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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA
E DESENVOLVIMENTO DE METQDOS PARA ESPECIACAO DE
ANTIMONIO

Palavras-chave: Antiménio, acido cloranilico, voltametria adsortiva com redissolugcao
catddica por onda quadrada, cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Compostos organicos a base de antiménio ainda sao empregados no
tratamento de leishmaniose e, no Brasil, o fArmaco de primeira escolha continua
sendo o antimoniato de N-metilglucamina (ANMG). Este farmaco a base de Sb(V)
nao possui estrutura quimica definida, tendo sido relatados, entre outros, a presenca
de Sb(lll) como contaminantes.

O objetivo deste trabalho foi a sintese e caracterizagdo de ANMG e o
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para a especiagdao de antiménio
(Sb(lll) e Sb(V)) no ANMG, usando a voltametria de onda quadrada e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a um detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD).

A determinagédo de Sb(lll) no ANMG foi realizada por voltametria de onda
quadrada, usando o eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE) e &cido
cloridrico 2,0 mol L' como eletrélito suporte. Para a determinagdo de Sb(V) foi
avaliado o uso da voltametria adsortiva com redissolucdo catdédica por onda
quadrada usando o acido cloranilico (AC) como agente complexante. No entanto, o
método nao apresentou seletividade para a determinacdo de Sb(V) no ANMG na
presenca de Sb(lll) e N-metilglucamina. Sendo assim, foi desenvolvido e validado um
método HPLC-DAD para a especiacao de Sb(V) no ANMG, através do complexo
formado com AC. A separacéo foi realizada em uma coluna de fase reversa octadecil
hibrida e uma fase mével composta de solugdo aquosa de acido fosférico pH 2 e
metanol por eluigdo com gradiente e quantificagdo em 310 nm. Todos os métodos
desenvolvidos foram validados mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa
linear, linearidade, sensibilidade, seletividade, precisédo intra-ensaio e inter-ensaio,
limites de deteccéo e quantificacédo e exatidao.

O produto de sintese, obtido a partir da reacao entre Sb(V) N-metilglucamina,
foi caracterizado por analise elementar e espectrometria de massas em tandem por
interface de ionizacdo por electrospray (ESI-MS/MS Q-ToF). Foi confirmada a
coexisténcia de varias espécies de antimdnio em solucdo, assim foi possivel realizar
a especiacao de antimbnio, quanto ao estado de oxidacdo, por essa técnica.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MEGLUMINE
ANTIMONIATE AND DEVELOPMENT OF METHODS FOR ANTIMONY
SPECIATION

Keywords: Antimony, chloranilic acid, square wave adsorptive stripping cathodic
voltammetry, high performance liquid chromatography

Organic compounds containing antimony are still employed in the treatment of
leishmaniasis and, in Brazil, the drug of choice, continues to be N-methylglucamine
antimoniate (ANMG). This drug containing Sb(V) doesn’t possess a defined chemical
structure, and several contaminants Sb(lll), among others, has been reported.

The aim of this work was the synthesis and characterization of ANMG and the
development and validation of analytical methods for antimony speciation (Sb(lll) and
Sb(V)) in ANMG, using square wave voltammetry (SWV) and high performance liquid
chromatography coupled to a diode array detector (HPLC-DAD). The determination of
Sb(lll) in ANMG was accomplished by SWV, using the hanging mercury drop
electrode (HMDE) and 2.0 mol L™ hydrochloric acid as a supporting electrolyte. For
the determination of Sb(V) the use of square wave adsorptive stripping cathodic
voltammetry was evaluated, using the HMDE and chloranilic acid (AC) as a
complexing agent. However, the method didn’t present selectivity for the
determination of Sb(V) in ANMG in the presence of Sb(lll) and N-methylglucamine.
Due to this fact, a HPLC-DAD method was developed and validated for the speciation
of Sb(V) in ANMG by formation of a compound with AC. The separation was carried
out with a reverse phase octadecyl hybrid column with a mobile phase composed of
an aqueous phosphoric solution, pH 2 and methanol over gradient elution and
quantification at 310 nm. All of the development methods were validated by
evaluation of the following parameters: linear range, linearity, sensitivity, selectivity,
intra-assay and inter-assay precisions, limit of detection, limit of quantification and
accuracy.

The product obtained by synthesis using Sb(V) and N-methylglucamine as
reagents, was characterized by elementary analysis and by electrospray ionization
tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS Q-ToF). The presence of several species
containing antimony in solution was confirmed and antimony speciation, in relation to
the oxidation state, was carried out.
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Figura 4.23. (a) Voltamograma da variagcdo da concentracdo da NMG, (b)
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gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35%
FO de 6 a 12 min; voltando a proporcéo inicial de 12 a 20 min. Vazédo de 1 mL min
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(H20-H3PO4, pH 2), FO (metanol). Eluicao por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0
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150,0 ug mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H2O-HsPO4, pH 2),
FO (metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo
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Figura 4.35. A) Espectro de massas do farmaco comercial ANMG (A1); B)
espectro de massas do farmaco comercial ANMG (A2). Electrospray no modo
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1. INTRODUGAO

1.1. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa tropical, ndo contagiosa causada por
protozodrio da familia Tripanosomatidae e do género Leishmania sp (BERMAN,
1988). No novo mundo, s&o reconhecidas oito espécies de Leishmanias
responsaveis pela doengca no homem, pertencentes ao subgénero Vianna (V) e
V)
V)

)

lainsoni, Leishmania (L) mexicana, Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (L

Leishmania (L), onde os agentes etiolégicos correspondentes sdo: Leishmania (
braziliensis, Leishmania (V) guyanensis, Leishmania (V) panamensis, Leishmania (
venezuelensis e Leishmania (L) chagasi (GRIMALDI et al., 1989).

De modo geral, a leishmaniose pode ser classificada em quatro formas
principais: (i) leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar, a mais séria das
formas sendo fatal caso nao seja tratada, (ii) leishmaniose cuténea, a forma mais
comum que causa lesdes na pele, (iii) leishmaniose mucocutanea, que causa Ulceras
na pele e que pode levar a destruicdo de tecidos no nariz e boca e a (iv)
leishmaniose cutanea difusa, que produz lesGes crbnicas na pele que se
assemelham com a hanseniase. Estas trés ultimas formas de leishmaniose séo
atualmente classificadas como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ou Ulcera
de Bauru (WHO @, 2008).

A descoberta dos agentes etiolégicos das leishmanioses s6 ocorreu em 1885,
quando Cunningham, na india, descreveu formas amastigotas de calazar, sendo que
nesta mesma época ja se registravam casos no Brasil. Em 1898, o pesquisador
russo Borovisky demonstrou ser um protozoario o agente etiolégico do Botdo do
Oriente. Em 1903, Leishman e Donovan realizaram as primeiras descricoes do
protozodrio responsavel pelo Calazar indiano, denominado mais tarde de Leishmania
donovani. No mesmo ano, Wright descreveu o parasita do Botdao do Oriente,
conhecido atualmente como Leishmania tropica (FIOCRUZ @, 2008).

Como o calazar na regiao do mediterrdneo atingia principalmente criancas, as

evidéncias de diferengas entre o organismo causador do calazar de uma regido para



outra justificaram o estabelecimento de uma espécie Leishmania infantum, por
Nicole, em 1908. Um organismo semelhante foi descrito por Wright em 1903 em uma
crianca com Botdo do Oriente na Siria, sendo proposto o nome de Helcosoma
tropicum para este parasita. Mais tarde ele foi colocado no género Leishmania
tropica.

No continente americano, varias doencas que criavam lesdes freqientes em
determinadas regibes eram chamadas de Ulcera de Bauru, ferida brava, uta, entre
outros. A correlacao destas lesbes com um protozoario do género Leishmania foi
estabelecida por Gaspar Viana, em 1909, no Instituto Oswaldo Cruz, recebendo o
nome de Leishmania braziliensis (RATH et al., 2003).

No estado de Sao Paulo, o agente etiolégico responsavel pela ocorréncia da

doenca, principalmente da forma cuténea, é a Leishmania (V) braziliensis.

1.2. Vetores

Os protozoarios do género Leishmania sp. sdo heteroxenos que necessitam
de dois tipos diferentes de hospedeiros para sua completa evolugcédo: (7) um vetor
invertebrado e (2) um hospedeiro definitivo.

Os vetores invertebrados sédo dipteros da familia Psychodidae, pertencentes
ao género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), com vasta
distribuicao nos climas quentes e temperados. Somente as fémeas sdo hemato6fagas,
pois necessitam do sangue para o desenvolvimento dos ovos. Pertencem ao tipo dos
dipteros de atividade crepuscular e pds-crepuscular, abrigando-se durante o dia em
lugares umidos, sombrios e bem protegidos dos ventos e sdo encontrados em tocas
de animais silvestres. Os ovos s&o postos em locais cobertos pelo musgo. A
evolugdo leva pouco mais de um més (FIOCRUZ ®, 2008).

No Brasil, o inseto transmissor é conhecido por diferentes nomes, como
tatuquira, mosquito palha, asa dura, asa branca, cangalhinha, birigui, entre outros.

Os hospedeiros como o0 cdo e a raposa tém um papel preponderante na

manutencdo do parasita na natureza e sdo entdo chamados de reservatérios. No



contexto epidemioldgico, os reservatérios representam a principal fonte de infecgcao
dos flebotomineos que posteriormente transmitirdo a doenca ao homem. No Brasil,
0s reservatorios mais importantes sao os caes (no ciclo rural e, particularmente nas
areas urbanas) e as raposas (no ciclo silvestre e rural) que agem como mantedores
do ciclo da doenca. No entanto, o cao doméstico € considerado o reservatério
epidemiologicamente mais importante para a leishmaniose visceral americana
(FIOCRUZ ©, 2008).

O papel do cao como reservatério para a Leishmania foi enunciado pela
primeira vez por Nicolle, em 1908, na Tunisia quando experimentalmente foi
comprovada a infeccdo deste animal. Posteriormente, no mesmo pais, foi
comprovada a transmissao natural em caes e, assim, registrado o primeiro foco de
Leishmaniose Visceral canina no mundo. No Brasil, as primeiras evidéncias de LVA
foram constatadas em Abaeté (PA) como resultado dos trabalhos desenvolvidos por
uma comissao instituida pelo Instituto Oswaldo Cruz (SUCEN ©, 2008).

O protozoéario, em seu ciclo de desenvolvimento, assume duas formas
evolutivas: promastigota e amastigota. Os flebétomos, do género Lutzomyia e
Psychopopygus, infectam-se ao picar o hospedeiro/reservatério ou um individuo
contaminado aspirando macréfagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou
tecidos e, podem, assim, transmitir a doenca ao homem. Estudos parasitol6gicos da
leishmania mostraram que a forma promastigota do parasita é flagelada e
extracelular e vive no tubo intestinal do inseto e, esta forma promastigota é
introduzida em mamiferos através da picada de fémeas flebotomineos. As formas
promastigotas sdo rapidamente fagocitadas por células de defesa do sangue,
conhecidas por macréfagos, e transformados na forma amastigota arredondada, sem
flagelo no meio intracelular (BERMAN, 1988).

1.3. Areas Endémicas

A leishmaniose € considerada endémica em 88 paises, dos quais 72 sao
paises considerados em desenvolvimento. De acordo com a Organizagdao Mundial da



Saude (WHO), a leishmaniose afeta 100 mil pessoas a cada ano nas regides
endémicas, enquanto 147 milhées de pessoas estdo em areas de risco, sendo que
90% dos casos de leishmaniose visceral em humanos ocorrem na india, Sudao,
Bangladesh, Nepal e Brasil, € 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no
Ira, Afeganistdo, Siria, Ardbia Saudita, Brasil e Peru (WHO ®, 2008). A doenca
atinge principalmente a populacdo pobre desses paises e continua negligenciada
pelo setor privado da economia e tem cabido ao setor publico, apesar dos recursos
escassos e infra-estrutura inadequada, investir no desenvolvimento de novas drogas
e métodos de diagndsticos mais eficientes.

No Brasil, a leishmaniose esta presente em quatro das cinco regides. Até os
anos 90, a quase totalidade dos casos ocorria na regiao nordeste; entretanto, ao
longo dos anos, houve uma expansao para a regido Norte, Sudeste e Centro Oeste
(CVE ®, 2006).

Desde o primeiro relato em 1999, até maio de 2004, a leishmaniose foi
registrada em 23 municipios no Estado de S&o Paulo, abrangendo as regides de
Aracatuba, Bauru e Marilia. Em Bauru (a aproximadamente 200 km do municipio de
Aracatuba) foram registrados 18 casos da doenca no periodo de 1999 a 2004 e dois
obitos. Em 2002, a transmissdao humana foi verificada em 14 municipios: 13 situados
na regido de Aracatuba e 1 na regido de Bauru (CVE ®, 2004).

Segundo o Boletim Epidemiolégico Paulista (BEPA) do més de marco de
2007, os municipios do Estado de Sao Paulo foram reclassificados - segundo a
situacao epidemioldgica - para leishmaniose visceral americana. A doenga expandiu-
se para outras regides do Estado, destacando-se a transmissdo de leishmaniose
visceral americana canina nas regidoes Metropolitana de Sao Paulo e de Sao Joao da
Boa Vista, sendo que na primeira ainda nao foi encontrada a presenca do vetor -
Lutzomyia longipalpis (CVE ©, 2007).

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga de crescente importdncia em
individuos portadores da infeccao por HIV. A partir de meados da década de 80, a
co-infecgdo LV/HIV foi registrada em 31 paises de varios continentes — Asia, Africa,
América do sul (inclusive o Brasil) e Europa. No Brasil, a ampliacdo da area de
distribuicdo geografica da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e sua



extensao para camadas mais pobres da populacéo e a crescente urbanizagéo da LV
permitem supor que a prevaléncia da co-infeccdo LV/HIV venha a aumentar nos
préximos anos (SUCEN @, 2008).

A manifestacdo da LV como doenca associada a AIDS pode ocorrer apés
infecgé@o primaria por Leishmania sp. Em algumas regides de Portugal e da Espanha,
a LV é a terceira infeccao oportunista mais comum em portadores de AIDS. Nestes
paises, a elevada frequéncia desta associacdao € devida tanto a reativacdo da
infeccdo leishmanidtica quanto a uma forma alternativa de infeccdo primaria,
decorrente da inoculacdo intravenosa de Leishmania sp, por meio de
compartilhamento de agulhas e seringas, entre viciados em drogas (transmissao
inter-humana). Dentre os casos notificados, cerca de 90% eram do sexo masculino
usudrios de drogas endovenosas. Pela sua importdncia em individuos infectados
pelo HIV, a LV esté incluida como critério indicativo de diagnéstico da AIDS (SUCEN
@, 2008).

1.4. Diagnodstico da doenca

De modo geral, o diagnéstico da leishmaniose é baseado nos exames clinicos
dos sintomas que difere para cada tipo de leishmaniose, nos dados epidemiolégicos
que devem levar em consideracao as informacdes sobre a procedéncia do paciente e
nos dados laboratoriais para que o diagnéstico seja confirmado (SUCEN® ), 2008).

O diagnéstico clinico € complexo, pois a doenga no homem pode apresentar
sinais e sintomas que sao comuns a outras patologias presentes nas areas onde
incide a leishmaniose visceral, como por exemplo, a doenca de Chagas, malaria,
esquistossomose, febre tiféide e tuberculose (GONTIJO & MELO, 2004).

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por: ensaios parasitoldégicos e
imunoldgicos. No ensaio parasitologico, a verificacdo da presenca do parasita pode
ser feita em material de bidpsia ou puncéo aspirativa do baco, figado ou medula
0ssea, onde o material € examinado em laminas coradas, inoculados em meios de

cultura ou em animais de laboratério (hamster). Nos ensaios imunoldgicos, diferentes



técnicas tém sido utilizadas no diagndstico da leishmaniose visceral como a reagao
de imunofluorescéncia indireta e ensaios imunoenzimaticos (GONTIJO & MELO,
2004).

1.5. Farmacos empregados no tratamento de Leishmaniose

Apesar de apresentar grande prevaléncia mundial, poucos avangos foram
obtidos no tratamento das leishmanioses.

Em 1912, Gaspar Vianna introduziu o uso do tartaro emético, antimonial
trivalente, na terapéutica da leishmaniose (VIANNA, 1912). Porém, devido aos
efeitos tdxicos e severos efeitos colaterais deste farmaco, os antimoniais foram
substituidos pelos antimoniais pentavalentes. Na década de 20 do século passado,
Bramachari desenvolveu o primeiro medicamento a base de antiménio pentavalente,
a uréia estibamina. Em 1936, Schmidt introduziu o gluconato de antiménio (V)
sodico, conhecido comercialmente como Solustibosan® (Bayer) ou Pentostam®
(Glaxo Wellcome) (MARSDEN, 1985).

Outro antimonial pentavalente foi desenvolvido durante a segunda guerra
mundial, o antimoniato N-metilglucamina que é comercializado atualmente como
Glucantime® ou antimoniato de meglumina. Enquanto o Pentostam® é distribuido, até
hoje, nos paises de lingua inglesa, o antimoniato de N-metilglucamina, manufaturado
originalmente pela Rhéne-Poulenc-Rohrer na Franca, € comercializado nos paises
de linguas francesa e espanhola. No Brasil, 0 medicamento a base de antiménio
utilizado na terapéutica da leishmaniose é o farmaco comercializado pelo nome de
Glucantime® ou antimoniato de meglumina (MARSDEN, 1985).

Os principais farmacos estibiados (a base de antimbnio) empregados na
terapia da leishmaniose estdo apresentados no Quadro 1.1.



Quadro 1.1. Estrutura quimica de antimoniais empregados na clinica médica (Rath

et al., 2003).

Nome Quimico

Formula estrutural proposta

Nome comercial

r N
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Além dos antimoniais, atualmente outros farmacos tém sido empregados no

tratamento das diversas formas de leishmaniose (Quadro 1.2), entre os quais se

destacam a pentamidina, anfotericina B, paromomicina e miltefosine. Entretanto,

ainda nao se tem disponivel um farmaco que apresente um bom indice terapéutico

associado a uma baixa toxicidade.




Quadro 1.2. Farmacos alternativos empregados na terapia da leishmaniose (Rath et

al., 2003).
. Nome
Nome Quimico Formula estrutural proposta comercial
, HN
Isetionato de AN _~NH
entamidina /c@— OCH,(CH,);CH,0 4©7 C < Lomidina
P H,N NH,
Anfotericina B Fungizone
O
Il .
Miltefosine CH3-(CHj)14-CH;-O-P-O-(CH;),-N"(CHj3)3
|
CH,OH HpN Di
Paromomicina Q o CH:0H Humatin
HoN /OH
O~ ™ CH,NH,

A anfotericina B € um antibi6tico antifungico utilizado como segunda escolha

no tratamento de leishmaniose. Os efeitos colaterais deste farmaco sao inUmeros e

freqlentes, sendo uma das principais complicagcbes deste medicamento a

nefrotoxicidade. Uma nova formulacao da anfotericina B, a anfotericina-B-lipossomal,

vem sendo indicada a pacientes graves de leishmaniose visceral que desenvolveram

insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca durante o uso com antimoniato de N-

metilglucamina, porém a anfotericina-B-lipossomal apresenta um custo elevado

(Ministério da Saude

3 2008).
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A pentamidina tem desenvolvido bons indices terapéuticos contra
leishmaniose, porém sua elevada toxicidade tem levado esse medicamento a ser
utiizado como uma segunda alternativa para o tratamento dessa doenca. Os
principais efeitos colaterais sao hipoglicemia prolongada e pancreatite que pode levar
ao aparecimento de diabetes mellitus (BALANA-FOUCE et al., 1998).

A paromomicina, também chamada aminosidine, €& um antibidtico
aminoglicosideo que € ativo contra espécies de leishmania in vivo e in vitro. Estudos
clinicos, para se testar a eficacia da paromomicina injetavel contra a leishmaniose
visceral, tém sido realizados na india, onde o tratamento antimonial padrdo nio é
muito efetivo e as taxas de mortalidade sao altas (RATH et al., 2003).

O farmaco miltefosine é o primeiro via oral que vém sendo utilizado na india
com resultados promissores no tratamento do calazar indiano. Neste pais, o
antimoniato de N-metilglucamina ndo é mais o farmaco de primeira escolha no
tratamento de leishmaniose, pois o parasita jA& se mostrou resistente a este

medicamento (Ministério da Saude ©, 2008).

