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RESUMO.

O comportamento voltamétrico de dois agentes
antifungicos denominados de Clotrimazol e Miconazol foi
investigado em meio hidrometandlico sobre eletrodo de
mercurio. Clotrimazol e miconazol sdo reduzidos em potencial
bastante negativo em solucdo tampédo B-R pH > 6 através da
transferéncia reversivel de 1 elétron a ligacdo C-CIl, cujo
mecanismo de reducao foi investigado através de PPD e VC.
Para a determinacdo destes compostos em meio agquoso,
recomenda-se a adicdo de 0,001% de Triton X-100 através da
qual obteve-se uma curva de calibracdo linear entre 5x10° a
2,8x10°* mol.L™* para clotrimazol em solucdo tampédo fosfato
pH 6,9 e para miconazol 192,0 a 718,5 ng.mL' em solucédo
tampao B-R pH 8,0

Um novo método para determinacdo indireta de
clotrimazol através da técnica polarografica de pulso
diferencial foi investigado através da reacdo de derivatizacao
do farmaco com o corante reativo Procion Red HE-3B (RR
120). O produto da reacao entre a funcédo clorotriazina do
corante e clotrimazol em solucdo tampao B-R pH 2,0 é estavel
e reduzido em potencial de -0,38V (vs Ag/AgCl) e apresenta
grande potencialidade analitica para monitoramento do
farmaco. Curva de calibracao linear no intervalo de 10 a 34
pg.mL* foi obtida em solucdo tampdo B-R pH 2,0, a
temperatura ambiente utilizando-se 1x10™* mol.L™* do corante.
O método apresenta boa reprodutibilidade com desvio padrao
relativo de 0,33 entre 14 medidas de 68 pg.mL™* Limite de
deteccdo 6,55pg.mL™* foi obtido. Niveis médio de correlacéo
de 99,4% (n=7) foram obtidos para analise de Canesten
solucéo topica comercial. @] método proposto

apresenta



concordéancia de 99,5% em relacao ao método
espectrofotométrico utilizado para comparacéao.

Clotrimazol e Miconazol sao pré-concentrados em
eletrodo de mercurio e reduzidos em potencial de -1,35V e
-1,75V, respectivamente em tampao fosfato pH 6,9 e tampao
B-R pH 8,0. Uma curva de calibracdo com excelente
linearidade no intervalo de 103 a 345 ng.mL* e limite de
deteccdo de 5 ng.mL™* foi obtido para clotrimazol utilizando
Tac= 60s e Eac=-0,2V. Para miconazol a curva de calibracao
é linear no intervalo de 192,0 a 718,5ng.mL' apresentando
limite de deteccdo de 8ng.mL! para Tac= 30s e Eac= 0V.

O método foi aplicado em amostras de Canesten,
Dermobene, Daktarin e Vodol, para determinacdo de
Clotrimazol e Miconazol, respectivamente. Correlacdo de
99,4% para Canesten e para Dermobene 148%, para Daktarin
100 % e 97,2% para Vodol, respectivamente. Os valores de
correlacdo para os farmacos pelo método proposto mostram
excelente concordancia com o nivel de concentracao
denominado pelos fabricantes e com 0 meéetodo

espectrofotométrico realizado para as amostras.



ABSTRACT.

Clotrimazole is reduced at mercury electrode above pH 6
involving a reversible one-electron process. The electrodic
process presents a large contribution of the adsorption
effects. For the differential pulse polarographic determination
is recommended the addition of Triton X-100, which promotes
a linear calibration curve from 5x10°® mol.L™* to 2,8x10*mol.
L. In addition, clotrimazole can be determined by cathodic
stripping voltammetry at 5ng.mL™* level when pre-accumulated
for 1 min at an accumulation potential of -0,2V. The proposed
method have shown a linear calibration curve from 103 to
345ng.mL* and <can be applied successfully for the
determination of the clotrimazole in commercial formulations.

Interaction of the clotrimazole with reactive dye Procion
Red HE-3B (RR 120) was investigated in aqueous solution by
differential pulse polarography. The clotrimazole derivatized
with the reactive dye in B-R buffer (pH 2) yielded a sensitive
polarographic response at -0,38V (vs Ag/AgCl). Analytical
parameters such as pH, buffer compositions, temperature,
reaction time and concentration of dye have been optimised.
Linear calibration curves for clotrimazole have Dbeen
construted from 10-34 ug.mL™* using 1x10™* mol.L™* of the dye
at room temperature. The method has been applied to the
determination of clotrimazole in pharmaceutical preparations.

A cathodic stripping voltammetric method was also
developed for determining miconazole at low levels on HMDE.
A linear calibration curve is observed from 192,0 to 718,5
ng.mL! of miconazole in B-R buffer pH 8,0 using accumulation
time of 30s and accumulation potential of 0 V. The Ilimit
detection was estimated at 8ng.mL' and the reproducibility
tested showed a value of 3,8% (n=9). The method

was



applied in commercial samples and have shown great
agreement with Spectrophotometric method used as

comparative assay.



SIMBOLOS E ABREVIATURAS.

Ag/AgCI = prata cloreto de prata

B-R = Britton e Robinson

C= concentracéao

CH= celulose hidratada

cm= centimetro

DC= corrente continua

DME-= eletrodo gotejador de mercurio

Eac= potencial de acumulo

EDTA= &cido etilenodiaminatetraacetico

Ep= potencial de pico

E1»= potencial de meia-onda

HCIl= &cido cloridrico

HMDE-= eletrodo de gota pendente de mercurio
HPLC= cromatografia liquida de alta eficiéncia
HPLC-EC= cromatografia liquida de alta eficiéncia - eletroquimica
ipa= corrente de pico anddica

Ipc= corrente de pico catodica

KCI= cloreto de potassio

Kg= kilograma

L= litro

log= logaritmo

m= meta

mg= miligrama

min= minuto

mL= mililitro

mM= milimolar

MTX= metotrexate

mV= milivolt

NA= nanoampere

ng= nanograma

nmM= nanometro

pKa= constante de dissociacao

PVC= policloreto de vinila

R= radical

RR= reactive red

RSD= desvio padrao relativo

s= segundo

SCE-= eletrodo de Calomelano saturado
SMDE= eletrodo de mercurio de gota estéatica



Tac= tempo de acumulo
UV= ultra violeta

V= volt

VS= Versus

v/v= volume/volume

W,= largura de pico a meia altura

Wy,= metade da largura de pico a meia altura
an= coeficiente de transferéncia eletronica
Bn= constante de estabilidade

AE= amplitude de pulso

A= comprimento de onda

U= micra

v= velocidade de varredura

%= porcentagem
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mol.L"* em solucdo tampédo B-R pH 2,0.
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Figura 3.35: Voltamogramas de redissolucao
catédica obtidos com varredura linear para 1x10°
mol.L"* de clotrimazol em solucdo tampdo fosfato
pH 6,9; Eac= -0,2V e v= 100 mV.s!. Curva II= Tac
de 30s; curva Ill= Tac de 90 s e curva I= eletradlito
suporte em Tac= 30 s.
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Figura 3.43: Polarogramas de pulso diferencial
obtido para 5x10* mol.L™* de miconazol em solucédo
tampao B-R pH 8,0 (curva B) e eletrélito suporte
(curva A).

Figura 3.44: Polarograma de pulso diferencial de
5x10* mol.L™* de miconazol em solucdo tampéo B-
R pH 12,0.

Figura 3.45: Influéncia do pH no potencial de pico
catédico obtido de polarogramas de pulso
diferencial de 5x10™* mol.L'* de miconazol em
solucédo tampéo B-R.

Figura 3.46: Polarogramas de pulso diferencial
obtidos para 5x10* mol.L'* de miconazol em
solugao tampéo fosfato pH 8,0/metanol (1:1) (curva
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(curva A)
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Figura 3.52: Efeito da velocidade de varredura
sobre a corrente de pico catédico de 1x10°° mol.L™
de miconazol em solugdo tampédo B-R pH 8,0 obtido
a Tac= 45 s e Eac= 0,0V.

Figura 3.53: Influéncia do potencial de acumulo
sobre a corrente de pico catédico de 1x10°° mol.L™*
de miconazol em solugdo tampao B-R pH 8,0 obtido
a Tac= 45s e v= 100 mV.s .

Figura 3.54: Influéncia do tempo de acumulo sobre
a corrente de pico catédico de 1x10°® mol.L! de
miconazol em solugcdo tampé&o B-R pH 8,0 obtido a
Eac= 0,0V e v= 100 mV.s™*.

