMINAGCED...........ceiiiiiiiiieeiiiiiiirr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eetbrb b aeaaaaaaaeaaaees 11

Tabela 2. Técnicas usadas para a determinacdo de tracos e seus limites de deteccao
tipicos. AE = amplitude de pulso; f = freqliiéncia; ty = tempo de pré-concentracéo; I, =

corrente de pico; E, = potencial de pulSo ... 19
Tabela 3. Comprimentos de onda aproxXimado das COreS ...........ccceeeeirereeeereeeeeeeieieeeeeeee. 34
Tabela 4. Procedéncia e pureza doS reagentesS.........ccuuvvvurvrriiiiiiiiiiiaieeeeaeeeeseeeseeeeeennnnn 40

Tabela 5. Parametros estudados e seus valores otimizados para voltametria de pulso
(o[ (=TT o Tox - | PP PP O PP PPPPPPPPPPPN 50

Tabela 6. Variagdo da corrente de pico e potencial de pico em fungéo da frequiéncia em
voltametria de onda quadrada (CTZ 2,0.10™° mol/L; pH = 2,0; v = 100 mV/s e AE = 50

Tabela 7. Parametros estudados e valores otimizados para voltametria de onda
(o [UF=To [ = To F- TSRS 56

Xii



Tabela 8. Efeito do pH no potencial e na corrente de pico do cetoconazol (v = 40mV/s;

AE =50mV € [CTZ] = 2,0.107° MOI/L) ....oovieereeeeeeeeeeeeee e 56
Tabela 9. Parametros voltamétricos do sistema 2,0.10°mol/L de cetoconazol em
SOIUGEOD tAMPEOD PH 2,0 ..ttt e e e e e e e e e aeeeaeeanrae 58
Tabela 10. Estudo dos possiveis interferentes na determinagéo de cetoconazol.......... 65

Tabela 11. Comparacdo de dados de analise estatistica entre as técnicas de VPD e
1Y@ L USSP 68

Tabela 12. Determinacdo de cetoconazol em produtos farmacéuticos empregando-se 0
EPCM com hemina proposto e espectrofotometria de UV — VIS como método
(o0] 4] 0= 1= LAY/ o RS SRRPRPPPP 70

Tabela 13. Dados comparativos da anélise estatistica da determinacéo de cetoconazol
em produtos farmacéuticos empregando-se o EPCM com hemina e espectrofotometria
de UV — VIS como MEtodo COMPATALiVO .......ccccuvuvriiiiiiiiiiieeeeeeeeeeesesesieeeeaeeeeraeeaaeeeeeeas 71

Tabela 14. Valores obtidos pela execucdo dos testes estatisticos F e T para

comparagdo de métodos diferentes que foram analisados para as amostras de
medicamentos de MAarca € GENEIICO .....cccuuuuuiiriiiiiiiieeaee e e e e e e e e et eeeeeaaaeeeaaeeaaaaaannes 72

Xiii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BNDES — Banco Nacional de Desenvolvimento
EUA — Estados Unidos da América

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CEME - Central de Medicamentos

a.c. — Antes de Cristo

CTZ — Cetoconazol

°C — Graus Celsius

pKa — Potencial da constante de ionizagéo de acidos

Xiv



Mg — Micrograma

mL — Mililitros

mg — Miligramas

pH — Potencial hidrogenidnico

AIDS - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
% - Percentual

CYP - Citocromo da familia P

UV — Ultravioleta

VIS - Visivel

HPLC — Cromatografia Liquida de alta eficiéncia
HMDE — Eletrodo gotejante de mercurio

DNA — &cido desorribonucleico

DME — Eletrodo de Mercurio

VSL — Voltametria de pulso linear

VDP - Voltametria de pulso diferencial

VOQ - Voltametria de onda quadrada

VPN - Voltametria de pulso normal

VC - Voltametria ciclica

AE — Amplitude de pulso

XV



f — Frequéncia

T4 — Tempo de pré-concentracao

Ip — Intensidade de corrente de pico
Ep — Potencial de pico

DC — Corrente continua

mV — milivolts

ms — milisegundos

V — Volts

t—Tempo

lo— Luz incidente

I+— Luz transmitida

€ — Coeficiente de absortividade molar
b — Caminho optico

C — Concentracao

EM — Eletrodo modificado

EPC — Eletrodo de pasta de carbono
EPCM — Eletrodo de pasta de carbono modificado
GOD - Enzima glicose oxidase

Nm — Nanbmetros

XVi



cm — Centimetros

g — Grama

WL — Microlitro

mol — Unidade de quantidade de matéria

L — Litros

BR — Tampé&o Britton-Robinson

v — Velocidade

E., - Potencial de meia-onda

s — Segundo

Hz — Hertz

n — Numero de elétrons

F — Constante de Faraday

R — Constante dos gases ideais

T — Temperatura

1 - Concentracao superficial da espécie adsorvida
Q — Carga

D — Coeficiente de difusdo da espécie eletroativa
r — Raio

A — Area do eletrodo

XVii



LD — Limite de Deteccao
LQ — Limite de Quantificacdo

ICH — Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (International Conference on

Harmonisation)
RDS — Desvio padrao relativo

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial

SUMARIO

| ] U117 [ © TP Vii
A B S T R A C T ettt e e ettt et ettt ettt e et e e e et e e e e e e e e e et e e ae e e, Viii
LIS T A DE FIGUR AS ..ot e e e e e et ettt e e et e et e e e e e e e e e aeara e e enanns iX



LISTADE TABELAS ..o Xii

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ....ooiiiiiii ettt Xiv
1.0. INTRODUGQGAOD ...ttt ettt 1
1.1. AIMpPOrtancia dos fAIMEACOS .........cooiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e 1
1.2, O CELOCONAZON ... e e e et et ettt et e e e e e e e e aeaaaeas 5
1.2.1. A importancia fisico-quimica do cetoconazol .........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeee. 5
1.2.2. As propriedades farmacOCINEtICAS. ........ccovviiiiiiiiiieiiiieiieeeeeve 6
1.2.3. As propriedades farmacodinamicas e o0 mecanismo de agao .................. 7
2.0. FUNDAMENTAGCAO TEORICA ... 9
2.1. Técnicas analiticas utilizadas para o controle de qualidade dos farmacos ............ 9
2.2. Técnicas voltamétricas utilizadas no controle da qualidade dos farmacos............ 13
2.3. AS CEIUIAS VOIAMETIICAS ....eeeeiieiiiieee et r e e e e e e e as 15
2.4, TECNICAS VOIAMETIICAS ... eveeeeeieiiieee e ettt e e e e e e e e e e e st eeeeeaaeaeeeas 18
2.4.1. Polarografia ou voltametria CIASSICa .............ccvvvieiiiiiiiiiiiierr e 18
2.4.2. Voltametria de PUISO.........uuuiiiiiiiiiiii e 19
2.4.2.1. Voltametria de pulso normal ...........ccceovvviiiiiiiiiiiciii e 20
2.4.2.2. Voltameria de pulso diferencial..............cooouiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 21
2.4.3. Voltametria de onda quadrada ..........ccoooeeeeeiiiiiiiiiiiiee 22
2.4.4. Voltametria CICHICA .......uuuureeieiiieieee e e e e 23
2.5. Eletrodos quimicamente modificados utilizados na voltametria.............cccoeeevveennnn. 24
2.5.1. Eletrodos de pasta de carbono modificados com materiais biolégicos......28
2.5.2. Eletrodos de pasta de carbono modificados a base de hemina................. 30
2.6. Espectrofotometria Ultravioleta — VISiVel ... 34
3.0 JUSTIFICATIVA et 37
4.0. OBIETIVOS ..ottt e, 39
5.0. METODOLOGIA ... ..ot 40
5.1. REAGENLES € SOIUGOES ......coiiiiiiiiiiiiiettt e e ettt e e e e e e e e aa e 40
5.1.1. Solucao estoque padrao de cetocoNAzZol............cceuvviiiiiiviiiiiiiieeeeeiii 41
5.1.2. Preparo das solugdes utilizadas cOmo amostras...........ccccvvveeeeeeeevvvnnnnnnn. 41
5.1.3. SOIUGAOD tAMPAD........ceiiiiiiiiiiiiiiiii st aaeaaaaaaes 42
I Lo [T o F= T g 1T 0] (0 1SS USSP 42
5.2.1. Medidas VOItAMELIICAS .........uuuuiiiiiiii e a e 42
I o] [ 1013 {0 PR 43
5.2.3. Medidas eSpectrofOtOMELNCAS . .....couiieeeee et 43
5.2.4. BalanGa analitiCa ..........cuuuuuurimiiiiiiiiiee e 43



5.3. Preparacéo do eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina.................. 43

I e (o Tot=To 1141 o] (o 1RSSR 44
6.0. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......co.ovvvevirsieseeses s 46
6.1. Estudo da composicao da pasta de carbono modificado com hemina................... 46
6.2. Estudo do comportamento voltamétrico de cetoconazol por voltametria de pulso
diferencial e otimizacdo de parametros experimentais...............uueeiiiiirinereeeeeeeeeeeeeeeeee 48
6.3. Estudo do comportamento voltamétrico do cetoconazol por voltametria de onda
quadrada e otimizac&o dos parametros eXperimentaiS ............uuvvveiiiiieiieeeeeeeeeeeeeereeenn, 51

6.3.1. Estudo da variacdo da amplitude de pulSO..........ccceevvvvvviiiiiiiiiiiiiie e, 52

6.3.2. Estudo da variacéo da frequéncia de aplicagdo de pulso................cceene. 53
6.4. Estudo do comportamento voltamétrico de cetoconazol frente ao eletrodo de pasta
de carbono modificado COM NEMINA...........oiiiiiiiiiiie e 56

6.4.1. EStUAO O PH ... 56

6.4.2. Efeito da velocidade de varredura de potenciais.............eeeeieiiiineeneeeeeeeenn. 57
6.5. Estudo dos interferentes em potencial ..o 65
6.6. CUINVAS ANAITTICAS ......uueiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e s et eeeeeaaaaeeens 66
6.7. AplicCaCA0 € teSte UE rECUPEIAGED .....uuuuuue e e e e e e e e e e e e ettt a e e e e 70
7.0. CONCLUOES .....coivoiiiieeeeeeseeese s 73
8.0. ATIVIDADES FUTURAS ...t 75
9.0. BIBLIOGRAFIA . e 76

XX



Introducao

XXi



1.0. INTRODUCAO

1.1. A importancia dos medicamentos

Os medicamentos surgiram da necessidade de curar doengas gragas ao instinto
de sobrevivéncia dos nossos ancestrais. Na antiguidade, embora as praticas
terapéuticas estivessem muitas vezes baseadas no misticismo, grande parte do
tratamento das doencas envolvia 0 uso de drogas, principalmente de origem vegetal e
animal. O homem buscou no meio ambiente o remédio, elemento externo, que
proporcionara a cicatrizacdo dos ferimentos, a melhoria dos sintomas, até mesmo a
suspensdo da morte (RENOVATO, 2008). No comeco do século XIX a maioria dos
medicamentos eram de origem natural, de estrutura quimica e natureza desconhecida
(MELO e colaboradores, 2006). Com o desenvolvimento da sintese organica, no século

XX, os farmacos de origem sintética foram substituindo os de origem natural.

A primeira sintese metddica e intencional de compostos quimicos para combater
uma doenca, foi realizada em 1910 por Paul Ehrlich (Prémio Nobel em Medicina de
1908). Ele modificou, de forma intencional e dirigida, a estrutura de uma série de
substancias para combater a sifilis, os arsenobenzenos, que se tornaram referéncia no
tratamento dessa doenca e sO deixaram de ser utilizados com a introducdo dos
antibioticos. Estes ultimos representaram um avanco, a partir da década de 30, com a

sintese dos primeiros antibiéticos pertencentes a familia das sulfas (BNDES, 2003).

Apés 1940, ocorreu a introducdo macica de novos farmacos, que trouxeram a
populacdo a possibilidade de curar enfermidades até entdo fatais (MELO e

colaboradores, 2006). Se estendendo até a década de 80, quando foram introduzidos



no mercado farmacéutico dos EUA, cerca de 1.165 novos farmacos. Depois deste
periodo houve uma reducdo do numero de novos medicamentos, em parte devido as
muitas exigéncias de testes farmacoldgicos e toxicolégicos (BAUTITZ, 2006). No Brasil,
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2002 existiam
15.831 medicamentos em comercializacdo sendo que mais de 1 bilhdo de unidades
foram vendidas no mercado varejista (BAUTITZ, 2006). Nas ultimas décadas, tém-se
ampliado a abrangéncia do medicamento, de modo que, hoje, existem produtos para
guase todas as enfermidades. Além disso, os medicamentos sdo cada vez mais
seguros e eficazes, contribuindo para aumentar a expectativa e qualidade de vida da
populacédo (OLIVEIRA e colaboradores, 2006).

Os medicamentos sao produzidos com a intencao de causar um efeito biolégico
(SANDERSON e colaboradores, 2004; URASE e KIKUTA, 2005a, PEREZ e BARCELO,
2007). Tém um papel importante na prevencédo e tratamento das doencas dos humanos

e dos diversos animais. Sendo eles compostos por:

e Farmaco, também conhecido de principio ativo ou base medicamentosa, que é a
substancia ativa que produz o efeito terapéutico desejado; e

» Aditivos, que sdo substancias adicionadas ao farmaco para alterar e
complementar suas propriedades, tais como organolépticas, e as formas de
administracdo, o estado fisico-quimico e a velocidade de absor¢cdo (BNDES,
2003).

As suas classificacbes sdo dadas seguindo diversos critérios, entres eles:
emprego terapéutico, estrutura quimica, forma de comercializacdo e acédo
farmacologica. Dentro de um dos critérios adotados classificam-se os medicamentos
em dois grupos: os protegidos por direitos de patentes, os de marca; e aqueles cujas
patentes estdo vencidas, que sdo os genéricos (BNDES, 2003). Os medicamentos

genéricos sdo comercializados com o nome da substancia ativa e apresentam a mesma
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guantidade do principio ativo, a mesma concentracdo, forma farmacéutica e via de
administracdo do medicamento (BNDES, 2003; PEREIRA e colaboradores, 2005).

No Brasil alguns fatos merecem destaques, estando esses relacionados com a
producéo e distribuicdo de farmacos. O primeiro foi quando em 1970 foi criada a Central
de Medicamentos (CEME) (BNDES, 2003), que tinha como finalidade a definicdo de
politicas publicas que procuravam comprar e distribuir os medicamentos mais
importantes a populagdo de menor poder aquisitivo (BNDES, 2003; MELO e
colaboradores, 2006). E o outro fato importante, foi em 1999, com a aprovacédo da Lei
9.787 que instituiu os medicamentos genéricos no Brasil, seguindo modelos conceituais
aplicados por vérios paises como Estados Unidos, Canada, Reino Unido, etc. A referida
lei estabelece critérios para a produc¢do, controle de qualidade, teste de bioequivaléncia,
biodisponibilidade, registro, prescricdo e dispensacdo dos genéricos (GONCALVES,
2005). Os seis primeiros medicamentos genéricos do pais foram: ampicilina e
cefalexina (antibidtico); cloridrato de ranitidina (antiulceroso); cetoconazol (antimicotico);

furosemida (diurético) e sulfato de salbutamol (broncodilatador).