1.6. Antimoniato de N-metilglucamina

No Brasil, o medicamento a base de antiménio utilizado como primeira escolha
na terapéutica das diferentes formas de leishmaniose continua sendo o antimoniato
de N-metilglucamina. O composto, de férmula estrutural nao definida, é solivel em
agua e pouco soluvel em solventes organicos.

O antimoniato de N-metilglucamina é especialmente eficaz no tratamento de
leishmaniose cutanea, mucocutédnea e visceral. O medicamento provoca regressao
rapida das manifestacdes clinicas e hematolégicas da doenga, bem como provoca a
esterilizacdo do parasita (RATH et al., 2003).

Baixas dosagens e exposicdo descontinua do antimoniato de N-
metilglucamina sdo as principais causas de falha terapéutica e do aumento de
formas resistentes do parasita Leishmania ao antimonial pentavalente (BALANA-
FOUCE et al, 1998). Com o objetivo de padronizar o esquema terapéutico, a
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Organizacao Mundial da Saude (WHQO) recomenda que a dose deste antimonial seja
calculada em mg Sb(V)/kg/dia. O medicamento é apresentado comercialmente em
ampolas de 5 mL que contém 1,5 g do antimoniato bruto, correspondendo a 405 mg
de Sb(V). Portanto, o medicamento contém 81 mg de Sb(V) por 1 mL de solucéao
injetavel. A dose preconizada pela WHO é de 20 mg Sb(V)/kg peso corporeo/dia,
com aplicacdo endovenosa ou intramuscular, j& que o farmaco é dificiimente
absorvido por via gastrintestinal (Ministério da Satde ®, 2008).

Apo6s administragdo endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de N-
metilglucamina € rapidamente absorvido e, praticamente 90% do antiménio é
excretado nas primeiras 48 h pelos rins (LIMONGI & CORBETT, 1973; ZANINI et al.,
1997/1998).

Antimoniais pentavalentes sdo geralmente 10 vezes menos téxicos em células
de mamiferos quando comparados aos antimoniais trivalentes (tartaro emético),
utilizados pela primeira vez por Vianna em 1912. Contudo, o antimoniato de N-
metilglucamina requer administracdo cautelosa, sob acompanhamento clinico e
laboratorial, por ser cardiotéxico, hepatotoxico e nefrotdxico, além de poder promover
disturbios gastrintestinais e respiratérios (RATH et al., 2003).

Os medicamentos, inovadores e similares, vém apresentando problemas
quanto a sua qualidade nas ultimas décadas no Brasil, principalmente o que
concerne a presenca de contaminantes (RATH et al., 2003).

Recentemente, a Geréncia de Farmacovigilancia em conjunto com as areas
de Inspecéo e Registro da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com a
Secretaria de Vigilancia em Saude e Departamento de Assisténcia Farmacéutica da
Secretaria de Ciéncia e Tecnologia e Insumos Estratégicos do Ministério da Saude,
alertam para possivel formacao, por uma dindmica ainda ndo conhecida, de material
particulado visivel em algumas ampolas do medicamento antimoniato de N-
metilglucamina, provenientes de compostos metalicos da formulagdo. No entanto,
nao ha evidéncias de que a formacao deste particulado possa acarretar danos em
seres humanos (Informe SNVS/ANVISA/GFARM, 2007).

O antimoniato de N-metilglucamina é usado por mais de meio século e sua

estrutura e composicdo ainda permanecem indeterminadas. Os dados mais
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importantes sobre a caracterizagdo do antimoniato de N-metilglucamina foram
reportados por Roberts e colaboradores (ROBERTS et al., 1998). Segundo os
autores a razdao molar antiménio:N-metilglucamina é de 1:1,37 e varias espécies
complexas entre o antiménio e N-metilglucamina coexistem em solucao e espécies
de forma geral Sb,NMG,.1 e Sb,NMG,, onde NMG: N-metilglucamina foram
identificadas. Demicheli e colaboradores (DEMICHELI et al., 1999; DEMICHELI, et
al., 2003), em dois trabalhos distintos sintetizaram o antimoniato de N-metilglucamina
e sugerem que o suposto sitio de ligacao do antiménio é através do oxigénio do C-3
da N-metilglucamina. Em um segundo trabalho, os autores obtiveram resultados que
sugerem que moléculas de N-metilglucamina coordenam com Sb em dois diferentes
modos, e sugerem, ainda, ou a existéncia de no minimo dois complexos diferentes
ou a existéncia de um complexo maior em que duas moléculas de N-metilglucamina
sao coordenadas com Sb em uma geometria assimétrica.

A solucdo de antimoniato de N-metilglucamina apresenta variagbes na
osmolaridade e eficacia. Com o tempo ocorre polimerizagdo das moléculas
complexas que contém o antiménio, entretanto, ndo é conhecido se tais polimeros
sao terapeuticamente ativos. O mecanismo de acdo do antimoniato de N-
metilglucamina é pouco conhecido. Ha indicios que o Sb(lll) é substancialmente mais
potente do que o Sb(V) contra promastigotas e amastigotas de pelo menos trés
espécies de Leishmania. Esses resultados reforcam a hipétese de uma conversao
metabdlica intramacrofagica do Sb(V) em Sb(lll), sendo neste caso o Sb(lll) o
elemento tdéxico as leishmanias no estado amastigota (SERENO et al, 1998).
Miekeley e colaboradores (MIEKELEY et al., 2002) observaram a conversao in vivo
do antimoniato de N-metilglucamina para as formas i6nicas Sb(V) e Sb(lll) em
pacientes com leishmaniose tratados com este farmaco. Além disso, observaram
também a bio-reducdo do Sb(V) a sua forma trivalente mais tdéxica. Esse mecanismo
de reducdo intracelular do Sb(V) a sua forma trivalente pode ser ou ndo enzimatico.

Até o presente, a biomolécula capaz de induzir a conversado de Sb(V) a sua
forma mais toxica trivalente e a localizagdo onde essa reacdo ocorre nao foram
identificadas. Glutationa € um tripeptideo, reconhecido como o tiol ndo protéico mais

importante encontrado na maioria das células sendo importante ao sistema de
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defesa interna do corpo funcionando como um potente antioxidante. A glutationa
(GSH, forma reduzida) tem sido investigada para avaliar sua habilidade de promover
a reducao de Sb(V) a Sb(lll) no antimoniato de N-metilglucamina, pois esse
tripeptideo esta ligado a desintoxicacao ligando-se a toxinas como metais pesados e
solventes, transformando-os em uma forma que possa ser excretada pela urina ou
bile. Nos estudos realizados por Frézard e colaboradores (FREZARD et al., 2001), a
reacao entre Sb(V) e GSH é favorecida em pH &acido (pH 5) e a uma temperatura
elevada (37 °C), condicbes estas encontradas dentro de fagolisossomos em que
residem as Leishmanias. Sendo assim, estes dados reforcam a hip6tese de Sb(V)
ser convertido por GSH, ou um composto tiol relacionado, para a forma toxica

trivalente em fagolisossomos de macroéfagos.

1.7. Aspectos toxicologicos e farmacoldgicos

Os efeitos toxicos dos compostos de antimdnio sao similares aos efeitos de
compostos de arsénio. Os compostos trivalentes sdo dez vezes mais toxicos quando
comparados aos compostos pentavalentes. Intoxicacdes letais por antiménio ou seus
compostos sdo raros e os sintomas de envenenamento agudo sdo vomitos, nauseas,
diarréia, desidratacao e efeitos cardiacos (SEILER & SIGEL, 1988).

O antiménio é considerado um elemento clastogénico, mas ndo mutagénico
no seu estado trivalente, sendo esta espécie responsavel pelos efeitos toxicos e sua
meia-vida bioldgica é relativamente curta em mamiferos, embora haja evidéncias que
certas quantidades sao retidas no organismo por um longo periodo de tempo. Ainda
nao foi comprovada carcinogenicidade do antiménio em seres humanos. As poucas
informacdes existentes sobre a toxicidade do antiménio s&o provenientes de
compostos organicos a base de antiménio de uso farmacol6gico (GEBEL, 1997).

Em geral, o antiménio se acumula em 6érgdos vascularizados e tecidos,
principalmente rins e figado, além de possuir alta afinidade pelo bago e sangue. Uma
quantidade expressiva de antimdénio no sangue pode estar relacionada com a grande
afinidade do Sb(lll) pelos eritrécitos.
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O metabolismo do antimbnio esta relacionado com a mudanca de valéncia
apds incorporacao no organismo vivo. No homem, assim como em roedores, apenas
uma pequena quantidade de Sb(V) é reduzida a forma trivalente. Entretanto,
quantidades similares de Sb(lll) sdo oxidados a Sb(V) (GEBEL, 1997).

A excrecdao de antimbnio pentavalente e trivalente em humanos ¢é
preferencialmente via renal. Entretanto, principalmente em roedores, o antiménio é
removido pela bilis. O antiménio pentavalente € excretado mais rapidamente que o
antimoénio trivalente. Mais de 80% do Sb(V) administrado intravenosamente como
estibogluconato é excretado na urina apdés 6-8 h. A cinética de compostos de
antimoénio pentavalente (estibogluconato e antimoniato de N-metilglucamina), apds
injecdo intramuscular, pode ser descrita por um modelo de dois compartimentos e
trés termos farmacocinéticos, representando uma fase inicial de absorgao com tempo
de meia-vida de 0,85 h, seguida de uma fase de eliminacao rapida com tempo de
meia-vida de 2,02 h e, por ultimo, uma fase de eliminagdo com tempo médio de
meia-vida de 76 h (GEBEL, 1997).

1.8. Métodos analiticos para a determinacao de antimonio em

diferentes matrizes

Um numero grande com uma variedade ampla de métodos analiticos para a
determinacdo de antimbénio esta disponivel na literatura, tais como: a
espectrofotometria (RATH et al., 1997; TIWARI et al., 2006), espectrometria de
absorcao atémica (FAN, 2007), voltametria de redissolucao anddica (BOND et al.,
1997; RENEDO & MARTINEZ, 2007), cromatografia de fluido supercritico (LAINTZ et
al., 1992), cromatografia liquida de alta eficiéncia (ZHENG et al, 2001;
LINTSCHINGER et al., 1997), potenciometria (MOSTAFA, 2007), extracao liquido-
liguido em sistema automatizado de analise em fluxo (TRIVELIN et al., 2006),
espectrometria de absorcdo atbmica em forno de grafite com geracao de hidretos
(WIFLADT et al., 1997), polarografia de pulso diferencial (FRANCO et al.,, 1995),

entre outros.
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Muitos métodos permitem apenas a determinagcdo do antiménio em um dos
estados de oxidagdo, sendo o outro determinado indiretamente por diferenga entre o
antiménio total e o previamente determinado. Nesse sentido, as técnicas hifenadas
estdo sendo empregadas no desenvolvimento de metodologias analiticas, entre as
quais se destacam eletroforese capilar com espectrometria de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado (CE-ICP-MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia
com espectrometria de fluorescéncia atémica com geracao de hidretos (HPLC-HG-
AFS) (DE GREGORI et al., 2007) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de absorcdo atbmica e geragdao de hidretos (HPLC-HG-AAS) (DE
GREGORI et al., 2001). A técnica hifenada como cromatografia liquida de alta
eficiéncia com espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado (HPLC-ICP-MS) tem sido aplicada preferencialmente devido ao alto poder
de separacao provido pelo HPLC e a alta seletividade oferecida pelo ICP-MS,
tornando possivel a determinacao de Sb(lll) e Sb(V) simultaneamente (ZHENG et al.,
2001). Apesar dos métodos que empregam as técnicas hifenadas serem promissores
para a especiacao de antiménio, estes métodos sdo pouco vidveis para serem
empregados no controle de qualidade de medicamentos nas industrias, onde se
requer métodos simples, de baixo custo e de elevada frequéncia analitica.

Na determinacdo de Sb(V) pelo método espectrofotométrico tém sido
empregados reagentes cromogénicos como rodamina B (TRIVELIN et al., 2006,
MAREN, 1996), verde brilhante (BURNS et al., 1993) e cristal violeta (HUDAK et al.,
1997). Os métodos baseiam-se na formacdo de um par iGnico entre o corante
catibnico e o anion hexacloroantimoniato (SbClg’), em que o par idnico formado é
extraido para uma fase apolar como benzeno ou tolueno; com posterior
determinacao do croméforo por espectrofotometria na regiao do visivel.

Para a determinacdo direta de Sb(lll) em solucdo aquosa, reagentes
especificos tém sido empregados, como iodeto, molibdato, vermelho de
bromopirogalol e verde de malaquita. O uso de iodeto, molibdato e vermelho de
bromopirogalol na determinacdo de Sb(lll) foi revisada por Rath e colaboradores
(RATH et al., 1997). O procedimento que emprega o iodeto apresenta a vantagem de

determinar simultaneamente o Sb(V), visto que nas condicbes experimentais
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recomendadas o antiménio pentavalente é reduzido ao estado trivalente. Ja o
método que envolve o emprego do molibdato apresenta a desvantagem de formar
um complexo heteropoliacido-Sb(lll) instavel em solucdo aquosa. O método que
emprega o vermelho de bromopirogalol apresenta a vantagem de ser rapido e
simples, com aplicacdo também a determinacao, apos reducéo prévia, de Sb(V). O
método foi aplicado na determinacdo de Sb(lll) e Sb(V) no antimoniato de N-
metilglucamina (RATH et al., 1997).

A especiagdao de antim6nio por meio de técnicas eletroquimicas tem sido
relatada. Na maioria dos eletrodos de trabalho disponiveis, apenas o Sb(lll) é
eletroativo. Portanto, métodos voltamétricos, de modo geral, envolvem a
quantificacdo de Sb(lll) e Sb total (reducao prévia de Sb(V) para Sb(lll), com agentes
redutores).

A voltametria adsortiva de redissolugdo tem sido usada na determinagao de
antimoénio através do acumulo deste, na presenca de diferentes agentes
complexantes, na superficie do eletrodo de merctrio (GONZALEZ et al., 2007;
WAGNER et al,, 1996). Muitos sdo os agentes utilizados na complexacdo com
antiménio, dentre eles estdo o pirogalol (GONZALEZ et al., 2007), vermelho de
pirogalol (GUO et al., 2005), catecol (CAPODAGLIO et al., 1987), trifeniimetano
(BRAININA &TCHERNYSHOVA, 1974), rodamina B (TRIVELIN et al, 2006),
vermelho de bromopirogalol (RATH, et al., 1997) e acido cloranilico (WAGNER et al.,
1996). Os principais agentes complexantes empregados na determinacdo de
antiménio por diferentes métodos estdo apresentados no Quadro 1.3.
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Quadro 1.3. Estrutura quimica dos agentes complexantes empregados na
determinacao de antiménio por diferentes métodos.

Agente complexante Formula estrutural

Pirogalol

Vermelho de Pirogalol

Catecol

Trifenilmetano

Rodamina B

OH
e

Vermelho de Bromopirogalol Br N Br
SO

HO ‘ Cl
Acido Cloranilico
Cl ‘ OH
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Wagner e colaboradores (WAGNER et al., 1996) utilizaram a voltametria
adsortiva de redissolucao para determinar antiménio em ambos estados de oxidacéo,
utilizando como agente complexante o acido cloranilico. Os autores relatam que o
antimoénio trivalente pode ser determinando mediante aplicagdo de um potencial de
deposicao de + 0,1 V em pH 3,0 e o antimbnio pentavalente em um potencial de
deposicao de — 0,5V em pH 1,0.

A importancia da especiagdo do antiménio no farmaco antimoniato de N-
metilglucamina é importante, visto que o efeito terapéutico versus toxicidade esta
intimamente relacionado com o estado de oxidacado do elemento. A contaminagao do
antimoniato de N-metilglucamina por Sb(lll) foi relatada por Franco e colaboradores
(FRANCO et al,, 1995) e Rath e colaboradores (RATH et al., 1997) empregando
diversos métodos como a polarografia de pulso diferencial, espectrometria de
absorcao atdmica, espectrometria de emissdo oOtica com plasma indutivamente
acoplado e espectrofotometria.

Apenas em 2002, a ANVISA incluiu a monografia para o antimoniato de N-
metilglucamina no Fasciculo 4 da Parte Il, da 42 Edicao da Farmacopéia Brasileira.
Nesta monografia, sugere-se o doseamento do antiménio trivalente e pentavalente
por espectrometria de absorgédo atémica com geragéo de hidretos em batelada, com
atomizagcéo em cela de quartzo, sendo que o antiménio pentavalente é previamente
reduzido por uma solucdo redutora de tetraidroborato de sédio (NaBHs) em meio
alcalino (Farmacopéia Brasileira, 2003).

A Tabela 1.1 apresenta um resumo dos diferentes métodos empregados para

a determinacao de antiménio em diferentes matrizes.
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Tabela 1.1. Alguns métodos para a determinacdo de antimdnio, em diferentes matrizes, reportados na literatura no
periodo de 1990 a 2007.

Limite de Quantificacao

Limite de Detec?éo

Matriz Método (LOQ) / mol L (LOD) / mol L Referéncia
Agua de oceano e (@) ) -10 RENEDO & MARTINEZ,
Glucantime® ASV 9,44 107" (Sb(ll)) 2007
\ . (b) ] 6,6 107" (Sb(lll))
Aguas ET-AAS 7,55 10" (Sb total) FAN, 2007
10
Aguas e Glucantime® DPAdSV © - 1,0310° " (Sb(ll) GONZALEZ et al., 2007

9,48 10° (Sb(V))

Algas

HPLC-HG-AFS @

4,1 107 (Sb(lll))
8,210 (Sb(V))

DE GREGORI et al., 2001)

Antimoniato de

_EA © i
meglumina LLE-FA 2.910° (Sb(V)) TRIVELIN et al., 2006
Aguas e ® ] 9
cabelo humano AdSV 1,0 107 (Sb(llN) GUO et al., 2005
~ Aguae (f) ] 1,72 10”7 (Sb(lll))
Acido Fosforico AdSV 4.6 10° (Sb(V)) WAGNER et al., 1996
Aguas de oceano e
cabelo humano DPASVY - 4,110 (Sb(lll)) KHOO & ZHU, 1998

Soro e Urina

Espectrofotometria

4,910 (Sb(1ll))

TIWARI et al., 2006

(@)
(b)
(©
()
(e)
(
(

f)

ASV: Voltametria de redissolugdo anddica.
ET-AAS: Espectrometria de absorg¢édo atdmica com atomizagéo eletrotérmica.
DPAdSV: Voltametria adsortiva de redissolu¢do com pulso diferencial.
HPLC-HG-AFS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de fluorescéncia com geragao de hidreto.
LLE-FA: Extracao liquido-liquido em sistema automatizado de analise em fluxo com detec¢éo espectrofotométrica.

AdSV: Voltametria adsortiva de redissolugéo.
9 DPASV: Voltametria de redissolugdo anddica por pulso diferencial.

20



Muitas vezes, os métodos apresentados na literatura carecem de seletividade
e requerem separacao prévia do antiménio (lll) e (V) para a sua diferenciacao. Ainda,
muitos destes empregam instrumentos sofisticados, reagentes de elevado custo e
nao sao adequados para a analise de rotina. Quanto ao antimoniato de meglumina,
nao existe padrao analitico e ainda permanecem pontos nédo esclarecidos quanto a
eficacia e composicdo do medicamento.

Neste trabalho, um método voltamétrico utilizando a voltametria de onda
quadrada (SWV) foi desenvolvido para a determinacao de antiménio trivalente no
farmaco antimoniato de N-metilglucamina. A SWV foi empregada devido a sua
simplicidade e por ser uma das técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis, além de
nao existirem na literatura métodos que reportem a utilizagdo da SWV na
determinacao do Sb(lll).

Muitos métodos em literatura determinam o antiménio em apenas um dos
estados de oxidacao, sendo o outro determinado indiretamente por diferenca entre o
antiménio total e o previamente determinado. Neste trabalho, para a determinacao
apenas do antiménio pentavalente no farmaco antimoniato de N-metilglucamina, ao
contrario do que é reportado em literatura, foi desenvolvido um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia usando como detector de arranjo de diodos.
Este método foi desenvolvido devido a sua alta aplicabilidade em industrias
farmacéuticas no doseamento de antiménio pentavalente (principio ativo) no farmaco

antimoniato de N-metilglucamina.

1.9. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica voltamétrica de pulso
onde a forma do pico de corrente resultante é proveniente da sobreposicao de pulsos
de potencial de altura a (amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de
largura AEs (incremento de varredura de potenciais) e duracao 2t (periodo). As
medidas de corrente sao feitas no final dos pulsos diretos e reversos e o sinal obtido,
apés derivacdo, é dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando
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excelente sensibilidade e alta rejeicao a correntes capacitivas. O pico voltamétrico
resultante apresenta posicdo, largura e altura caracteristicas do tipo de sistema
redox avaliado (SOUZA et al., 2004).