Figura 3.55: Curvas de calibracdo obtida para
miconazol em solucdo tampao B-R pH 8,0 em Eac=
0,0V e v= 100mV.s'. Curva | Tac= 100 segundos e
curva Il Tac= 30 segundos.

Figura 3.56: Curva analitica para miconazol
segundo o método espectrofotométrico (Cavrini et
al - 1981).
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INTRODUCADO.

1.0 - INTRODUCAO.

1.1 - CONSIDERACOES GERAIS.

A utilizacdo de técnicas voltamétricas na investigacao do
comportamento eletroquimico de compostos farmacéuticos e
de substancias biologicamente ativas € reportado na literatura
desde longa data (Brezina & Zuman, 1958). Dentre os
metodos eletroquimicos existentes, as técnicas polarograficas
e voltamétricas constituem importante ferramenta no estudo
dessas substancias, uma vez que, além de informacdes
qualitativas e quantitativas, € possivel ainda estabelecer
mecanismo e cinética de reducdo ou oxidacdo de um dado
sistema. Os métodos desenvolvidos tém possibilitado tanto o
monitoramento do farmaco na forma pura quanto na forma
disponivel comercialmente ou ainda em fluidos biolégicos.

A possibilidade de aplicacdo dos métodos voltamétricos
na analise de compostos farmacéuticos €& ampla se
considerarmos que a grande maioria dos farmacos possuem
grupos funcionais ou saturagfes na molécula. Adicionalmente,
a utilizacdo do método pode ainda ser analisado através da
utilizacdo de reacdes de condensacao, adicdo, oxidacao,
hidrolise e complexacdo, que possibilitam a transformacao de
uma espeécie nao eletroativa em outra eletroquimicamente
ativa permitindo assim, o0 monitoramento indireto destes
compostos (Smith, 1980; Smith & Vos, 1992).

As inovacdes das técnicas voltamétricas se deu por volta
da década de 70, através da introducdo das técnicas de pulso

que ampliaram a competitividade dos métodos
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disponiveis (polarografia de corrente continua), em relacao as
técnicas espectrofotométricas vigentes na época. Isto é, a
utilizacdo da polarografia de pulso normal, diferencial e onda
guadrada mostraram a possibilidade de se detectar o analito
em niveis de concentracdo na ordem de 1x10°" a 1x10°® mol.L
! aumentando significativamente a sensibilidade dos métodos
polarogréaficos.

Nas dltimas décadas, a utilizacdo das técnicas
voltamétricas de redissolucdo tem aumentado ainda mais a
sensibilidade do método ampliando os niveis de detecc¢cdo para
a ordem de 1x10'° a 1x10'' mol.L"* através de uma simples
etapa de pré-concentracdao (Hart, 1990; Wang, 1985; Wang &
Bard, 1989).

O crescente interesse por métodos analiticos cada vez
mais seletivos e sensiveis para determinacéo e
monitoramento de farmacos e seus produtos de degradacao
tem aumentado nos recentes anos, basicamente devido aos
grandes avanc¢os na clinica médica que requerem métodos
analiticos em niveis de ultra-tracos para acompanhamento de
compostos farmacéuticos nos mais diversos fluidos bioldgicos.
Em resumo, métodos confiaveis, econémicos e rapidos tém
sido o grande alvo de inUmeros pesquisadores na busca por
metodologias analiticas cada vez mais eficazes a serem
usados nas mais diversas matrizes e niveis de concentracao
(Hart, 1990).

No entanto, dentre todos o0os meéetodos analiticos
comumente utilizados na determinacdo de farmacos, a
aplicacdo das técnicas voltamétricas requer uma melhor

compreensdo do mecanismo eletréodico para se obter um bom
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aproveitamento da técnica, além da comparacdo de mais de
uma técnica eletroquimica e investigacdo de diversos
parametros que afetam a resposta analitica (Bersier, 1987).

Dentro das ultimas tendéncias na area de eletroanalitica
devemos ainda citar o uso de HPLC com detectores
eletroquimicos e o0 wuso de sensores eletroquimicos. A
aplicacdo da eletroquimica acoplada ao método de HPLC tem
contribuido significativamente para a sensibilidade e
seletividade dos métodos cromatograficos. Técnicas hibridas
como HPLC-EC, que combinam o poder de separacdo do HPLC
com a sensibilidade da deteccdo eletroquimica tém se
mostrado uma ferramenta poderosa na andlise de farmacos e
estudo de seus metabdlitos em fluidos bioldgicos (Smyth &
Egan, 1992).

O uso de eletrodos recobertos por filmes de reagentes
imobilizados passiveis de reacfes especificas com o analito
tem ainda merecido especial atencdo na ampliacdo das
potencialidades analiticas das técnicas voltamétricas. Troca-
ibnica tipica, incorporacdo de pares redox no recobrimento
polimérico conferindo propriedades eletrocataliticas ao
eletrodo ou ainda com caracteristicas ligantes capazes de
interagir especificamente com o analito através de reacao de
complexacgéao, tém aumentado significativamente a
sensibilidade e seletividade dos métodos eletroquimicos
( Faci & Murray, 1981; Anson, et al., 1983; Oyama & Anson
1980).

Diante do exposto, € de nosso interesse investigar o
desenvolvimento de novos métodos analiticos para

monitoramento de alguns agentes antifangicos utilizando-se a
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técnica polarografica de pulso diferencial e voltametria de

redissolucéo.
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1.2 - EXEMPLOS DE APLICACAO DAS TECNICAS
VOLTAMETRICAS PARA ANALISE DE ALGUNS FARMACOS
EM FORMULACOES FARMACEUTICAS E FLUIDOS
BIOLOGICOS.

A utilizacdo das técnicas voltamétricas na analise de
compostos farmacéuticos tem mostrado resultados
satisfatorios nas mais diversas classes de farmacos e
matrizes. Métodos eletroanaliticos, tais como polarografia,
voltametria, amperometria e potenciometria, tém recebido
grande aceitacdo na literatura (Georgescu & Calusaru, 1971),
como é demonstrado nos trabalhos relatados abaixo.

Agentes antituberculoses, tais como, derivados
tiobenzamida, (Rihova, et al., 1976), tém sido investigados
utilizando-se HPLC com deteccao fotométrica e deteccdao
eletroquimica. Deteccdo voltamétrica com um eletrodo de fibra
de carbono foi utilizada aplicando um potencial de + 1,4V (vs
Ag/AgCl) e mostrou maior sensibilidade que a deteccéo
fotométrica-UV. Os limites de deteccdo para ambas as
técnicas foram encontradas em 0,1 e 1,0 ng.mL%,
respectivamente.

Benzoimetronidazol, um agente antibacterial usado
sistematicamente contra uma larga variedade de bactérias
anaerdbicas e especialmente no tratamento de
Trichomoniasis, foi estudado por polarografia de pulso
diferencial em solucdo tampé&o acetato 0,1 mol.L"* pH 6,0 na
presenca de metanol (9:1 - v/v) com 0,2% de gelatina. A

quantificacdo minima foi de 20 ng.mL™! (Dalkara, et al., 1984).
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O comportamento polarografico de diferentes rifamicinas
foi extensivamente estudado por (Georgescu & Calusaru,
1971), utilizando polarografia de pulso diferencial e
voltametria ciclica além de métodos quantitativos para
determinacdo do farmaco. Os autores tém utilizado a técnica
polarografica para estudo de estabilidade e hidrolise destes
farmacos.

Os antihelminticos sdo drogas que tém a capacidade de
livrar o corpo de vermes parasitas ou helmintos. A prevaléncia
de infec¢cbes helminticas em humanos € difundida por todo o
planeta e representa o maior problema de saude mundial,
particularmente em paises de terceiro mundo (Wilson &
Gisvol's, 1982). As técnicas voltamétricas tém sido utilizadas
também na determinacdo de varios agentes antihelminticos,
hidrocarbonetos clorados, fendis e derivados, corantes,
piperazinas e compostos correlatos, compostos antimalaricos,
varias substadncias heterociclicas, alcaléoides e outros
produtos naturais.

(Walash, et al., 1985), desenvolveram métodos analiticos
baseados na polarografia de corrente continua para sais de
piperazina e compostos correlacionados. Os autores sao
capazes de discriminar aminas secundarias das primarias ou
terciarias. Curva de calibracdo obtida nestas condicdes
experimentais mostra linearidade na faixa de concentracao
entre 1,6x10° - 1,9x10™* mol.L'* . O método foi ainda
aplicado na dosagem de piperazina em formulacdes
farmacéuticas e 0S resultados obtidos mostraram
concordancia com o método espectrofotométrico.