Nos ultimos anos houve um aumento das infecgbes fungicas sistémicas
(BERGOLD e GEORGIADIS, 2004) o que repercutiu no crescimento da producdo e
comercializagcdo de medicamentos destinados ao tratamento desse tipo de

enfermidade, os chamados de antimicéticos.

Os fungos, responsaveis pelas micoses, ocupam lugar privilegiado na medicina
do ponto de vista fisioterapico. S8o microorganismos que se encontram no solo, na
agua, nos vegetais, no ar, nos animais e detritos em geral. S&o eucariontes,

heterotroficos e possuem parede celular. Muitos fungos apresentam potencial



patogénico para seres humanos, e de acordo com os tecidos e orgdos afetados, as
micoses sao classificadas em micoses superficiais, da pele, unhas e pélos; micoses
subcutaneas e micoses sistémicas ou profundas (PEREIRA, 1999; BERGOLD e
GEORGIADIS, 2004).

Desde épocas muito antigas que alguns agentes antimicéticos sdo conhecidos
como, por exemplo; o enxofre, que de acordo com Homero no século VIII a.c. era
empregado como purificante. Outros compostos eram também utilizados como sulfato
de cobre, cloreto de zinco e o arsénio. No século XIX, foram utilizadas varias formas
menos toxicas de cobre, como sulfato basico, Oxidos e silicatos de cobre e outras
formas de enxofre (PEREIRA, 1999).

Somente a partir da década de 30, € que ocorreu o desenvolvimento de
compostos organicos fungicidas. Os primeiros compostos foram os ditiocarbamatos
(PEREIRA, 1999). Foi quando em 1944 (PEREZ-RIVERA, 2009), Wooley descobriu um
composto azdlico, que foi o benzimidazol, o qual apresentava propriedades
antimicéticas, contudo, ainda até os dias de hoje séo realizadas pesquisas visando a
obtencdo de derivados azélicos com utilidade no tratamento de micoses (VICOSA,
2003).

As drogas antifangicas séo classificadas de acordo com seu mecanismo de
acdo. Os medicamentos disponiveis atuam: (1) na membrana celular: (a) azéis:
miconazol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol; (b) poliénicos: anfotericina B e
nistatina; (c) alilaminas: terbinafina; (2) na sintese de &cidos nucléicos: (a) flucitosina;
(b) griseofulvina; (3) na parede celular: (a) equinocandinas; (b) papulocandinas; (c)
polioxinas; (d) nicomicinas. Os derivados azélicos sédo subdivididos em dois grandes
grupos: os imidazolicos (Figura 1): possuem dois atomos de nitrogénio no anel

(cetoconazol, clotrimazol, miconazol); e os triazdlicos, de sintese mais recente e



apresentam trés atomos de nitrogénio no anel (fluconazol e itraconazol) (PEREZ-
RIVERA e colaboradores, 2009).

Vale também ressaltar que os fungicidas derivados dos compostos imidazdlicos
e triazdlicos, além de serem usados no tratamento clinico de humanos, podem servir na
agricultura exterminando fungos de plantacbes de hortalicas, e em outras culturas
agricolas (HASSELBERG e colaboradores, 2005) e com uso topico veterinario
(VERTZONI e colaboradores, 2006).

Figura 1. Estrutura quimica do grupo funcional imidazdlico.

1.2. O cetoconazol

O cetoconazol (CTZ) (Figura 2) foi o primeiro composto imidazdélico disponivel
para tratamento oral, sendo lancado no inicio da década de 80, representou um avanco
na terapéutica das micoses sistémicas, por apresentar atividade antimicotica ampla, no
combate de fungos e microorganismos gram positivos. Pode ser absorvido por via oral,
ser menos lipofilico e capaz de manter niveis sanguineos mais elevados (ABDEL-
GAWAD, 1997; SKIBA e colaboradores, 2000; VICOSA, 2003; ARRANZ e
colaboradores, 2003; VERTZONI e colaboradores, 2006; KOVACS e colaboradores,
2009). Ainda sendo utilizado no tratamento de carcinoma prostatico (VERTZONI e
colaboradores, 2006) e da sindrome de Cushing, que € um excesso de secrecao de
glicocorticéide (LIBERMAN, 2003; HINSON e RAVEN, 2006).



Figura 2 . Estrutura quimica do cetoconazol.

1.2.1. As propriedades fisico-quimicas do cetoconazol

- O nome quimico do cetoconazol é cis-1-acetil-4-[4-[2-(2,4-diclorofenil) - 2-(1H-
imidazol-1-ilmetil) — 1,3 —dioxalan — 4 —il[metoxi fenil] —peperazina, apresenta férmula
molecular CysH2sCA2N4O4 € massa molar 531,44 g/mol (ABDEL-GAWAD, 1997; SKIBA
e colaboradores, 2000; VICOSA, 2003; VERTZONI e colaboradores, 2006).

- O composto apresenta-se sob a forma de p6 cristalino branco ou quase branco,

possui faixa de temperatura de fusao entre 148 — 152 °C.

- O cetoconazol é uma base fraca dibasica com pKa = 6,5 e pKa = 2,9 (SKIBA e

colaboradores, 2000).

- E praticamente insolivel em agua com solubilidade intrinseca em agua de 4,5
ug/mL. E sollvel em etanol 1:54, em cloroférmio 1:2, em metanol 1:9 e muito pouco

soluvel em éter.

1.2.2. Propriedades farmacocinéticas



O Cetoconazol é rapidamente absorvido por via oral. Ap6s a administracao oral
em doses de 200, 400 e 800 mg, o pico de concentracdo plasmatica de CTZ é de
aproximadamente 4,8 e 20 yg/mL, respectivamente apds 2 — 3 horas (VICOSA, 2003).
A absorcdo pode ser diminuida em alguns pacientes pela acidez estomacal reduzida.
Os farmacos alcalinos (antiacidos orais) e bloqueadores de receptores H, diminuem a
absorcéo do cetoconazol por aumentarem o pH do meio digestivo. Devido a sua baixa
solubilidade em agua néo se utiliza o CTZ sob a forma de injetavel, sendo assim, ndo
se encontra descrita a biodisponibilidade absoluta do farmaco. Sua absor¢cdo € menor

em individuos idosos, em pessoas submetidas a gastrectomia e em pacientes com

AIDS, que tém deficiéncia de secrecédo gastrica acida (VICOSA, 2003).

No sangue 84% do cetoconazol esta ligado a proteinas plasmaticas,
principalmente a albumina; 15% esta no figado e eritrécitos, e 1% esta na forma livre. E
metabolizado no figado e tem acdo hepatotoxica, ocorrendo alteracdes da funcado
hepéatica em 2% a 5% dos pacientes utilizando doses terapéuticas convencionais.
Eventualmente, quadros clinicos de hepatite toxica tém sido registrados. No homem a
importante etapa metabdlica é a oxidacdo do anel imidazol, degradacdo do imidazol
oxidado, dealquilagdo oxidativa, degradacdo oxidativa do anel piperazinico e a
hidroxilagdo do anel aromatico. E excretado sob a forma de metabolitos inativos na
urina (excrecdo menor que 1%), bile e fezes (VICOSA, 2003; ARRANZ e colaboradores,
2005).

1.2.3. Propriedades farmacodindmicas e o mecanismo de agéo



E um farmaco de amplo espectro de agdo contra fungos, mostrando-se ativos
contra os dermatdfitos (VICOSA, 2003). As células fungicas, de modo semelhante as
células humanas, sdo eucarioticas. Existe, portanto, menor diferenca fisiolégica entre
ambas do que entre as células bacterianas procaritdticas e as células do hospedeiro
humano eucariético. Consequentemente, em comparacdo com as bactérias, existem
menos pontos fracos nas células fangicas que possam ser agredidas sem ao mesmo

tempo afetar também as células dos hospedeiros (PEREIRA, 1999).

Como os demais derivados imidazélicos antifingicos, o cetoconazol exerce acao
fungicida por alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica dos fungos
sensiveis (SKIBA e colaboradores, 2000), que possam perder cétions, proteinas e
outros elementos vitais, ocorrendo por fim, o rompimento da membrana. Esta acéo
decorre de sua interferéncia na sintese de ester6is da membrana, inibindo a formacéo
do ergosterol a partir do seu precursor, o lanosterol. Esta atividade resulta da acéo
inibitéria do cetoconazol (e diversos derivados azoélicos) sobre a enzima citocromo da
familia P-450 (CYP P-450) (LIBERMAN, 2003; VICOSA, 2003; SAADEDDIN e
colaboradores, 2004; FOSSI e colaboradores, 2006; PEREZ-RIVERA e colaboradores,
2009), especialmente CYP 1A e CYP 3A (HASSELBERG e colaboradores, 2005;
HINSON e RAVEN, 2006; STAUB e colaboradores, 2007). Em varios 6rgaos como:
figado, rim, adrenal, testiculos e ovéarios (LIBERMAN, 2003). As enzimas sao
responsaveis pela sintese e degradacao dos acidos graxos e esterdides enddgenos nas
células animais, vegetais e seres unicelulares. Esta agdo sobre a membrana é variavel
de acordo com o fungo e a dose do medicamento, agindo ndo s6 sobre as células
fungicas, mas, também, inibindo a sintese de estrogénios e testosterona no homem.
Além deste mecanismo de acdo, o cetoconazol e demais derivados imidazdlicos
alteram a sintese de triglicerideos e fosfolipidios e, em alta concentracdo, provocam a
morte celular por causarem acumulo de agua oxigenada ao bloquearem enzimas
peroxidativas (VICOSA, 2003).



A atividade e seletividade desses agentes antifiungicos dependem de sua
afinidade com o ion ferro do heme no sistema enziméatico 14a —desmetilase dependente
do CYP P-450 (PEREIRA, 1999; VICOSA, 2003; STAUB e colaboradores, 2007;
PEREZ-RIVERA e colaboradores, 2009). Os derivados imidazélicos e triazélicos ligam-
se ao ferro da enzima CYP, via nitrogénio terciario dos imidazdis ou ao nitrogénio
quaternério dos triazéis, formando um complexo hexacoordenado na ligacdo com o
oxigénio. Isto resulta na inibicdo da reagcdo monooxigenase catalisada pelo CYP P-450

de acordo com o esquema simplificado:

RH + NADPH, + O, — ROH +NADP" + H,0 (1)

(RH = substrato lipofilico, em geral lanosterol) (PEREIRA, 1999).

A complexacdo do farmaco com o sitio ativo do heme, causa a inibicdo da
sintese do orgosterol, provocando o acumulo do esterdide 24-metilenodihidrolanosterol
que, uma vez acumulado, provoca a desorganizacdo do sistema compacto dos
fosfolipideos, prejudicando outros sistemas enzimaticos, como o ATPase e enzimas que

séao responsaveis pelo  transporte de elétrons (PEREIRA, 1999).



Fundamentacao Teorica



2.0. Fundamentacéao Tedrica

2.1. Técnicas analiticas utilizadas no controle de qualidade de farmacos

A consciéncia da importancia do controle de qualidade é histérica, pois, em 1352,
Jodo, o Bom, Rei da Franca, legislou sobre a necessidade de serem controladas as
preparacfes farmacéuticas. Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas o
controle de qualidade evoluiu significativamente (FERRAO e SOUZA, 2006). A
necessidade de se mostrar a qualidade das andlises quimicas est4 sendo cada vez
mais reconhecida e exigida, pois, dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a
decisbes desastrosas e a prejuizos financeiros irrecuperaveis (LA ROCA e

colaboradores, 2007).

E neste caminho, a quimica analitica é a area que centraliza a responsabilidade
pelo desenvolvimento de novas metodologias de andlise, aplicaveis nos mais variados
campos de pesquisa cientifica. Esta continua procura pelo estabelecimento de
metodologias adequadas, para os diversos tipos de necessidades, tem propiciado um
crescimento significativo da area, assim como tem sido fundamental para o progresso
cientifico de outras. Dentro deste contexto, € de fundamental importancia o aporte que
a quimica analitica tem dado a induastria, principalmente no que diz respeito ao
estabelecimento de ferramentas capazes de serem aplicadas em rotinas nos

laboratérios de controle de qualidade e de processos de producéao.



A andlise quimica de muitas substancias de interesse corresponde a um

processo bastante complexo, basicamente devido a trés fatores limitantes:

i) necessidade de determinar quantidades cada vez menores, muitas vezes abaixo
do limite de quantificacdo oferecida pelas técnicas disponiveis;
i) interferéncias que derivam do carater complexo de grande parte das matrizes de

interesse, e

iil) necessidade de diferenciar e quantificar diversas espécies Unicas associadas a
um mesmo produto (SOUZA e colaboradores, 2003; LA ROCA e

colaboradores, 2007).

Com o objetivo de contornar alguns destes fatores limitantes, e gracas ao
progresso continuo das técnicas instrumentais, a industria farmacéutica busca o
emprego de metodologias que oferecam maior sensibilidade, seletividade, robustez,
precisdo, exatidao e rapidez (SOTOMAYOR e colaboradores, 2008).

Considerando-se 0 aumento expressivo do numero de farmacos em
comercializacdo nos ultimos anos, torna-se necessario o estudo dos mesmos visando
garantir a qualidade, eficacia e seguranca destes medicamentos aos usuarios. Desta
forma, € imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de
medicamentos. As analises a serem efetuadas devem partir de um bom planejamento,
contemplando aspectos como identificacdo e quantificacdo da substéncia ativa,
identificacdo e determinagcdo dos niveis de impurezas, produtos de degradacéo e,
finalmente, a verificacdo da estabilidade da substancia ativa na formulacdo, garantindo

a analise completa do produto.
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O controle da qualidade de produtos farmacéuticos € um ramo da quimica
analitica que tem um grande impacto econdmico, social e principalmente na saude
publica, de forma tal, que é imprescindivel o desenvolvimento de metodologias
analiticas confidveis, rapidas e precisas para a determinacdo de principios ativos
(SOTOMAYOR e colaboradores, 2008). Neste contexto, as técnicas analiticas
apresentam-se como ferramentas adequadas e promissoras para esses objetivos. A
literatura relata uma ampla gama de técnicas utilizadas na determinacdo de farmacos
(Tabela 1). Tais como: as espectroscopias: de massa, infravermelho, UV — VIS,
fluorescéncia; as técnicas de cromatografias e a eletroforese. Sejam elas aplicadas na
determinacdo de principios ativos, bem como em outras matrizes, como urina, plasma,

sangue, etc.

Tabela 1. Relagdo de alguns medicamentos e suas técnicas analiticas desenvolvidas para a sua
determinagéo.