Os modelos utilizados no estudo de espécies eletroativas utilizando a SWV
foram basicamente desenvolvidos por dois grupos de pesquisas, o grupo de Janet
Osteryoung em Nova York, e o grupo de Milivoj Lovric” na lugoslavia. A utilizacao de
programas computacionais capazes de simular o comportamento quimico para
sistemas reversiveis, quase-reversiveis e irreversiveis, possibilitou a estes dois
grupos desenvolverem toda a teoria da voltametria de onda quadrada, a qual pode
ser utilizada no estudo analitico e na obtencdo de dados relacionados a cinética e
mecanismo de reag¢des quimicas sob as mais variadas condicdes (SOUZA, et al.,
2003).

Dentre as importantes vantagens apresentadas pela SWV podem-se destacar:
(i) auséncia da interferéncia da corrente capacitiva, j& que as medidas de corrente
sao realizadas ao final do degrau de potencial onde a corrente capacitiva ja se tornou
minima, melhorando a resolugédo ds dados experimentais, a sensibilidade analitica e,
ainda possibilitando a realizagdo das analises em altas velocidades de varredura; (ii)
a andlise dos componentes de corrente direta e reversa possibilita a obtengcédo de
dados mecanisticos semelhantes aqueles obtidos por voltametria ciclica, porém com
maior sensibilidade, devido & minimizacdo das correntes capacitivas (SOUZA et al.,
2004).

A Tabela 1.2 apresenta um resumo para o comportamento da corrente de pico
em funcdo da variagdo da freqiéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, para
cada um dos sistemas redox considerados.

Tabela 1.2. Relagdo de corrente de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial (f), de acordo com cada sistema, sendo k a constante de velocidade da
reacao (SOUZA et al., 2003).

Sistema Relacao
Irreversivel lp = Kf
Reversivel lp = k'

Quase-Reversivel N&o linear
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1.10. Validacao de métodos analiticos

O desenvolvimento do método analitico envolve processo de avaliacao que
estime sua eficiéncia na rotina do laboratério. Determinado método € considerado
validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com o0s pré-requisitos
estabelecidos. O objetivo da validacdo consiste em demonstrar que o método
analitico é adequado para o seu propésito. A validagdo do método proposto neste
trabalho foi realizada segundo a Resolugdo n° 899, de 29 de Maio de 2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003). A validacao deve garantir,
por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, a
metodologia sera considerada validada, desde que sejam avaliados parametros
como: especificidade (seletividade), faixa linear, linearidade, sensibilidade, limite de
deteccéo, limite de quantificacao, precisao (intra-ensaio e inter-ensaio) e exatidao.

De acordo com a finalidade, os testes a serem realizados para validacado de
métodos para analise de produtos farmacéuticos sado classificados em quatro
categorias, conforme € apresentado na Quadro1.4.

Quadro 1.4. Classificacao dos testes, segundo sua finalidade (ANVISA, 2003).

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de impurezas
e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos ou matérias-

primas.

1] Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberagao do ativo).

v Testes de identificagao.

Para cada categoria € exigido um conjunto de testes necessarios para a
validagdo do método analitico proposto, conforme apresentado na Quadro 1.5.
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Quadro 1.5. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade (ANVISA, 2003).

R . Categoria ll Categoria | Categoria
Parametro Categoria |
Quantitativo | Ensaio limite ]} v
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Faixa linear Sim Sim * * Nao
L Intra-ensaio Sim Sim N&o Sim N&o
Precisédo
Inter-ensaio ** ** Nao ** Nao
Limite de . ~
3 N&o Néo Sim * Néo
deteccao
Limite de _ B .
L N&o Sim N&o * N&o
quantificagéao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Néao Nao

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** Se houver comprovagao da reprodutibilidade ndo é necesséaria a comprovagao da precisao inter-

ensaio.

A seguir sao descritos os principais parametros de validagdo, segundo a

Resolucdo n° 899, de 29 de Maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003).

1.10.1. Faixa Linear

A faixa linear é definida como a faixa de concentracao onde a sensibilidade do

método pode ser mantida constante. Normalmente é derivado do estudo de

linearidade e depende da aplicagao pretendida do método.
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1.10.2. Linearidade

A linearidade é a capacidade do método de demonstrar que os resultados
obtidos sédo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro
da faixa linear da curva analitica. E recomendado que a linearidade seja determinada
pela analise, de no minimo, cinco concentracées diferentes. Para expressar a
linearidade do método é empregado o coeficiente de correlacao (r) da curva analitica.
O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo é (r) > 0,99.

1.10.3. Sensibilidade

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta varia em
funcdo da variacdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressao linear da curva analitica.

1.10.4. Precisao

O parametro que avalia a proximidade entre as varias medidas efetuadas na
mesma amostra é a precisdo do processo analitico. A precisdo € considerada em

trés niveis:

> Repetibilidade (precisédo intra-ensaio): concordancia entre os resultados dentro
de um curto periodo de tempo com o0 mesmo analista e mesma instrumentacao.

> Precisdo intermediaria (precisdo inter-ensaio): concordancia entre o0s
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, sendo
recomendado um minimo de dois dias diferentes.

> Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre o0s
resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
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geralmente aplicados a padronizagdo de metodologias analiticas (inclusdo de
metodologia em farmacopéias).

Usualmente, é expressa como a estimativa do desvio padrao (s) ou estimativa
do desvio padrao relativo (RSD) ou variancia de diversas medidas. O RSD é dado

pela Equacéao 1.1:

S
RSD% = —5 %100
°” Média (1.1)

1.10.5. Seletividade

A seletividade é a capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito
na presenga de outros componentes da amostra. Para determinar a seletividade de
um método os componentes da matriz, produtos de degradagao e impurezas devem
ser avaliados com a finalidade de verificar a interferéncia ou nao destes com o sinal
analitico. Para analise quantitativa e andlise de impurezas, a seletividade pode ser
determinada pela comparacdao dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou
medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou
excipientes e amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste
nao é afetado por esses materiais.

1.10.6. Limite de deteccao

O limite de deteccao é determinado como a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente
quantificado, sob as condicbes experimentais estabelecidas. A estimativa do limite de
deteccéo pode ser feita conforme € apresentada na Equacao 1.2:
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38,/
LOD = . (1.2)

onde: sy é a estimativa do desvio padrdo da curva analitca e m € o

coeficiente angular da curva analitica.

1.10.7. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicoes
experimentais estabelecidas. Este parametro é determinado, principalmente para
ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e
produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e € expresso como concentracao
do analito na amostra. A estimativa do limite de quantificagdo pode ser feita conforme

€ apresentada na Equacao 1.3:

lOsy,x

m

LOQ = (1.3)

onde: syx é a estimativa do desvio padrdo da curva analitca e m € o

coeficiente angular da curva analitica.

1.10.8. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia. Varias metodologias para a
determinacao da exatidao podem ser empregadas:
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> Farmacos

A exatidao pode ser determinada por aplicar a metodologia analitica proposta
na analise de uma substancia de pureza conhecida (padrdo de referéncia) ou por
comparacao dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda
metodologia bem caracterizada, cuja exatidao tenha sido estabelecida.

> Impurezas

A exatidao pode ser determinada pelo método da adicao de padréao, no qual
sdo adicionadas quantidades conhecidas de impureza e/ou produtos de degradacao
ao medicamento ou ao farmaco ou, entdo, no caso da indisponibilidade de amostras
de certas impurezas e/ou produtos de degradacdo. E aceitdvel comparar os
resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado (metodologia
farmacopéica ou outro procedimento analitico validado).

A exatidao é calculada como a porcentagem de recuperagdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida do intervalo de confianca, conforme

apresenta a Equacéao 1.4:

concentragcdo média exp erimental <100 (1.4)

Exatiddo = —
concentragdo tedrica

1.10.9. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas variagoes dos parametros analiticos, indicando confiangca durante seu

uso normal.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi o desenvolvimento de métodos para a
especiacao de antiménio em farmacos estibiados e caracterizacao do antimoniato de

N-metilglumina.

Os objetivos especificos compreenderam:

Sintetizar o antimoniato de N-metilglucamina com a finalidade de avaliar se ha
conversao do antimdnio pentavalente a sua forma mais téxica (antiménio trivalente)
durante a sintese e, também, se ha contaminagdo da matéria-prima por Sb(lll), e
caracterizar o produto por andlise elementar, espectrometria de absorcdo atémica
por chama e métodos analiticos desenvolvidos e validados (voltametria de onda
quadrada e cromatografia liquida de alta eficiéncia).

Caracterizar as espécies em solucdo no antimoniato de N-metilglumina
através da espectrometria de massas em tandem e verificar a possibilidade de usar a
técnica na especiacao dos compostos de antiménio.

Desenvolver e validar métodos voltamétricos para a determinacdo de
antiménio trivalente por voltametria de onda quadrada e antiménio pentavalente por
voltametria adsortiva com redissolucdo catddica, usando o &cido cloranilico como
agente complexante.

Desenvolver e validar método para a determinacao de antiménio pentavalente

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solucoes

Todos o0s reagentes utilizados nos experimentos foram de grau de pureza
analitica e os solventes organicos de grau HPLC. As solugdes foram preparadas em
agua purificada (18,2 MQ cm) em sistema Milli-Q, modelo Academic (MILLIPORE,
EUA). As fases moveis empregadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia foram

filtradas em filtros de membrana de 0,45 um.

> Solucao estoque de Sb(lll): Uma solucdo de Sb(lll) de concentracao
2,50 102 mol L™ foi preparada a partir da dissolugdo de 1,822 g do 6xido SbOs
(BDH, 99%) em HCI 6,0 mol L' em um baldo volumétrico de 500 mL. As solucdes de
trabalho foram preparadas pela diluicdo adequada da solugéo estoque em HCI 2,0

mol L.

> Solucao estoque de Sb(V): A solucdo estoque de Sb(V) de concentragéao
2,50 102 mol L foi preparada pela dissolugdo de 1,643 g de KSb(OH)s (Sigma,
99%) em agua quente para um baldo volumétrico de 250 mL. As solucbes de
trabalho foram preparadas diariamente pela diluicdo adequada da solucao estoque

em agua.

> Solucao estoque de acido cloranilico (2,5-dicloro-3,6-diidroxi-p-
benzoquinona) (AC): A solucdo estoque de &cido cloranilico (BDH, 98%) de
concentracdo 1,0 102 mol L™ foi preparada a partir da dissolugéo de 1,045 g do acido
em 500 mL de agua. As solugdes de trabalho foram obtidas a partir da diluicao

adequada da solucao estoque em agua.

> Tampao Universal Britton-Robinson (BR): A solugdao de tampédo BR foi
preparada adicionando 2,30 mL de &cido acético (Synth, 99,7%), 2,473 g de acido
bérico (Merck, 99,8%) e 2,30 mL de acido fosférico (Mallinckrodt, 85%) em 1 L de
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agua. Para o ajuste de pH na faixa de 2 a 11 e da forcga ibnica foi utilizado hidréxido
de sédio 0,020 mol L™ e KCI 0,050 mol L, respectivamente (FRUGONI, 1957).

Solucbes estoque dos interferentes avaliados:

> Solucao de N-metilglucamina (NMG): A solugdo estoque de N-
metilglucamina (Sigma, 99%) 0,0512 mol L foi preparada a partir da dissolugéo de
1,00 g da mesma em 100 mL de agua. As solugdes de trabalho foram preparadas

pela diluicdo adequada da solucao estoque em agua.

> Solucao estoque de As(lll): Uma solucdo de As(lll) de concentracao
1,25 102 mol L foi preparada a partir da dissolucdo de 0,2473 g do 6xido AszO3
(Merck, 99,5%) em HCI 6,0 mol L™ em um balao volumétrico de 100 mL. As solugdes
de trabalho foram preparadas pela diluicdo adequada da solugéo estoque em HCI 2,0

mol L.

> Solucao estoque de Pb(ll): Uma solucdo de Pb(Il) de concentragéao 2,5 107
mol L foi preparada a partir da dissolucdo de 0,9473 g do sal Pb(CH3COO)2.H20
(Carlo Erba, 99,5%) em agua em um baldo volumétrico de 100 mL. As solugdes de

trabalho foram preparadas pela diluicdo adequada da solucéo estoque em agua.

> Solucdo aquosa de Bi(lll): Uma solucdo de Bi(lll) de concentragéo 2,5 102
mol L foi preparada a partir da dissolucdo de 0,7883 g do sal BiCl; (Riedel-de-Haén,
98%) em agua em um balao volumétrico de 100 mL. As solugdes de trabalho foram

preparadas pela diluicdo adequada da solucao estoque em agua.

> Solucio estoque de Cd(ll): Uma solucdo de Cd(ll) de concentragdo 2,5 102
mol L foi preparada a partir da dissolugdo de 0,5483 g do sal CdCl,.2H,O (The
Coleman & Bell Co, 98%) em agua em um baldo volumétrico de 100 mL. As solugdes

de trabalho foram preparadas pela diluicdo adequada da solugao estoque em agua.
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> Solucio estoque de Cu(ll): Uma solucdo de Cu(ll) de concentragdo 2,5 10
mol L foi preparada a partir da dissolugéo de 0,604 g do sal Cu(NO3)2.3H20 (Merck,
99,5%) em agua em um baldo volumétrico de 100 mL. As solugdes de trabalho foram

preparadas pela diluicdo adequada da solucao estoque em agua.

3.2. Amostras

As amostras comerciais a base de antimoniato de N-metilglucamina (ANMG)
de diferentes marcas e lotes foram obtidas junto a farmécias de Campinas e por
doacédo do Centro de Referéncia de Doencas Infecciosas e Parasitarias de Sao Luis
do Maranhdo. O antimoniato de N-metilglucamina é um medicamento injetavel
comercializado em ampolas de 5 mL de solucdao aquosa, contendo 1,50 g de
antimoniato de N-metilglucamina. Este valor é equivalente a 81,0 mg de antiménio

pentavalente / mL de solugéo.

3.3. Equipamentos

As medidas voltamétricas foram efetuadas em um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE, Holanda) acoplado a um microcomputador,
operando com o programa computacional GPES, versao 4.0 para aquisicdo de
dados. Os eletrodos foram posicionados no Stand METROHM, modelo 663VA. Como
eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar foram usados o eletrodo de gota pendente
de mercudrio (HMDE) com 0,52 mm? de &rea; eletrodo de Ag/AgCl, KCI 3 mol L™ e
eletrodo de platina, respectivamente.

As analises cromatogréficas foram feitas em um cromatografo a liquido de alta
eficiéncia (Waters, EUA), equipado com sistema de bombeamento binario modelo
1525, detector de arranjo de fotodiodos - DAD - modelo 2996 e injetor manual
modelo 7725 (Rheodyne, EUA) com uma alca de amostragem de 50 ulL. A aquisicao

dos dados foi realizada pelo programa computacional Millenium 4.0 (WATERS,
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EUA). A coluna cromatogréfica utilizada foi XTerra® de fase reversa hibrida (C1g) de
dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 um (WATERS, EUA).

Para as medidas espectrofotométricas foi usado um espectrofotometro UV-
VIS, modelo UV - 1601PC (SHIMADZU, Japao).

As medidas para a determinacao de antiménio total foram realizadas em um
Espectrometro de Absorcao Atdmica por Chama Perkin Elmer (SHELTON, EUA),
modelo AAnalyst 300. Lampada de descarga sem eletrodo (EDL - Electrodeless
Discharge Lamp) Perkin Elmer (SHELTON, EUA) operada a 280 mA; 217,6 nm e
fenda de 0,20 nm. Vazao dos gases para alimentagdo da chama: acetileno (3 L min™)
e ar (10 L min™).

Os espectros de massas para a caracterizacdo dos produtos de sintese e
farmaco comercial do antimoniato de N-metilglucamina foram realizados em um
espectrometro de massas hibrido composto por dois analisadores de massas em
série: quadrupolo (Q) e tempo de véo (time of flight, ToF). A aquisicao de dados foi
realizada mediante o programa computacional MassLynx (WATERS, EUA).

A analise elementar (C,H,N) foi realizada em um analisador elementar modelo
2400CHN Analyzer (PERKIN ELMER, EUA).

Para medidas de pH foi utilizado um pH-metro modelo DM-20 e um eletrodo
de vidro combinado (DIGIMED, Brasil).

Para a desgaseificacdo da fase mével foi utilizado um banho de ultra-som
modelo USC 700 (UNIQUE THORTON, Brasil).

3.4. Métodos
3.4.1. Determinacao de antimoénio (lll) por Voltametria de Onda
Quadrada

A determinacao voltamétrica do Sb(lll) foi realizada por voltametria de onda
quadrada (SWV), usando o eletrodo gota pendente de mercurio (HMDE) como
eletrodo de trabalho e o HCI 2,0 mol L' como eletrdlito suporte. Na técnica de
voltametria de onda quadrada foram avaliados os parametros como: frequéncia de
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aplicacdo dos pulsos de potencial (f) no intervalo de 50 a 350 s™', amplitude de pulsos
(@) no intervalo de 5 a 40 mV e incremento de varredura de potencial (AEs) no
intervalo de 1 a 8 mV.

Apés a otimizacao dos parametros, a determinacao de Sb(lll) no medicamento
antimoniato de N-metilglucamina injetavel foi realizada através do método de adicao
de padrao. Para tanto, foi adicionado a cela voltamétrica 10,0 mL do eletrélito suporte
HCI 2,0 mol L. Apés a remogao do oxigénio, mediante passagem de Nz por 10 min,
foi registrado o voltamograma no intervalo de potencial de -0,05 a -0,30 V. Ao
conteudo da cela foi adicionado a amostra de antimoniato de N-metilglucamina
previamente diluido (para aproximadamente 6,0 10° mol L") e sucessivas aliquotas
de 50 pL da solugdo de antiménio trivalente 2,50 10° mol L™ (faixa linear de 1,25 10°
a 7,50 10° mol L™"). Entre cada adigdo, o oxigénio foi removido borbulhando N por
um periodo de 60 s e o voltamograma registrado.

3.4.1.1. Validacao do método

Uma vez estabelecidas as condicoes 6timas do método analitico proposto
para a determinacdo de Sb(lll), através da voltametria de onda quadrada, foi
elaborado o protocolo de validagdo. Os parametros selecionados para a validagao do
método compreenderam: faixa linear, linearidade, sensibilidade, seletividade,
precisao intra-ensaio e inter-ensaio, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e
exatidao.

Para avaliar a linearidade do método foram construidas curvas analiticas, em
duplicata, para o Sb(lll) usando seis niveis de concentragdo na faixa de 1,25 10™ a
7,5 10° mol L. A curva analitica foi construida da seguinte forma: foi adicionado a
cela voltamétrica 10,0 mL do eletrdlito suporte HCI 2,0 mol L. Apés a remocao do
oxigénio, mediante passagem de Ny por 10 min, foi registrado o voltamograma no
intervalo de potencial de -0,05 a -0,30 V. Em seguida, foram adicionadas sucessivas
aliquotas de 50 uL da solugdo de antiménio trivalente 2,50 10 mol L. Entre cada

adicao, o oxigénio foi removido borbulhando N, por um periodo de 60 s e o
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voltamograma registrado. Para expressar a linearidade do método foi empregado o
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica. Foi avaliado também o grafico de
residuos.

A sensibilidade foi obtida pelo coeficiente angular da reta a partir da regressao
linear da curva analitica.

A precisdo do método foi estudada com respeito a precisao intra-ensaio e a
precisao inter-ensaio. A precisdo intra-ensaio foi avaliada para um nivel de
concentracdo 6,65 10° mol L' pelo método da adicdo de padrio descrito
anteriormente (andlise da amostra do farmaco antimoniato de N-metilglucamina) em
quintuplicata e a precisdo inter-ensaio foi avaliada para o mesmo nivel de
concentracao em trés dias diferentes também pelo método da adicao de padrao.