Mebendazol (metil 5-benzoilimidazol-2 - carbamate),

apresenta largo espectro antihelmintico,
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especialmente util contra infec¢des vermicidas. (Pinzauti &
Casani, 1980), desenvolveram procedimento polarografico
para anélise do composto. Em meio acido pH <2, uma onda de
reducdo bem definida foi observada a qual foi utilizada para
obtencdo de uma curva de calibracdo linear entre 1,7x10°° a
1,7x10°* mol.L'*. Tabletes comerciais foram analisados
segundo o procedimento e seus excipientes ndo apresentaram
interferéncia. Andalise espectrofotométrica comparativa foi
realizada e o0os parametros de ambas as técnicas
possibilitaram redescobrimento na ordem de 100 +1%.

Miclosamida é considerada como um agente ativo no
tratamento de muitas infeccdes com cestodes. Métodos
espectrofotométricos, colorimetria diferencial, cromatografia
gasosa e polarografia DC sdao mencionados na literatura para
sua determinacdo (Mishra & Gode, 1985). Para o ensaio desta
droga em tabletes, o principio ativo é extraido com metanol e
adicionado a solucao tampado apropriada. Miclosamida pode
ser estimada em niveis de 5 a 10 ug.mL™*. Tabletes contendo
500 mg de miclosamida foram analisados mostrando
descobrimento de 99,8 a 100,2%. Os nove excipientes
contidos na formulacdo nao apresentam interferéncia no
ensaio.

A utilizacdo de técnicas voltamétricas na determinacao
de drogas modernas usadas na quimioterapia contra a malaria
é bastante conhecida. HPLC com detecc¢do eletroquimica tem
sido utilizada por (Mount, et al., 1986), mostrando alta
sensibilidade e seletividade na guantificacao de
aminodiaquina e 3 de seus metabdlitos em sangue,
requerendo somente uma etapa de extracdo. Limite de
deteccdo de 1 ng.mL* para aminodiaquine e niveis
da
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droga e seus metabdlitos foram determinados em 2
voluntarios ap6s 9 semanas de regime quimioprofilatico. Os
referidos pesquisadores sugerem que a aplicacdo de seu
procedimento pode ser estendido no estudo dos metabdlitos
de outras aminodiaquinas analogas em fluidos bioldgicos,
incluindo amopiroquina, cicloguina e pironaridina.

Técnicas voltamétricas tém sido utilizadas para um
grande numero de antibioticos. Dentre eles, o comportamento
polarografico do cloranfenicol foi investigado por
(Kazandzhieva, et al., 1986), que desenvolveram um seletivo,
preciso e reprodutivel método polarografico DC para o0 ensaio
simultaneo de cloranfenicol e furazolidomi em tabletes, apés
dissolucdo em solucdo tampdo B-R ou acetato pH 4,6
contendo 10% de dimetilformamida e 0,01% de gelatina.

Adicionalmente, cloranfenicol exibe wuma onda de
reducdo bem definida em solugcdo tampao piridina-acido
formico e cloreto de trimetilamdénio pH 4,3, Ei2 = -0,4V (vs
SCE). Esse processo de reducédo foi usado para o ensaio em
formulacdes farmacéuticas, como cépsulas contendo 250mg
de cloranfenicol apresentado desvio padrao relativo de 1,1
(n=10) e tabletes contendo 100mg com RSD de 2,01%
(Morales, et al., 1984).

Muitos agentes antineoplasticos sdo altamente toxicos
para o0s pacientes e devem ser administrados com extremo
cuidado, uma vez que efeitos colaterais podem produzir
efeitos toxicos no coracdo, pulmdes, rins e em outros 6rgaos.
Em vista de seus inerentes riscos de toxicidade, as dosagens

devem ser cuidadosamente controladas. Isto requer
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conhecimento detalhado dos niveis de plasma, distribuicao
nos tecidos ou excrecdo da droga e assim, confiaveis métodos
analiticos sdo requeridos. A utilizacdo da técnica voltamétrica
de redissolucdo para algumas dessa classe de compostos foi
utilizada por (Wang, et al., 1987). Os autores reportaram que
clorambucil pode ser pré-concentrado em eletrodo de gota
estacionaria de mercirio em &acido bérico 0,025 mol.L™! e
solucdo tampado acetato pH 5,4. O farmaco exibe uma onda de
reducao irreversivel em potencial de
-1,3V (vs Ag/AgCl). Uma resposta linear entre corrente de
pico e concentragcdo do substrato foi obtida no intervalo de
2x10°" a 1x10°® mol.L™".

Exemplos de aplicacbes de técnicas voltamétricas para
monitoramento de antimetabdlitos em formulacdo farmacéutica
ou fluido biolégico foram investigados por (Gurira & Bowers
1983; Ellaithy, et al., 1982; Bowers & Gurira, 1981; Fijalek, et
al., 1985). Antimetabdlitos sdo compostos que previnem a
biossintese ou utilizacdo normal dos metabdlitos celulares
Altas doses estdo sendo utilizadas no tratamento preventivo
de <céancer. Devido a seu alto risco de toxidez seu
gerenciamento requer analise do plasma ou soro que permita
0 monitoramento confiavel da terapia.

Metotrexate (MTX), exibe etapas de reducdo envolvendo
2 elétrons e 2 prétons em meio &cido e neutro. (Gurira &
Bowers, 1983; Ellaithy, et al., 1982; Bowers & Gurira, 1981;
Fijalek, et al., 1985) utilizaram-se das técnicas polarogréaficas
de corrente alternada, corrente continua, pulso normal e
diferencial e oscilopolarografia para seu monitoramento.
(Fijalek, et al., 1985) tém aplicado a

técnica
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oscilopolarografica no ensaio do MTX e formulacdes
farmacéuticas contendo o principio ativo em tabletes em
niveis de concentracdo de mM e pM. (Wang, et al., 1986),
desenvolveram um método voltamétrico altamente sensivel
baseado na pré-concentracdo adsortiva do MTX sobre a gota
estacionaria de mercuario no eletrodo capilar ou no eletrodo de
pasta de carbono. O limite de deteccdao com o HMDE foi de
2x10°° mol.L'* usando um tempo de pré-concentracdo de 5
minutos. MTX pode ser analisado em amostra de urina sem
pré tratamento ou diluido 1:4 com o eletrélito suporte.
Amostra de urina contendo entre 5 a 15x10°7 mol.L'™* de MTX
produz picos bem definidos seguido de um curto periodo de
pré-concentracdo. Para a analise de MTX em soro humano e
urina, meéetodos envolvendo HPLC com deteccéo
amperométrica tém também sido propostos. (Palmisano, et al.,
1985), mostram um procedimento usando uma coluna C;g de
fase reversa e deteccdo amperométrica com eletrodo de
carbono vitreo a potencial de + 0,95V (vs Ag/AgCl). (Guerrieri
& Palmisano, 1987), mostram um procedimento de HPLC com
deteccdo polarografica indireta usando um eletrodo de
mercurio em potencial de + 0,19V (vs Ag/AgCl) para a
deteccdo de MTX em fluidos biolégicos. Curva de calibracéao
para o0 MTX foi obtido entre 5 a 1.000 ng.mL'. A mesma
relacdo em soro foi obtida até 150 uM de MTX com o limite de
deteccédo de 1,5uM.

A reorganizacdo dos antibiéticos como uma importante
classe de drogas neoplasticas € bem recente. Em virtude dos
antibioticos antitumor serem pobremente absorvidos pela
mucosa gastrointestinal, eles s&@o usualmente administrados
intravenosamente. Agentes clinicos anticancer

usados,
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incluem: sulfato de bleomicina, dactinomicina (actinomicina),
daunorubicina (daunomicina), doxorubicina (adriamicina),
mitomicina, plicamicina (mitracina), (Wilson & Gisvol's, 1982).

Somente informacdes sobre 0 comportamento
polarografico / voltamétrico e ensaio para bleomicinas
(Ong & Lee, 1986) e dactinomicinas (Sakura & Imai, 1985),
podem ser encontrados na literatura recente.