Farmaco Classe de | Técnicas Fonte
atuacéao Analiticas
Cetoconazol | Antimicotico Uv - VIS com|OJEDA e ROJAS,
derivatizacao 2009
HPLC ABDEL- MOETY e

colaboradores, 2002

UV - VIS ABOU-ATTIA e

colaboradores, 2003

Polarografia com | ABDEL-GAWAD,
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HMDE 1997
Clotrimazol Antimicético HPLC ABDEL-MOETY e
colaboradores, 2002
Polarografia de | PEREIRA e
pulso colaboradores, 2002
Fluconazol Antimicético HPLC ABDEL-MOETY e
colaboradores, 2002
Metronidazol | Antimicético Voltametria de | LIN-JIANG, 2006
pulso diferencial
com eletrodo de
carbono grafite
modificado com
DNA
Voltametria BARTLETT e
adsortiva de onda | colaboradores, 2005
quadrada com
eletrodo de fibra
de carbono
Miconazol Antimicotico Polarografia de | PEREIRA e
pulso diferencial colaboradores, 2002
Voriconazol Antimicaético HPLC SRINUBABU e
colaboradores, 2007
Secnidazol Antimicotico Polarografia de | LICHTIG e

pulso diferencial

colaboradores, 1996
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Benznidazol | Antiparasitario Voltametria de | La-SCALEA e
pulso diferencial | colaboradores, 2002
com eletrodo de
carbono grafite
modificado com
DNA

HPLC DA SILVA e

colaboradores, 2007

Adicionalmente as técnicas eletroanaliticas tém sido usadas para a determinacao
de um grande grupo de farmacos, apresentando vantagens como: rapidez,
sensibilidade e auséncia de efeito de matriz, quando comparada a outras técnicas
(BOSCH e colaboradores, 2007). Além da realizagdo de andlises diretamente na
amostra sem a necessidade de etapas de pré-tratamento ou de reacdes por
derivatizacdo, inclusive para materiais coloridos ou amostras contendo particulas
sélidas dispersas, sendo aspectos muito positivos que motivam o desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos (SOUZA e colaboradores, 2003). A intensa utilizagdo desta
técnica na andlise de compostos com aplicagbes farmacéuticas, esta intimamente
ligado com o desenvolvimento de métodos mais sensiveis, que possibilitam a
determinagdo de ultra-tracos, principalmente no controle de qualidade de farmacos.
Dessa forma tém sido largamente empregada, apresentando varias vantagens que
justificam o aumento do numero de trabalhos descritos na literatura (SOUZA e

colaboradores, 2003).

2.2. As técnicas voltamétricas utilizadas no controle de qualidade de farmacos
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A voltametria compreende um grupo de métodos eletroquimicos nos quais as
informagdes sobre o analito sdo obtidas através de medidas de correntes em func¢éo do
potencial aplicado e em condigcdes que estimulam a polarizagdo de um eletrodo de
trabalho, também chamado de indicador (SKOOG, 2002).

As espécies quimicas analisadas sao colocadas em uma cela eletroquimica, a
qual é constituida por no minimo dois eletrodos: O microeletrodo (eletrodo de trabalho:
comumente feito de material inerte, como ouro, platina, carbono, mercurio) (WANG,
2000) e o eletrodo de referéncia: que apresenta uma grande area superficial. Ao aplicar
um potencial de varredura aos dois eletrodos, o eletrodo de trabalho assume o
potencial aplicado a ele (eletrodo polarizavel) enquanto que o de referéncia mantém
seu potencial constante (eletrodo nédo-polarizavel). Isso ocorre em decorréncia dos

eletrodos apresentarem areas superficiais de tamanhos diferentes.

Historicamente, o campo da voltametria foi 0 que mais se desenvolveu, a partir
da polarografia, que é um tipo particular de voltametria, a qual foi descoberta pelo
quimico tchecoslovaco Jaroslav Heyrovsky no inicio dos anos 1920 (Skoog, 2002). A
polarografia que € ainda um ramo importante da voltametria, difere dos outros tipos de
voltametria porque o microeletrodo tem a forma de um eletrodo gotejante de mercurio
(DME) (SKOOG, 2002; WANG, 2000), a sua importancia deve-se as suas propriedades
especiais deste tipo de eletrodo como em particular, a facil restauracdo do eletrodo e o

largo alcance na faixa de potenciais catdédicos (WANG, 2000).
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A voltametria é largamente utilizada pelos quimicos inorganicos, fisico-quimicos,
biogquimicos entre outros, que aplicam em estudos fundamentais de processos de
oxidacdo e reducdo em diferentes meios, bem como no estudo de processos de
adsorcdo em superficies e mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies de
eletrodos quimicamente modificados (SKOOG, 2002). Diante de tantas oportunidades
de estudos que podem ser realizados observa-se que as medidas eletroquimicas
podem ser usadas com largos propésitos de aplicacdes, incluindo monitoramento

ambiental, controle de qualidade industrial e analises bioquimicas (WANG, 2000).

As técnicas voltamétricas apresentam algumas caracteristicas que permitem a
sua automacado a baixos custos, 0 que permite a realizacdo de medidas in situ, que
podem minimizar algumas mudancas nas amostras quando estdo sendo transportadas
para o laboratorio (BUFFLE e WAEBER, 2005). Nos dultimos anos com o seu
desenvolvimento e aperfeicoamento tem possibilitado a sua utilizacdo, e algumas

destas caracteristicas podem-se citadas:

» Podem ser realizadas em aplicacdes ambientais, com técnicas convencionais ou
derivadas, e ainda podem ser executados trabalhos de rotina no campo ou in

situ;

* O desenvolvimento de equipamentos mais resistentes, sensores e

microeletrodos que monitoram por um longo periodo de tempo;

e« O desenvolvimento de conceitos especificos que permitam a interpretacao

correta dos sinais voltamétricos desses sensores;

* O desenvolvimento da eletrdnica, com a producéo de aparelhos mais compactos,
de baixo custo e de facil automacédo (BUFFLE e WAEBER, 2005).
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2.3. As células voltamétricas

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria sdo evidentemente, do tipo
eletrolitica, e podem ser encontradas com dois ou trés eletrodos. As primeiras versoes
apresentavam células com dois eletrodos que foram utilizadas por um longo tempo. Na
célula com dois eletrodos (Figura 3) tem-se um eletrodo de trabalho, de superficie
pequena, ou seja, um microeletrodo. No caso da polarografia o eletrodo de trabalho &
um microeletrodo gotejante de mercurio. O potencial é aplicado no eletrodo de trabalho
frente a um eletrodo de referéncia, usualmente um eletrodo de calomelano saturado, de
area superficial grande, para que apenas o eletrodo de trabalho se polarize. Essa célula
apresenta alguns inconvenientes, pois a corrente resultante de varredura de potencial
passa através do eletrodo de referéncia, isto obriga a usar-se em eletrodo de
calomelano de reservatério grande de KCA, devido as rea¢des que ocorrem no mesmo
(ALEIXO, 2006).

Devido a passagem de corrente através do eletrodo de referéncia e reacfes que
ocorrem no mesmo, isto afetara as medidas de concentracdes da ordem de 10™ mol/L,
pois essa corrente se aproximara do valor de corrente de difusdo. Outra limitacdo é a
resisténcia da célula. Quando ela aumenta, como no caso de meio ndo aquoso,
aumentara a corrente que passara através dos eletrodos o que provocara distor¢des
nos polarogramas, tornando inviavel a utilizacdo da técnica nas condicbes descritas
(ALEIXO, 2006).
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SISTEMA COMDOIS ELETRODOS

E. Aplic.

1" E. Ref.

Figura 3. Esquema de célula de dois eletrodos ligada ao polarografo (ALEIXO, 2006).

Para resolver essas limitacdes das células de dois eletrodos, foi desenvolvida a
célula de trés eletrodos (Figura 4). Onde o terceiro eletrodo € chamado de eletrodo
auxiliar, podendo ser platina, ouro, carbono vitreo, etc. Ele foi introduzido na célula

voltameétrica para assegurar o sistema potenciostatico (ALEIXO, 2006).

Nesta célula, os eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional,
pertencente ao circuito eletrbnico do polarégrafo. O amplificador operacional atua
quando for aplicada uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia, fazendo com que a resisténcia do eletrodo de referéncia
aumente e a do eletrodo auxiliar diminua. Assim a corrente passara entre o eletrodo de
trabalho e o auxiliar, evitando que ocorram disturbios (como, eletrélise, por exemplo) no
eletrodo de referéncia (ALEIXO, 2006). Com este recurso o eletrodo de referéncia
realizara o seu papel sem interferéncias, que é o de manter o seu potencial constante
durante as medidas. Por isto, pode-se usar além do eletrodo de trabalho e do auxiliar,
um eletrodo de referéncia de dimensdes pequenas, 0 que facilita 0 uso de recipientes
polarogréficos de tamanho reduzido. De modo geral, a célula de trés eletrodos

apresenta as seguintes vantagens:

1. é mais adequada as solucdes diluidas;
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2. pode ser usada para solucdes de altas resisténcias (solventes organicos, mistura

de 4gua mais solventes organicos) e

3. pode ser usada com eletrélitos de suporte diluidos (ALEIXO, 2006).

SISTEMA POTENCIOSTATICO COM TRES ELETRODOS

E. Aplic.
—WW >
E. Ref

p
‘ E.Trab.
® Nao passa corrente pelo E. Ref. -

® Ocontrole do E é feito no E. Trab. e E. Ref.
® A corrente passa pelo E.Trab. e E.A.

Figura 4. Célula polarogréafica/voltamétrica de trés eletrodos. Esquema mostrando a célula conectada a
um sistema potenciostatico (ALEIXO, 2006).

Os microeletrodos de mercurio tem sido amplamente utilizados em voltametria
por varias razfes. Uma delas é a faixa de potencial negativo relativamente ampla ja
mencionada. Além disso, uma nova superficie metélica € formada rapidamente,
simplesmente pela producdo de uma nova gota. A habilidade de se obter rapidamente
uma superficie nova € importante porque as correntes medidas em voltametria séo
bastante sensiveis a limpeza e a auséncia de irregularidades. Uma vantagem adicional
dos eletrodos de mercurio € que muitos ions metalicos sao reduzidos sensivelmente a
amalgamas na superficie de um eletrodo de mercurio o que simplifica a quimica do
processo (SKOOG, 2002). O microeletrodo mais simples é um filme de mercurio
formado pela eletrodeposicdo do metal sobre um eletrodo cilindrico. Os que estdo
disponiveis no comércio, consistem de um tubo capilar muito fino conectado a um

reservatorio de mercurio. O metal é forcado para fora do capilar por um pistdo
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controlado por uma rosca micrométrica. Esse micrémetro permite a formacéo de gotas

com areas que sao reprodutiveis em cinco por cento ou ainda melhor.

2.4. Técnicas Voltamétricas

Existem varias técnicas voltamétricas que sdo utilizadas, na tabela 2 abaixo,
observam-se as principais técnicas e seus sinais de excitacdo. Trés importantes
técnicas em eletroquimica; a voltametria ciclica, a voltametria de onda quadrada e a
voltametria de pulso diferencial, que foram utilizadas no desenvolvimento do presente

trabalho sdo descritas a seguir.

2.4.1. Polarografia ou Voltametria Classica

A polarografia € uma subclasse da voltametria na qual o eletrodo de trabalho é o
eletrodo de mercurio gotejante (DME). Por causa de suas propriedades especiais
particularmente em restaurar com facilidade a sua superficie e largo potencial catédico,
a polarografia tem sido largamente utilizada na determinacdo de varias espécies
(WANG, 2000).

Do ponto de vista analitico esta técnica € muito limitada para os dias atuais, pois
ndo consegue determinar espécies com concentracdes abaixo de 10 a 10~ mol/L
(ALEIXO, 2006). A atual andlise de tracos exige determinacdes de concentracbes da
ordem de até 10*?mol/L ou mesmo menor. Portanto, a razdo para o baixo limite de

7 7

deteccdo da polarografia classica € porque a corrente faradaica, isto é, a corrente
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devido a reacdo no eletrodo da substéancia a ser determinada, fica da mesma ordem ou
menor do que a corrente capacitiva, e quanto a sua concentracdo, atinge valores da
ordem 10™* a 10°mol/L, ndo sendo mais possivel distingui-la da corrente de fundo
(WANG, 2000).

Tabela 2. Técnicas usadas para determinacdo de tracos e seus limites de detecgdo tipicos. AE =
amplitude de pulso; f = freqiiéncia; tq = tempo de pré-concentracéo; i, = corrente de pico; E, = potencial
de pico (adaptado de BUFFLE e WAEBER, 2005).

Técnica Perturbacéo Sinal Conc.
i E i
YValtametria -
Linear ., _t:J,x{Jjﬁ*
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e .
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. E Al
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+| tP 1 +_. —+ E
Yoltametria E IJE .
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1/f t g
+ - LE
Yoltametria de | Ey o, " Ai o
Redissolugao ' .
Anodica A 104 - 10°1
] === \\":"“' E
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Fedissolugéo
Adsortiva 53 10— 10"
t _-4—:' N E
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2.4.2. Voltametria de Pulso

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacdo da corrente faradaica
da capacitiva viria a ser conquistada com o desenvolvimento de técnicas de pulso,
principalmente a de pulso diferencial. Neste caso a instrumentacao foi desenvolvida de
tal modo que as medidas de corrente e aplicagcdes de potencial e pulsos de potencial

sejam realizadas em intervalos de tempo muito pequenos.

Esta técnica voltamétrica, foi introduzida por Barker e Jenkin. Tem como objetivo
diminuir o limite de deteccdo das medidas voltamétricas, através do substancial
aumento das taxas de razdes entre a corrente faradaica e nao faradaica, o que pode

permitir uma quantificacéo a niveis abaixo de 10~ mol/L (WANG, 2000).

2.4.2.1. Voltametria de Pulso Normal

Consiste na execucédo de uma série de pulsos de potencial aplicados ao eletrodo,
cujo tempo de aplicacdo de pulso encontra-se pré-selecionado. Entre um pulso e outro,
mantém um potencial constante (base) no qual as reacbes do analito ndo ocorrem
(WANG, 2000). Neste potencial constante ndo ocorre nenhum processo faradaico e
apenas uma corrente residual € observada (Figura 5). Esta corrente residual pode ser
causada pela presenca de oxigénio dissolvido, ou outras impurezas eletroativas que
porventura estejam presentes em solucdo, e uma corrente capacitiva que no momento
de aplicacdo de pulso de potencial €, praticamente, constante. O aumento do potencial
do eletrodo causado por este pulso, oxida e/ou reduz o analito gerando uma corrente
faradaica (SOUZA e colaboradores, 2003).
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Figura 5. Voltametria de pulso normal. (a) Esquema de aplicagdo do pulso comegando em Epzee. A
corrente medida no fim dos pulsos supondo que | para E base é zero. No DME o fim do pulso esta
sincronizado com a queda da gota; (b) perfil | — E esquematico (BRETT, 2003).

2.4.2.2. Voltametria de Pulso Diferencial

Com o desenvolvimento instrumental, a voltametria de pulso diferencial,
possibilitou medidas de correntes e aplicagdes de potencial e pulso de potencial em
intervalos de tempo pequenos. Esta técnica de voltametria é semelhante a voltametria
de pulso normal. Porém o potencial-base é aumentado entre os pulsos com aumentos

sempre iguais, e a corrente € medida imediatamente antes da aplicacdo do pulso.