Para determinar a seletividade do método, foram avaliados como possiveis
interferentes na determinacao de Sb(lll) os seguintes elementos: NMG, Sb(V), As(lIl),
Cu(ll), Cd(l1), Pb(ll) e Bi(lll). A proporcédo molar interferente:Sb(lll) foi mantida em 1:1;
exceto para a NMG onde as concentragbes foram variadas. O estudo foi realizado
em um cela voltamétrica com adicdo de 10 mL de HCI 2,0 mol L. Apés a remocéo
do oxigénio, mediante passagem de N2 por 10 min, foi registrado o voltamograma no
intervalo de potencial de -0,05 a -0,30 V. Em seguida, foi adicionada uma aliquota de
180 pL da solugdo de antiménio trivalente 2,50 10 mol L™, o oxigénio foi removido e
o voltamograma registrado. Sequencialmente foram adicionados um a um dos
interferentes sob estudo na concentragdo de 4,5 10° mol L. Entre cada adigao, o
oxigénio foi removido borbulhando N2 por um periodo de 60 s e o voltamograma
registrado. O estudo com a NMG foi realizado conforme o procedimento acima
descrito, porém com adicdes sucessivas de 100 pL de uma solugéo de NMG 8,0 10°®
mol L' (0 a41,210° mol L™).

O limite de deteccgao (LOD) foi estimado pela seguinte equacéo 3.1:

38,/
LOD = 7 (3.1)

onde: syx é a estimativa do desvio padrdo da curva analitca e m € o

coeficiente angular da curva analitica.
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O limite de quantificacdo (LOQ) foi estimado pela seguinte equagéo 3.2:

IOsy,x

m

LOQ = (3.2)

onde: syx & a estimativa do desvio padrdo da curva analitca e m é o
coeficiente angular da curva analitica.

A exatiddo do método foi avaliada pela através da diferenca obtida na
determinacao de Sb total por FAAS e Sb(V) por HPLC.

3.4.2. Estudo da reacao quimica entre AC e Sb(V) por
espectrofotometria

Para avaliar a reacao de formacao do complexo, em solugdo aquosa, entre AC
e Sb(V) foi usada a espectrofotometria. A reacao foi avaliada em diferentes pH e a
cinética de formagdo do complexo foi avaliada mediante monitoramento da
absorbancia em funcdo do tempo. Ainda, foi estabelecida a estequiometria do
complexo pelo método de Job.

Para o estudo de pH, foram utilizadas solugbes de tampéo BR na faixa de pH
2 a 11. Para cada solucdo de pH foi adicionada uma aliquota de 500 uL de solucéao
de Sb(V) 2,5 10° mol L™ e 125 pL de solugdo de AC 0,010 mol L™ e o volume foi
completado para 25 mL em baldao volumétrico com tampao BR. Sendo assim, foi
mantida constante a relacdo molar Sb(V):AC de 1:1. Portanto, a concentracdo de
ambas as espécies nas diferentes solugdes de pH foram de 5,0 10° mol L™,

Além do tampao BR, foi realizado um estudo posterior, empregando, para
tanto, solucdo aquosa de acido fosférico na faixa de pH 1 a 3. Sendo assim, foi
adicionada uma aliquota de 600 pL de solugdo Sb(V) 2,5 10° mol L™ e 300 pL de
solugdo AC 0,010 mol L™ para um baldo volumétrico de 25 mL com solugdo aquosa
de acido fosférico no intervalo de pH de 1 a 3. O pH das solucdes foi ajustado com

acido fosférico 6,0 mol L. Nestas condi¢des, a razdo molar de Sb(V):AC foi de 1:2,
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correspondendo a concentragdes de 6,0 10° mol L™ de Sb(V) e 1,2 10“ mol L™ de
AC.

Em seqguida, foi avaliada a reacado de formacédo do complexo em solucéo de
HCIO4 0,010 mol L™, monitorando a absorbancia em um comprimento de onda de
310 nm em fungédo do tempo (0,5 a 30 min). Para este estudo, foi adicionado o
agente complexante AC (1,2 10* mol L") e Sb(V) (8,0 10° mol L") em um baldo
volumétrico de 25 mL com HCIO4 0,010 mol L.

A estequiometria do complexo [Sb(V)(AC)] foi avaliada utilizado a
espectrofotometria € o método de Job conhecido também como método das
variagdes continuas (HARRIS, 2003). Para realizar o método de Job, as solu¢des de
Sb(V) e do AC de concentragbes analiticas idénticas foram misturadas de forma que
o volume total e a quantidade de matéria total em cada mistura fossem constantes e
a razao molar variada. Foram preparados onze balées com a adicdo de aliquotas de
solucdes de AC (2,5 10* mol L) e Sb(V) (2,5 10* mol L'") em &agua. As aliquotas
tomadas de AC e Sb(V) para cada respectivo baldo volumétrico estao apresentadas
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Condigdes experimentais para a realizagcdo do método das variagoes

continuas.
Balao Volume de Sb(V) Volume de AC Razao molar Xern*
Volumétrico mL mL AC:Sb(V) Sb(V)
1 1 9 9:1 0,10
2 2 8 4:1 0,20
3 2,5 7,5 3:1 0,250
4 3,35 6,65 1,98:1 0,335
5 4 6 1,5:1 0,4
6 5 5 1:1 0,5
7 6 4 1:1,5 0,6
8 6,65 3,35 1:1,98 0,665
9 7,5 2,5 1:3 0,750
10 8 2 1:4 0,80
11 9 1 1:9 0,90
* Xso(v) € a fragdo molar de Sb(V); quantidade de matéria de Sb(V)

o) = (quantidade de matéria de Sb(V ) + quantidade de matéria de AC)
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3.4.3. Determinacao de antiménio (V) por Voltametria Adsortiva
com Redissolucao Catddica por Onda Quadrada

O estudo do comportamento eletroquimico do complexo [Sb(V)(AC)] foi
realizado utilizando como eletrodo de trabalho o de gota pendente de mercurio e as
voltametrias ciclica (CV) e adsortiva com redissolugdo catédica por onda quadrada
(SWAdSV).

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método foram avaliados os seguintes
parametros: freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos (f) no intervalo de 20 a 280 s,
amplitude (a) no intervalo de 5 a 35 mV, incremento de varredura (AEg) no intervalo
de 1 a 5 mV, potencial de deposicao (Eq) no intervalo de 0 a -0,70 V (vs Ag/AgCl, KCI
3,0 mol L"), tempo de deposicao (tg) no intervalo de 10 a 300 s e tempo de reacgdo da
formacao do complexo, antes de iniciar o processo de deposi¢ao, no intervalo de 0 a
1200 s.

Além dos parametros da técnica SWAdSV, outro parametro avaliado foi a
composicédo do eletrélito suporte: acido sulfarico 0,010 mol L™, &cido cloridrico 0,010
mol L, tampéo fosfato pH 2 e acido perclérico 0,010 mol L', assim como a
concentracao do mesmo: 0,10; 0,010 e 0,0050 mol L.

Para avaliar a influéncia do AC sobre a formacéao do complexo em solucao e o
comportamento eletroquimico do mesmo foi realizado um estudo, no qual foi mantida
constante a concentracdo de Sb(V) 5,0 10®° mol L™ e variado a concentragdo de AC
na faixa de 1,92 10°a 31,1 10° mol L.

Para determinar a faixa linear do método proposto foram construidas curvas
analiticas para o antiménio pentavalente usando sete niveis de concentracdo na
faixa de 6,13 10° a 42,1 10® mol L. A concentracdo de AC foi mantida constante
em 2,0 10“ mol L e o tempo de reacédo entre AC e Sb(V) foi de 5 min. O potencial e
o tempo de deposicao foram de -0,50 V e 30 s, respectivamente. A deposicao foi
realizada sob agitacdo e o tempo de equilibrio foi de 5 s. Os voltamogramas foram
registrados de 0 a -0,60 V, usando a técnica de SWAdSV.

O método desenvolvido foi, entao, aplicado para a quantificacdo de antiménio

pentavalente em medicamentos contendo antimoniato de N-metilglucamina. Assim,
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foi empregado o método de adicdo de padrdo. Para tanto, foi adicionado a célula
voltamétrica 10 mL de eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L. Apés remogdo do
oxigénio, mediante passagem de nitrogénio por 10 min, foi registrada a curva de
corrente vs potencial de 0 a -0,60 V. Ao conteudo da célula foi adicionado 200 uL de
AC 0,010 mol L' sendo, entdo, registrado o voltamograma. Em seguida, foi
adicionada & célula a amostra de ANMG, previamente diluida (1,30 10° mol L), e
aliquotas sucessivas de 50 uL de solucdo de Sb(V) 5,0 10* mol L. Entre cada
adicao, um tempo minimo de 5 min, com passagem de nitrogénio, foi esperado para
que a reagao de complexacgao entre Sb(V) e AC fosse completada.

3.4.4. Desenvolvimento do método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia

Os estudos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando um
detector de arranjo de diodos (DAD) visaram a determinagcdo de Sb(V) através do
complexo [Sb(V)(AC)]. Para tanto, como fase estacionaria, foi utilizada uma coluna
octadecil de fase reversa hibrida XTerra®.

Foram estudados diferentes composicdes da fase moével e modo de eluicao
(isocratico e gradiente). As fases aquosas da fase mével testadas foram: tampao
fosfato 0,010 mol L™, pH 2, solucdo aquosa de Aacido fosférico, pH 2 e solugdo
aquosa de acido perclérico, pH 2; e as fases organicas testadas foram acetonitrila e
metanol.

Um cromatograma caracteristico com a descricdo das medidas que compdem
os calculos dos parametros cromatograficos esta apresentado na Figura 3.1, onde ty
indica o tempo que as moléculas do analito ficam na fase movel; tgr representa o
tempo gasto desde a injecdo do analito no sistema cromatografico até a saida do
ponto maximo do pico referente ao mesmo; W, € a largura da base do pico

cromatografico; Wso € a largura do pico cromatografico a meia altura.
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Figura 3.1. Medidas relacionadas a determinagdao dos parametros cromatograficos:
a) fatores de capacidade e de separacgdo, resolucao e numero de pratos; b) fatores

de assimetria e de alargamento (PASCHOAL, no prelo)

A partir das medidas de ty e tg, € possivel obter o tempo de retencao relativo

(t'r) que representa o tempo que o analito fica na fase estacionaria (Equacao 3.3):

Vr=1g-tu (3.3)

Como critério para selecdo das melhores condicdbes de separacdo do
complexo [Sb(V)(AC)] foram avaliados os seguintes parametros cromatograficos
conforme as respectivas faixas de valores preconizadas como adequadas: fator de
assimetria (As): As < 2, numero de pratos (N): N > 2000 e resolucédo (Rs > 1,5). A
seguir, sao descritas as respectivas equacdes para os parametros cromatograficos
avaliados (COLLINS, et al., 2005).

> O Fator de assimetria (As) mede a simetria e as distorcées frontais ou
posteriores (caudas) de um pico cromatografico, sendo As calculado a 10% da altura

do mesmo (Equacéao 3.4):

(3.4)
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> O numero de pratos (N) determina a eficiéncia de uma coluna, dimensionando
a capacidade de interacdo da sua fase estacionaria com cada um dos componentes
de uma mistura que estejam eluindo através da mesma; é calculada para cada pico
cromatografico a partir do seu tempo de retencao e da largura do pico na linha de

base (W,) ou a meia altura do pico (Wsp) (Equagéo 3.5):

V2 , 2
t t
N = 16# =5,545 [Wij (3.5)

b 50

> A resolucdo (Rs) € um pardmetro de separacdo de dois componentes
consecutivos em um cromatograma, calculada a partir da distancia que separa os
pontos maximos dos picos e da média das larguras de suas respectivas bases, ou

das larguras na meia altura (Equacao 3.6):

t, —t t, —t
R =2 ST W R S ] I - (3.6)
Wy, =W, Wis0), ~ Wisoy,

Maiores valores de resolucdo indicam melhor separacdo. Uma resolugédo de

1,5 indica separagao completa.

O método cromatografico proposto visa a determinacao de Sb(V) usando
como agente complexante o AC. Portanto, para o desenvolvimento do método, a
concentracao de AC foi avaliada, com a finalidade de obter uma concentracdo em
que todo Sb(V) presente fosse complexado. Para tanto, foi realizado um estudo, em
meio de solucdo aquosa de &cido fosforico pH 2, no qual foi variada a concentracao

do agente complexante AC (de 15 até 219 pg mL") sendo mantida constante a

concentragdo de Sb(V) (18,24 ug mL™).
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3.4.4.1. Analise de amostras

Para a quantificacdo do antimbnio pentavalente em amostras de ANMG por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi construida uma curva analitica em seis
niveis de concentracdo na faixa de 3,0 a 18,2 ug mL™'. A concentracdo de AC foi
mantida constante em 150 ug mL™". As amostras do farmaco comercial e produtos de
sintese do ANMG foram diluidas para aproximadamente 8,5 ug mL™" e analisadas em
quintuplicata.

Todas as solugbes das amostras de antimoniato de N-metilglucamina
estudadas foram preparadas em solucdo aquosa de &cido fosférico pH 2 e
analisadas ap6s 30 min nas seguintes condi¢cdes cromatograficas: fase estacionaria
octadecil, fase mével sendo uma solucédo aquosa de acido fosférico pH 2 como fase
aquosa (FA) e metanol como fase organica (FO), a eluicao foi realizada por gradiente
nas condi¢cdes de 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e
35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éao inicial de 12 a 20 min com uma vazao

de 1 mL min™" com detecgdo em 310 nm.

3.4.4.2. Validacao do método

Uma vez estabelecidas as condicoes 6timas do método analitico proposto
para a determinacdo de Sb(V), através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
usando o &cido cloranilico como agente complexante, foi elaborado o protocolo de
validacédo. Os parametros selecionados para a validacao do método compreenderam:
faixa linear, linearidade, sensibilidade, seletividade, precisdo intra-ensaio e inter-
ensaio, limite de detecc¢ao, limite de quantificagéo e exatidao.

Para avaliar a linearidade do método foram construidas curvas analiticas, em
triplicata, para o antiménio pentavalente usando seis niveis de concentracdo na faixa
de 3,0 a 18,2 ug mL™" em solugdo aquosa de acido fosférico pH 2. A concentracdo de
AC foi mantida fixa em 150,0 pg mL™" e o tempo de reacdo quimica entre AC e Sb(V)
foi fixado em 30 min e as condi¢coes experimentais estdo apresentadas no item
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3.4.4.1 (p4dg. 40). Para expressar a linearidade do método foi empregado o
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica. Foi avaliado também o grafico de
residuos.

A sensibilidade foi obtida pelo coeficiente angular da reta a partir da regressao
linear da curva analitica.

A precisdo do método foi estudada com respeito a precisao intra-ensaio e a
precisao inter-ensaio. A precisdo intra-ensaio foi avaliada para um nivel de
concentracdo aproximadamente 8,5 10° pg mL' conforme apresentado no item
3.4.4.1 (andlise da amostra do farmaco antimoniato de N-metilglucamina) em
quintuplicata e a precisdo inter-ensaio foi avaliada para o mesmo nivel de
concentragdo em trés dias diferentes (item 3.4.4.1).

Para determinar a seletividade do método, foram avaliados como possiveis
interferentes na determinacao de Sb(V) os seguintes elementos: Sb(lll), As(lll),
Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll), Bi(lll) e NMG ja que esta esta presente no farmaco comercial
ANMG. Primeiramente foi avaliada a influéncia da NMG na formacao do complexo
[Sb(V)(AC)]. Para tanto, diferentes concentracbes de NMG, compreendendo a faixa
de 0 a117,0 ug mL", foram adicionadas a uma quantidade fixa de Sb(V) (18,24 Hg
mL") e AC (150,0 ug mL™") em solucdo aquosa de &cido fosférico pH 2. Para avaliar
a seletividade do método frente a presenca de Sb(lll), As(lll), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e
Bi(lll) os elementos foram adicionados a uma solugdo de AC 150,0 ug mL™" e Sb(V)
9,12 ug mL" na proporcdo de 10% em relagdo a concentracdo de Sb(V); o que
corresponde a uma concentracdo de 0,912 ug mL™' dos respectivos elementos em
cada solucdo analisada. As analises foram realizadas conforme condicoes
cromatograficas descritas no item 3.4.4.1.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados conforme
anteriormente descritos no item 3.4.7.1 (pag. 33).

A exatiddo do método foi avaliada mediante andlise de amostras de ANMG de
farmacos comercial e obtidas a partir de sintese pelo método cromatografico
desenvolvido e por um método alternativo (absorcdo atémica por chama (FAAS) e
voltametria de onda quadrada (SWV). Lembrando que o método alternativo
determina a quantidade de Sb(V) pela diferenca entre Sb total obtido por FAAS e
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Sb(lll) obtido por SWV. A exatidao foi avaliada para trés amostras de ANMG (duas
comerciais de um mesmo fabricante de lotes diferentes e uma amostra obtida por
sintese). A analise para cada amostra foi realizada em quintuplicata conforme
procedimento descrito no item 3.4.4.1 (pag. 40, HPLC), no item 3.4.1 (pag. 32, SWV)
e item 3.4.5 (pag. 42, FAAS).

3.4.5. Determinacao de antiménio total por Espectrometria de

Absorcao Atomica por Chama

A determinacdo de antiménio total nas amostras de ANMG foi realizada
mediante calibracdo externa por espectrometria de absor¢cdo atbmica por chama
(FAAS). As curvas analiticas para o antimdénio foram obtidas para seis niveis de
concentracdo no intervalo de 5 a 30 mg L' em HCI 0,2% (v/v). As amostras de
ANMG comercial e amostra de sintese foram preparadas pela diluigdo em HCI 0,2%

(v/v). A linha de absorcao atbmica empregada foi de 217,6 nm.

3.5. Sinteses
3.5.1. Antimoniato de N-metilgucamina

A sintese do antimoniato de N-metilglucamina foi realizada conforme literatura
(DEMICHELI et al., 2003) com algumas alteracées. Uma quantidade equivalente a
0,020 mol de N-metilglucamina foi dissolvida em aproximadamente 10 mL de agua e
o pH da solucéo foi ajustado para 7 com &cido cloridrico 2,0 mol L. A solugéo, sob
constante agitagdo, foi aquecida até 60-70 °C quando foi adicionado lentamente
0,0080 mol de KSb(OH)s (antimbnio pentavalente). A reacdo foi conduzida por 2
horas até dissolugdo completa dos reagentes. Apds resfriar, foi adicionado
lentamente 100 mL de acetona gelada. O precipitado formado foi filtrado a vacuo e
estocado em dessecador sob silica gel. O produto foi caracterizado por

espectrometria de massas (item 3.61) e analise elementar.
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3.5.2. Reacao entre o Sb,0; e N-metilglucamina

Em um béquer, 0,0040 mol de Sb.O; (6xido de antimbnio trivalente) foi
dissolvido em 15 mL de &cido cloridrico 6,0 mol L. O pH desta solucéo foi ajustado
para aproximadamente 9 com hidroxido de sédio 3 mol L. A solugéo foi aquecida
até 60-70 °C em chapa de aquecimento. Em seguida, foi adicionado 0,020 mol de N-
metilglucamina previamente dissolvida em aproximadamente 10 mL de agua. O pH
da solucao foi ajustado para 7 com HCI 2 mol L. A reacéo foi conduzida por 2 horas.
Apos esfriar, foi adicionado lentamente 100 mL de acetona gelada. Com esse
procedimento houve a formacdo de um precipitado o qual foi filtrado a vacuo e
guardado em dessecador sob silica gel. O produto foi caracterizado por
espectrometria de massas (item 3.61).

3.6. Caracterizacao dos produtos de sintese
3.6.1. Espectrometria de Massas

A técnica de espectrometria de massas em tandem foi utilizada para a
caracterizagcdo dos antimoniais (farmacos comerciais e produtos das sinteses). A
concentracdo das amostras para a andlise foi de 5,0 ug mL". A amostra foi diluida
em uma solucao metanol/agua (1:1 v/v) e acido férmico 0,1% (v/v). As condicdes
experimentais para as analises foram: electrospray no modo positivo, voltagem do
cone 60 V, temperatura de dessolvatacdo 400 °C, temperatura da fonte 140 °C,
voltagem do capilar 4000 V e energia de colisao 10 V.
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4. Resultados e Discussdo
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Método para a determinacao de antiménio (lll) por Voltametria
de Onda Quadrada

O antiménio trivalente é eletroativo no eletrodo de mercurio e diversos
métodos tém sido reportados ao longo dos anos para a determinacao deste elemento
por polarografia, usando as técnicas de pulso diferencial (FRANCO et al., 1995
REYES-SALAS et al, 2002). No entanto, ndo existem descritos métodos
empregando a voltametria de onda quadrada (SWV) para a determinacdo deste
elemento. Por ser uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e sensiveis
devido a minimizacao da contribuicdo da corrente capacitiva (SOUZA et al., 2004), foi
avaliado, neste trabalho, o uso da SWV para a determinagédo de antiménio trivalente
em amostras de antimoniato de N-metilglucamina. Como eletrdlito suporte foi
escolhido o HCI 2,0 mol L, que foi recomendado por Franco e colaboradores
(FRANCO et al., 1995).