(Horn, et al., 1984), encontraram correlacdo entre o grau
de reducdo dos antibidticos antraciclinicos (daunorubicina,
doxorubicina, aclacinomicina, 5-imino-daunomicina,
violamicina BI, violamicina BIl) e medidas polarograficas de
potencial de meia-onda. Os tipos das curvas de reducdo séo
diferentes e podem ser usadas para a caracterizacdo das
drogas com respeito a adsor¢gcao nas membranas e toxidez.

A propriedade ativa de superficie de daunorubicina
(Wang, et al., 1987) e de dexorubicina (Smyth, 1986), tem
sido explorada para o desenvolvimento de metodologia de
voltametria de redissolucdo com um Ilimite de deteccdo de
1x10°° mol.L'?! de daunorubicina apés um tempo de pré-
concentracdo de 5 minutos. As condi¢cdes Otimas incluem o
uso de potencial de acumulo de - 0,3V (vs Ag/AgCl) com o
HMDE em solugdo tampdo acetato pH 4,4. A mistura de
daunorubicina e 5-fluorouracila produz bem definidos picos
adsortivos para ambos o0os compostos em potencial de
-0,58v, -0,65vV e -1,37V, respectivamente, permitindo
simultdnea determinacdo de ambos os farmacos.

Amostra sem prévio tratamento, diluida em 1 + 4 com
eletrolito suporte e tempo de pré-concentracdo de 15

segundos é requerido para a analise de daunorubicina em
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urina utilizando HMDE ou eletrodo de pasta de carbono
(Smyth, 1986).

(Vire, et al., 1987), tém utilizado a técnica voltamétrica
de redissolugdo com varredura de onda quadrada com
(SMDE), para a deteccao de ultra-tracos de marcellomicina
em solucdo de &cido acético e potencial de acumulo de
-0,2V (vs Ag/AgCl). Um limite de deteccdo de 5x10°° mol.L™
foi facilmente alcancado ap6s 120 segundos de tempo de
acumulo.

Polarografia de pulso diferencial € um conveniente
método para a analise de nitrofurantoina e fenazopiridina em
tabletes. Ambos os compostos mostram, em solucdo tampao
Britton-Robinson pH 5,5 contendo 1% de dimetilformamida,
duas ondas com picos de separacéao Ep=
-0,1V e -0,4V (vs Ag/AgCl), respectivamente. O Ilimite de
deteccdo é significativamente inferior a 1lug.mL*. A
dependéncia da corrente de pico em funcdo da concentracao
foi obtido entre 1-8 pg.mL™’.

Fenazopiridina exibe, em uma mistura hidrometandlica
(1:1) pH 7,0 em solugcdo tampéo fosfato, contendo 2% de
acetato de sodio, uma onda de oxidacdo em potencial de
+0,75V(vs Ag/AgCl). O processo eletrédico € completamente
irreversivel (Belal, 1985). O referido autor descreve a
determinacdo amperométrica do composto em HCI aplicando
um potencial constante de +0,95V, que possibilitou uma curva
de calibracdo linear na faixa entre 1-30pg.mL! e limite de
deteccdo de 0,2pg.mLt.

Uma determinacdo direta da droga antiviral 9-(1,3-
dihidroxi-2-propoximetil) guanina, que apresenta uma larga
série de atividades contra herpes, citomegalovirus e virus

INTRODUCAO
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Epstein - Beer, utilizando voltametria de redissolucdo anddica
com pulso diferencial foi desenvolvido por (Visor, et al.,
1986), utilizando um eletrodo estacionéario de carbono vitreo.
Este composto exibe, em eletrélito suporte a 1% de &acido
fosférico em 50% de metanol uma onda bem definida
envolvendo a participacdao de 2 elétrons e 2 prétons. Uma
correlacdo entre corrente e concentracdo do substrato foi
obtida entre 0,4 - 2,0 mM com um limite de quantificacdo de
0,1mM. O método voltamétrico de pulso diferencial para
dosagem da forma parenteral é sensivel, especifico e rapido.
A seletividade do procedimento para a droga e a guanina é
baseada na diferenga de seus potenciais de oxidagcao, fazendo
desnecessaria a separacao cromatogréafica.

Diante do exposto, € possivel concluir que as técnicas
polarograficas e voltamétricas constituem uma ferramenta
versatil, sensivel, precisa e de baixo custo capazes de
permitir a deteccdao de uma grande diversidade de compostos
farmacéuticos nas mais diferentes matrizes. Deste modo, é de
nosso interesse investigar a possibilidade de se usar as
técnicas voltamétricas para monitoramento e quantificacdo de
dois agentes antifungicos: clotrimazol e miconazol, ambos
pertencentes a familia dos imidazdis, de amplo uso na classe

médica.
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1.3 - FUNGICIDAS.

1.3.1 - HISTORICO E DESENVOLVIMENTO.

Os fungos ocupam lugar privilegiado na medicina e do
ponto de vista fisiopatoldégico, s&do responsaveis pelas
micoses, capitulo dos mais importante na clinica médica.

As micoses podem ser superficiais, profundas ou
sistémicas. As micoses dos cabelos, mucosa, pele e unhas
sdo tratadas como superficiais e causadas pelo género
Candida, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. As
micoses profundas e sistémicas sdo causadas pelo género
Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides, Cryptcoccus,
Histoplasma e Paracoccidioide e se subdividem em dois
grupos: micoses oportunistas, que surgem em organismos
debilitados sob acdo de terapéutica Iimunossupressora
(leucemias, linfomatoses) ou com fatores predisponentes
(diabetes); micoses de baixa incidéncia, que variam de acordo
com a sua geografia.

Os agentes antifungicos, (Drouhet, 1978), podem ser
classificados em dois grandes grupos: (1) antibidticos,
produzidos por diversos microorganismos e (2) agentes
guimicos obtidos por sintese. Entre os primeiros, varias
centenas de antibidticos fungiostaticos ja foram isolados nos
altimos 30 anos, mas poucos tinham o tipo e grau de
toxicidade para serem usados nas micoses humanas e animais
(Silva, 1985).

Enquanto a quantidade de drogas disponiveis e eficazes
contra bactérias atualmente é tdo grande que o terapeuta

frequentemente se da ao luxo de escolher
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uma em varias opc¢cbes, 0 numero de drogas antimicdéticas
eficazes disponiveis ainda é muito limitado, embora alguns
resultados promissores tenham sido obtidos nas ultimas
décadas.

As doencas bacterianas foram e continuam sendo um
problema médico de dimensdao bem maior do que as micoses.
Contudo, o controle das micoses ainda é mais dificil do que
aquele de acdo bacteriana. Adicionalmente, com o avang¢o da
medicina tem se constatado o crescente aumento do numero
de casos de micoses oportunistas cujo desenvolvimento tem
sido proporcional ao aumento na administracdo de drogas
como corticdides, citostaticos, imunossupressores e
antibioticos de amplo espectro.

As células fungicas, de modo semelhante as células
humanas, sao eucaridticas. Ha portanto, menor diferenca
fisiologica entre ambas do que entre as células bacterianas
procariéticas e as células do hospedeiro humano eucariotico.
Consequentemente, em comparacdo com as bactérias, ha
menos pontos fracos nas células fungicas que possam ser
agredidas sem ao mesmo tempo afetar também as células do
hospedeiro. Deste modo, a avaliacdo de substancias quimicas
guanto a atividade antimicdtica € mais dificil que a avaliacéao
das atividades bacterianas. Os fungos sdo mais dificilmente
mantidos em meios artificiais que as bactérias; seu
desenvolvimento requer muito tempo, e as fases de
crescimento e os tipos morfolégicos sdo imensamente mais
complexos do que as bactérias. Por essas razfes, os métodos
de avaliacdo da atividades das substancias contra os fungos

sdo menos padronizados e menos adequados do que aqueles
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empregados para determinar o poder antibacteriano
(Czerkowicz & Stuart, 1968).

Desde épocas muito antigas que alguns agentes
antimicoticos sdo conhecidos, como por exemplo, o enxofre,
gue segundo Homero no século VIII AC, era empregado como
purificante. Outros compostos eram também utilizados como
sulfato de cobre, cloreto de zinco e o arsénio. No século XIX,
foram utilizados varias formas de cobre menos téxicas, como
sulfato basico, 6xidos e salicilato de cobre e outras formas de
enxofre.