Na voltametria de pulso diferencial a programacao de potencial é feita aplicando-
se um pulso de potencial superposto em uma rampa de potencial linearmente crescente
em instrumentos analdgicos (uma rampa DC) e cada etapa de aplicacdo de pulso é
combinada a varredura de potencial utilizada. O pulso aplicado é de pequena amplitude
(10 a 100 mV) e é imposto durante 50 a 60 ms. A corrente € amostrada em dois
intervalos de tempo de cerca de 15 ms cada um; o primeiro intervalo imediatamente
antes da aplicacédo do pulso (S;) e o segundo no final do pulso (S;) (Figura 6). O valor

final da corrente € a diferenca entre esses dois valores medidos (ALEIXO, 2006).
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Figura 6. Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em funcéo do tempo em voltametria de
pulso diferencial. (a) Em instrumentos analdgicos; (b) Em instrumentos digitais. A corrente € amostrada
em S; e S, e a diferenca entre eles é que é registrada: | = Is; — Is; (ALEIXO, 2006).

Uma vantagem do voltamograma tipo derivada é que maximos individuais podem
ser observados para substancias com potenciais de meia-onda que diferem entre si por
valores pequenos como 0,04 a 0,05 V. Ao contrario das voltametrias classica e de pulso
normal, que requerem uma diferenca de potencial de cerca de 0,2 V para resolucédo das
ondas. Mais importante, entretanto, é que a voltametria de pulso diferencial aumenta a
sensibilidade do método voltamétrico. Geralmente os limites de deteccdo com a
voltametria de pulso diferencial sédo de duas ou trés ordens de magnitude mais baixa do
que a voltametria classica e caem no intervalo de 10~ a 108 mol/L (SKOOG, 2002).
Com isso observa-se que esta técnica € extremamente usada para medidas de tragos
de espécies organicas e inorganicas (WANG, 2000).

2.4.3. Voltametria de Onda Quadrada
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A voltametria de pulso diferencial ainda € a técnica mais usada presentemente
para fins analiticos, devido as vantagens apresentadas em relacdo a detectabilidade e a
resolucéo frente as técnicas de corrente continua. Mas, ao lado dela, uma técnica muito
conveniente do ponto de vista analitico tem sido incorporada em diversos instrumentos

comerciais é a voltametria de onda quadrada (ALEIXO, 2006).

A voltametria de onda quadrada é umas das técnicas voltamétricas de pulso
mais rapidas e sensiveis. Os limites de deteccdo podem ser comparados aos de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Além disso, a andalise dos parametros
caracteristicos desta técnica também possibilita a avaliacdo cinética e mecanistica do
processo eletrodico em estudo (SOUZA e colaboradores, 2003). Apresenta uma larga
amplitude das técnicas diferenciais na qual a forma da onda consiste de uma onda
guadrada simétrica, superposta por uma base potencial em forma de escada, quando
aplicadas no eletrodo de trabalho (Figura 7) (WANG, 2000). Os resultados das formas
de pico dos voltamogramas sdo simétricos aos potenciais de meia-onda, e 0s picos de
corrente sdo proporcionais as concentragdes. A sua principal vantagem é a velocidade
(SKOOG, 2002; WANG, 2000).
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Figura 7. Sequéncia potencial vs. tempo (E vs t) usada em voltametria de onda quadrada (ALEIXO,
2006).

2.4.4. Voltametria Ciclica

Das diversas técnicas eletroquimicas existentes, a voltametria ciclica € uma das
mais utilizadas, pois, permite obter rapidamente uma quantidade extraordinaria de
informagbes sobre as reacdes de transferéncia eletronica, investigar a reatividade
guimica das espécies eletrogeradas e identificar espécies presentes em solugédo, com a
obtencéo de dados cinéticos e, por fim, auxilia na elucidacdo do mecanismo eletrédico
em questdo (BRETT, 2003).

A voltametria ciclica é uma técnica de varredura reversa de potencial, em que o
potencial aplicado ao eletrodo € variado numa velocidade conhecida e, ao atingir o
potencial final desejado, a varredura € revertida ao valor inicial, na mesma velocidade,
onde é obtido, como resposta a essa perturbacdo, um par de picos, catodico e anddico

(Figura 8), para sistemas reversiveis (WANG, 2000).
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Figura 8. Voltamograma ciclico para um sistema reversivel, com destaque para parametros mais
importantes.

Os parametros mais importantes sdo os potenciais de pico catddico e anddico
(Epc e Epa), as correntes de pico catddica e anddica (Ip. e Ipa) € 0s potenciais de meia
onda (Ei.). A analise da dependéncia do potencial e da corrente de pico com a
variacdo da velocidade de varredura, com a concentracdo da substancia eletroativa e a
partir da adicdo de eletrofilos, nucledfilos ou protons, € a base de testes de
diagnosticos, que permitem obter informagdes importantes, como a reversibilidade e
irreversibilidade do processo de transferéncia eletrdnica, a variacdo da presenca de
reacbes quimicas acopladas, de adsor¢cdo e de fendmenos cataliticos, além de se
poder caracterizar o fenbmeno que controla a corrente de pico, ou seja, a difusao,

migracao ou conveccao (COSTA, 2006a).

2.5. Os eletrodos Quimicamente modificados utilizados na voltametria
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O desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a determinacdo em
concentracdes em nivel de tracos é de grande relevancia para a quimica analitica. Com
o advento das técnicas eletroanalitica, os sensores eletroquimicos ganharam um

importante espaco nas diversas areas de pesquisa (JANEGITZ e colaboradores, 2007).

Os eletrodos de trabalho sdo eletrodos no qual ocorrem reacdes de interesse.
Geralmente em voltametria sdo caracterizados por apresentarem uma pequena area
superficial que permite a polarizacdo. Sua escolha é muito importante, pois, deve
garantir a sensibilidade e reprodutibildade necessarias em uma andlise voltamétrica
(EL-MAALLI, 2004). Até a metade da década de 70, os eletrodos utilizados na quimica
analitica, bem como em outras areas, eram eletrodos convencionais como ouro, platina,
mercurio e carbono, porém esses eletrodos apresentam alguns problemas que
limitavam as suas acdes. As principais desvantagens eram fendbmenos de adsorgédo do
analito na superficie do eletrodo; baixas velocidades de algumas reacdes
eletroquimicas; e o alto custo desses materiais nobres para aplicacdo pratica em larga
escala. Verifcou-se, posteriormente que essas desvantagens poderiam ser controladas,
favorecendo assim o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados para
vérias aplicacdes (SUAREZ, 2005).

A producéo de sensores eletroquimicos € uma das areas de maior e mais rapido
crescimento dentro da quimica analitica, principalmente devido aos novos desafios
impostos por amostras de interesse industrial, clinica e ambiental, que tem levado a
crescente busca por sensores de melhores caracteristicas, tais como alta sensibilidade,
seletividade e estabilidade. Apesar da grande versatilidade e perspectiva apresentadas
pelos sensores eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo é muitas vezes limitada
devido a sua passivacao gradual da superficie, que é consequéncia principalmente da

adsorcdo dos produtos da prépria reacdo de redox utilizada na deteccdo (FREIRE e
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colaboradores, 2003). Os que se baseiam em propriedades eletroquimicas sao os mais
conhecidos, podendo ser classificados em condutométricos, impedimétricos,
potenciométricos, voltamétricos e amperométricos. A analise potenciométrica permite a
determinacgéo de atividades ou concentracdo do analito, sendo que a especificidade é
inerente ao material do eletrodo. JaA os amperométricos (ou voltamétricos), além dos

citados acima, também ¢é possivel a obtencdo de parametros cinéticos e

termodinamicos dos processos envolvidos (QUINTINO, 2003).

Uma éarea que oferece grande potencial para minimizar os problemas descritos, e
consequentemente para aumentar a aplicabilidade e eficiéncia dos sensores
eletroquimicos, é a que compreende os chamados eletrodos quimicamente modificados
(FREIRE e colaboradores, 2003; DO CARMO e colaboradores, 2004). O
desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados (EM) tem sido de crescente
interesse nas areas de ciéncias e tecnologia, com utilizacdo em diversos campos, tais
como: eletrocatalise, sintese organica, conversdo de energia solar, cinética de
transferéncia de elétrons, permeacdo de membranas e sensores quimicos (QUINTINO,
2003; TANAKA e colaboradores, 2003; DO CARMO e colaboradores, 2004). A
denominacdo de eletrodos quimicamente modificados foi sugerida por Murray na
década de 70 para definir eletrodos com espécies quimicamente ativas devidamente
imobilizadas na superficie desse eletrodo (SUAREZ, 2005; JANEGITZ e colaboradores,
2007). Mas de acordo com alguns dados, o termo foi inicialmente utilizado na
eletroquimica por Moses em 1975 (JUNIOR, 2007). A modificagdo do eletrodo
normalmente confere a este as caracteristicas fisico-quimicas: reatividade, seletividade,
(DO CARMO e colaboradores, 2004; JANEGITZ e colaboradores, 2007), estabilidade
quimica, excelente condutividade elétrica e resisténcia mecéanica (TURDEAN e
colaboradores, 2006); apresenta como uma das suas principais vantagens é a
capacidade de catalisar a oxidacdo de algumas espécies que exibem elevado potencial
em eletrodos ndo modificados (NAKASHIMA e colaboradores, 2000; DO CARMO e

-28-



colaboradores, 2004), possibilitando assim o desenvolvimento de dispositivos com

respostas adequadas para varios propositos e aplicacdes.

A modificagdo da superficie de um sensor base pode ser conduzida com vistas a

diferentes propostas de aplicacdes:

(i) alterar as propriedades de transporte para a superficie do eletrodo (barreira

para excluir interferentes);

(i) forcar reacbes na superficie do eletrodo (por exemplo, reacdes de pré-

concentracdo, empregando propriedades de ligantes e reacdes enzimaticas);

(i) melhorar a transferéncia de elétrons, por exemplo, por eletrocatalise
(QUINTINO, 2003).

A escolha do material como eletrodo base, cuja superficie sera modificada, € um
aspecto muito importante na preparacdo de um eletrodo modificado. Este substrato
deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser adequado
para o método de modificacdo escolhido. Entre os materiais convencionais destacam-se
0 ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme, fibras de carbono e pasta de
carbono (JUNIOR, 2007).

A introducdo da pasta de carbono e suas aplicagfes estédo relacionadas com o
grupo de Adms 1958 (JUNIOR, 2007), que estudou algumas caracteristicas basicas e
algumas aplicacdes para os eletrodos de pasta de carbono na tentativa de preparar um
eletrodo gotejante de pd de grafite e tribromometano (JUNIOR, 2007). No final da
década de 70 surgiram varios trabalhos empregando eletrodos modificados (JANEGITZ

e colaboradores, 2007). Os eletrodos de carbono apresentam uma capacidade

-29.-



particular de quimissorver reagentes que possuem sistemas de elétrons 1 estendidos,
como por exemplo, compostos organicos aromaticos. Esta adsorcédo € devida a forte
interacdo entre o plano basal do eletrodo de carbono e o sistema de elétrons 1 da
molécula aromatica (QUINTINO, 2003). Como exemplo, KUWANA e FRENCH, apud,
JUNIOR 2007, investigaram o comportamento eletroquimico de alguns compostos
organicos, do tipo: ferroceno, antraquinona, 5-aminobenzofenona utilizando o préprio

composto como aglutinante na preparacao da pasta (JUNIOR, 2007).

O eletrodo de pasta de carbono (EPC) é uma mistura de p6 de grafite e
aglutinante em propor¢des pré-definidas. No caso de um eletrodo de pasta de carbono
modificado (EPCM), um modificador especifico € incorporado a pasta. Como
caracteristicas desejaveis o pO6 de grafite deve ter alta pureza quimica, baixa
capacidade de adsorcdo de oxigénio e impurezas eletroativas contidas na solucéao,
além de apresentar uma boa distribuicdo granulométrica uniforme (JUNIOR, 2007).
Quanto ao aglutinante, esse deve preencher os intersticios entre as particulas de
grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente inerte, imiscivel em agua (ou outros
solventes), possuir baixa volatilidade e n&do conter impurezas (JANEGITZ e

colaboradores, 2007; JUNIOR, 2007) sendo um dos mais utilizados o 6leo mineral.

Uma das mais importantes vantagens do eletrodo de pasta de carbono sobre
todos os outros eletrodos sélidos esta no preparo de forma simples e rapida e na
possibilidade de renovacdo da superficie a cada medida, se necessario. Isso €
extremamente importante na andlise de compostos onde os produtos da reacdo sdo
adsorvidos na superficie do eletrodo, diminuindo o seu tempo de vida. Outra importante
propriedade é a baixa corrente residual, que € menor que nos eletrodos de grafite
pirolitico e carbono vitreo (SUAREZ, 2005; JUNIOR, 2007).
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MATUSZEWSKI e TROJANOWICZ, apud, JUNIOR 2007, desenvolveram o
primeiro biossensor de pasta de carbono, para determinacdo de glicose, o qual foi
obtido pela incorporacéo direta da enzima glicose oxidase (GOD) na pasta de carbono
contendo po de grafite e dleo de silicone. No mesmo ano, WANG e LIN, apud, JUNIOR
2007, desenvolveram um eletrodo utilizando tecido vegetal como fonte enzimatica.
Diversos outros biossensores de pasta de carbono utilizando enzimas purificadas,

tecidos vegetais, proteinas e células foram e continuam sendo desenvolvidos.

2.5.1. Eletrodos de pasta de carbono modificados com materiais biol6gicos

A exploragdo de materiais biologicos tem se constituido em um fator positivo
para o desenvolvimento da quimica analitica, promovendo avancos significativos sob os
pontos de vista teérico, metodolégico e aplicativo nos mais diferentes campos. O
conhecimento da estrutura biolégica e o bom entendimento dos processos de
transferéncia de elétrons, e algumas de suas propriedades tém mostrado a importancia
em processos bioldgicos e tecnoldgicos de enzimas e proteinas. Pois, sdo bons sitios
ativos de sistemas redox, capazes de realizar reacdes muito seletivas. E essencial o
entendimento das reacdes redox, devido as suas mediacbes em fendmenos
fundamentais, ndo somente celulares, mas também de interesse biotecnologico na

producéo de biossensores (FREIRE e colaboradores, 2003).

Um biossensor é usualmente definido como um aparelho sensivel, que consiste

em um elemento bioldgico, quando em contato intimo com uma espécie emite um sinal,
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proveniente de um processo biolégico ou biocatalitico, sendo este sinal em seguida
quantificado (FREIRE e colaboradores, 2003).

Em relagéo a eletroanalitica, nos ultimos anos tem sido dada uma grande énfase
aos biossensores, utilizando-se componentes bioldgicos, tais como enzimas e
anticorpos, estes dispositivos tém demonstrado alta seletividade, sensibilidade e baixo
custo, podendo ser empregados em métodos analiticos especificos para a
determinagcédo de compostos alvos (FREIRE e colaboradores, 2003). As enzimas s&o
comumente usadas como biossensores em técnicas como potenciometria e

amperometria.