Sendo a SWV uma técnica de pulso, as correntes elétricas sdo medidas ao
final dos pulsos diretos e reversos e o sinal é obtido como uma intensidade da
corrente resultante (SOUZA et al., 2003). A Figura 4.1 apresenta um voltamograma
caracteristico obtido pela técnica de SWV, onde estao representadas as correntes
direta, reversa e resultante. O Sb(lll) apresenta em HCI 2,0 mol L™ um pico de
reducdo em —0,14 V, com caracteristicas de processo reversivel nas condicdes
estudadas.
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Figura 4.1. Voltamograma de onda quadrada para o Sb(lll) 6,25 10° mol L™
Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L; f=200s'; a =25 mV e AEs = 3 mV.

Para o desenvolvimento do método o0s seguintes parametros foram
otimizados: freqiiéncia de aplicacao dos pulsos de potencial, amplitude do pulso de
potencial e incremento de varredura de potencial.

A freqléncia € uma das variaveis mais importantes na voltametria de onda
quadrada, pois ela determina a intensidade dos sinais e também a sensibilidade do
meétodo.

Foi verificado, a partir dos voltamogramas obtidos (Figura 4.2a), um aumento
proporcional no valor da intensidade da corrente de pico para o Sb(lll) em funcdo do
aumento da freqiéncia sem, no entanto, haver um deslocamento do potencial de
pico. A Figura 4.2b mostra que a intensidade de corrente de pico varia linearmente
com a freqiiéncia da onda quadrada, no intervalo de 50 a 200 s, indicando que a
reducao do Sb(lll) no eletrodo de mercurio é um processo controlado por adsorcao.

No entanto, pode ser observado que para freqiiéncias acima de 200 s a
relacéo entre corrente e freqiéncia sofre um desvio da linearidade. Para os estudos
subseqiientes foi selecionada uma freqiiéncia de 200 s, uma vez que com essa
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freqUéncia foi obtida uma relagédo sinal ruido satisfatoria, assim como um perfil de

voltamograma adequado para quantificacao.
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Figura 4.2. (a) Voltamogramas registrados para diferentes freqiéncias da onda
quadrada. (b) Dependéncia da corrente de pico com a freqiiéncia da onda quadrada.
Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L', concentragéo de Sb(lll) 7,50 10° mol L™, a =5 mV,
AEs =1 mV.
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Em seguida, foi avaliada a influéncia da amplitude de pulso da onda quadrada
no intervalo de 5 a 40 mV. Na figura 4.3 estdo apresentados os voltamogramas para
o Sb(lll) em funcao da variagdo da amplitude. Os voltamogramas mostram que para
amplitudes acima de 25 mV, o potencial de pico é deslocado para potenciais menos
negativos além de ocorrer uma deformacédo no pico. Para valores de amplitude
menores que 25 mV, o aumento da intensidade de corrente de pico € linear com a
amplitude (Figura 4.3b). Sendo assim, para estudos subsequentes foi escolhido a
amplitude de 25 mV.
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-3 15 mV
—20mV
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< —30mV
321 35mv
e ——40mV

O T T T T
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E/V vs Ag/AgCl
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Figura 4.3. (a) Voltamogramas registrados em diferentes amplitudes de pulso da
onda quadrada. (b) Dependéncia da corrente de pico com a amplitude de pulso.
Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L™, concentracdo de Sb(lll) 7,50 10° mol L™, f =100 s,
AEs=1mV.
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A Figura 4.4 apresenta voltamogramas para o Sb(lll) obtidos para diferentes

incrementos de varredura.
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Figura 4.4. (a) Voltamogramas registrados em diferentes incrementos de varredura
de potencial da onda quadrada. (b) Dependéncia da corrente de pico com o
incremento de varredura da onda quadrada. Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L™,
concentracdo de Sb(lll) 7,50 10° mol L', f=100s™, a=5mV.
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A velocidade de varredura na voltametria de onda quadrada € o produto da
freqUéncia pelo incremento de varredura. Deste modo, um incremento de varredura
elevado pode aumentar o sinal obtido e, assim, melhorar a sensibilidade do método.
A partir da Figura 4.4 pode ser observado que a intensidade da corrente de pico
aumenta com o aumento do incremento de varredura. Para valores de incrementos
acima de 3 mV a intensidade da corrente de pico n&o sofre um aumento significativo.
Portanto, para os estudos subsequentes foi escolhido um incremento de varredura
de 3 mV.

Em resumo, as condicbes Otimas para a determinacdo de Sb(lll) sao:
freqiiéncia de aplicagdo de pulsos de potencial: 200 s, amplitude de pulso: 25 mV e
incremento de varredura de potencial: 3 mV.

4.1.1. Seletividade: avaliacao do método para a determinacao de
Sb(lll) no antimoniato de N-metilglucamina

Com os parametros do método otimizados, a préxima etapa foi avaliar a
seletividade do método. Para tanto, foram avaliados: NMG, Sb(V), As(lll), Cu(ll),
Cd(ll), Pb(ll) e Bi(lll). A proporcédo do possivel interferente em relacao a Sb(lll) foi
mantida em 1:1, exceto para a NMG onde as concentracdes foram variadas. A NMG
e Sb(V) nao sao eletroativos no eletrodo de mercurio e no dominio de eletroatividade
avaliado e, portanto, ndo afetam a seletividade do método. Além disso, adi¢cbes
sucessivas de NMG na faixa de 0 a 41,2 10° mol L sobre Sb(lll) na célula ndo
afetou significativamente o sinal analitico, conforme pode ser observado na Figura
4.5a. Os ions As(lll), Cu(ll), Cd(ll), Pb(ll) sofrem reducdo em potenciais mais
negativos do que o Sb(lll) nas condi¢cdes experimentais empregadas e, portanto, nao
afetam o sinal analitico do Sb(lll) (Figura 4.5b). O Bi(lll) sofre redugdo em -0,10 V
(Figura 4.5b), ou seja, muito préximo da reducgéo do Sb(lll) (-0,12 V) o que inviabiliza
a determinacdo de Sb(lll) na presenca deste. Em literatura, foram verificadas

contaminagdes do farmaco por arsénio e chumbo (KEPPLER et al., 2001), porém
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nao ha relatos na literatura da presenca de bismuto no farmaco antimoniato de N-

metilglucamina.
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Figura 4.5. (a) Influéncia da concentracdo de NMG na intensidade da corrente de
pico para o Sb(lll). Concentracdo de Sb(lll) 2,75 10° mol L. (b) Voltamogramas para
o antiménio trivalente na presenca dos ions Sb(V), As(lll), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e
Bi(lll) (4,5 10 mol L. Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L, concentracdo de Sb(lll)
4,50 10° mol L', f=200s",a=25mV e AEs=3 mV,
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4.1.2. Parametros de validacao

Depois de estabelecidas as condicdes voltamétricas para a quantificacao de
Sb(lll) por SWV, o0 método desenvolvido foi validado com base na Resolugédo n° 899,
de 29 de Maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003)
para a analise de ANMG (comercial e produto de sintese), mediante avaliagdo dos
seguintes parametros: faixa linear, linearidade, sensibilidade, seletividade, precisao
intra-ensaio e inter-ensaio, limite de deteccao, limite de quantificacao e exatidao.

A faixa linear, linearidade e sensibilidade foram obtidas a partir da curva
analitica que foi construida, em duplicata, para seis niveis de concentracdo, no
intervalo de 1,25 10° a 7,5 10° mol L. A curva analitica obtida, cuja equacido da
reta é -I, = 0,1568 + 0,05217 C, onde |, é a corrente de pico em pA e C é a
concentracdo de Sb(lll) em umol L™, esta apresentada na Figura 4.6a. O grafico de
residuos é fundamental para podermos avaliar o grau de ajuste de um modelo aos
dados I, e concentragéo de Sb(lll) (Figura 4.6b). A linearidade, que é o coeficiente de
correlacdo linear obtido da regressao por minimos quadrados foi de 0,999 e esta de
acordo com o critério recomendado pela ANVISA (r >0,99). Em adi¢céo, o gréafico de
residuos mostra que os desvios estao aleatoriamente distribuidos, o que indica que o

modelo teve um ajuste adequado.
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Figura 4.6. (a) Curva analitica obtida para o Sb(lll) por SWV. (b) Grafico dos
residuos. Eletrélito suporte HCI 2,0 mol L'; f=200s'; a =25 mV e AEs = 3 mV.

A sensibilidade do método é expressa através do coeficiente angular da curva
analitica e o valor esta apresentado na Tabela 4.1.

A seletividade € a capacidade que o método possui de medir exatamente a
concentracdo de um composto na presenca de outros componentes (impurezas,
componentes da matriz e/ou produtos de degradacédo). Neste trabalho foram
avaliados como possiveis interferentes NMG, Sb(V), As(lll), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e
Bi(lll). Foi verificado que os elementos NMG, Sb(V), As(lll), Pb(ll), Cu(ll) e Cd(ll) ndo
interferem na determinacao de Sb(lll). Portanto, o método é seletivo frente a esses
elementos, conforme apresentado e discutido no item 4.7.1 (pag. 50). Porém o
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método ndo € seletivo para uma razdo molar 1Sb(lll):1Bi(lll), pois o elemento Bi(lll)
apresenta um pico de reducado préximo ao pico de reducao do Sb(lll), conforme
apresentado e discutido no item 4.17.1.

A precisdao do método foi avaliada em termos de repetibilidade (precisao intra-
ensaio) e intermedidria (precisdo inter-ensaio) conforme procedimento descrito no
item 3.4.1.1 (pag. 33). A precisdo intra-ensaio foi avaliada para um nivel de
concentracao (andlise da amostra do farmaco comercial) em quintuplicata e a
precisao inter-ensaio foi avaliada para o mesmo nivel de concentracdo em trés dias
diferentes. Todos os resultados foram expressos como a estimativa do desvio padrao
relativo e estdo apresentados na Tabela 4.1. Os valores encontrados para a precisao
foram menores do que 4% e, portanto, estdo de acordo com o preconizado pela
ANVISA (RSD < 5%).

Os limites de deteccao e de quantificacao do método foram calculados a partir
da curva analitica conforme equacédo apresentada no item 3.4.7.1 e os valores
expressos em quantidade de antiménio por volume da amostra do medicamento
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Pardmetros de validacdo do método de determinacdo de antiménio

trivalente em antimoniato de N-metilglucamina usando voltametria de onda quadrada.

Parametros Sh(lil)
Faixa linear do método (mg mL™) 1,5a9,1
Sensibilidade (A/mol L) 0,05217
Linearidade 0,999
Precisio Ntra-Ensaio (n=5, RSD @ o) 4,0
Inter-Ensaio (n=11, RSD @ %) 2,0
Detectabilidade ® (mol L™ 1,6510°
Limite de detecgao do método (LOD, mg mL™) 0,2
Limite de quantificacdo do método (LOQ, mg mL™) 0,7

' RSD: estimativa do desvio padrao relativo.
®)|imite de deteccéo na célula voltamétrica.

A exatiddo do método foi avaliada através da diferenca obtida na
determinacao de Sb total por FAAS e Sb(V) por HPLC. Os resultados estao

apresentados na Tabela 4.2.
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O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo de Sb(lll) no ANMG
(farmaco comercial e produto de sintese). Para tanto, foi empregado o método de
adicao de padrao, conforme descrito no item 3.4.1 (pag. 32) e cada amostra de
antimoniato de N-metilglucamina foi analisada em quintuplicata. As amostras
também foram analisadas por FAAS e HPLC. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Concentragbes de antiménio trivalente obtidas para o antimoniato de N-
metilglucamina pelo método proposto (SWV) e FAAS (antiménio total) e HPLC
(Sb(V)).

Teor médio  (ts/\n) © de Sb(lll Teor médio + (ts/Vn) @ de
Amostras e renca entre( FAA% ) g lefc)@ Sh(lll) por(SWV do
A1 7,5+ 0,4 mg mL™ 7,1+0,4 mgmL"
A2 © 6,0+ 0,6 mg mL" 6,3+ 0,4 mg mL"
A7 " 0,80 + 0,03% (m/m) 0,80 + 0,02% (m/m)

@ Intervalo de confianca (P=0,05); s: estimativa do desvio padrao (n=5).
®) FAAS: Espectrometria de Absorcdo Atdmica por Chama.

© HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

@ SWV: Voltametria de Onda Quadrada.

©) Farmacos Comerciais: valor nominal para Sb(V): 81,0 mg mL™.

O Produto de sintese partindo de Sb(V) e NMG.

o

C

Através do teste t pareado pode ser verificado que ndo existe diferenca
significativa, a um nivel de confiangca de 95%, entre as concentragdes de antimonio
trivalente determinados pelos métodos FAAS e HPLC e o método proposto.

Foi verificado que duas amostras do farmaco comercial analisadas contém
antiménio trivalente como contaminante, corroborando resultados reportados por
Franco e colaboradores (FRANCO et al., 1995) e Rath e colaboradores (RATH et al.,
2003; RATH et al., 1997). Considerando que os farmacos A1 e A2 tem uma
concentracdo de antiménio pentavalente nominal de 81,0 mg mL™, o teor de Sb(lll)
determinado corresponde a aproximadamente 8% do teor de Sb(V). Embora tenha
se verificado também a presenca de Sb(lll) no produto de sintese obtido a partir do
antimoénio pentavalente, essa concentracdo € menor (2,5%) do que aquela
encontrada no produto comercial, 0 que sugere que a maior parte de contaminacao é

a prépria matéria-prima empregada.
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4.2. Métodos para a determinacao de antiménio pentavalente

O antim6nio pentavalente nao é eletroativo no dominio de eletroatividade do
eletrodo de mercurio e, portanto, ndo pode ser determinado diretamente por
voltametria. Uma das possibilidades de realizar a determinagdo de Sb(V) por
voltametria é através da formagcdo de complexos, usando a voltametria adsortiva.
Neste sentido, foi avaliado neste trabalho o uso do &cido cloranilico para a
determinacdo de Sb(V), usando o eletrodo de gota pendente de mercurio e a
técnica de voltametria adsortiva com redissolugdo catddica por onda quadrada.
Além da voltametria, também foi verificado o emprego da cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a determinacdo de Sb(V) através da formagdo do complexo
entre o Sb(V) e o acido cloranilico.

Anterior ao desenvolvimento dos métodos analiticos foi avaliada a reacao
quimica entre o AC e o Sb(V), usando, para tanto, a espectrofotometria.

4.2.1. Estudo da reacao quimica entre AC e Sb(V) por
espectrofotometria

O é&cido cloranilico (AC) é um composto da classe das benzoquinonas e
utilizado como agente complexante para estudos espectrofotométricos (Figura 4.7).

HO Cl

Cl OH

O
Figura 4.7. Estrutura quimica do acido cloranilico.
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O AC reage com o Sb(V) formando um complexo, denominado neste trabalho
sempre como [Sb(V)(AC)] independente da estequiometria envolvida. A reagéo de
formacao do complexo foi avaliada por espectrofotometria.

Em solucdo aquosa de HCIO4 0,010 mol L, o AC apresenta uma absorcédo
maxima em 310 nm. O complexo [Sb(V)(AC)] ndo apresenta banda caracteristica na
faixa de 200 a 800 nm, porém ao adicionar Sb(V) em AC ocorre uma diminuicdo no
valor da absorbancia do AC neste comprimento de onda (Figura 4.8), sendo esta

diminuicao proporcional a concentragdo de Sb(V) presente.
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== = Abs AC com Sb(V)

Absorbéancia
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Figura 4.8. Espectro de absorcdo do AC e do complexo formado entre AC e Sb(V).
Concentragdo de AC 1,2 10* mol L™ e Sb(V) 8,0 10° mol L' em meio de solucido
aquosa de HCIO, 0,010 mol L.

Para avaliar a influéncia do pH sobre a formacédo do complexo [Sb(V)(AC)] foi
empregado o tampao BR na faixa de pH entre 2 a 11. A relagdo molar Sb(V):AC foi
de 1:1, sendo, portanto, a concentragdo de ambas as espécies 5,0 10° mol L. A
Figura 4.9 apresenta os resultados obtidos para a dependéncia do pH na reacéo de
formacao do complexo. Com pode ser observado, a melhor condicdo para a
formacao do complexo [Sb(V)(AC)] € em meio acido. E, como a adicao de Sb(V) na
solucado contendo AC provoca diminuicdo na absorbancia do AC em 310 nm, é

observado também que esta variagdo € maior em pH 2.
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Figura 4.9. Absorbancia do AC, do AC com adicao de Sb(V) e do delta de
absorbancia em fungdo do pH. Concentragéo de AC e Sb(V) 5,0 10° mol L™ em meio

tampao BR na faixa de pH 2 a 11.

Ainda, foram avaliados solugcbes aquosas de acido fosférico pH 1, 2 e 3.
Nestas condicbes, a razao molar de Sb(V):AC foi 1:2, correspondendo a
concentracdes, respectivamente, de 6,0 10° mol L' e 1,2 10 mol L™". Como pode
ser observado na Figura 4.10, a maior diminuigdo da absorbéncia ocorre em pH 2 e
em um comprimento de onda de 310 nm, o que indica que neste meio a reacao entre
AC e Sb(V) é favorecida.
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Figura 4.10. Absorbancia do AC, do AC com adicao de Sb(V) e do delta de
absorbancia em fungdo do pH. A concentracdo de AC e Sb(V) foram,
respectivamente, de 6,0 10° mol L™ e 1,2 10* mol L™ em meio de solugdo aquosa de

acido fosférico.

Em seguida, foi avaliada a reacdo de formacédo do complexo em solucéo de
HCIO, 0,010 mol L', através do monitoramento da absorbancia em um comprimento
de onda de 310 nm em funcéo do tempo (0,5 a 30 min). Foi verificado que a variacao
da absorbéancia atinge um maximo ap6és 5 min de reacao e, apdés esse tempo, se
mantém constante (Figura 4.11), o que indica que o complexo uma vez formado é

estavel por um tempo de, no minimo, 30 min.
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Figura 4.11. Variacao da absorbancia (310 nm) em fungao do tempo. Concentracao
de AC 1,2 10* mol L™ e Sb(V) 8,0 10° mol L'' em meio de solugéo aquosa de HCIO,
0,010 mol L.

Para determinar a estequiometria do complexo foi utilizado a
espectrofotometria e o método de Job (HARRIS, 2003). O procedimento classico
considera a mistura de aliquotas equimolares, no caso de Sb(V) e AC, tal que a
concentracao total de Sb(V) e AC permanecam constantes. De acordo com a Figura
4.12, foi obtido, por extrapolagao tangencial das retas, uma fracdo molar maxima de
0,335 a qual corresponde a uma estequiometria de 1 mol de Sb(V) para 2 mols de
AC. Portanto, os resultados obtidos indicam um complexo de razdao molar de
1Sb(V):2AC.
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Figura 4.12. Influéncia da fracdo molar entre Sb(V) e AC na absorbancia do

Comp|exo formado. Sendo x _ quantidade de matéria de Sb(V')
S (quantidade de matéria de Sb(V) + quantidade de matéria de AC)

4.2.2. Desenvolvimento de método para a determinacao de
antiménio (V) por Voltametria Adsortiva com Redissolucao
Catddica por Onda Quadrada

O antimbnio pentavalente ndo é eletroativo no eletrodo de mercurio, assim
como sob outros materiais eletrodicos (WAGNER et al., 1996). Uma estratégia para
possibilitar a determinacdo de Sb(V) por técnicas voltamétricas € através da
adsorcao de complexos de antimbnio na superficie do eletrodo. Como agentes
complexantes tém sido empregados pirogalol, vermelho de pirogalol, catecol,
trifenilmetano, rodamina B, vermelho de bromopirogalol, acido cloranilico, entre
outros.

Wagner e colaboradores (WAGNER et al.,, 1996) desenvolveram um meétodo
de especiacdo de antiménio em aguas e acido fosférico utilizando voltametria

adsortiva de redissolucao por pulso diferencial e usando como agente complexante o
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acido cloranilico (AC). Neste estudo, os autores concluiram que o Sb(lll) pode ser
determinado em meio de HCI, pH 3,0 usando um potencial de deposi¢éo + 0,1 V,
enquanto o Sb(V) pode ser determinado em meio HCI, pH 1,0 usando um potencial
de deposicao de -0,5 V. No entanto, os autores ndo descreveram as reacdes e 0
processo eletroquimico envolvido. Uma vez que os autores indicam que o método
permite a especiacao de antiménio pelo controle de pH do eletrélito suporte, foi
avaliado se o método poderia ser empregado também na determinagéo de Sb(V) no
antimoniato de N-metilglucamina. Para o desenvolvimento do método foi empregada
a voltametria adsortiva com redissolucao catédica por onda quadrada (SWAdSV).