Somente a partir da década de 1930 é que ocorreu o
desenvolvimento de compostos organicos fungicidas. Os
primeiros compostos foram os ditiocarbamatos. Com o
aperfeicoamento dos métodos de extracdo de alguns acidos
graxos com atividades fungicas, introduziu-se nesta época na
clinica médica o uso do &cido propibnico e do acido
undecilénico. Diversos antibidticos foram introduzidos na
clinica médica como agentes fungitoxicos na década de 50
onde se destacam a griseofulvina, a nistatina, a candidicina e
a anfotericina (Valle, et al., 1991).

Dentre as substancias manipuladas com esse proposito,
ha registros de sais de metais pesados, Varios compostos
sulfurados e alguns halogénios, substancias contendo ions
oxidantes, como permanganato de potassio, peroxido de
hidrogénio e cromatos também s&do encontrados na literatura.

No entanto, significativos avancos na terapia antifungica
se deram apenas nas Uultimas décadas. Particularmente,
muitos desses avanc¢os foram registrados ap6s a introducao
dos compostos triazdélicos, tais como: itraconazol, fluconazol,
butaconazol e cetoconazol, clotrimazol

e
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miconazol.(Estruturas de alguns antifungicos sdao mostradas
no apéndice I).

A atividade e seletividade desses agentes antifungicos
dependem de sua afinidade com o ion ferro do heme no
sistema enzimatico 14a-desmetilase dependente do citocromo
P450. Os derivados imidazdlicos e triazélicos ligam-se ao
ferro do citocromo, via nitrogénio terciario dos imidazdis ou
ao nitrogénio quaternéario dos triazois, formando um complexo
hexacoordenado na ligagcdo com o oxigénio. Isto resulta na
inibicdo da reacdo monooxigenase catalisada pelo citocromo

P450 de acordo com o esquema simplificado:

RH + NADPH, + O, —» ROH + NADP® + H,O0

(RH = um substrato lipofilico, em geral o lanosterol).

A complexacdo dos farmacos com o sitio ativo do heme,
causa a inibicdo da sintese do ergosterol, provocando o
acumulo do esteroide 24-metilenodihidrolanosterol que, uma
vez acumulado, provoca a desorganizacdo do sistema
compacto dos fosfolipideos, prejudicando outros sistemas
enzimaticos, como o ATPase e enzimas transportadoras de
elétrons (Tumbay, et al., 1991; Bennett, 1996).

Dentre os diversos antifungicos da familia dos imidazdis,
os farmacos clotrimazol e miconazol tém sido abundantemente
utilizados no tratamento das mais diversas micoses
provocadas por fungos e comercializadas indiscriminadamente

por inumeros laboratorios e farmacias de manipulacéao.
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1.3.2 - CLOTRIMAZOL.
1.3.2.1 - CARACTERISTICAS GERAIS.
O clotrimazol 1-{[(2-clorofenil)difenillmetil} - 1H-

imidazol, cuja estrutura é mostrada na Figura 1.1, é um
agente antifungico de amplo espectro antimicotico da familia
dos imidazdis. Embora seja um fungicida de primeira geracao
ainda é largamente utilizado pela classe médica no tratamento
de dermatites patogénicas e infeccdes superficiais e
sistémicas além de apresentar atividades contra candidiase.

Clotrimazol se apresenta na forma de um po6 solido
cristalino, incolor, inodoro e insipido, possui massa molar
igual a 344,84 g.mol' e ponto de fusdo entre 147-149°C;
prontamente soluvel em solventes organicos como metanol,
benzeno, cloroférmio e dimetilfformamida e escassamente
soluvel em agua. Sua constante de dissociacdo (pKa) em
solucdo etandlica (1:1) €é reportada sendo igual a 4.7
(Hoogerheide & Wika, 1982).

Clotrimazol é estavel no estado sdélido quando estocado
em condicdes normais e nado ¢é afetado por temperaturas
inferiores a 70°C. Em solucdo a estabilidade do fungicida
depende do pH. Em meio alcalino é estavel mas sofre
hidrolise em meio acido produzindo o &lcool [(o-clorofenil)-
difenilmetanol] e imidazol. A solucdo do farmaco € estavel em
temperatura ambiente por cerca de 5 anos (Bennett, 1996;
Silva, 1985).

O farmaco pode ser encontrado em diferentes
formulacdes farmacéuticas, tais como: creme, solucdes de uso
topico, sprays, tabletes, locbes e pastilhas de uso oral

INTRODUCAO
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e disponivel comercialmente em formula¢cdes denominadas
por: canesten, clomazen, clotrimix, micotrizol, dermobene,
clogen, gino-clotrimix, tricosten, dentre outros. Em adultos a
dosagem diaria €é de 200mg , gerando concentracao
plasméatica na ordem de 0,2 a 0,35 pg.mL™* apés uso oral
(Hoogerheide, et al., 1982; D.E.F., 1997; Bennett, 1996;
Redger, 1978).

Figura 1.1: Estrutura molecular do clotrimazol.

ApO6s administracdo topica ou oral, clotrimazol sofre
rapida biotransformacéo em metabdlitos inativos.
(Hoogerheide & Wika, 1982), mostram o0s 5 metabdlitos
isolados do clotrimazol obtidos em urina e bile de ratos, cujas

estruturas sdo mostradas no Esquema 1.1.

INTRODUCAO
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Esquema 1.1: Metabdlitos gerados na biotransformacao de
clotrimazol (Hoogerheide & Wika, 1982) .

Vasto estudo clinico empregando administracdo oral de
clotrimazol fornecem dados sistematicos sobre a
farmacocinética da substancia no organismo humano. Estudos
analiticos apresentados por (Hoogerheide & Wika, 1982),

mostraram que baixos niveis de (4pg.mL') de clotrimazol
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podem ser detectados em soro 20 minutos apo6s sua
administracao.

Na forma de creme tem sido observado que clotrimazol
penetra 2.000 um na epiderme, enquanto que, a substancia
original ou seus metabdlitos ndo s&do encontrados no soro
guando administrado com o referido veiculo. Uma pequena
guantidade de material (cerca de 0,4%), foi detectado em
urina ap6s um periodo de 5 dias. Em um estudos similar,
(Holt, 1976), usando um ensaio microbioldgico, obteve éxito
com uma deteccdo de 0,01 pg.mL'. Apés um periodo de 30
dias po6s tratamento com clotrimazol em creme, Holt observou
a completa auséncia da droga em soro e urina analisados.
(Wallace, et al., 1977), observaram que 24 horas ap0s um
tratamento de 10 dias com preparacdo tépica de clotrimazol,
0s niveis do farmaco presentes no tecido epitelial alcangcavam
valores maximos de 2 pg.mg*; com diminuicdo de cerca de
0,4 pg.mg'* apés 4 dias.

Em estudos utilizando-se tabletes vaginais de 100 mg,
(Hoogerheide & Wika, 1982), relatam deteccdo em niveis de

0,03 pg.mL* apés 24 horas de admistracéao.
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1.3.3 - MICONAZOL.

1.3.3.1 - CARACTERISTICAS GERAIS.

O nitrato de miconazol 1 -[2-(2,4-diclorofenil)-2-{(2,4-
diclorofenil)metoxi}etil] - 1H - imidazol, cuja estrutura é
mostrada na Figura 1.2, é um agente antifungico de primeira
geracdo dotado de um grupamento azdlico que inibe a
desmetilacdo do carbono 14 do esterol na membrana celular
do fungo, inibindo conseqguentemente, a biossintese normal
deste esterol e alterando a composi¢cdo bioquimica da parede
celular (Bennett,.1996)

Miconazol apresenta-se na forma de um pdO branco e
cristalino, inodoro; fracamente soluvel em agua e éter;
prontamente soluvel em &alcool metilico, cloroférmio,
isopropanol, propileno glicol, dimetil sulféxido e
dimetilformamida. Possui massa molar igual a 479,1 g.
mol™*.

Miconazol encontra-se disponivel comercialmente em
formulagdes farmacéuticas denominadas por: daktarin,
ginedak, ginodex, ginotarin, gini-daktarin, micofim, micoless,
vodol, dentre outras. O fungicida pode ser encontrado na
forma de lo¢cdo, creme, tabletes, spray, Ovulos, solucédo
intravenosa etc. (D.E.F., 1997).
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Figura 1.2: Estrutura molecular do miconazol.

O espectro antifungico do miconazol € amplo e nao se
limita a tratamento de micoses superficiais, mas também de
possivel aplicacdo em micoses sistémicas e profundas.