Vérias enzimas tém sido utilizadas em biossensores para a determinacdo de
analitos de interesse clinico, industrial e ambiental (FREIRE e colaboradores, 2003). O
acoplamento eletrénico entre as enzimas e o eletrodo aos biossensores pode ser
realizada atraves de diferentes mecanismos: 1 — pela eletroatividade do substrato ou
produto enzimatico (primeira geracao); 2 — pelo auxilio de mediadores, livres em
solucéo ou imobilizados juntamente com a enzima (segunda geracdo) e 3 — finalmente
pela transferéncia eletronica direta entre a superficie do eletrodo e o centro ativo da

enzima (biossensores de terceira geragao) (FREIRE e colaboradores, 2003).

Com base no exposto existe um grande esforco para a producédo de
biossensores a partir de metaloenzima, que sédo estruturas habeis em reproduzir e
mimetizar diferentes reacdes mediadas por enzimas, principalmente reacdes de
oxidacdo e de hidroxilacdo (COSTA, 2006a). A importancia destes compostos estende-
se ainda a outros mecanismos e estruturas, como por exemplo, na estabilidade
conformacional de biomoléculas, além de proporcionarem centros de reatividade

extremamente versateis em enzimas.
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Metaloenzimas e metalocoenzimas estdo envolvidas em grande parte da
atividade enzimatica, que depende da presenca de ions metélicos no sitio ativo da
enzima ou na “chave” da coenzima. Da Ultima podemos citar a vitamina B12, que
contém cobalto. Ja importantes metaloenzimas incluem a carboxipeptidase (Zn), alcool
desidrogenase (Zn), superoxo-desmutase (Cu, Zn) e o citocromo P450 (Fe) (COSTA,
2006a). Com isso pode-se observar parte da quimica de transferéncia de elétrons,
depende de forma critica de um agente metélico que sera o responsavel por processos

de transferéncia de elétrons.

2.5.2. Eletrodos de pasta de carbono modificados a base de hemina

Uma grande atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de metodologias e
técnicas, que procuram determinar esses produtos bem como promover a sua
decomposicdo. Neste sentido muitos estudos analiticos sdo baseados em eletroanalise
utilizando eletrodos a base de hemina (Figura 9), devido sua notavel sensibilidade,
precisdo e simplicidade (NAKASHIMA e colaboradores, 2000; NAN e colaboradores,
2002).

As metaloporfirinas constituem uma classe de compostos macrociclicos
encontrados na natureza e que apresentam um papel importante no metabolismo de
organismos vivos (QUINTINO, 2003). Elas tém encontrado diversas aplicacbes em

eletroanalise, sendo que muitas metaloporfirinas tem sido empregadas como
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componentes eletroativos na construcdo de biossensores eletroquimicos (QUINTINO,
2003).

A hemina, protoporfirina IX de ferro Il (Figura 9), é uma conhecida
metaloporfirina (NAKASHIMA e colaboradores, 2000; NAN e colaboradores, 2002;
FREIRE e colaboradores, 2003; TURDEAN e colaboradores, 2006) constituinte do
grupo prostético de algumas proteinas como citocromo, mioglobina e hemoglobina
(NAKASHIMA e colaboradores, 2000; QUINTINO, 2003; TURDEAN e colaboradores,
2006). As metaloporfirinas sdo moléculas formadas essencialmente por um anel
porfirinico tetradentado e por um metal que se encontra coordenado no centro do
sistema (COSTA, 2006a). Medidas quantitativas e evidéncias qualitativas mostram que
as metaloporfirinas sdo estaveis apresentando um alto grau de estabilidade

termodindmica. Esse fato se deve a presenca do ligante tetradentado e a alta
aromaticidade do anel porfirinico (COSTA, 2006a).

H,C CH

CH,CH,CO;"

HOOCH,CH,C CH2CH2COOH H,C CH.’LCHzCO]'

@) (b)
Figura 9. Estruturas quimicas a) Protoporfirina IX de ferro Ill (Nan e colaboradores, 2000). b) estrutura do
grupo heme da hemoglobina (COSTA (a), 2006).

De acordo com TANAKA e colaboradores (2003), com a realizacdo de estudo
sobre as propriedades eletrocataliticas dos eletrodos de carbono modificados com
metaloftalocianinas e metaloporfirinas para a reacdo de reducdo de oxigénio em

solucdes aquosas, foi possivel observar que o metal de transicdo atua como o centro



ativo e que a atividade eletrocatalitica depende principalmente das propriedades redox
do eletrodo modificado, que muitas vezes ndo se apresenta explicitamente definida.
Além disso, dentre os diferentes metais que a principio podem ser incorporados a
centros metalicos, cobalto e ferro tém se destacado como 0s mais promissores para a

utilizacdo nestes fins (TANAKA e colaboradores 2003).

Os estudos dos processos de transferéncia de elétrons nestes eletrodos séo
convenientes, pois, fornecem conhecimentos sobre a cinética e a termodinamica de
varios processos (TURDEAN e colaboradores, 2006). Com isso a hemina é bastante

importante por permitir o entendimento de alguns mecanismos como:

i) o modelo molecular de atividade redox de heme-proteinas e o carreamento de
oxigénio por meio destas (TURDEAN e colaboradores, 2006);

i) mimetizacdo de compostos (COSTA, 2006a; TURDEAN e colaboradores
2006);

i) utilizacdo das espécies biologicas nativas imobilizadas para a determinacdo
amperométrica de algumas espécies, como por exemplo: tripitofano (NAN e
colaboradores, 2000), haletos organicos (NAKASHIMA e colaboradores, 2000),
superoxidos (CHEN e colaboradores, 2000), monéxido de mononitrogénio e nitritos
(NO/NO;"), peroxido de hidrogénio (H,O,) (TURDEAN e colaboradores, 2006).

Estudos da atividade eletrocataliica de EPCM com macromoléculas,
particularmente de metaloporfirinas. Demonstram que estes compostos pertencem a
uma classe que fornece oportunidades singulares para se examinar em detalhes os

fatores envolvidos na ativacdo e posterior reducdo da molécula de oxigénio. Tais
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fatores favorecem os efeitos associados com substituicbes nas posicOes axiais e
periféricas do anel macrociclico, a natureza do centro metalico e o grau de conjugacéo
do anel (TANAKA e colaboradores, 2003).

Alguns dos biossensores utilizados com a intencdo de monitoramentos de drogas
estdo baseados no citocromo P450. O citocromo P450 sdo enzimas de origem
microssomas, mitocondrias ou ainda em micrébios (IWUOHA e colaboradores, 1998).
Pertencendo a larga familia das heme enzimas (BISTOLAS e colaboradores, 2005).
Cuja atividade catalitica resulta da mono oxigenac&o ou reducdo de um largo grupo de
substancias (SHUMYANTSEVA e colaboradores, 2007), ou ainda reagbes de
epoxidacgdo, hidroxilagdo e oxidacdo de heteroatomos (BISTOLAS e colaboradores,
2005).

A habilidade catalitica dos CYP tem atraido o interesse da engenharia de
enzimas desde 1970 (BISTOLAS e colaboradores, 2005). As microssomas P450
catalisam e convertem as drogas e outros Xxenobidticos como: medicamentos,
suplementos alimentares, colesterol, esterdides, acidos graxos, etc (JOSEPH e
colaboradores, 2003; BISTOLAS e colaboradores, 2005; SHUMYANTSEVA e
colaboradores, 2007), para metabdlitos que sdo mais sollveis em agua e facilmente
excretados do que seus compostos de origem. Neste sentido existe uma grande
necessidade de desenvolver ferramentas analiticas de facil uso e capazes de identificar
substancias e poder realizar as suas quantificacbes. E por isso, que o uso destes
dispositivos pode ser vistos como uma boa alternativa, por que s&o geralmente
pequenos, capazes de realizar medidas continuamente, rapidas e a baixo custo,

guando comparados com técnicas convencionais (IWUOHA e colaboradores, 1998).
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O CYP P450 é a designacdo de uma familia de enzimas com sitios ativos de
porfirina de ferro que catalisam a adicdo de oxigénio em um substrato de
hidrocarboneto. As reacfes de hidroxilacdo do substrato pela CYP monoxigenase

funciona de acordo com a seguinte equacéo geral:

RH + O, + 2e” + 2H" — ROH + H,O (3) (FREIRE e colaboradores, 2003; Bistolas

e colaboradores, 2005).

Com isso, eletrodos modificados tém sido desenvolvidos para a determinacdo de
peréxido de hidrogénio, hidroperdxidos orgéanicos, fendis e aminas aromaticas. Estas
moléculas séo substratos, ativadores ou inibidores de reacdes catalisadas por enzimas
oxidorredutases. E sendo assim o entendimento das condi¢cdes de operacdo, e de
composicao do eletrodo € essencial para o monitoramento de analitos em amostras que

representam interesse (FREIRE e colaboradores, 2003).

2.6. Espectrofotometria Ultravioleta — Visivel

Além das técnicas eletroanaliticas, outra técnica bastante empregada na analise
de farmacos e freqlientemente citada nas farmacopéias € a espectrofotometria. A sua
instrumentagcdo comum, os procedimentos simples, a rapidez, a precisao e a exatidao
da técnica, fazem com que ela permaneca como uma técnica bastante atrativa. Alguns
métodos espectrofotométricos de analise sdo mais econdmicos e simples, quando
comparados com algumas técnicas de cromatografia e de eletroforese. E uma
importante ferramenta para analises quantitativas, caracterizacdo e controle de

gualidade na agricultura, farmacéutica e no campo biomédico (OJEDA e ROJAS, 2009).
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A luz branca consiste de radiacdes eletromagnéticas para as quais a visao é
sensivel, a luz branca é composta por todos os comprimentos de onda do espectro
visivel que abrange um intervalo de 400 — 760 nm. Comprimentos de onda diferentes
provocam cores diferentes. A percepcao visual das cores é provocada pela absorcao
seletiva por um objeto, que absorve certos comprimentos de onda da luz incidente.
Outros comprimentos de onda ou sao refletidos ou transmitidos, de acordo com a
natureza do objeto, e sédo percebidos pela vista humana como a cor do objeto. A Tabela
3 apresenta os comprimentos de onda aproximados para as cores no espectro na

regido do visivel.

Tabela 3. Comprimento de onda aproximado das cores

Cores Comprimento de onda (nm)
Violeta 400 — 450

Azul 450 - 500

Verde 500 - 570

Amarelo 570 - 590

Alaranjado 590 - 620

Vermelho 620 — 760

Infravermelho 11760

A variacdo da intensidade da cor de um sistema com a modificagdo da

concentracdo de um certo componente constitui a base da andlise espectrofotométrica.
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A cor é provocada pela formacdo de um cromoforo, resultante da adicdo de um
reagente apropriado ou pode ser propriedade intrinseca do analito. A intensidade da cor
pode ser comparada com a que se obtém pelo tratamento idéntico de uma quantidade
conhecida de substancia (SKOOG, 2002).

A equacdo fundamental que rege a espectrofotometria é a Lei de Beer —
Lambert. Lambert — Beer estudaram o efeito da concentracdo do croméforo numa
solucéo, sobre a transmissdo ou absorgédo da luz e descobriram que a intensidade de
um feixe de luz monocroméatica diminui exponencialmente com a concentracdo da

substancia que absorva a luz. Ou seja:

A=logls/lk=€ebc

(4) (SKOOG, 2002)

Onde A é a absorbancia, |, é a luz incidente, I; € a luz transmitida, € é o coeficiente de
absortividade molar (L/mol.cm), b, o caminho Optico (cm) e ¢ € a concentracdo do
cromoforo (mol/L). Como o coeficiente de absortividade molar € um valor intrinseco da
substancia e, portanto constante, dependendo do tipo de sistema, 0 mesmo ocorrendo
com o caminho Optico, a absorbancia medida deve ser proporcional a concentracao de
uma especie de interesse, obtendo-se assim uma dependéncia linear entre as duas

variaveis, onde o coeficiente angular da reta é o produto eb.

O instrumento usado para medir a quantidade de luz absorvida em cada
comprimento de onda, nas regides do visivel e do ultravioleta, € denominado

espectrofotdmetro (Figura 10).
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Lampada de tungsténio

Lampada de deutério

Obturador! meio espelho/ disco de troca de branco

[ Rede de fotodiodos

Figura 10. Esquema de um espectrofotdmetro de UV — VIS de arranjos de diodos (COSTA, 2006b).

Na maioria desses instrumentos o feixe de luz € um feixe Unico que passa pela
amostra através de um arranjo de diodos, e no outro tipo o feixe € duplo, em que uma
das metades do feixe (o feixe da amostra) passa através de uma célula transparente
que contém solucdo do analito, e a outra metade (o feixe de referéncia) passa atravées
de outra célula idéntica & primeira, no entanto contendo o solvente da solugdo sem o

composto, o0 denominado comumente de branco (COSTA, 2006b).
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3.0. JUSTIFICATIVA

A industria farmacéutica mundial vem se mostrando ao longo dos anos um dos
ramos industriais de vertiginosa ascensdo. O crescimento da produgcdo de
medicamentos se deve ao conjunto de varios fatores, desde o aumento do consumo,
passando por fomentos em pesquisas, e chegando até investimentos publicos que
procuram garantir a distribuicdo de medicamentos de uso continuo para as parcelas

mais carentes da populacao.

O Brasil ndo obstante desse cenario mundial, vem ao longo dos anos,
incrementando um conjunto de acdes em saude publica, que visam garantir uma melhor
qualidade de vida a sua populacdo. Agbes essas que podemos citar; desde a criagdo
do sistema Unico de saulde, chegando a promulgacdo de leis que facilitam o
processamento e a logistica dos medicamentos aqui comercializados, como exemplo, a

liberacdo dos medicamentos genéricos.

Em um cenario mundial tdo propicio, conforme esperado, ocorreu um aumento
nao s6 no numero de novas drogas lancadas no mercado, bem como, quer se queira ou
ndo, aumento expressivo no seu consumo por parte da populacdo. Valendo ressaltar,

que os brasileiros estao entres 0s povos que mais consomem remédios no mundo.

Diante dessas colocacdes ndo se pode deixar de pensar na qualidade desses

produtos lancados no mercado consumidor. Sendo assim, o trabalho do quimico se
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apresenta como imprescindivel nos estudos do controle de qualidade dos produtos
farmacéuticos. Neste caminho, a quimica analitica se apresenta como um braco forte
para a garantia da qualidade dos remédios comercializados, com estudos que passam
desde as analises das matérias-primas, as linhas de producdo até as analises de
conformidades do produto acabado.

Com suas técnicas cada vez mais avancadas, mas diante de tantas drogas
comercializadas se faz necessario o desenvolvimento de metodologias especificas para
as determinacdes desses farmacos. Diversos desses meétodos tém sido utilizados por
varios grupos de pesquisa em todo mundo, sejam eles: cromatograficos,
espectrofotométricos, eletroforéticos e eletroquimicos. Quanto aos eletroquimicos vem
ao longo do tempo ganhando uma enorme propulsdo por conta de algumas vantagens

perante aos outros métodos.