O comportamento eletroquimico do complexo formado por Sb(V) na presenca
de AC foi avaliado inicialmente por voltametria ciclica. O AC nao apresenta pico
definido em solucédo de HCIO4 0,010 mol L' no dominio de eletroatividade estudado.
Contudo, ao adicionar Sb(V) na célula contendo o AC, aparece um pico catédico em
torno de -0,3 V com caracteristicas de processo irreversivel, uma vez que nao

apresenta pico na varredura reversa, conforme pode ser observado na Figura 4.13.

54 — (a) Acido perclérico
| — (b) Acido cloranilico
4] (c) Complexo [Sb(V)(AC)]
-3
< |
3.
~ -2
-1 _ Cc
1b
LI -

0,0 -02 -04 06 -08 -1,0 -1,2 -1,4
E/V vs AgAgCl

Figura 4.13. Voltamogramas ciclicos obtidos para o AC e complexo [Sb(V)(AC)].
Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™, concentragdo de AC 2,0 10 mol L™ e Sb(V)
4,0 10° mol L, potencial de deposicdo = -0,5 V, tempo de deposicdo = 30 s, tempo
de reacdo igual a 5 min e velocidade de varredura de 150 mV s™.
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Para avaliar a influéncia da composicdo do eletrdlito suporte sobre o
comportamento eletroquimico do complexo foram testados diferentes eletrdlitos:
acido sulfarico 0,010 mol L™, &cido cloridrico 0,010 mol L™, tampao fosfato, pH 2,0 e
acido perclérico 0,010 mol L', assim como a concentracdo do mesmo: 0,10; 0,010 e
0,0050 mol L. A concentragéo foi fixada em 0,010 mol L' (equivale a pH 2) uma vez
que foi verificado por espectrofotometria que essa concentracdo favoreceu a
formagéo do complexo. Dentre os diferentes tipos de eletrolitos suporte analisados, o
acido perclérico 0,010 mol L™ apresentou os melhores resultados, tanto quanto ao

perfil voltamétrico, sem deslocamento do potencial de pico quanto a sensibilidade.

4.2.2.1. Otimizacao dos parametros da SWAdSV

A adsorcao do complexo na superficie do eletrodo depende, dentre outros
fatores, do potencial de deposicao (Eq) € tempo de deposicao (ig).

Foi verificado que a intensidade de pico registrado na varredura catodica
depende do potencial de deposi¢do entre 0 a -0,7 V. No entanto, a intensidade de
corrente atinge um maximo entre -0,3 e -0,6 V (Figura 4.14), o que indica que a carga
na superficie do eletrodo neste intervalo de potencial favoreceu a adsorcdao do
complexo formado em solugdo. Sendo assim, o potencial selecionado para depositar
o complexo [Sb(V)(AC)] na superficie do mercurio foi de -0,5 V.
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Figura 4.14. Influéncia do potencial de deposicao sobre a intensidade de corrente de
pico do complexo [Sb(V)(AC)] por SWASV. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™,
concentracdo de AC 2,0 10 mol L™, Sb(V) 3,57 10° mol L™, f =200 s, a = 15 mV,
AEs =3 mV, t4 = 30 s, tempo de equilibrio = 5 s e tempo de reacao quimica entre AC
e Sb(V) igual a 5 min.

Em relacao ao tempo de deposicao, foi verificado que para uma concentracao
de Sb(V) e AC de 3,6 10° mol L™ e 2,0 10 mol L™, respectivamente, a intensidade
da corrente de pico passou a independer do tempo de deposicao para tempos
maiores que 50 s e menores do que 150 s (Figura 4.15), ou seja, a partir deste tempo
ocorre saturagdo da superficie do eletrodo de mercurio. Para tempos de deposicao
maiores do que 150 s ocorre uma diminuicdo da corrente de pico, o que pode ser
decorrente da formacao de filmes sucessivos do composto sobre a superficie do
eletrodo, dificultando a transferéncia de carga. Portanto, para os estudos

subsequentes foi selecionado um tempo de deposigcéo de 30 s.
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Figura 4.15. Influéncia do tempo de deposicédo sobre a intensidade de corrente de
pico do complexo [Sb(V)(AC)] por SWAdSV. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™
AC 2,0 10* mol L, Sb(V) 3,57 10° mol L, Eg= -0,5 V, f =200 s', a = 15 mV,

AEs = 3 mV, tempo de equilibrio = 5 s e tempo de reacédo quimica entre AC e Sb(V)

igual a 5 min.

Usando um potencial de -0,5 V para a deposicdo foi verificado que a

intensidade da corrente de pico varia linearmente com a freqiéncia de onda

quadrada (processo controlado por adsorcao) e o potencial de pico é deslocado para

potenciais mais negativos (caracteristico de processos irreversiveis) (Figura 4.16).

Portanto, para estudos subseqiientes, a freqiiéncia de 200 s™' foi escolhida devido a

relacdo sinal ruido ser satisfatoria.
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Figura 4.16. (a) Voltamogramas em funcdo da freqiéncia da onda quadrada, (b)
Dependéncia da corrente de pico do complexo [Sb(V)(AC)] com a freqiiéncia da onda
quadrada. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™, concentracdo de AC e Sb(V) de
2,50 10° mol L' e 3,57 10®° mol L', respectivamente, a = 50 mV, AEs = 2 mV,
t4 = 30 s, Eq=-0,5 V, tempo de equilibrio igual 5 s e tempo de reagdo quimica entre
AC e Sb(V) igual a 5 min.
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A Figura 4.17a apresenta os voltamogramas obtidos para a reducdo do
complexo em funcao da variacdo da amplitude de pulso da onda quadrada.

T
1 —5mV
-3,91 ——10mv
i 15 mV
'3’0_ ——20mV
-2,54 25 mV
1 —30 mV
<1 -2,0'_ 35 mV
~. 151
1,01
-0,5
0,0 | Eem— -
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Figura 4.17. (a) Voltamogramas em fungcdo da amplitude de pulso da onda
quadrada, (b) Dependéncia da corrente de pico do complexo [Sb(V)(AC)] com a
amplitude de pulso. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™, concentracdo de AC e
Sb(V) de 2,50 10° mol L' e 3,57 10®° mol L, respectivamente, f = 100 s, AEs = 2
mV, t4 = 30 s, Eq=-0,5 V e tempo de equilibrio igual a 5 s e tempo de reacao quimica
entre AC e Sb(V) para formacao do complexo igual a 5 min.
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Como pode ser observado na Figura 4.17b, valores acima de 15 mV nao
influenciam de maneira significativa na intensidade do sinal e para valores acima
deste ocorre deslocamento para potenciais menos negativo. Desta forma, a
amplitude de 15 mV foi escolhida para os estudos subseqtientes.

Foi verificado, também, que a intensidade do sinal analitico aumenta com o
aumento do incremento de varredura causando um pequeno deslocamento de
potencial de pico para valores mais negativos (Figura 4.18). Portanto, o valor do
incremento de varredura selecionado foi de 3 mV, uma vez que a relacao sinal ruido

e simetria do pico foram satisfatérias nestas condigcdes.
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Figura 4.18. (a) Voltamogramas em fung¢édo do incremento de varredura de potencial
da onda quadrada, (b) Dependéncia da corrente de pico do complexo [Sb(V)(AC)]
com o incremento de varredura de potencial. Eletrélito suporte HCIO, 0,010 mol L™,
concentracdo de AC e Sb(V) de 2,50 10° mol L' e 3,57 10° mol L7,
respectivamente, f = 100 s', a =50 mV, t4 = 30 s, Eq= -0,5 V e tempo de equilibrio

igual a 5 s e tempo de reacao quimica entre AC e Sb(V) igual a 5 min.
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Outro estudo realizado pela técnica SWAdSV foi o tempo de reag&o para a
formacao quantitativa do complexo entre AC e Sb(V). Como pode ser observado na
Figura 4.19, o maximo da formacdo do complexo ocorre a partir de 5 min,
confirmando o resultado obtido por espectrofotometria (item 4.2.7, pag. 56). Uma vez
formado o complexo esse permanece estavel no meio por um periodo de no minimo

20 min, no tempo estudado.
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Figura 4.19. Reacao de formacao do complexo [Sb(V)(AC)] por SWAdSV. Eletrdlito
suporte HCIO4 0,010 mol L', concentracdo de AC 2,5 10* mol L™ e Sb(V) 3,57 10°
mol L7, f =200 s',a=15mV, AEs =3 mV, Eq = -05V, ty = 30 s e tempo de

equilibrio = 5 s.

As condicoes otimizadas para a determinacdo de antimdnio pentavalente
através do complexo formado com AC por SWAdSV foram: eletrélito suporte HCIO4
0,010 mol L™, potencial de deposicdo -0,5 V, tempo de deposicdo 30 s, freqiiéncia
200 s, amplitude 15 mV e incremento de varredura 3 mV. Observando que, antes
de qualquer medida voltamétrica, um tempo de 5 min, com passagem de Ny, foi

esperado para a reacao entre AC e Sb(V) fosse completada.
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4.2.2.2. Influéncia da concentracao de AC no comportamento
eletroquimico do complexo [Sb(V)(AC)]

Para avaliar a influéncia do AC sobre a formacéao do complexo em solucéo e o
comportamento eletroquimico do mesmo foi realizado um estudo, no qual foi mantida
constante a concentragdo de Sb(V) (5,0 10° mol L) e variado a concentracdo de AC
na faixa de 1,92 10° a 31,1 10° mol L. Os resultados obtidos para este estudo
mostram que a intensidade de corrente de pico atinge um maximo para uma
concentracao de AC de aproximadamente 10,0 10° mol L, o que representa uma
relagdo molar de Sb(V):AC de 1:2 (Figura 4.20). Esses resultados confirmam os
anteriormente obtidos na espectrofotometria e no método de Job. No entanto, &
importante observar que quando o AC estd em excesso ocorre uma diminui¢cdo da
corrente de pico, no entanto, sem provocar um deslocamento do potencial de pico, 0
que indica que o AC também adsorve na superficie do eletrodo, competindo com a
superficie ativa do eletrodo.
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Figura 4.20. Influéncia da concentracdo do AC na formagdo do complexo
[Sb(V)(AC)]. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L, concentragdo de Sb(V) 5,0 10°
mol L7, Eq= -0,5 V, t4=30s, f =200 s, a = 15 mV, AE; = 3 mV, e tempo de

equilibrio = 5 s e tempo de reacado quimica entre AC e Sb(V) igual a 5 min.
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4.2.2.3. Dependéncia da corrente de pico em funcao das
concentracoes de Sbh(V) e acido cloranilico

Os resultados anteriormente obtidos confirmam que a estequiometria do
complexo [Sb(V)(AC)] é de 1:2. Sendo assim, para a construgdo da curva analitica é
necessario garantir que para o ultimo nivel de concentracdo de Sb(V) se tenha um
excesso de AC. Por outro lado, como o AC acaba adsorvendo na superficie do
eletrodo, a concentracdao de AC deve ser suficiente para garantir a formacao do
complexo e menor possivel para evitar sua adsor¢do na forma livre no eletrodo. Para
avaliar melhor esse efeito, foram construidas curvas analiticas nas seguintes
condicdes: Sb(V) 6,0 10°a 4,0 10 mol L™ para diferentes concentragées de AC (1,0
10, 2,0 10* e 3 10* mol L. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
4.3.

Tabela 4.3. Resultados obtidos para sensibilidade obtida a partir de curvas analiticas
na faixa de concentracdo de Sb(V) de 6,0 10° a 4,0 10° mol L, empregando

diferentes concentracdes de AC.

Concentracao de AC Faixa linear para a concentracao de Sensibilidade

mol L™ Sb(V) / mol L™ A/ mol L™
1,0 10 6,20 10°a 42,1 10° 0,200
2010* 6,1310%a 42,0 10° 0,127
3,010 6,1010%a41,310° 0,104

Embora, tenha se obtido uma maior sensibilidade para a menor concentracao
do AC, foi verificado que a curva analitica ndo passou pela origem e a faixa linear foi
menor do que a obtida para as demais concentracdes de AC, conforme apresentado
na Figura 4.21. Tendo como compromisso faixa linear e sensibilidade foi selecionada
a concentragao de 2,0 10* mol L™ de AC para construcdo da curva analitica.
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Figura 4.21. Dependéncia da corrente de pico em fungdo das diferentes
concentracdes de 4cido cloranilico. Eletrdlito suporte HCIO4 0,010 mol L7,
concentracdo de Sb(V) na faixa de 6,10 10°® a 42,1 10° mol L', f = 200 s™,
a=15mV, AEs =3 mV, Eq=-0,5V, ty = 30 s e tempo de equilibrio = 5 s e tempo de

reacao quimica entre AC e Sb(V) = 5 min.

Com as condi¢bes estudadas e otimizadas para o método SWAdSV, sendo
estas: eletrdlito suporte HCIO, 0,010 mol L, tempo de reagdo entre AC e Sb(V)
como 5 min, Eg = -05 V, t4=30s, f =200 s',a=15 mV e AEs =3 mV e
concentracdo de AC de 2,0 10“ mol L'; foi construida uma curva analitica, em
triplicata, para 7 niveis de concentragao, no intervalo de 6,13 10® a 42,1 10° mol L.
A curva analitica obtida, cuja equacéo da reta é -l, = 0,07375 + 0,129 C, onde I, é a
corrente de pico em pA e C é a concentracdo de Sb(V) em pmol L7, esta
apresentada na Figura 4.22a. O gréafico de residuos esta apresentado na Figura
4.22b. A linearidade, que € o coeficiente de correlacao linear obtido da regressao por
minimos quadrados é de 0,998 e estd de acordo com o critério recomendado pela
ANVISA (r >0,99). A sensibilidade do método, expresso através do coeficiente

angular da curva, foi de 0,129 A/ mol L.
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Em adigéo, o grafico de residuos mostra que os desvios estdo aleatoriamente

distribuidos, o que indica que o modelo teve um ajuste adequado.
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Figura 4.22. (a) Curva analitica obtida para o Sb(V) por SWAdSV, (b) Grafico dos
residuos. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™, concentragédo de AC 2,0 10 mol L™,
f=200s",a=15mV, AEs=3mV, Eq=-0,5V, tqy= 30 s e tempo de equilibrio =5s e

tempo de reacao quimica entre AC e Sb(V) = 5 min.
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4.2.2.4. Seletividade: avaliacao do método para a determinacao
de Sb(V) no antimoniato de N-metilglucamina

O método desenvolvido para Sb(V) com &cido cloranilico foi entdo avaliado
para ser aplicado na determinacao de Sb(V) no ANMG. A diferenca é que na amostra
do medicamento o Sb(V) se encontra complexado com a NMG. Segundo Roberts e
colaboradores (ROBERTS et al., 1998) coexistem varias espécies de Sb-NMG em
solucdo. Essas espécies, de formula geral Sb,NMG.,1 e Sb,NMG, foram
confirmadas neste trabalho por espectrometria de massas (item 4.2.5.2, pag. 95).
Sendo assim, para que o método voltamétrico desenvolvido possa ser aplicado nesta
matriz € necessario que o Sb(V) forme um complexo mais estavel com o AC do que
com a NMG e que a NMG néo interfira na adsorcdo do complexo eletroativo na
superficie do eletrodo.

Para avaliar o comportamento eletroquimico do complexo [Sb(V)(AC)] na
presenca de NMG foi realizado um estudo no qual foram mantidas constantes a
concentracdo de Sb(V) (4,0 10° mol L") e a de AC (20,0 10° mol L") e a
concentracao de NMG foi variada de 0 a 160 10° mol L7, correspondendo uma
relacdo Sb(V):AC 1:5 e Sb(V):NMG no maximo 1:4. Essa relagdo foi selecionada
uma vez que no medicamento, teoricamente, a relacdo molar entre Sb(V):NMG é de
1:2.

Como pode ser observado na Figura 4.23b, a NMG influéncia o
comportamento eletroquimico do complexo [Sb(V)(AC)], pois a intensidade de
corrente de pico diminui com a adicdo de NMG na célula. Foi verificada uma
diminuicdo do sinal analitico de 55% para uma relacdo molar de Sb(V):NMG de 1:4
que corresponde a uma concentracdo de 160 pmol L' para a NMG. Além disso, é
observado na Figura 4.23a que ha uma possivel formacado de uma segunda espécie
que adsorve na superficie do eletrodo e que apresenta um pico catddico em -0,5 V. A
corrente de pico para este novo composto formado aumenta com a adicdo da NMG.
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Figura 4.23. (a) Voltamograma da variagdo da concentragdo da NMG, (b) Influéncia
da concentracdo de NMG na determinacao de Sb(V) por SWAdSV usando AC como
agente complexante. Eletrélito suporte HCIO4 0,010 mol L™, concentracdo de AC
2,0 10* mol L' e Sb(V) 4,0 10° mol L, f = 200 s', a = 15 mV, AEs = 3 mV,
Eqs=-0,5V, t4 = 30 s e tempo de equilibrio = 5 s e tempo de reagdo quimica entre AC
e Sb(V) = 5 min.
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Além da NMG, o antiménio trivalente também foi avaliado no processo ja que
a presenca deste ion foi verificada no farmaco antimoniato de N-metilglucamina. O
Sb(lll) foi adicionado a solucdo de Sb(V) 1,07 10° mol L' em uma proporgcdo molar
Sb(V):Sb(lll) de 1:0,1; o que corresponde a uma concentracdo de 1,07 10° mol L' do
ion na solucao analisada. Esta proporcao estudada é equivalente a contaminagéo de
10% de Sb(lll) encontrada no antimoniato de N-metilglucamina como descrito por
Franco e colaboradores (FRANCO et al., 1995) e também verificada neste trabalho.

A Figura 4.24 apresenta os resultados obtidos para a andlise do complexo na
presenca de Sb(lll).
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0,0
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Figura 4.24. Voltamograma da influéncia de Sb(lll) na determinacao de antiménio
pentavalente por SWAdSV usando AC como agente complexante. Eletrélito suporte
HCIO4 0,010 mol L™, concentragéo de AC 2,0 10 mol L™ e Sb(V) 1,07 10° mol L e,
Sb(lll) 1,07 10® mol L, f =200 s',a=15mV, AEs=3mV,Eq=-05V,t4=30s e

tempo de equilibrio = 5 s e tempo de reacéo quimica entre AC e Sb(V) = 5 min.

Como pode ser observado na Figura 4.24 a presencga de antiménio trivalente,
em uma concentracao dez vezes menor do que a de Sb(V), aumenta a corrente de
pico do complexo de Sb(V) em 40%. Esses resultados sugerem que o Sb(lll) também

complexa com o AC, neste meio, e que 0 complexo adsorve no mesmo potencial de
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deposicao. Sendo assim, o Sb(lll) é um interferente em potencial e a presenca deste
nao permite alcancar a seletividade requerida para fins quantitativos.

Com base nos resultados obtidos durante a avaliacdo da seletividade do
método, e considerando que a NMG e o Sb(lll) estdo presentes nas amostras do
farmaco em questédo, ndo € viavel aplicar o método voltamétrico para a quantificagao
de Sb(V) diretamente na amostra. A quantificacdo somente pode ser realizada apo6s
um tratamento prévio da amostra, no qual devem ser eliminados os interferentes. A
maneira mais simples seria empregar uma digestdo com acido nitrico/acido
cloridrico. Embora, nestas condi¢gdes, ocorreria a destruicdo da matéria organica e da
NMG, o Sb(lll) seria oxidado para o Sb(V) e a quantificagdo pelo método
desenvolvido seria em base ao antiménio total na amostra. Contudo, a concentracao
de antiménio trivalente pode ser determinada diretamente por métodos voltamétricos
ja que este elemento € eletroativo no eletrodo de mercurio assim como em outros
tipos de eletrodo (GUO et al., 2005). Deste modo, a concentragéo de Sb(V) pode ser
determinada pela diferenca.

No entanto, como uma das propostas era desenvolver um método analitico
para a especiacdo de Sb(V) no ANMG e isso ndo seria viavel pelo procedimento
voltamétrico desenvolvido, foi avaliada a possibilidade de separar os compostos
formados entre as espécies de antimbnio com acido cloranilico e a NMG por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando uma coluna de fase reversa
octadecil. Cabe destacar, que a literatura ndo contempla métodos cromatograficos
que visam a determinacdo de Sb(V) por HPLC. O desenvolvimento do método

cromatografico estéd descrito a seguir.