Miconazol e parcialmente absorvido pelo trato
gastrintestinal e apd6s administracdo oral biodisponivel em
niveis de 25 a 30% de sua posologia. Ap6s 15 minutos de
infusdo intravenosa de 522mg de miconazol em humanos,
concentracdao plasmatica encontrada foi da ordem de 2 a 9
ng.mL ! apresentando declinio para 0,1 a 0,2 pg.mL' apés 8
horas. Miconazol é largamente distribuido nos tecidos.
Penetra facilmente nos ossos, articulagdes e tecido pulmonar
e apresenta baixa penetracdo nos fluidos cerebrais. As
concentracdes no sistema nervoso central variam de 3% a
cerca de 50% da concentragcdo plasmética. Cerca de 50% da

droga se liga as proteinas do plasma.
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Miconazol é extensamente metabolizado e menos de 1%
€ excretado na urina na forma original (Silva, 1985).

Na forma intravenosa miconazol pode ser administrado
em 3 dosagens diarias de 200 mL em cloreto de s6dio a 0,9%
ou com dextrose a 5% contendo 1,2 a 2,4g do farmaco (em
adultos) e 20 a 40mg.kg™* para criancas.

Estudos envolvendo a degradacdo e isolamento de
produtos de hidrdolise de miconazol em etanol foram realizados
por (Oyler, et al., 1991), os quais demonstraram a obtencéo
de 10 metabdlitos.

Estruturas de alguns produtos de hidrélise do farmaco

sdo mostrados no esquema 1.2.

a) acido 2,4 - diclorobenzoico
b) alcool 2,4 - diclorobenzilico
c) 2,4 - diclorobenzaldeido

Esquema 1.2: Produtos de hidrdolise do miconazol
(Oyler, et al., 1991).

A administracdo de miconazol deve ser rigorosamente
controlada pois pode apresentar fortes efeitos adversos em

niveis hematolégicos, tais como, anemia, trombocitose,
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hiperlipemia, e nauseas, vOmitos, diarrérias a nivel
gastOrointestinal, além disso, indices de tromboflebite muito
frequente, assim como, imunossupressdo e outros efeitos
colaterais (Silva, 1985; Heel, et al., 1980).
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1.4 - METODOS ANALITICOS PARA ANALISE DE
CLOTRIMAZOL E MICONAZOL.

1.4.1 - CLOTRIMAZOL.

1.4.1.1 - DETERMINACAO ANALITICA DE CLOTRIMAZOL

Os principais métodos analiticos encontrados na
literatura para anéalise de clotrimazol na forma pura e em
formulacdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos serao
resumidos a seguir.

A determinacdo indireta de clotrimazol através do
metodo titulométrico € descrito por (Abdel — Khalek, 1993). O
meétodo consiste na reacdo de clotrimazol com N-
bromossucinamida em excesso e posterior titulagdo de retorno
com iodo.

Titulacdo espectrofotométrica de clotrimazol em sistema
bifasico lauril sulfato de so6dio e acido sulfdarico com
cloroférmio, foi realizada por (Volkmann, 1981). Os autores
utilizam solugdo de N,N - dimetil - p - (m - tolilazo) anilina
como indicador do ponto final, trabalhando no comprimento de
onda de 570 nm. O mesmo autor, em outro trabalho (ibid,
1983), analisa clotrimazol em uma amostra de Canesten
através de titulacdo espectrofotométrica de clotrimazol com
acido picrico, em uma mistura bifasica de agua, &acido
sulfdarico e cloroformio ou dicloroetano, utilizando também o
N,N - dimetil - p - (m - tolilazo) anilina como indicador.
Redescobrimento do farmaco ao redor de 98 - 102% foi obtido
apos analise do ponto final a 630 nm das amostras extraidas

de tabletes e solucao tépica.
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(Ibrahim, et al., 1994), propuseram dois métodos para
determinacdo de clotrimazol. O primeiro método consiste na
titulacdo volumétrica do farmaco com tetrafenilborato
utilizando como indicador o amarelo de metanila. O segundo
procedimento baseia-se em um meétodo espectrofotométrico
utilizando-se uma reacdo de complexacdo da droga com o
amarelo de metanila em pH 1,2. A absorbancia do complexo
colorido é medida em um comprimento de onda maximo (Amax.)
de 395 nm, segundo a lei de Beer na faixa de concentracao
entre 2 a 24 mg de clotrimazol e apresentando niveis de
descobrimento na ordem de 100%.

(Massaccesi, 1986), reporta a titulacdo volumétrica de
clotrimazol em sistema bifasico com diclorometano e
utilizacdo de azul de indofenol como indicador e sulfato
dodecil de sédio como agente titulante. O método é aplicado
na analise de clotrimazol em tabletes vaginais, supositérios,
cremes e logbes, atingindo descobrimento de 98% e
coeficiente de variacao de 0,3%.

A determinacdo espectrofotométrica em creme, tabletes
e logcdes €& também descrita por (Chainani, et al., 1981),
através da complexacdo do farmaco com o corante azul de
bromotimol em meio tamponado pH 3,4. O complexo amarelo,
apos extracdo, € analisado espectrofotometricamente em
Amaximo= 410 nm, obtendo-se uma relacdo linear entre
absorbancia e concentracdo na faixa de 2 - 20pg.mL™*.

A aplicacdo do método espectrofotométrico foi proposto
por (Dol & Altesor, 1988), para determinacdo de clotrimazol
utilizando-se banda de absorcdo maxima entre 220 a 300 nm.

Apoés extracao do principio
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ativo em poO, tabletes vaginais, cremes e lo¢cdes. A
guantificacdo da droga na regido UV é realizada através da
derivada de ordem zero e segunda derivada. A mesma banda
de absorcédo de clotrimazol foi ainda utilizada por (Prassad, et
al., 1997), para determinacdo do fungicida em tabletes na
presenca de 0,01mol.L™! de hidréoxido de sédio.

(Bedair, et al., 1989), descreveram também um método
espectrofotométrico utlizando espectros de primeira e
segunda derivada para determinacdo indireta de clotrimazol,
monitorando seu produto de hidrdolise, obtido apés secura da
amostra em banho maria e posterior hidrélise do residuo a
90°C na presenca de acido cloridrico. O método apresenta
excelente linearidade no intervalo de concentracdo entre 2 a
10 pg.mLt. O método permite determinacdo de clotrimazol em
creme com coeficiente de variacdo de 1,93% entre as
medidas.

Um método proposto por (Osama & Pakinaz, 1993), é
reportado para determinacdo de clotrimazol através de
formacao de par i6nico com o corante alaranjado de metila na
presenca de Aacido citrico 0,1mol.L"*. O complexo é extraido
com cloroformio e quantificado a 422 nm, mostrando excelente
linearidade na faixa de concentracdo entre 2 a 14 pg.mL ! de
clotrimazol. O método proposto permitiu redescobrimento de
99,4% + 0,34 e limite de deteccdo de 0,05pg.mL™".

Além dos métodos volumétricos e espectrofotométricos,
técnicas cromatograficas tém sido bastante utilizadas para a
guantificacdo de clotrimazol.

(Cavrine, et al., 1982), tém utilizado a aplicacdo da
técnica de cromatografia liquida
(HPLC)
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para determinacao de clotrimazol em tabletes, cremes, locdes
e p6. O método envolve etapas de extracdo com metanol e
eluicAo com misturas de metanol e fosfato diacido de amdnio
(85:15), em coluna de silica gel octadecil silanizada e
deteccdo na regido UV de 230 nm. O desvio padrédo relativo
encontrado entre as medidas foi de 0,5 a 1,32%.

(Hoogerheide, et al., 1981), também propuseram um
método para determinar clotrimazol e seu produto de hidrélise
acida [(o-clorofenil) difenil- metanol], em tabletes, solucéao
topica e cremes, utilizando-se HPLC com deteccdo UV em
254nm. As solugbes hidrolisadas foram obtidas apos
aquecimento do farmaco em Aacido cloridrico a temperatura
entre 75 a 95°C.

HPLC com deteccdo na regidao de (Amaximo= 230nm) foi
também utilizada por (Stuber & Mueller, 1984), para analise
de clotrimazol em cremes. O método utiliza a separacao
isocratica do farmaco a temperatura de 40°C em mistura de
metanol/agua (3:1 e 1:1) e &acido fosfdérico e mistura de
metanol contendo 0,5% de &acido fosforico como eluente.