Neste contexto pretende-se, neste trabalho, desenvolver uma metodologia
eletroanalitica para determinacdo de cetoconazol em formulacdes farmacéuticas,
através do emprego de um eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina. .
Para a confirmacdo da aplicabilidade da técnica o eletrodo sera utilizado na

determinacgé&o do principio ativo presentes em comprimidos.
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4.0. OBJETIVOS

Em razdo da escassez de trabalhos na literatura que abordem determinacdes
eletroquimicas de cetoconazol este trabalho tem por objetivo geral introduzir a
utiizacdo do eletrodo de pasta de grafite modificado com hemina como uma
alternativa para o estudo mecanistico e analitico deste composto. Tendo abaixo
relacionadas, as etapas experimentais, que foram estudadas nesta dissertagdo como

0s objetivos especificos.

1 - Estudar o comportamento voltamétrico do cetoconazol frente ao eletrodo de pasta

de carbono modificado.

2 — Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para determinacdo de cetoconazol
através da escolha da técnica voltamétrica e otimizacdo dos seus parametros

experimentais.

3 — Aplicar a metodologia eletroanalitica desenvolvida na validacdo do método pela

comparacgao e analise com os dados obtidos pela espectrofotometria de UV- VIS.

4 — Aplicacdo do método de analise de formulagcdes farmacéuticas contendo

cetoconazol.
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5.0. METODOLOGIA

5.1. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica
(P.A.) e foram utilizados sem prévia purificagdo. Na Tabela 4 sdo apresentadas as suas

procedéncias.

Tabela 4. Procedéncia e Pureza dos reagentes

Reagente Procedéncia
Carvao ativado em pé Synth

Oleo Mineral Schering — Plough
Acido L — ascérbico Synth

Hidréxido de sédio Quimex

Etanol Merck
Cetoconazol Janssen — Cilag
Nizoral Janssen — Cilag
Cetoconazol genérico Medley

Hemina Porphyrin Products

-40-



Acido cloridrico Quimex

Miconazol Neo Quimica

Hidroclotiazida Laboratério Farmacéutico do estado de
Pernambuco (LAFEPE)

Ciprofloxacina Unido Quimica
Acido acético Synth

Acido Fosforico Vetec

Acido Borico Quimex
Dipirona Janssen — Cilag

5.1.1. Solucédo Estoque do padréo de cetoconazol

As solucdes estoques de cetoconazol (10™ mol/L) foram preparadas pela
dissolucdo do farmaco em uma solucdo contendo 5% de &cido cloridrico e 5% de

etanol.

5.1.2. Preparo das Solu¢des utilizadas como amostra
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Amostras comerciais contendo cetoconazol foram adquiridas no comércio local
(200 mg por comprimido) e foram analisadas neste experimento: Genérico — Medley e
Nizoral — Janssen Cilag. As solucbes das amostras na concentracdo de 10~ mol/L
foram preparadas pela dissolucdo do medicamento em uma solu¢do contendo 5% de
acido cloridrico e 5% de etanol.

5.1.3. Solucdo tampéo

A solucdo tampéo Britton Robinson (BR) 0,1 mol/L foi preparada a partir dos
acidos acético (0,04 mol/L), fosférico (0,04 mol/L) e bérico (0,04 mol/L). E o pH
desejado no experimento foi ajustado com uma solucdo de hidréxido de sddio 2,0
mol/L.

5.2. Equipamentos

5.2.1. Medidas voltamétricas

Para as medidas de voltametria empregou-se um potenciostato/galvanostato da
AutoLab PGSTAT30 (EcoChemie) gerenciado pelo software GPES 4.9 (Figura 11).
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O sistema eletroquimico empregado foi constituido de trés eletrodos: o eletrodo

auxiliar de carbono vitreo, o eletrodo de referéncia de Ag/AgCA e o eletrodo de trabalho

de pasta de carbono modificado com hemina (Figura 12).

RSy

Pt

o Ag/AgCl

Figura 12. Representacdo de célula eletroquimica usada nas medidas voltamétricas: (CE) eletrodo

auxiliar, (ET) eletrodo de trabalho (EPCM), (ER) eletrodo de referéncia.

5.2.2. pHmetro



As medidas de pH das soluc¢des foram realizadas utilizando um pHmetro do tipo
Analion PM 608.

5.2.3. Medidas Espectrofotométricas

As medidas espectrofotométricas UV — VIS foram realizadas com o auxilio de um
aparelho da Biochrom Libra S12 num comprimento de onda de 209nm, utilizando

cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 cm.

5.2.4. Balanca Analitica

Todas as medidas de massa foram realizadas utilizando-se uma balanca

analitica Denver Instrument DPX — 200 com precisdo de + 0,1 mg.

5.3. Preparacao do eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina

Na preparacdo da pasta de carbono foi empregada uma propor¢éo de 3:1 p/p de
grafite e 6leo mineral. A pasta foi inicialmente pré-aquecida a 100°C por 12 horas, apds

resfriamento.

Os eletrodos de pasta de carbono modificados com hemina foram preparados

pela mistura mecéanica do aglutinante com grafite em p6 e a hemina (10% a 60% na



massa) em um almofariz, por 20 min. A pasta de carbono modificada com hemina foi
inserida em uma das extremidades de um tubo plastico (g = 0.1 cm) e entdo
compactada com uma haste de platina formando o contato elétrico. A superficie do

eletrodo foi uniformizada pelo polimento em papel de filtro (Figura 13).

Para a determinacdo eletroanalitica empregaram-se as técnicas de voltametria
de pulso diferencial, ciclica e onda quadrada, nas quais foram avaliados os parametros
relativos as técnicas empregadas: como amplitude e velocidade de varredura de

potencial, o efeito do pH do meio e da concentracéo do analito.

Haste de
Platina

Eletrodo
Plastico

Pasta
Modificada

Figura 13. Esquema dos eletrodos de pasta de carbono e eletrodo de pasta de carbono modificado com
hemina.

5.4. Procedimento

Nas determinacdes por voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e
voltametria de onda quadrada, aliquotas de 5,0 mL de solugdo tampdo BR foram
adicionadas a célula eletroquimica contendo um sistema com trés eletrodos, sendo
aplicado um fluxo de nitrogénio por um intervalo de 10 minutos para a remoc¢éo de

oxigénio molecular. Em seguida, foram realizadas adi¢cdes de aliquotas da solucéo

-45 -



estoque do padrdo, bem como das amostras analisadas. Por fim, varios voltamogramas
foram realizados para a promocéao de diversos estudos de variaveis como: velocidade

de varredura, frequéncia, amplitude de pulso e pH.

Posteriormente foram realizados estudos da dependéncia da corrente de pico
catédico com relacdo a concentracdo do analito. A dependéncia da corrente de pico
catédico em funcdo da concentracdo do cetoconazol foi investigada no intervalo de

1,5.10~" mol/L até 1,0.10™° mol/L. Os diferentes valores de corrente foram obtidos.
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6.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroguimica moderna tem sido empregada como uma ferramenta poderosa
para estudar processos tecnolégicos em uma variedade de campos de pesquisa,
incluindo biotecnologia, eletrdnica e ciéncia dos materiais. Dos muitos métodos
eletroquimicos disponiveis, a voltametria, nas suas diversas formas, € talvez a técnica
mais versatil e efetiva para estudar sistemas redox, além de ser bastante util em
eletroanalise (QUINTINO, 2003). A intensa utilizacdo de técnicas voltamétricas na
andlise de compostos orgéanicos, inorganicos, compostos com aplicacdes
farmacologicas e de moléculas de interesse bioldgico estd intimamente ligada ao
desenvolvimento de métodos mais sensiveis, que possibilitam determinacdes em niveis
de ultra-tracos (SOUZA e colaboradores, 2004).

E nesta direcdo que as técnicas eletroquimicas sdo de bastante importancia,
pois, estas podem fornecer informacdes sobre a concentracdo do analito na amostra,
bem como fornecer dados relevantes sobre mecanismos cinéticos dessas drogas. Sem
contar que sdo técnicas que apresentam baixo custo, pois consomem peguenas
guantidades de reagentes, relativamente rapidas e ainda permitem monitoramentos em

tempos reais em amostras de campo para analitos especificos.

6.1. Estudo da composicdo da pasta de carbono modificada com hemina

Inicialmente foi realizada a analise comparativa entre o sinal voltamétrico emitido
pelo eletrodo de pasta de carbono (EPC) e o eletrodo de pasta de carbono modificado
(EPCM) com 50% de hemina. De acordo com a Figura 14, é possivel observar que o
EPCM, apresentou um pico catédico bem definido em torno de — 1,44V referente a

reducdo do farmaco em estudo com eletrodo de pasta de modificado com hemina
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(curva d), enquanto que o EPC, nas mesmas condi¢cdes nao apresentou nenhum sinal
de reducao do cetoconazol (curva b).
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Figura 14. Estudo comparativo do sinal analitico obtido por VOQ em uma de solugéo de CTZ 4,0.10°°
mol/L, em tampéo BR (pH 2,0), a) branco com EPC; b) solugédo de CTZ com EPC; c) branco com EPCM e
d) solugéo de CTZ com EPCM. Condigbes v = 200mV/s, f = 40 Hz, AE = 50 mV.

Dando continuidade, estudou-se a composi¢cdo da pasta de carbono variando a
percentagem de carbono e de hemina na mistura produzida entre 10 a 60% de hemina

na pasta, em uma solucao de tampéao BR pH 2,0, dados da Figura 15.
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Figura 15. Perfil do sinal analitico para o estudo da variagdo da % em massa de hemina e pasta de
carbono, com solucéo de [CTZ] = 2,0.10°° mol/L, AE = 50 mV, v = 40mV/s e pH = 2.

De acordo com a figura 15, o aumento da concentracdo da hemina na pasta
levou a um aumento na corrente de pico catddica obtida até uma composi¢do de 50%.
Para concentracdes superiores observa-se um decréscimo acentuado na corrente
catddica, uma vez que a menor percentagem de pé de grafite compromete a
transferéncia eletrbnica devido a baixa concentracdo do material condutor presente,
devendo promover um aumento da resisténcia da pasta de carbono, diminuindo dessa
forma a magnitude de corrente (SUAREZ, 2005; JANEGITZ e colaboradores, 2007).
Pela analise da Figura 15, a composicdo de 50% de hemina e 50% de pasta de
carbono foi a selecionada por proporcionar melhor perfil voltamétrico e maior sinal

analitico para o cetoconazol.

6.2. Estudo do comportamento voltamétrico do cetoconazol por voltametria de pulso

diferencial e otimizacdo de parametros experimentais
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A voltametria de pulso diferencial apresenta-se com uma técnica de pulso das
mais importantes, onde a corrente é medida antes e depois da aplicagdo de pulso
potencial. A altura correspondente a corrente de pico é proporcional a concentragdo da
espécie oxidada/reduzida. A voltametria de pulso diferencial fornece picos bem
definidos e apresenta sensibilidade significativamente maior que o0s métodos
voltamétricos classicos, com limite de deteccdo que chegam a ordem de 10° a 107®

mol/L (ROSA e colaboradores, 2003).

Foi estudada a influéncia da amplitude (10 a 100 mV) na resolugcédo do sinal
analitico correspondente as correntes de picos catédicas do cetoconazol com eletrodo
de pasta de carbono modificado com hemina. A Figura 16, apresenta as sobreposicdes
dos voltamogramas de pulso diferenciais. E de acordo com a avaliacdo dos dados
apresentados graficamente observa-se que a amplitude (AE = 50 mV) apresenta o

melhor sinal analitico para o supracitado estudo.
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Figura 16. Voltamogramas de pulso diferencial para a reducéo do CTZ 2,5.10™° mol/L utilizando eletrodo
de pasta de carbono modificado com hemina em tampao (BR) pH 2,0; v = 40mV/s para o estudo da
variacao da amplitude (em mV): a) branco; b) 10; c) 20; d) 30; e) 40; f) 50 e g) 100
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A variacdo da velocidade (Figura 17) também é um dos fatores importantes a ser
avaliado com a aplicagdo de meétodos voltameétricos. O referido trabalho realizou o
estudo da variagdo da velocidade por voltametria de pulso diferencial entre 5 - 150
mV/s e obteve a velocidade de 40 mV/s como a que apresenta o maior sinal analitico,

bem como a melhor definicdo desse sinal.

Com o estudo dos diferentes parametros que foram analisados com a intengcao
de estabelecer as melhores condi¢cdes para o estudo obteve-se 0s seguintes resultados

que sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros estudados e seus valores otimizados para voltametria de pulso diferencial

Parametros estudados Variacao Valor otimizado
pH 2,0-5,0 2,0

Velocidade de varredura | 5,0 — 150 40

(mVI/s)

Concentracdo (mol/L) 2,0.10°-55.10"° 2,0.10°-55.10"°
Amplitude (mV) 10 -100 50
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Figura 17. Variacdo da corrente de pico em fungéo da velocidade de varredura (v) para o cetoconazol
(3,0x10™°mol/L), em tamp&o BR (pH 2,0) e AE = 50 mV, pela técnica de VDP.

6.3. Estudo do comportamento voltamétrico do cetoconazol por voltametria de onda

quadrada e otimizacéo de parametros experimentais

A influéncia de alguns parametros inerentes a técnica de voltametria de onda
quadrada no sistema foram observados. Dentro deste contexto, registraram-se
voltamogramas de onda quadrada de solugdes de cetoconazol para que fossem
determinadas as melhores condicbes de aplicacdes desta técnica. Cabendo como
ressalva, que esta técnica € mais rapida e h4 um consumo menor de espécies
eletroativas quando comparado com a voltametria de pulso diferencial e seu limite de
deteccéo é da ordem de 10~ a 107° mol.L™* (ROSA e colaboradores 2003).

Algumas investigacbes foram realizadas com o auxilio da voltametria de onda
quadrada, entre elas temos o estudo da frequéncia e amplitude de aplicacdo de pulsos

de potenciais, que sao considerados como parametros determinantes para a
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intensidade do sinal analitico (JANEGITZ e colaboradores, 2007; La-SCALEA e

colaboradores, 2007).

6.3.1. Estudo da variacdo da amplitude de pulso

Para reacdes redox irreversiveis a sensibilidade analitica na VOQ sofre uma
grande influéncia do aumento da amplitude de onda, isto porque a largura de meia-
onda se mantém constante para amplitudes maiores que 20 mV. Com isso, a variacao
na amplitude de pulso € um dos parametros a ser otimizados na analise por VOQ
(CABRAL e colaboradores, 2003).

O sistema investigado foi submetido ao estudo da influéncia da amplitude através
de uma varredura entre 10 a 100 mV. A Figura 18 mostra as variagdes desse parametro
na determinac&o das melhores condi¢cdes experimentais. Observou-se que para valores
de amplitudes menores que 100 mV, o aumento da intensidade de corrente € linear.
Amplitudes maiores parecem nado atuar de modo significativo na sensibilidade para fins
analiticos. Com isso as analises foram realizadas com uma amplitude de 50 mV, por

apresentar o maior e melhor sinal analitico.
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Figura 18. Variagdo da corrente de pico em fungdo da amplitude (AE) para o cetoconazol (2,0.10‘6
mol/L), em tampé&o BR (pH 2,0) e v =50mV/s, pela técnica de VOQ.