4.2.3. Desenvolvimento de método para a determinacao de
antimoénio (V) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Uma vez que o AC forma um complexo estavel com o Sb(V) foi avaliada a
possibilidade de empregar esse complexo para a quantificacdo do Sb(V) por HPLC,
usando uma coluna de fase reversa octadecil. Estudos iniciais evidenciaram que é
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possivel promover a separacao do complexo [Sb(V)(AC)] do AC livre nesta fase
estacionaria e que existe uma relagao linear entre a concentracao de Sb(V) e area no
tempo de retencdo do complexo que pode ser empregada para fins quantitativos.
Estudos preliminares foram conduzidos para estabelecer uma composicao de
fase mével que permitisse uma separacao adequada do AC do complexo. Para tanto,
foram avaliadas as seguintes fases moéveis: solugdo aquosa de HzPOs, pH 2 (FA) e
acetonitrila (FO); solugdo aquosa de H3PO4, pH 2 (FA) e metanol (FO); solucao
aquosa de HCIO,, pH 2 (FA) e metanol (FO) e tampao fosfato 0,010 mol L™, pH 2
(FA) e metanol (FO). A eluicao foi realizada por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a
6 min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a propor¢ao
inicial de 12 a 20 min a uma vazdo de 1,0 mL min™. Foram usados como critérios
para a selecdo das melhores condi¢cdes de separacdo do complexo [Sb(V)(AC)] os
parametros de conformidade do sistema cromatografico, dentre eles: fator de
assimetria (As): As < 2, numero de pratos (N): N > 2000 e resolucdo (Rs > 1,5), os

quais estao apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Parametros avaliados para diferentes fases méveis.

, Fator de Numeros de Resolucao
Fase movel Assimetria (As) Pratos (N) Rs
Solugao aquosa de HsPO,, pH 2 1,07 3.84 10° 6,33
e acetonitrila
Solugao aquosa de HCIO4, pH 2 1,09 4.6810° 3.46
e metanol 1
Tampéo fosfato 0,010 mol L, pH 2 1,10 8.40 10 6.56
e metanol
Solucéo aquosa de HzPOyu, pH 2 124 8.80 10° 735
e metanol

Como pode ser observado na Tabela 4.4, as melhores condicbes de
separacado, levando em consideracao os parametros de conformidade do sistema
cromatografico, foram alcancados com uma fase mével composta de solugcao aquosa
de HsPO4, pH 2 e metanol ou tampao fosfato 0,010 mol L™, pH 2 e metanol. Uma vez
gue nao houve muita diferenca entre os resultados obtidos mediante uso destas duas

fases moveis, foi selecionada para os estudos subseqlientes a fase movel composta
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de solugcédo aquosa de H3PO4, pH 2 e metanol. No intuito de prolongar o tempo de
vida da coluna analitica e do sistema cromatogréafico é recomendavel que se evite
usar solucdes tampéo com elevadas concentracdes de sais.

O cromatograma e o respectivo espectro de absorcdo de cada pico
([Sb(V)(AC)] e AC) estao apresentados na Figura 4.25.
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SampleMame C5_5 12ug/mL; Vial 1; Injection 5; Date Acquired 16/05/08 11:16:31
Figura 4.25. Cromatograma e o espectro de absor¢ao para cada pico. Concentracao
de Sb(V) 9,12 pg mL" (7,5 10° mol L") e AC 150 pg mL™" (7,2 10* mol L"). Fase
estacionaria: octadecil. Fase movel: FA (H2O-H3zPO4, pH 2), FO (metanol). Eluigdo
por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35%
FO de 6 a 12 min; voltando a proporcéo inicial de 12 a 20 min. Vazéo de 1 mL min™.

Deteccdo em 310 nm.

Para os estudos subseqiientes para a quantificacdo de Sb(V) através do
complexo [Sb(V)(AC)] foi selecionado o comprimento de onda de 310 nm.
A Figura 4.26 apresenta um grafico em trés dimensdes (area x tempo x

comprimento de onda) para complexo [Sb(V)(AC)] formado entre o0 AC e o Sb(V).

88



0’8 ] \ J/\ AC

N\
N
NN
NN
NN
NMIhaaSaS.
g
400,00 S0
e
\\\\\\\\&\\\\\\\\\\Q

500,050 R
CompleXO ’ \\ \\\\\\\ _
SN S N
[Sb(V)(AC)] \\\\\\\\\\\\\\\\\\ \ N
\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\
N \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
\\\\\\\\\\ . N N
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
nm M\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
10,0 20,0
Minutos

Figura 4.26. Cromatograma em trés dimensdes (3D) para o complexo [Sb(V)(AC)].
Concentracédo de Sb(V) 9,12 pg mL™" (7,5 10° mol L") e AC 150 pg mL™" (7,2 10™* mol
L™). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H.O-HsPO4, pH 2), FO (metanol).
Eluicao por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA
e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporcao inicial de 12 a 20 min. Vazéo de 1 mL

min"'. Deteccdo em 310 nm.
A Figura 4.27 apresenta um cromatograma caracteristico nas condi¢coes

otimizadas (fase mével, modo de eluigdo e detecgcdo em 310 nm) para o AC e para o

complexo [Sb(V)(AC)] formado na reacéo quimica entre AC e Sb(V).
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Figura 4.27. (a) Cromatograma para o AC 150,0 pg mL" (7,2 10* mol L7); (b)
Cromatograma para o complexo [Sb(V)(AC)]. Concentragdo de Sb(V) 9,12 pg mL™
(7,510° mol L") e AC 150 ug mL™ (7,2 10 mol L"). Fase estacionaria: octadecil.
Fase mével: FA (H,O-H3POy4, pH 2), FO (metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e
0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando

a proporcao inicial de 12 a 20 min. Vazao de 1 mL min™". Deteccdo em 310 nm.
A Figura 4.28 apresenta um cromatograma caracteristico nas condi¢coes

otimizadas (fase mével, modo de eluicdo e deteccdo em 310 nm) para as amostras

de sintese do ANMG e do farmaco comercial ANMG.
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Figura 4.28. (a) Cromatograma da amostra de sintese do ANMG e (b)
Cromatograma da amostra do farmaco comercial ANMG. Fase estacionaria:
octadecil. Fase moével: FA (H,O-HsPOy4, pH 2), FO (metanol). Eluicao por gradiente:
100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12
min; voltando & proporcdo inicial de 12 a 20 min. Vazdo de 1 mL min™". Detecgdo em
310 nm.

O complexo [Sb(V)(AC)] apresenta um tempo de retencao (tg) de 4,8 min e 0
AC livre de 9,0 min, nas condi¢des estudadas. Verifica-se que o AC apresenta um
pico largo com cauda nestas condicbes. Uma vez que os dois compostos
apresentam propriedades fisico-quimicas distintas e é necessario respeitar as
condicoes Otimas para formacdo do complexo é dificil encontrar uma condigao
cromatografica étima para os dois compostos. Em pH 2, o AC encontra-se na forma

ionizada o que justifica em parte o formato do pico. Para minimizar essa ionizagao
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seria necessario reduzir o pH da fase movel, o que ndo € recomendado para esse
tipo de fase estacionaria. No entanto, cabe ressaltar que, o Unico inconveniente do
formato ndo adequado do pico do AC é que isso implica em um tempo maior de
analise.

E importante observar que o AC necessita estar em excesso em relacdo a
concentragdo de Sb(V), no minimo por um fator de 2. Para definir a concentragéo
otima de AC foi realizado um estudo no qual foi variada a concentracdo do agente
complexante (de 15 até 219 pg mL") sendo mantida constante a concentragdo de
Sb(V) (18,24 ng mL™). Foi verificado que a partir de uma relagéo de Sb(V):AC de 1:2
nao ocorre mais variagdo da area referente ao complexo [Sb(V)(AC)] (tr = 4,8 min), o
que corrobora os resultados obtidos por espectrofotometria e voltametria (Figura
4.29).

2,6

2,4] m...m

2,2_' --._ - w -

2,04 »m

1,81 -

1,61 -

1,4 .

1,2 ,I

1,04 -

087 .

0,6-_ ]

0,4

0,21

0,0 T T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250
Concentragdo de AC / ug mL"

,010°% u.a.

Area /1

Ve

Figura 4.29. Influéncia da concentracdo de AC na formacdo do complexo.
Concentragdo de Sb(V) 18,24 pg mL™". Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA
(H20-H3POg4, pH 2), FO (metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FOde 0 a6
min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a propor¢ao

inicial de 12 a 20 min. Vaz&do de 1 mL min™'. Detecgdo em 310 nm.
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Deste modo, para manter um excesso de AC na reacdo com o antimdnio
pentavalente e, assim, garantir a formagdo do complexo, foi escolhida uma
concentracdo de AC de 150,0 pg mL™" para todos os estudos subseqiientes.

Estabelecida a concentracdo de AC, um estudo referente ao
acompanhamento da reagcdo de formagdo do complexo foi realizado nas condi¢des
cromatograficas pré-estabelecidas. Sendo assim, foi mantida a concentracdo de AC
em 150,0 pg mL' e Sb(V) em 9,12 pg mL", monitorando a &rea do pico
cromatografico num tempo de 15 a 300 min. Como pode ser observado na Figura
4.30, o complexo é estavel por um tempo de 120 min. Ap6s esse tempo ocorre uma
diminuicdo da area do pico, o que indica a degradacédo do produto. Sendo assim, as
solugdes preparadas precisam ser analisadas até um maximo de 120 min apos
iniciada a reacao.
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Figura 4.30. Acompanhamento da interacdo da reacdo entre Sb(V) e AC.
Concentracdo de Sb(V) 9,12 pg mL™" e AC 150 pg mL ™" Fase estacionaria: octadecil.
Fase moével: FA (H2O-H3PO4, pH 2), FO (metanol). Eluigao por gradiente: 100% FA e
0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando
a proporcéo de inicial de 12 a 20 min. Vazao de 1 mL min™'. Detecgdo em 310 nm.
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4.2.3.1. Seletividade: avaliacao do método para a determinacao
de Sb(V) no antimoniato de N-metilglucamina

Nesta etapa do trabalho, foi avaliada a seletividade do método. Para tanto
foram avaliados como possiveis interferentes a NMG, Sb(lll), As(lll), Pb(ll), Cu(ll),
Cd(ll) e Bi(ll).

O primeiro composto avaliado foi a NMG. Para tanto, diferentes concentracées
de NMG compreendendo a faixa de 0 a 117,0 pg mL" foram adicionadas a uma
quantidade fixa de Sb(V) (18,24 pg mL™") e AC (150,0 ug mL™") de tal forma que a
relacdo maxima fosse de 1:4 (Sb(V):NMG) (Figura 4.31). Essa proporcao entre Sb(V)
e NMG foi selecionada, uma vez que no farmaco, teoricamente a relagdo molar do
Sb(V):NMG é de 1:2 e com a proporcao de 1:4 esta se garantindo um excesso de
NMG. Para esse estudo, cujas condi¢cdes experimentais estdo descritas no item
3.4.4.2 (pag. 40) foi monitorada a area do pico no tempo de retencdo de 4,8 min. A
Figura 4.31 apresenta o perfil dos cromatogramas para este estudo.
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Figura 4.31. Cromatograma mostrando a influéncia da concentracdo de NMG na
formacao do complexo [Sb(V)(AC)]. Concentragdo de Sb(V) 18,24 ug mL™", AC 150
g mL" e NMG 102,5 ug mL™". Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-
HsPOy4, pH 2), FO (metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min;
sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporgéo inicial de
12 a 16 min. Vazao de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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O gréfico da variacdo da area em fungdo da concentracdo de NMG esta
apresentado na Figura 4.32.
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Figura 4.32. Influéncia da concentracdo de NMG na formagcdo do complexo.
Concentracdo de Sb(V) 18,24 pg mL' e AC 150 pg mL’. Fase estacionaria:
octadecil. Fase movel: FA (H,O-HsPOq4, pH 2), FO (metanol). Eluicdo por gradiente:
100 % FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65 % FA e 35 % FO de 6 a 12
min; voltando & proporg&o inicial de 12 a 20 min. Vazdo de 1 mL min™. Detecgdo em
310 nm.

Conforme pode ser observado na Figura 4.32, a concentracdo de NMG néao
interfere na formacdo do complexo [Sb(V)(AC)], pois na faixa de concentracao
estudada a area do pico do complexo variou apenas 2% em torno do valor médio
com a presenca da NMG.

Além da NMG, outros elementos como Sb(lll), As(lIl), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e
Bi(lll) foram avaliados. Estes elementos foram adicionados a uma solugcdo de AC
150,0 pg mL ™" e Sb(V) 9,12 pg mL™" na proporgéo de 10% em relagdo a concentragdo
de Sb(V); o que corresponde a uma concentracdo de 0,912 ug mL™" dos respectivos
elementos em cada solugdo analisada. Os resultados obtidos mostram que ndo ha
interferéncia significativa destes elementos na determinacdo de antiménio
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pentavalente pelo método proposto em uma proporcdo de 10%, ja que as areas
correspondentes a cada adicdo dos elementos em estudo ndo variou dentro de um
intervalo de 5% da média correspondente a area do pico do complexo [Sb(V)(AC)].

O perfil dos cromatogramas individuais de cada elemento analisado como
possivel interferente - Sb(lll), As(lll), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e Bi(lll) -, além do
cromatograma do Sb(V) estdo apresentados no Anexo A.

O antiménio trivalente por ser um contaminante indesejado no farmaco
antimoniato de N-metilglucamina também foi avaliado na proporcdo molar
Sb(V):Sb(lll) em 1:1, sendo assim, a concentragdao de AC foi de 150,0 ug mL" e a
concentracdo de Sb (lll) e (V) foi mantida em 9,12 pg mL™". Os resultados obtidos
apresentados na Figura 4.33 mostraram que a area do pico do complexo [Sb(V)(AC)]
na presenga de Sb(lll) (1598319 u.a.) nao diminuiu significativamente com relagdo a
area correspondente apenas ao complexo [Sb(V)(AC)] (1613352 u.a.). Portanto, a
presenca de Sb(lll) em uma razdo molar de 1:1 com Sb(V) n&o interfere na
determinacao de Sb(V) por HPLC usando o acido cloranilico como agente

complexante.
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Figura 4.33. Cromatograma do Sb(V) na presengca do ion Sb(lll) (relagao
Sb(V):Sb(lll) em 1:1, sendo a concentracdo de Sb (lll) e (V) 9,12 ug mL™ e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPO4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporgéo inicial de 12 a 20 min.
Vazédo de 1 mL min™. Detecgdo em 310 nm.

4.2.3.2. Parametros de validacao

Depois de estabelecidas as condigdes cromatograficas para a quantificacao
de Sb(V) mediante o complexo [Sb(V)(AC)] por HPLC, o método desenvolvido foi
validado mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa linear, linearidade,
sensibilidade, seletividade, precisao intra-ensaio e inter-ensaio, limite de deteccao,
limite de quantificagdo e exatidao.

A faixa linear, linearidade e sensibilidade foram obtidas a partir da curva
analitica que foi construida, em triplicata, para seis niveis de concentracdo, no
intervalo de 3,0 10 a 18,2 10 ug mL™. A curva analitica, cuja equacdo da reta é
Area = 77470 + 195200 C, onde C é a concentracdo de Sb(V) em pg mL™" esta

apresentada na Figura 4.34a e o respectivo gréafico de residuos na Figura 4.34b.
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Figura 4.34. (a) Curva analitica obtida para o Sb(V) por HPLC. (b) Grafico dos
residuos. Concentragdo de AC 150,0 pg mL'. Fase estacionaria: octadecil. Fase
mével: FA (H2O-H3POg4, pH 2), FO (metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0%
FO de 0 a 6 min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a
proporgao inicial de 12 a 20 min. Vazdo de 1 mL min™". Detecgdo em 310 nm.

A linearidade, que é o coeficiente de correlacao linear obtido da regressao por
minimos quadrados é de 0,993 e estd de acordo com o critério recomendado pela
ANVISA (r >0,99). Em adigéo, o grafico de residuos mostra que os desvios estao

aleatoriamente distribuidos, o que indica que o modelo teve um ajuste adequado.
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A sensibilidade do método é expressa através do coeficiente angular da curva
e o valor esta apresentado na Tabela 4.5.

A seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto na presencga de outros componentes (impurezas, componentes da matriz
e/ou produtos de degradacao). Neste trabalho foram avaliados como possiveis
interferentes NMG, Sb(lll), As(lIl), Pb(ll), Cu(ll), Cd(ll) e Bi(lll). Foi verificado que
nenhum dos elementos originou um composto na presenca de AC que eluisse
préximo ao tempo de retencdo do complexo [Sb(V)(AC)] ou mesmo no tempo de
analise da corrida cromatografica (20 min) (Anexo A). Portanto, 0 método é seletivo
frente a esses elementos, conforme apresentado discutido no item 4.2.3.1 (pag. 86).

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade (preciséo intra-
ensaio) e intermediaria (precisao inter-ensaio) conforme procedimento descrito no
item 3.4.4.2 (pag. 40). A precisdo intra-ensaio foi avaliada para um nivel de
concentragcdo (analise da amostra do farmaco) em quintuplicata e a preciséao inter-
ensaio foi avaliada para o mesmo nivel de concentracdo em trés dias diferentes.
Todos os resultados foram expressos como a estimativa do desvio padrao relativo e
estdo apresentados na Tabela 4.5. Os valores encontrados para a precisdo do
método foram menores do que 4% e, portanto, estdo de acordo com o preconizado
pela ANVISA (RSD < 5%).

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método foram calculados de
acordo com as equagdes 3.1 e 3.2, respectivamente. Os valores estimados estao
apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Parametros de validagdo do método de determinacao de antiménio
pentavalente em antimoniato de N-metilglucamina usando acido cloranilico como

agente complexante por HPLC.

Parametros Sh(V)
Faixa linear do método (mg mL™) 30 a 182
Sensibilidade (u.a./ug mL™) 195200
Linearidade 0,993
Precisio Intra-Ensaio (n=5, RSD @ %) 4,0
Inter-Ensaio (n=11, RSD @ %) 2,0
Detectabilidade® (ug mL™) 0,9
Limite de detecgdo do método(LOD, mg mL™) 9
Limite de quantificacdo do método (LOQ, mg mL™) 30
Amostra A1 100+ 5
Exatidao (%) Amostra A2 100+ 2
Amostra A7 100+ 3

' RSD: estimativa do desvio padrao relativo.
®) | imite de deteccdo do instrumento.

Cabe destacar que nao existe disponivel um padrao de identidade e qualidade
do medicamento, bem como material de referéncia adequado. O método oficial da 42
Edicdo da Farmacopéia Brasileira sugere o doseamento do antiménio trivalente e
pentavalente por espectrometria de absor¢do atébmica com geracdo de hidretos em
batelada, com atomizacao em cela de quartzo, sendo que o antiménio pentavalente é
previamente reduzido por uma solucao redutora de tetraidroborato de s6dio em meio
alcalino (Farmacopéia Brasileira, 2003). Esse método ndo foi empregado neste
trabalho, uma vez que né&o se tinha disponivel as condicées experimentais para isso.

A exatidao foi, entdo, avaliada mediante comparacgao de resultados obtidos na
analise de medicamentos pelo método proposto com os obtidos por FAAS e SWV.
Cabe destacar, que mediante o emprego do FAAS apenas foi possivel a
determinacdo de antimbénio total e, portanto, a SWV foi empregada para
determinacao de Sb(lll). Lembrando que o Sb(V) ndo é eletroativo no eletrodo de
mercurio. A diferenca entre o antiménio total e o Sb(lll) forneceu o valor do Sb(V)
presente nas amostras de ANMG do farmaco comercial e produto de sintese e,
foram utilizadas na validagcdo do método cromatografico proposto. A exatiddo foi

avaliada para trés amostras do farmaco (duas comerciais de um mesmo fabricante
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de lotes diferentes e uma amostra obtida por sintese). Cada analise foi realizada em
quintuplicata conforme procedimento descrito no item 3.4.4.1 (pag. 40) e os
resultados estdo apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Concentragdes de antiménio pentavalente obtidas para o antimoniato de
N-metilglucamina pelo método proposto (HPLC usando o acido cloranilico como
agente complexante) e FAAS (antiménio total) e SWV (Sb(lll)).

s g (@ — 2
Amostra _1€or médio = (ts/\n) © de Sb(V)  Teor médio = (ts/Vn) © de Sh(V)

Diferenca entre FAAS ® e SWV © HPLC @
A1 © 78 +0,4 mg mL" 78 +4 mgmL"
A2 © 72 +0,6 mg mL" 72 +1mgmL"
A7 0 24 +0,2% (m/m) 24 +0,4% (m/m)

® Intervalo de confianga (P=0,05); s: estimativa do desvio padrdo (n=>5).
®) FAAS: Espectrometria de Absorcdo Atémica por Chama.