A aplicagcdo de HPLC para testar o grau de pureza de
clotrimazol também é descrito por (Suzuki, et al., 1992). A
analise da amostra pura ou de seu principal produto de
hidrélise foi investigado em acetonitrila - &agua (65:35)
contendo trifenilmetanol como solu¢cdo padrdo. O meétodo
permite obtencdo de uma curva de calibracédo linear entre 5 a

60 pg.mL™* de clotrimazol e redescobrimento préximo a 100%.
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(Wang, et al., 1996), tém também demonstrado o uso de
HPLC com deteccdo na regidao UV para quantificacdo de
clotrimazol utilizando-se mistura de metanol/tampao acetato
pH 3,6 e brometo de tetrabutilaménio (55:45). O método
apresenta niveis de redescobrimento na ordem de 99,12% e
desvio padrédo relativo de 1,15% entre as medidas.

A aplicacdo das técnicas eletroquimicas na analise de
clotrimazol € muito pouco explorada.

O Unico trabalho potenciométrico encontrado na
literatura (Karandeeva, et al., 1998), relatam a utilizacdo de
um eletrodo ion-seletivo construido com membrana plastica a
base de policloreto de vinila (PVC) e celulose hidratada (CH)
e 0 anion do acido 12 - fosfomolibidico como ionéforo. O
complexo formado entre clotrimazol e o ion6foro, possibilitou
a obtencédo de curvas Nernstianas (Ewing, 1972) na faixa de
concentracdo entre 2x10° a 1x10% mol.L'* (membrana de
PVC) e 3,1x10™° a 1x10? mol.L"* (CH) com limite de deteccédo
de 5x10° e 8,3x10°° mol.L™*, respectivamente. O tempo de
vida do eletrodo ion-seletivo foi estimado entre 65 - 90 dias.

A utilizagcdo de polarografia de corrente continua para
monitoramento indireto de clotrimazol & descrita por (Mpasi,
et al., 1987). Para estabelecer a constante de estabilidade (B
n) dos complexos formados entre clotrimazol e maganés (ll),
ferro(ll), cobalto(ll) e zinco(ll) os autores mostram que a
complexacdo entre o farmaco e os ions metalicos segue a
seguinte proporcao: maganés e ferro (1:1); e zinco e cobalto
(1:4) e (1:6), respectivamente. Os estudos mostram apenas
gque as ondas polarogréaficas dos
referidos
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metais deslocam-se para potenciais mais negativos quando
complexados com o farmaco.

O comportamento polarografico de clotrimazol também é
descrito por (Fijalek, et al., 1992), através da técnica
oscilopolarografica. Os autores mostram que o farmaco
apresenta onda de reducdo e pode ser monitorado
polarograficamente. Entretanto, nenhuma proposta para
reducdo eletroquimica ou aplicacdo do método em

formulacdes farmacéuticas € descrito.
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1.4.2 - MICONAZOL.

1.4.2.1 - DETERMINACAO ANALITICA DE MICONAZOL

O desenvolvimento de métodos analiticos capazes de
guantificar miconazol nas mais diversas matrizes tém sido
extensivamente investigado por diversos pesquisadores, uma
vez que a administracdo e dosagem do farmaco requer
controle rigoroso, devido a seus fortes efeitos colaterais. Os
principais métodos encontrados na literatura sdo descritos
abaixo.

Titulagdo volumetrica de miconazol, utilizando-se como
indicador o azul de indofenol em diclorometano e como
titulante solucdo aquosa de sulfato so6dico de dodecila sao
descrito por (Massaccesi, 1986). O método descrito permite a
quantificacdo de miconazol em tabletes, supositérios vaginais,
cremes e lo¢cdes com recuperacdo de 100% e desvio padrao
relativo de 0,30 - 0,35%.

(Chen, 1993), tem demonstrado a aplicacdo da técnica
espectrofotométrica na quantificacdo de miconazol através do
uso da segunda derivada e monitoramento da banda de
absorcdo do farmaco em (Amax.= 228 - 233 nm). A média de
redescobrimento obtida foi de 100% e desvio padrédo relativo
de 0,2%.

A complexacdo entre miconazol e tiocianato de cobalto €
descrita por (Lemli & Knockaert, 1983). A reacdo ocorre
através da formacdo de par-iébnico do substrato com o
tiocianato, apo6s dissolugcdo do farmaco em diclorometano e
posterior tratamento com sulfato de so6dio e acido
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cloridrico. Apds extracdao, o croméforo final apresenta banda
de absorcdo na regido visivel e pode ser monitorado em
Amaxima=  625nm. A correlacdo entre absorbancia vs
concentragcdo apresenta curva linear na faixa entre 0 a 400
png.mL™*,

Um outro método espectrofotométrico para determinacao
de miconazol é descrita por (Cavrini, et al., 1981). Os autores
mostram a formacdo de um complexo de cor amarela apés
interagcdo da droga com o corante verde de bromocresol, com
maxima absorcdo (Amax= 424nm) quando extraido com
cloroformio em meio acido. Uma resposta linear foi obtida na
faixa de concentracéao entre 3 a 13 pg.mL? com
absortividade molar de 1,845x10% mol.L *.cm™.

A utilizacéo das técnicas cromatograficas no
monitoramento de miconazol tém sido bastante explorada.

(Szathmary & Luhmann, 1988), determinaram miconazol
em plasma 24 h ap6s sua administracdo na forma de évulos. A
extracdo do principio ativo foi realizada com n-heptano e
alcool isoamilico (98,5:15 V/V) obtendo-se uma curva de
calibracdo linear no intervalo de concentracdo entre 0,25 a
250 ng.mL!. O método apresenta precisdo entre 95,6 -
107,2% com coeficiente de variacdo na ordem de 2,4 a 22,2%
entre as medidas.

A utilizacdo da técnica cromatografica de HPLC acoplada
a espectroscopia de massa foi investigada por (Neill, et al.,
1991), com o intuito de identificar miconazol em conjunto com
outras 120 drogas de interesse clinico. Embora o método
mostre a possibilidade de identificacdo de miconazol, os

autores nédo reportam sua aplicacgao.
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A utilizacdo de cromatografia na separacdo de miconazol
€ descrita por (Quian, et al., 1991). Misturas de n-hexano,
cloroformio, metanol e dietilformamida (42:21:13:5) foram
utilizadas pelos autores para separacadao da droga identificada
através de densitometria a 220 nm. O método mostrou curva
de calibracdo com relacédo linear entre 12 a 36 ug.

Método para determinagcdo de miconazol em cremes e
supositérios foi desenvolvido por (Tyler & Genzale, 1989),
através de HPLC com deteccdo na regido de Amaxima= 214nm.
A amostra em etanol é diluida em solucdo aquosa de cianeto
de metila (1:1) e eluida através da fase moével contendo 55%
de cianeto de metila e solugcdo tampao de trietilamdénio. O
redescobrimento do farmaco em cremes e supositérios
utilizando o meétodo foi 99,7 e 98,8%, respectivamente.

(Oyler, et al., 1991), isolaram e caracterizaram o0s
produtos de degradacdo do miconazol em solucéo
hidroetandlica (1:9) sob aquecimento de 77°C por 27 horas e
vigorosa agitacao. Aliquotas foram periodicamente removidas
do reator e analisadas por HPLC.

Miconazol foi ainda analisado através de HPLC em
plasma humano por (Kobylinska, et al., 1996), apoés
administracdo oral do Daktarin ou da forma pura do farmaco
em 12 voluntarios com idades compreendidas entre 22 - 40
anos. Utilizando tempo de retencao de 7,5 minutos, curva
analitica foi obtida na faixa de concentracdo entre 10 a 1.000
ng.mL. Interpolacdo das leituras obtidas das amostras de
Daktarin na curva padrdo registrou redescobrimento de 58,82
+4,83%.
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O uso de HPLC na determinacdo de miconazol em
secrecdo vaginal foi investigado por (Krzysztof, et al., 1988).
O método permite a obtencdo de uma curva de calibracao
entre 0,20 a 200 pg.mL' e coeficiente de variacdo entre as
medidas na faixa de 3,2 a 9,4%. A aplicacdo do método em
formulacdes farmacéuticas e fluido biolégico envolveu a
prévia extracdo do principio ativo com cloroférmio.

(Turner & Warnock, 1982), quantificaram miconazol em
saliva humana, utilizando HPLC com fase reversa. Metanol a

77% e EDTA a uma razao de fluxo de 1,5mL.min?

e deteccao
UV na faixa de concentracdo entre 3,5 a 40 mg.L'* e 5,3 a
51,6 mg.L'' foram utilizados como melhores condi¢des
experimentais. O método apresenta um limite de deteccdo de
0,5 mg.L .