Para o cetoconazol, a variagdo na amplitude de pulso provocou aumento na
intensidade de corrente de pico e um deslocamento dos potenciais para valores mais
positivos. A Figura 19 apresenta os voltamogramas resultantes da variacdo de

amplitude de pulso de potencial.
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Figura 19 . Voltamograma de onda quadrada para o CTZ 2,0.10° mol/L, em tamp&o BR pH (2,0), v =
100 mV/s, f = 40 HZ em fungéo da variagdo de amplitude de pulso: a) 10 mV; b) 20 mV; c) 30 mV; d) 40
mV e e) 50 mV.

Uma andlise do comportamento da corrente de pico em funcdo das mudancas na
amplitude dos pulsos de potenciais mostrou que o aumento linear até amplitude de 50
mV, apods este valor a aumento ndo é mais linear, tendendo a se tornar constante com o
aumento da amplitude, evidenciando um patamar (Figura 18). Esse comportamento
estd de acordo com a teoria de VOQ, desenvolvida para sistemas irreversiveis, que
afirma para amplitudes acima de 50 mV a corrente de pico € constante (CABRAL e

colaboradores, 2003).

6.3.2. Estudo da variac&o da frequéncia da aplicagédo de pulso

A frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial (f) € um dos parametros
voltamétricos envolvidos na VOQ (La-SCALEA, 2007), pois além de melhorar a
sensibilidade da andlise ainda possibilita uma observacdo do tipo de processo e o
namero de elétrons envolvidos na transferéncia eletronica (CABRAL e colaboradores,
2003; La-SCALEA, 2007)

Neste estudo, foi feita uma varredura, com variacbes da frequéncia entre 10 a
150 Hz, conforme mostrado na Tabela 6 abaixo. Com base nos dados obtidos e pela
sua respectiva andlise foi selecionada a frequéncia de 40 Hz, que apesar de nédo ter a
maior intensidade de pico catodico (Ipc), suas curvas apresentavam uma melhor
definicdo de seus sinais analiticos para os correspondentes Ip.. Corroborando com o
exposto acima, de acordo com CABRAL e colaboradores (2003), que frequéncias de
pulso acima de 100s aumentam o valor da corrente, mas ndo promovem uma melhora

significativa nas respostas voltamétricas.



Tabela 6. Variagdo da corrente de pico e potencial de pico em funcdo da frequéncia em voltametria de
onda quadrada.

Frequéncia (Hz) |- Ipc (uA) -E (V)
10 26,60 1,300
20 33,10 1,321
30 36,60 1,343
40 42,60 1,362
50 48,20 1,377
100 69,00 1,438
150 82,70 1,477

Condicdes: CTZ (2,0.10"°mol/L) em solucdo tamp&o BR (pH = 2,0), v = 100 mV/s e AE = 50 mv.

Para o cetoconazol o aumento da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial promoveu um aumento linear da corrente de pico em funcéo da raiz quadrada
da frequéncia (Figura 20). E de acordo com os critérios utilizados para o diagnostico da
VOQ, este comportamento € tipico de processos controlados por difusdo do reagente,
de acordo com o proposto por CABRAL e colaboradores (2003), reafirmando as

discussdes propostas anteriormente.
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Figura 20. Variacdo da corrente de pico catédica em funcdo da raiz quadrada da frequéncia para o CTZ
(2,0.107° mol/L) em solug&o tampé&o BR (pH 2,0), AE = 50mV e v = 100 mV/s.

Com base no estudo dos diversos parametros que foram analisados com a
intencdo do estabelecimento das melhores condigbes experimentais para o estudo do
cetoconazol em presenca de eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina

pode-se assim apresentar de acordo com a Tabela 7 os seguintes resultados:

Tabela 7. Parametros estudados e seus valores otimizados para voltametria de onda quadrada

Parametros estudados | Variacao Valor otimizado
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pH

2,0-5,0

2,0

Concentracdo (mol/L)

1,81.10°%-5,50. 107

1,81.10°%-5,50. 10°°

Amplitude (mV)

10 - 100

50

Frequéncia (Hz)

10 -150

40

6.4.

Estudo do comportamento voltamétrico do cetoconazol frente ao eletrodo de

pasta de carbono modificado com hemina

6.4.1. Estudo do pH

O cetoconazol apresenta valor de pKa 6,5 e 2,9 e a sua solubilidade é de

bastante relevancia devido a presenca de grupos ionizaveis. Com isso estudou-se 0

comportamento voltamétrico do eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina,

empregando a voltametria ciclica em tamp&o BR, contendo 2,0.10° mol/L de CTZ no

intervalo de pH entre 2,0 e 5,0. Tendo seus resultados apresentados na Tabela 8

abaixo.

Tabela 8. Efeito do pH no potencial e na corrente de pico do cetoconazol

pH | E(V) |Ipc (UA)
2,0 |-1,30 |-141,60
3,0 |-1,30 |-78,50
4,0 |-1,30 |-30,90
50 |-1,40 |-23,70
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Condicdes: v = 40 mV/s; AE = 50 mV e [CTZ] = 2,0.10 °mol/L.

Os dados acima apresentam uma resposta eletroquimica com aumento
pronunciado do sinal analitico em pH 2,0. Normalmente, sistemas redox irreversiveis,
no qual ocorrem transferéncias de protons € comum observar deslocamento dos
valores de E,, para valores mais negativos de potencial com a variacdo do pH
(PEREIRA, 1999; CABRAL e colaboradores, 2003). Ainda corroborando com a
discussao acima, sabe-se que, as correntes de pico aumentam com a diminui¢cdo do pH
em mecanismos que envolvem a transferéncia de prétons (H") na regido do eletrodo
para a reducao do cetoconazol (NAN e colaboradores, 2002; ARRANZ e colaboradores

2003).

Reforcando a discuss&o acima, KOVACS e colaboradores (2009), realizaram um
estudo do comportamento da solubilidade do miconazol (composto imidazdlico
semelhante ao cetoconazol) em funcédo do pH, e concluiram que a solubilidade desse
composto aumenta com a diminui¢do do pH, isto se deve ao fato nitrogénio da droga se
encontrar sob a forma protonada, e isso polariza a molécula, fazendo com que o
composto se torne mais solivel na presenca de solventes polares (KOVACS e
colaboradores, 2009). Deste modo, o deslocamento de potencial para valores mais
negativos, ou a diminuicdo das correntes de pico na reducdo do CTZ podem ser

indicativos de que o processo de reducdo envolva uma transferéncia de prétons.

6.4.2. Efeito da velocidade de varredura de potenciais.

A influéncia da velocidade de varredura sobre os potenciais de pico de reducao

nos voltamogramas (Figura 21) obtidos para 2,0.10™° mol/L de CTZ foi investigado nos
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intervalos entre 5 a 150 mV/s em meio &cido (tampé&o BR pH 2,0). O efeito da mudanca
na velocidade de varredura sobre os parametros, potencial de pico e corrente de pico €
mostrado na Tabela 9. Com base na tabela tem-se que o potencial de pico de reducéo
do cetoconazol apresenta um deslocamento acima de 25 mV para valores mais
negativos neste intervalo de velocidade de varredura. Estes deslocamentos para
valores mais negativos de potencial sao tipicos de processos de transferéncia
eletrdnica irreversivel ou com reacdo quimica subsequente a transferéncia de carga
(EC) (PEREIRA, 1999).

Tabela 9. Parametros voltamétricos do sistema 2,0.10°mol/L de cetoconazol em solu¢do tamp&o pH 2,0.

Velocidade de |- Ep (V) - Ip (UA)
varredura (mV/s)

5 1,240 12,00
10 1,244 23,00
15 1,251 30,70
20 1,262 43,00
30 1,262 52,30
40 1,269 60,10
50 1,276 72,00
100 1,276 95,70
150 1,276 117,70
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De acordo com a literatura (BRETT, 2003) os processos eletrodicos envolvendo
corrente de pico proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura séo
controlados por processos de difusao, e de acordo com a Figura 21, a corrente de pico
(Ipc) catodica varia linearmente com v, evidenciando que o comportamento do processo
de transferéncia de carga, que foi estudado é controlado por processos de difuséo,
(PEREIRA, 1999; BARTLETT e colaboradores, 2005; DAS e colaboradores, 2006;
TURDEAN e colaboradores, 2006; La-SCALEA e colaboradores, 2007; JANEGITZ e
colaboradores, 2007) onde se observa que essas evidéncias, estdo de acordo com as
informacdes apresentadas na discussao da VOQ, reforcando assim o comportamento
do cetoconazol frente ao eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com

hemina.
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Figura 21. Efeito da velocidade de varredura sobre a intensidade de corrente de pico catédico no sistema
2,0.10™° mol/L de CTZ em solucao tampao BR pH 2.

Por outro lado, os resultados mostrados na figura 22, foram obtidos a partir de

sucessivas medidas sem que ocorresse a renovacdo da area superficial do eletrodo e
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como pode se observar existiu uma diminuicdo significativa da magnitude da
intensidade da corrente de pico, situacdo essa que evidencia uma hipotese de que

podem ocorrer processos de passivacdo do analito e ou produto de reducéo.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos sucessivos de uma solucéo de [CTZ] = 2,0.10™° mol/L em tamp&o BR
(pH=2,0) e v = 200mV/s.

O comportamento eletroquimico do cetoconazol foi estudado empregando a
voltametria ciclica (Figura 23). A reducéo eletroquimica do CTZ em eletrodo de pasta de
carbono modificado com hemina € representada por um pico irreversivel em torno de —
0,22V que caracteriza a reducéo do Fe(lll) da hemina em Fe(ll) (NAN e colaboradores,
2002; IWUOHA e colaboradores, 2003; La-SCALEA e colaboradores, 2007;
HENDRICKS, e colaboradores, 2008), sendo uma caracteristica de sistemas redox que
apresentam ferroporfirinas confinadas (BEHERA e RAJ, 2008). Em seguida um pico em
-1,44 V (vs Ag/AgCl) em solugéo tampéao BR pH 2,0 conforme o voltamograma a seguir
(Figura 23), trazendo evidéncias da reducdo do cetoconazol pelo eletrodo modificado

com hemina. Observando-se nesta varredura que o farmaco apresenta comportamento
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eletroquimico onde os picos catddicos ndo sao acompanhados pelos picos anddicos,
indicando um processo irreversivel, como discutido anteriormente, e confirmado pelos
trabalhos realizados por ARRANZ e colaboradores (2003), o qual se utilizou de um

eletrodo de mercurio no estudo da reducao do cetoconazol.

-200 N

-150 - / ‘\‘

-100- / \

i (UA)
o

-50 4

T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2 -1,4 -1,6

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 23 . Voltamograma ciclico do CTZ na solugdo de tampao BR (pH 2,0) utilizando eletrodo de pasta
de carbono com hemina, em a) branco, b) CTZ 2,0.10° mol/L e v = 200 mV/s.

O eletrodo de pasta carbono modificado com hemina mostrou-se sensivel a
presenca de cetoconazol em solu¢cdo. Com efeito, o valor de corrente de pico registrado
pelo EPCM em pH 2,0 aumentou com a adicdo de padrdo de cetoconazol (Figura 24),
levando-se a conclusdo que a reagdo entre o farmaco e a hemina ocorre

predominantemente sobre a superficie do eletrodo de trabalho.

Drogas que contém nitrogénio, com a presenca do grupo imidazdlico, ligam-se
ao ferro do grupo prostético heme (COHEN e colaboradores, 1998; DAS e
colaboradores, 2006; AMENDOLA e colaboradores, 2008). Interacdes intensas séo
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observadas: eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio (STEPHANOS e colaboradores,
1996; BEHERA e RAJ e colaboradores, 2008). A afinidade das ferroporfirinas pelos
ligantes N-doadores pode ser modulado por efeitos estéricos e/ou por ligacdes de
hidrogénio com os residuos de cadeia proximos ao sitio ativo (DAS e colaboradores,
2006). Os derivados imidazodlicos e triazdlicos ligam-se via nitrogénio terciario dos
imidazois ou ao nitrogénio quaternario dos triazéis dos grupos heterociclicos pela sexta
coordenagdo do atomo de ferro da heme porfirina. (PEREIRA, 1999, AMENDOLA e
colaboradores, 2008; AHER e colaboradores, 2009). Deve-se ainda levar em
consideracdo que no pH em que foi realizada a andlise, o cetoconazol encontra-se
protonado, essencialmente no anel imidazdlico. Estudos realizados por BEHEJA e RAJ
(2008), evidenciaram interacbes entre grupo imidazolico, substituido ou néo, e
microperoxidades, que sdo heme proteina eletroativas. Este grupo apresenta uma
natureza doadora de elétrons 1T, sendo assim, afirmam que quanto maior for o carater
basico da espécie a uma maior tendéncia em estabilizar o ferro da heme proteina sob a
forma Fe(lll) do que na forma de Fe(ll) (STEPHANOS e colaboradores, 1996; DAS e
colaboradores, 2006; BEHERA e RAJ, 2008). Outra observacdao que fortalece as
colocadas anteriormente, é que 0s potenciais de pico sofrem pequenos deslocamentos
para valores mais negativos, o que indica que o estado oxidado e mais estavel do que o

estado reduzido da proteina (DAS e colaboradores, 2006).
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos para a reducdo de CTZ utilizando eletrodo modificado com hemina
em pH 2,0 e com diferentes concentracdes: a) branco; b) 2,0.10° ¢) 2,8.10° d) 3,6.10° e) 4,3.10°mol/L, v
=200 mV/s.

De acordo com TANAKA e colaboradores (2003), para um dado pico
voltamétrico, assumindo comportamento nernstiano ideal, a corrente de pico (Ip) pode

ser relacionada com a velocidade de varredura do potencial (v) pela equacéo:

Ip = (n’F%/4RT) vAL (5)

Ip — corrente de pico catddica (uA);
n — namero de eletrons do processo redox;
F — constante de Faraday (96 485C);

T — temperatura (298 k);
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R — constante dos gases ideais (8,314 J/k.mol);
v — velocidade (V/s);
A — area do eletrodo (cm?);

'] - concentracao superficial da espécie adsorvida (mol/cm?).

Sabe-se que a concentragdo superficial da espécie adsorvida esta relacionada

com a carga Q sob o pico voltamétrico pela equacao:

Q=nFA(6)

Q — carga (Coulomb);

do rearranjo das equacdes 5 e 6, em uma maneira mais simples, € possivel obter a

expressao:

n = 4RT Ip/ vFQ (7)

A partir desta equacéo e dos valores das cargas, calculadas com base nas areas
dos picos voltamétricos obtidos em uma determinada velocidade, os valores obtidos
para n foram, proXimos a 2, ou seja, 0 processo redox, muito provavelmente, envolve 2

elétrons.
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A quantidade de hemina ou de sitios ativos pode ser mais bem avaliado a partir
da estimativa da concentracao superficial da espécie adsorvida (1) sobre o eletrodo de
trabalho (La-SCALEA e colaboradores, 2007). Assim sendo, utilizando a equacéo 6,
para o calculo foi encontrado um valor de aproximadamente 3,26.107° mol/cm?, no
trabalho realizado por WANG, apud, La-SCALEA e colaboradores 2007, eles obtiveram

um valor de 2,2.107° mol/cm?.