© SWV: Voltametria de Onda Quadrada.

@ HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

) Farmacos Comerciais: valor nominal para Sb(V): 81,0 mg mL™.

“ Produto de sintese partindo de Sb(V) e NMG

Através do teste t pareado pode ser verificado que ndo existe diferenca
significativa, a um nivel de confianga de 95%, entre as concentracdes de antimdénio

pentavalente determinados pelos métodos FAAS e SWV e o método proposto.

4.2.4. Sintese do Antimoniato de N-metilglucamina

O antimoniato de N-metilglucamina tem sido empregado ha mais de 60 anos
no tratamento de leishmaniose. O farmaco ndo possui estrutura definida, assim como
seu mecanismo de acdo ainda nao foi completamente elucidado. Estudos indicam
que ocorre a bio-reducao do Sb(V) para a sua forma trivalente. Durante muitos anos
verificamos em trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa que o medicamento
usado no tratamento da leishmaniose no Brasil apresenta contaminacéo por Sb(lll).
O antiménio trivalente foi usado no passado para o tratamento da leishmaniose e,
portanto, ndo existe duvida que também esse elemento € ativo contra as leishmanias

in vivo. O fato é que o Sb(lll) é cerca de dez vezes mais toxico que o Sb (V). Sendo
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assim, o Sb(lll) € um contaminante indesejavel nesse medicamento. Neste sentido
para possibilitar a obteng&o do antimoniato de meglumina sem a presencga de Sb(lll)
€ importante esclarecer como ocorre a contaminacao no mesmo. Duas hipbteses
podem ser assumidas: contaminacdo da matéria prima empregada na sintese ou
conversao do Sb(V) para Sb(lll) no meio reacional. Para avaliar essas hipbteses faz-
se necessario que métodos analiticos sejam desenvolvidos que permitam a
especiacao do antiménio. Verificamos em trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa (dados nédo publicados) que a espectrometria de massas em tandem pode
fornecer informacgdes a respeito do estado de oxidacdo do antimdénio nos diferentes
complexos que co-existem em solugéo.

Inicialmente a sintese do antimoniato de N-metilglucamina foi conduzida
conforme procedimento descrito por Demicheli e colaboradores (DEMICHELI et al.,
2003). Porém, algumas modificagdes nesta rota de sintese foram introduzidas, como
a quantidade de reagentes utilizados, a ordem de adi¢cao dos reagentes, temperatura
e tempo de reacao.

Empregando as condi¢cdes de sintese descritas no item 3.5.1. foi possivel a
obtencado de um precipitado branco, solivel em agua e insolivel em alcool etilico e
acetona. O produto foi caracterizado por andlise elementar e espectrometria de
massas em tandem e os espectros e resultados comparados com aqueles obtidos
para um farmaco comercial.

Em uma nova sintese o Sb(V) foi substituido pelo Sb(lll) com a finalidade de
caracterizar o produto que se forma nesta reacao e avaliar se é este composto o
contaminante verificado na sintese do antimoniato de N-metilglucamina obtido a
partir do Sb(V). Empregando as condigdes descritas no item 3.5.2. foi possivel obter
um precipitado branco amorfo, solivel em agua e insoluvel em acetona. O produto foi

caracterizado por espectrometria de massas em tandem.
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4.2.5. Caracterizacao
4.2.5.1. Analise Elementar

A sintese realizada conforme item 3.5.1. foi analisada por andlise elementar
(CHN), sendo o antiménio total determinado por absorcado atémica e o oxigénio pela
diferenca. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Resultados obtidos para a andlise elementar do produto de sintese do

antimoniato de N-metilglucamina.

Amostra C (%) H (%) N (%) Sb (%) O (%)

A7 25,87 5,59 4,04 24,43 40,07

Dados da literatura (ROBERTS et al., 1998) comprovam por espectrometria de
massas que diversas formas complexas do antimdénio-N-metilglucamina coexistem
em solugédo, assim como os dados apresentados no item 4.2.5.2 deste trabalho.
Sendo assim, nao € possivel definir uma estrutura Unica para o composto. No
entanto, os resultados obtidos estdo muito préximos daqueles relatados na literatura
(DEMICHELI et al., 1999). Os resultados encontrados por Demicheli e colaboradores
para a analise elementar (CHN) e absorcédo atdbmica (Sb) para o produto de sintese
foi: C 20,45%, H 5,57%, N 3,56% e Sb 28,9%, sendo que o oxigénio nao foi

calculado pelos autores.

4.2.5.2. Espectrometria de Massas

Dados mais recentes sobre a caracterizacdo do antimoniato de N-
metilglucamina por espectroscopia de massa sugerem que o antimoniato de N-
metilglucamina é uma mistura de complexos do antiménio(V)-N-metilglucamina
(ROBERTS et al., 1998).

Os espectros de massa obtidos usando ionizagao por electrospray (ESI-MS)

mostraram um grande numero de espécies ionizadas, tanto no antimoniato de N-
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metilglucamina comercial como aquele obtido por sintese. Os espectros obtidos para
amostras comerciais estdo apresentados nas Figuras 4.35A, 4.35B, 4.36C, 4.36D e
4.37E. O espectro referente ao produto obtido na sintese partindo de KSb(OH)s esta
apresentado na Figura 4.37F. Em solucéo, as macromoléculas que contém antimdnio
séo identificadas pelo seu padrdo isotopico, sendo a propor¢cdo de 57:43, para os
isétopos de massa 121 e 123, respectivamente. As espécies determinadas por ESI-
MS estédo de acordo com outros resultados reportados na literatura (ROBERTS et al.,
1998). A técnica mais indicada para amostras oligoméricas é a ionizacdo por
eletrospray e posterior fragmentacao individual das espécies pela técnica MS-MS, a

fim de elucidar a estrutura das mesmas.
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Figura 4.35. A) Espectro de massas do farmaco comercial ANMG (A1); B) espectro
de massas do farmaco comercial ANMG (A2). Electrospray no modo positivo,

voltagem do cone 60 V, temperatura de desolvatacdo 400 °C, temperatura da fonte

140 °C, voltagem do capilar 4000 V e energia de colisdo de 10 V.
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Figura 4.36. C) Espectro de massas do farmaco comercial ANMG (A3); D) espectro
de massas do farmaco comercial ANMG (A4). Electrospray no modo positivo,

voltagem do cone 60 V, temperatura de desolvatacdo 400 °C, temperatura da fonte

140 °C, voltagem do capilar 4000 V e energia de colisdo de 10 V.
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Figura 4.37. E) Espectro de massas do farmaco comercial ANMG (A6); F) espectro
de massas do produto de sintese (A7). Electrospray no modo positivo, voltagem do
cone 60 V, temperatura de desolvatacdo 400 °C, temperatura da fonte 140 °C,

voltagem do capilar 4000 V e energia de colisdo de 10 V.
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O ion de maior intensidade observado em todas as amostras analisadas € o
de m/z 196 que corresponde a N-metilglucamina protonada e, portanto, sem a
presenca de antiménio.

Foram observados varios oligbmeros em solucdo, o que confirma que o
antimoniato de N-metilglucamina consiste de uma mistura de componentes com a
formula geral de Sb,NMG,1 e Sb,NMG,. Comparando-se os espectros do produto
obtido por sintese e dos medicamentos comerciais, verifica-se que, 0s ions primarios
sao 0s mesmos, porém com intensidades diferentes.

Segundo Roberts e colaboradores (ROBERTS et al.,, 1998), o antimbnio se
liga através de quatro grupos hidroxilas de duas moléculas NMG (C-2 e C-3 de uma
molécula NMG e C-4 e C-5 da outra molécula NMG).

A Tabela 4.8 apresenta os valores das intensidades relativas de cada ion

encontrado nas amostras.

Tabela 4.8. fons identificados e intensidade relativa dos mesmos para as amostras

de antimoniato de N-metilglucamina por espectrometria de massas.

Intensidade Relativa m/z (%)

Amostras 196 314 434 507 820
C;H150sN® _[(SbC;H1505N)] [Sho(C/H1205N)] [Sb(C1aH30010N5)]  [Sha(Ca1Hap015Ns)]
A1®@ 100 10,1 5,4 5,4 -
A2® 100 40 23 22 1,5
A3® 100 20 8 6,3 -
A4® 100 95 14,5 67 3
A6® 100 92 35 30 2,3
A7®) 100 52 9,6 25,2 0,74

a

® Amostra do farmaco Comercial.
®) Amostra do produto de Sintese partindo de KSb(OH)s.
© N-metilglucamina protonada.

O espectro MS-MS do ion de m/z 820 mostra que este se fragmenta nos ions
m/z 627 e 434 (Figura 4.38C). Neste processo ocorre a perda de um fragmento de
massa 193 uma. O fragmento principal do ion m/z 507 é a espécie m/z 314, o que

corresponde a uma perda de m/z 193 uma (Figura 4.38 A e B).

108



A: A4 16-Jan-2008 11:40:20

Farmaco Comercial - MSMS 507 100 (1.853) Cm (100:118) TOF MSMS 507.00ES+
100 507.1370 360
314.0368
LIRS
296.0070

209.9668 348.0320 489.1242
u
Tt

Otk + } }

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

B: A7 16-Jan-2008 15:48:52
SINTESE 6 - MSMS 507 192 (3.555) Cm (167:192) TOF MSMS 507.00ES+
507.1267
100, 314.0143 170
LIS
296.0039
176.0938 2009595 234.9382 281.9817 l ‘ 348.0043 489'1054
Ol pptret el e e e e o A eyt oA Bepsey e
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
C: Ad 16-Jan-2008 11:55:07
Farmaco Comercial - MSMS 820 124 (2.294) Cm (124:144) TOF MSMS 820.00ES+
100 433.9316 125
820.1522
e 627.0454
581.9555
’ ” 451.9347 500.1755 J 609.0486 802.1921
04 bt 7 b . b Lo

L il
FrHTE e LA ER R A Ly R ARy L LA A AR L

Tk TR AALALaRLALAR LR LY L
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620

640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860

Figura 4.38. A) Espectro MS-MS do ion m/z 507 do farmaco comercial ANMG (A4);
B) espectro MS-MS do ion m/z 507 do produto de sintese (A7) e C) espectro MS-MS
do ion m/z 820 do farmaco comercial ANMG (A4). Electrospray no modo positivo,
voltagem do cone 60 V, temperatura de desolvatacdo 400 °C, temperatura da fonte
140 °C, voltagem do capilar 4000 V e energia de colisdo de 20 V, sendo que para o
item C a energia de colisdo foi de 30 V.

Para que o ion m/z 314 seja estavel eletronicamente, tem que ocorrer uma
reducdo do antiménio, conforme mostra a Figura 4.39, caso contrario o antiménio
teria que suportar duas cargas negativas, tendo em vista que ndo existem contra

fons no ambiente de analise.
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Figura 4.39. Proposta para as estruturas dos ions m/z 507 e 314, com perda de um

fragmento de m/z de 1983.

Sendo assim, o ion m/z 314 que aparece nos espectros de massa das
amostras de ANMG analisadas sugere que as amostras contém antiménio trivalente
e, portanto, esse ion pode ser empregado para fins de identificacdo da presenca do
contaminante.

Analisando o espectro de massas do produto obtido da reagao entre Sb,O;
(antiménio trivalente) e NMG (Figura 4.40), pode ser observada a formacao de varias
espécies. Pode ser observado também que hd uma perda de um fragmento
correspondente a m/z 58 de uma forma para outra. Além disso, ndo ha a presenga
dos ions caracteristicos do farmaco comercial antimoniato de N-metilglucamina,

somente aparece um ion de m/z 314 semelhante ao do farmaco comercial.
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Figura 4.40. Espectro de massas do produto da reacédo entre Sb,O3 e NMG (A8).
Electrospray no modo positivo, voltagem do cone 60 V, temperatura de desolvatacao
300 °C, temperatura da fonte 120 °C, voltagem do capilar 3500 V e energia de

colisdode 5 V.

Um espectro MS-MS foi realizado para verificar se o ion m/z 314 presente no
espectro de massa do produto de sintese obtido a partir do antiménio trivalente com
NMG é o mesmo composto do que aquele verificado no espectro de massas do
ANMG comercial ou obtido a partir da sintese do antiménio pentavalente com NMG.
A Figura 4.41 apresenta os espectros MS-MS do ion m/z 314 das amostras At
(ANMG), A7 (sintese do ANMG partindo de KSb(OH)g) e A8 (produto da reacéo entre

szOs e NMG).
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Figura 4.41. A) Espectro MS-MS do ion m/z 314 do farmaco comercial ANMG (A1),
voltagem do capilar 4000 V e energia de colisdo de 15 V; B) espectro MS-MS do ion
m/z 314 do produto de sintese (A7), voltagem do capilar 2800 V e energia de colisao
de 20 V e C) espectro MS-MS do ion m/z 314 do produto de reacdo entre Sb,O3 e
NMG, voltagem do capilar 3500 V e energia de colisdo de 10 V. Electrospray no
modo positivo, voltagem do cone 60 V, temperatura de desolvatacdo 300 °C,

temperatura da fonte 120 °C.
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E observado na Figura 4.41 que os fragmentos do fon m/z 314 da sintese do
antimoniato de N-metilglucamina e do farmaco comercial apresentam os mesmos
fragmentos, porém com intensidades diferentes. No caso do espectro da amostra A8,
os fragmentos do ion m/z 314 ndo sdo semelhantes aos fragmentos do ion m/z 314
das amostras de sintese do ANMG e do farmaco comercial, mostrando que o
composto formado na reacdo do Sb(lll) com NMG ndo é o mesmo do que aquele
contido no farmaco comercial.

Com os dados obtidos pela espectrometria de massas em tandem, pode ser
sugerido que a contaminacdo do farmaco antimoniato de N-metilglucamina por
antiménio trivalente é proveniente da matéria prima empregada na sintese. No
entanto, ndo se deve descartar a hipétese de uma reducdo do antiménio

pentavalente a sua forma trivalente (téxica) durante a rota sintética.
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5. Conclusoes
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5. CONCLUSOES

O produto formado na reacao quimica entre o antiménio pentavalente e acido
cloranilico pode ser usado para a quantificacdo de Sb(V), usando a voltametria
adsortiva de redissolucédo ou cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O &cido cloranilico forma um complexo com o Sb(V) em solucédo aquosa acida
(pH 2) de estequiometria 1:2. A reacao de formacao do complexo se completa apés 5
minutos e o complexo é estavel durante um periodo de 120 minutos nas condi¢es

experimentais empregadas (meio de acido perclérico, pH 2).

» Voltametria

O complexo formado entre o acido cloranilico e Sb(V) adsorve na superficie do
eletrodo de mercurio em -0,5 V. Na varredura catodica, usando a voltametria de onda
quadrada, o complexo adsorvido sofre reducao em -0,3 V, cuja intensidade de
corrente de pico € proporcional a concentracdo de Sb(V) em solucdo. A N-
metilglucamina altera o comportamento eletroquimico do complexo formado entre o
acido cloranilico e Sb(V), inviabilizando a quantificacao direta do Sb(V) no farmaco
de antimoniato de N-metilglumina. Ainda, o método nao apresentou seletividade para
a determinacdo de Sb(V) na presenca de Sb(lll). Para que o método possa ser
aplicado na determinacao de Sb(V) no antimoniato de N-metilglucamina faz-se
necessario realizar um preparo de amostras que vise a separacao do Sb(V) deste
interferente.

O método desenvolvido para a determinacao de Sb(lll) por voltametria de
onda quadrada apresentou todos os parametros de validacado adequados para que
possa ser aplicado no controle de qualidade deste contaminante no antimoniato de

N-metilglucamina.

» Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e
uma coluna octadecil hibrida de fase reversa mostrou-se adequada para a
quantificacao de Sb(V) através do complexo formado entre Sb(V) e acido cloranilico.
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O método desenvolvido foi validado para a quantificacdo de Sb(V) no antimoniato de
N-metilglucamina, apresentando todos os parametros de validagdo em conformidade
com os critérios de aceitacdo preconizados pela ANVISA. O método apresentou
seletividade frente a presenca de interferentes em potencial como Sb(lll), N-
metilglucamina, Pb(ll) e As(lll). O método é simples e pode ser empregado no
controle de qualidade do farmaco.

» Sintese e caracterizacdo do antimoniato de N-metilgucamina

A obtencao do antimoniato de N-metilglucamina foi possivel a partir da reacao
de KSb(OH)s e NMG em meio aquoso pH 7. O produto foi caracterizado por analise
elementar e espectrometria de massas em tandem. Os resultados comprovam que o
produto obtido por sintese é o antimoniato de N-metilglucamina com as mesmas
caracteristicas do farmaco comercial. Os espectros de massa para o antimoniato de
N-metilglucamina evidenciam a formacao de varios complexos em solugédo entre o
antiménio e a molécula de NMG. Além disso, os estudos indicam que é possivel
determinar a presenca de antiménio trivalente por espectrometria de massas em
tandem. Essas informacgdes sao relevantes uma vez que o Sb(lll) € um contaminante
indesejado. Os resultados obtidos por esta técnica permitiu sugerir que a
contaminacao do farmaco por Sb(lll) era proveniente da matéria prima empregada
para sua sintese, porém nao se descarta a hipétese de uma conversdo do Sb(V)
para o Sb(lll) durante a sintese. Estes resultados serdo mais conclusivos estudando
cada etapa do processo de sintese.
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ANEXO A
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Figura A.1. Cromatograma para o complexo [Sb(V)(AC)]. Concentracdo de Sb(V)
9,12 ug mL" e de AC 150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA
(H20-H3POy4, pH 2), FO (metanol). Eluicao por gradiente: 100% FA e 0% FOde 0 a 6
min; sendo mudado para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a propor¢ao
inicial de 12 a 20 min. Vaz&do de 1 mL min'. Deteccdo em 310 nm.
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Figura A.2. Cromatograma para o Sb(V) na presenca de Sb(lll) (relagédo Sb(V):Sb(lll)
de 1:0,1, sendo a concentracdo de Sb(lll) 0,912 ug mL™, Sb(V) 9,12 pg mL" e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPOy4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éo inicial de 12 a 20 min.

Vazdo de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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Figura A.3. Cromatograma para o Sb(V) na presenca de As(lll) (relacao Sb(V):As(lIl)
de 1:0,1, sendo a concentragdo de As(lll) 0,912 ug mL™, Sb(V) 9,12 pg mL" e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPOy4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éo inicial de 12 a 20 min.
Vazao de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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Figura A.4. Cromatograma para o Sb(V) na presenca de Pb(ll) (relacao Sb(V):Pb(ll)
de 1:0,1, sendo a concentracdo de Pb(ll) 0,912 ug mL™, Sb(V) 9,12 ug mL ™" e de AC
150,0 ug mL™). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPO,, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éo inicial de 12 a 20 min.
Vazédo de 1 mL min™. Detecgdo em 310 nm.
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Figura A.5. Cromatograma para o Sb(V) na presenca de Cu(ll) (relacao Sb(V):Cu(ll)
de 1:0,1, sendo a concentracdo de Cu(ll) 0,912 ug mL™", Sb(V) 9,12 ug mL ' e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPOy4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éo inicial de 12 a 20 min.
Vazao de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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Figura A.6. Cromatograma para o Sb(V) na presenca de Cd(ll) (relacdo Sb(V):Cd(ll)
de 1:0,1, sendo a concentracdo de Cd(Il) 0,912 ug mL™, Sb(V) 9,12 ug mL " e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPOy4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporgéo inicial de 12 a 20 min.
Vazédo de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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Figura A.7. Cromatograma para o Sb(V) na presenga de Bi(lll) (relagao Sb(V):Bi(lll)
de 1:0,1, sendo a concentragdo de Bi(lll) 0,912 pg mL™, Sb(V) 9,12 ug mL' e de AC
150,0 pg mL™"). Fase estacionaria: octadecil. Fase mével: FA (H,O-HsPO4, pH 2), FO
(metanol). Eluicdo por gradiente: 100% FA e 0% FO de 0 a 6 min; sendo mudado
para 65% FA e 35% FO de 6 a 12 min; voltando a proporg¢éo inicial de 12 a 20 min.
Vazao de 1 mL min™. Deteccdo em 310 nm.
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