A hemina, heme proteinas contendo ferro Ill como grupo prostético, quando em
sistemas que apresentam algumas espécies de substratos, podem se comportar
mediante a equacao 8 abaixo (Figura 25) (FREIRE e colaboradores, 2003; BISTOLAS e
colaboradores, 2005; La-SCALEA e colaboradores, 2007):

Fe(lll)-hemina + 1e~ — Fe(ll)-hemina

2Fe(ll)-hemina + CTZ + 2H" + 2e” — 2Fe(lll)-hemina + CTZeq + H20 @)

Figura 25 . Esquema geral do processo eletrolitico do cetoconazol na presenca de hemina.

STEPHANOS e colaboradores (1996), SERRANO e colaboradores, (1999),
SOTOMAYOR e KUBOTA (2002), SABRY e colaboradores (2004) e AMENDOLA e
colaboradores (2008), fizeram estudos de interacdo de metaloproteinas com compostos
heterociclicos nitrogenados que apresentam semelhancas com imidazol, do tipo:
piridina, histidina, glicina; bases nitrogenadas; adenina, citosina, etc. E propuseram
mecanismos semelhantes. Os residuos de compostos nitrogenados séao facilmente

reduzidos, estes sitios de reducdo, que realizam ligacdes de hidrogénio, tém como
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condicdo primaria a protonacdo, seguida da transferéncia de carga (SERRANO e
colaboradores, 1999). O ion Fe(ll), promove interacfes eletrdnicas envolvendo o
ligante, o metal, e os orbitais T que séo fatores importantes para as suas ligacoes.
Enquanto que a espécie Fe(lll), apresenta ligagbes coloumbianas com ligantes
anionicos. E em solucdes aquosas a especie de Fe(lll) se apresenta mais estavel do
gue a Fe(ll). Entdo, de acordo com o esquema representado acima, pode-se sugerir a
seguinte equacao (Figura 26) (STEPHANOS e colaboradores, 1996; FREIRE e
colaboradores, 2003; BISTOLAS e colaboradores, 2005; La-SCALEA e colaboradores,

2007).
TOTT TOUT
;3 &

Figura 26. Esquema simplificado do processo de reducéo do cetoconazol.

H,0O
—+>
2H /5e-

6.5. Estudo dos interferentes em potencial

Estudou-se a possivel interferéncia em potencial de diversos farmacos;
miconazol, hidroclotiazida, acido L-ascorbico; ciprofloxacina e dipirona; nas medidas de
voltametria de onda quadrada na presenca de CTZ 2,0.10° mol/L. Variaram-se as
concentracdes dos interferentes de 2,0.10~" a 2,0.10™° mol/L. Tendo sido observado na

varredura de potencial entre 0,0 e 1,8V nenhuma interferéncia significativa.

Tabela 10: Estudo dos possiveis interferentes na determinacéo de cetoconazol.

Farmaco Concentracao (mol/L)

Miconazol 2,0.107a2,0.10°

-67-



Hidroclotiazida 2,0.107a2,0.10°

Acido L-ascorbico | 2,0.107a 2,0.10™°

Ciprofloxacina 2,0.107a2,0.107

Dipirona 2,0.10"a 2,0.10™

6.6. Curvas analiticas

A técnica escolhida foi a voltametria de onda quadrada pela rapidez das analises,
0S parametros experimentais da técnica, tais como frequéncia, amplitude foram
otimizados em pH 2,0. Apds otimizar as condi¢des de trabalho para o eletrodo de pasta
de carbono modificado com hemina, realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo
de potencial de 0,0 a — 1,8 V(vs. Ag/AgCA) em diferentes concentracdes de
cetoconazol, afim de se obter a curva analitica. As Figuras 27 e 28 mostram as curvas
analiticas que foram obtidas para o CTZ. A equacéo da curva foi Ipc (uA) = 1,71.107° +
2,07. [CTZ] (mol/L), para um intervalo de concentracéo de 1,8 a 5,5. 10°° mol/L, r =
0,9989,n=7e N =6.

- 68 -



-400

-300

-200

Ipc (UA)

-100 4
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Figura 27. Voltamograma de onda quadrada para a reducdo do CTZ utilizando eletrodo de pasta de
carbono modificado com hemina em pH 2,0 e com diferentes concentracdes: a) branco; b) 2,5.10°%; c)
3,07.107% d) 4,0.10% e) 4,37.10% f) 4,70.10™°; g) 5,00.10° mol/L com f = 40 Hz; AE = 50 mV e v = 100
mV/s.
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Figura 28. Curva de analitica obtida para CTZ empregando EPCM com hemina em solugdo tampéo BR
pH 2 obtida pela técnica de voltametria de onda quadrada, com f=40 Hz; AE =50 mV e v =100 mV/s.

- 69 -



No desenvolvimento de um método analitico, na adaptacédo ou implementacao de
método conhecido, envolve processos de avaliacdo que estimem a eficiéncia na rotina
de laboratorio. Esse processo costuma ser chamado de validagdo. Seu objetivo
consiste em demonstrar quando se desenvolvem ou se efetuam adaptacdes em
metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes

equipamentos (BRITO e colaboradores, 2003).

Os parametros para a validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizacdes nacionais e internacionais. Infelizmente algumas
definicbes sao diferentes entre as diversas organizacbes. Uma tentativa para
harmonizar estas diferencas foi feita para aplicacbes farmacéuticas, através da ICH
(“International Conference on Harmonization”), na qual representantes das industrias e
agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao definiram parametros, requerimentos
e, em alguns casos, também metodologias para a validacdo dos métodos analiticos. Ja
no Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios
de ensaios, sdo a ANVISA e o INMETRO (RIBANI e colaboradores, 2004).

Os parametros analiticos do método desenvolvido foram estipulados segundo
critério descrito na norma RE n° 899 da Agéncia Nacional de vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003), com avaliacdo da linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisédo e exatidao, observando-se as condi¢cfes experimentais do

estudo.

Com base no exposto alguns parametros foram avaliados a fim de validar o
método desenvolvido. Dentre estes foram calculados matematicamente os limites de

deteccéo (LD) e limites de quantificacdo (LQ), através da relagdo entre o desvio padréao
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da curva de calibragao (SD) e o coeficiente angular (b), usando um fator multiplicador
como sugerido pela ANVISA.

LD = 3.SD/b LQ = 10.SD/b

(9)

A partir das analises estatisticas pode-se ter uma estimativa de qual € a melhor
técnica para ser empregada na determinag¢do do farmaco estudado, com base nos LD,

LQ, r e SD. A Tabela 11 abaixo mostra os dados comparativos.

Tabela 11. Comparacao de dados de andlise estatistica entra as técnicas VPD e VOQ.

Técnica LD LQ R SD

voltamétrica

VDP 1,46.107° 4,86.1077 0,9996 2,02.1078

VOQ 1,68.107" 5,59.107" 0,9989 1,15.1077

Observando-se os dados descritos na Tabela 11, tem-se que os dois métodos
apresentam regressoes lineares fortissimas e que pela analise de LD e LQ, chega-se a
conclusdo que qualquer um dos métodos pode ser empregado na determinacdo de
cetoconazol. Valendo ressaltar que esta avaliacdo, e as determinacfes dos outros
fatores que envolveram os processos de desenvolvimento do método foram bastante
importantes para se chegar a uma conclusdo definitiva de qual o melhor método a ser

empregado.
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Com o objetivo de se obter resultados adicionais que mostrassem a sensibilidade
da metodologia analitica desenvolvida, curva analitica para o CTZ também foi
construida com o emprego da técnica de espectrofotometria de absorcdo UV — VIS,
uma vez que o composto apresenta uma banda de absorgdo Gtica em 209 nm. A
Figura 29 mostra a curva analitica obtida para o CTZ. A equacédo da curva obtida foi
Abs = 0,7090 + 22909,77 [CTZ] (mol/L), para um intervalo de concentracéo de 2,0.10™°
a1,0.10™° mol/L, r=0,9990, n=8,N =3, LD = 3,69.10 " mol/L e LQ = 1,23.10° mol/L.

0,94 4 /
0,92 4
0,90 4
0,88
7 ]
0,86

0,84 | //

0,82 - -
0,80 - /

0,78

Abs (209 nm)

0,76

0,74 -

20 40 60 80 100
[107 mol/L]

Figura 29. Curva analitica do CTZ utilizando espectrofotometria de UV — VIS (209 nm) em solucdo de
CTZ aquosa de 5% de etanol e 5% de HCA .

6.7. Aplicacdo de testes estatisticos

Considerando a exatiddo dos métodos adequada, quando se pretende avaliar se
dois métodos (A e B) tem diferencas significativas entre si, em termos de preciséo,
pode-se recorrer ao teste F. Este se baseia no calculo da razdo entre as variancias

dos dois métodos (Feac = Sa?/Sg?), colocando-se a maior no numerador, de modo que
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a razdo seja maior ou igual a um. Em seguida, compara-se este valor obtido com o
valor tabelado de F. Se Fcalculado < Fcritico, os dois métodos nd&o apresentam

diferencas significativas entre si, relativamente as suas precisées (INMETRO, 2007).

O método proposto foi aplicado na determinacdo de cetoconazol em duas
formulacdes farmacéuticas e os resultados obtidos comparados com aqueles obtidos
empregando-se o0 método comparativo. Os resultados obtidos do procedimento
voltameétrico desenvolvido e o método comparativo espectrofotométrico (UV — VIS) séo
apresentados nas Tabelas 12 e 13 abaixo. Com um nivel de confianca de 99%, os
resultados encontrados foram concordantes dentro de um intervalo aceitavel,
mostrando assim a confiabilidade do procedimento voltamétrico desenvolvido e a

importancia do mesmo.

Tabela 12. Determinacdo de cetoconazol em produtos farmacéuticos empregando-se o EPCM com
hemina proposto e espectrofotometria de UV-VIS como método comparativo.

Cetoconazol (mg/comprimido)
Amostras Rotulado Comparativo | Proposto
(UV - VIS) (voltamétrico)
Nizoral 200 188,23 +2,13 | 191,69 +1,12
Genérico 200 189,03 + 1,56 | 186,64 + 0,87

Tabela 13. Dados comparativos da andlise estatistica da determinacdo de cetoconazol em produtos
farmacéuticos empregando-se o EPCM com hemina e espectrofotometria de UV — VIS como método
comparativo.
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Técnica utilizada Amostra LD LQ r SD

analisada
Técnica Nizoral 4221077 |1,40.10°° |0,9976 1,02.1077
voltamétrica
(EPCM) Genérico |3,37.107 |1,12.10° |0,9988 7,88.1078
Técnica Nizoral 6,90.107 |2,22.10° |0,9963 3,86.10°°
espectrofotométrica
LV —VIS) Genérico | 5,40.107 |1,80.10° |0,9976 2,96.10°°

Varios testes estatisticos podem ser utilizados para o estudo da seletividade
dependendo da disponibilidade do analito, da matriz sem o analito e de amostras de
referéncia nas concentragfes de interesse. Se a matriz da amostra em analito ou um
grupo satisfatério de amostras de referéncia estao disponiveis, podem ser aplicados os
testes F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste T (student) de
comparacao das médias (Tabela 14) (INMETRO, 2007). Com base no exposto acima,
observa-se que tanto no teste F3¢ quanto no teste T3 0S valores calculados para as
amostras sdo menores que 0s valores criticos para um nivel de confianca de 99%, com
isso pode-se concluir que as variancias podem ser consideradas proximas, isto €, a
matriz ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de
concentracdo do estudo, em outras palavras, isso pode confirmar a precisdo aceitavel

para o método proposto.

Tabela 14. Valores obtidos pela execugdo dos testes estatisticos F e T para comparacdo de métodos
diferentes que foram analisados para as amostras de medicamentos de marca e genérico.
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Teste Valor calculado Valor critico
executado

Teste 2,77 3,29
(Nizoral)

Teste 2,14 3,70
(Nizoral)

Teste 3,26 3,29
Genérico

Teste 2,39 3,70
Genérico
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7.0. CONCLUSAO

O eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina foi utilizado com
sucesso para avaliar o comportamento eletroquimico e também para o desenvolvimento

de nova metodologia analitica para a determinagéo do antimicético cetoconazol.

A interacdo entre o eletrodo modificado e o CTZ resultou em uma resposta
voltamétrica bem definida, o que tornou possivel o estudo da reacdo de reducdo do
composto até entdo pouco explorado na literatura. Observando-se um processo de
reducdo irreversivel, com a ocorréncia de um pico bem definido a — 1,44 V vs
(Ag/AgCA) tampéao BR pH 2, envolvendo uma reacéo de protonacgéo e possivelmente a

transferéncia de dois elétrons.

A partir da sensibilidade alcangada com o emprego da técnica de voltametria de
onda quadrada (VOQ), uma nova metodologia analitica foi desenvolvida para a analise
de rotina do cetoconazol em comprimidos com rapidez, exatiddo, boa preciséo, baixo
custo e de facil construcdo; uma vez que este foi preparado misturando-se p6 de
grafite, o0 modificador e 6leo mineral. Enfatizando que a metodologia pode ser utilizada

como uma boa alternativa aos procedimentos de anélises usuais.

O método se apresentou linear (r = 0,9989) numa faixa entre 1,80.10™° mol/L a
5,50.10°° mol/L, com limites de deteccéo e de quantificacdo de 1,67.10~ e 5,59.107,
respectivamente. Valendo ressaltar que dos possiveis interferentes analisados
(miconazol, hidroclotiazida, acido L-ascoérbico, ciprofloxacina e dipirona) ndo foi

observado qualquer modificacdo na resposta do cetoconazol.
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O procedimento de adicdo de padrdo permitiu a eliminacdo de erros devido as
matrizes, permitindo assim a andlise da amostra de produtos farmacéuticos com boa
exatidao. E estudo comparativo utilizando os testes T e F mostraram que os resultados

obtidos pelo método comparativo foram concordantes a um nivel de confianca de 99%.

Diante das informacdes levantadas pela pesquisa, conclui-se que os resultados
alcancados sdo bastante promissores para a determinacdo do cetoconazol, mas
também de futuros estudos de um diverso niumero de drogas que sao comercializadas,
devido a sua grande possibilidade de versatilidade observada pelo eletrodo de pasta de
carbono modificado com hemina, tendo em vista, a sensibilidade, a exatiddo e o seu

baixo custo de produgéo.

-74-



Atividades Futuras

- 66 -



8.0. ATIVIDADES FUTURAS

Durante o desenvolvimento desse trabalho e apos analise dos resultados
obtidos, surgiram algumas perspectivas de trabalhos futuros seguindo a mesma linha
de pesquisa, como o eletrodo de pasta de carbono modificado com hemina, dentre eles

podemos citar:

v' A determinagcdo de CTZ em amostras de agua de
abastecimento;
v" A determinacdo de farmacos como: captropil, hidroclotiazida

utilizando o eletrodo modificado com hemina;

v" A aplicacdo do eletrodo na determinacdo de &cido ascorbico

em sucos de frutas comercializados, bem como em comprimidos efervescentes;

v' Realizagdo de estudos de processos oxidativos avancados

de degradacao de CTZ.
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