A determinacdo de miconazol em soro humano €
investigada através de HPLC por (Hosotsubo, 1988). Sistema
de fase estacionaria a base de octadecilsilano e fase modvel
contendo solucdo tampé&o acetato pH 7,4 e cianeto de metila
foram utilizados para quantificacdo da droga. A precisdo do
método foi de 3,21% para 0,5mg.L’™* e 0,85% para 2,0mg.L"™*
com limite de deteccéo de 0,1 mg.L™*.

Em plasma de coelho, (Zhang & Deng, 1992), descrevem
na literatura alguns estudos sobre identificagcdo de miconazol.
A droga é extraida com cianeto de metila e determinada por
HPLC, utilizando como fase movel metanol e
dihidrogenofosfato de amdnio (84:16) e deteccdao a 230 nm. O
limite de deteccdo calculado foi de 0,5 pg.mL? e
redescobrimento médio de 96,5%.
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O Udnico estudo baseado na técnica eletroquimica
encontrado para miconazol na literatura (Willens, et al.,
1981), mostra o uso da técnica polarografica de corrente
continua na caracterizacdo da interacdo do miconazol com os
ions metalicos maganés (lIl), ferro (Il), cobalto (II) e zinco a
fim de estabelecer a constante de estabilidade (pn) dos
complexos miconazol - ion metalico. O estudo foi
fundamentado no deslocamento seletivo do nivel de energia
livre do elétron por complexacdo, resultando em um
deslocamento das curvas voltamétricas corrente - potencial. O
presente trabalho ndo reporta determinacdao e nem aplicacéo
para o farmaco.

Deste modo, a anélise dos principais métodos analiticos
utilizados para determinacdo de clotrimazol e miconazol
encontrados na literatura mostram diversas metodologias
baseadas, principalmente, nas técnicas titulométricas
espectrofotométricas e cromatogréaficas. De um modo geral, os
metodos disponiveis requerem altas concentragbes, como no
caso das titulagcdes volumétricas, sofisticados equipamentos,
tais como no caso de HPLC, ou sao complicados devido a um
grande numero de etapas de extracdo, como no caso dos
metodos espectrofotométricos. Adicionalmente, a analise
espectrofotométrica na regido do UV utilizada para analise
destes fungicidas é limitada a uma baixa absortividade e
auséncia de bandas caracteristicas. Os meétodos
espectrofotométricos tém apresentado ainda longas etapas de
reacdo e curta estabilidade dos complexos formados e baixa
sensibilidade dos complexos extraidos com solventes

organicos.

INTRODUCAO
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Deste modo, considerando que a aplicacdo de técnicas
eletroquimicas na analise de compostos farmacéuticos tém
ganhado notoriedade por fornecer métodos analiticos
confidveis, sensiveis e de baixo custo &€ de nosso interesse
investigar o comportamento eletroquimico do clotrimazol e do

miconazol utilizado-se técnicas voltamétricas.
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1.5 - OBJETIVO.

Em virtude da inexisténcia de estudos sobre o
comportamento eletroquimico dos agentes antifungicos
clotrimazol e miconazol, assim como, auséncia de métodos
polarograficos e voltamétricos modernos aplicados para
determinacdo destes farmacos em Dbaixos niveis de
concentragao é de Nnosso interesse investigar o]
comportamento voltamétrico desses farmacos sobre eletrodo
de mercuario, visando estabelecer um mecanismo de reducdao
para esses compostos em meio aquoso.

Considerando que oS métodos eletroanaliticos
normalmente sao rapidos, sensiveis, seletivos e econdmicos
pretende-se, a seguir, investigar sua aplicacdo na
determinacdo destes compostos utilizando-se a técnica
polarografica de pulso diferencial e monitoramento de tracos
de ambos os farmacos através da técnica voltamétrica de
redissolucédo catddica.

Finalmente, uma vez estabelecido as melhores condicdes
experimentais para monitoramento destes compostos em meio
aquoso €& de nosso interesse investigar a possibilidade de
aplicacdo dos métodos eletroanaliticos mais eficientes para
determinacdo de clotrimazol e miconazol em formulagdes
farmacéuticas visando contribuir e/ou complementar o0s

metodos disponiveis na literatura.
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2.0 - PARTE EXPERIMENTAL.

2.1 - EQUIPAMENTOS.

As medidas polarograficas de pulso diferencial (PPD),
foram efetuadas em um polaréografo da marca Metrohm,
modelo E 506 com interface da Microquimica (MQI 12/8PCC).
O sistema €é acoplado a um sistema de eletrodos, também
fabricados pela Metrohm, modelo 663 VA, com trés eletrodos:
um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KClI 3 mol.L™"); um
eletrodo auxiliar de grafite e um eletrodo de trabalho de
mercario usado no modo DME (eletrodo gotejador de
mercurio) e no modo HMDE (eletrodo de gota pendente de
mercurio). Foi também utilizado um polaréografo modelo 264 A,
acoplado a um registrador EG&G Parck, modelo RE 0091 e um
gotejador automéatico 303 A da EG&G Parck com trés
eletrodos: um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl 3 mol.L™),
um eletrodo auxiliar de platina e um eletrodo de trabalho
(capilar de mercuario usado no modo DME).

As medidas de pH de todas as solucfBes investigadas
foram realizadas com um pHmetro da marca Micronal, modelo
B222, equipado com um eletrodo combinado de vidro, apoés
prévia calibracdo. As medidas de pH apresentadas ao longo
do presente trabalho sdo aparentes, uma vez que as solucdes
foram compostas de uma mistura tamp&ao/metanol.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em
um espectrofotometro GBC 911 A UV-visivel
Spectrophotometers, usando cubetas de quartzo de 1 cm.

Os estudos de estabilidade térmica em solugdo foram
realizadas em banho termostatico Nova Técnica Pt - 100.

EXPERIMENTAL
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2.2 - REAGENTES E PROCEDENCIA.

Os reagentes utilizados foram: &cido acético (Merck);
acido borico (Sigma); acido fosférico (Merck); hidroxido de
sodio (Merck); fosfato diacido de sodio (Sigma); fosfato acido
de sodio (Sigma); mercurio metéalico (Merck); metanol (Merck);
imidazol (Sigma); triton X-100 (Merck); acetato de sodio
(Sigma); reactive red 120 (Sigma); acido cloridrico (Merck);
cloroférmio (Merck); acido citrico (Merck); citrato de sdédio
(Merck); verde de bromocresol (Sigma); alaranjado de metila
(Sigma), os compostos clotrimazol, nitrato de miconazol e
tinidazol, com comprovado grau de pureza, gentilmente
cedidos pelo laboratério Bayer S/A. Foram ainda analisadas
as amostras de Canesten (Bayer S.A), Dermobene (Legrand),

Daktarin (Janssen Farmacéutica) e Vodol (Andrémaco).
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2.3 - SOLUCOES.

O sistema de solucédo tampao utilizado nos experimentos
polarograficos de pulso diferencial no intervalo de pH de 2 a
12 foi Britton - Robinson 4x10°2 mol.L'' e nos experimentos
voltamétricos de redissolucdo catddica foi B-R 2x10°° mol.L .
O Tampédo B-R foi obtido pela mistura de solu¢gdes de acido
orto fosférico, acido acético e acido bdérico com ajustes nos
valores de pH com adicdo de hidréoxido de sédio 1 mol.L .
Solugdes tampéo fosfato 4x102 mol.L™* e 2x10°% mol.L"* foram
ainda utilizadas no intervalo de 6 < pH < 8 obtidas pela
mistura de fosfato 4cido de sédio e fosfato diacido de sodio.
Em valores de pH< 2 utilizaram-se solu¢gbes de &cido
cloridrico/cloreto de potassio 0,2 mol.L''. Todas as solucées
foram preparadas utilizando-se agua desionizada em sistema
milli-Q (milipore).

Solugées estoque de 1x10? mol.L'' de clotrimazol e
miconazol foram preparadas através da dissolu¢cdo da amostra
pura e seca em metanol absoluto. Solucées estoque de 1x10™*
mol.L"* de clotrimazol e miconazol foram utilizadas nos
estudos voltamétricos de redissolucdo catddica dos farmacos.
Preparou-se ainda, solucéo estoque 1x10°2 mol.
L'! do corante reactive red 120 (RR120) através da
dissolucdo direta do sal em &agua desmineralizada. Solucéo
metandlica de imidazol 1x10? mol.L" foi obtida pela

dissolucdo do composto puro e seco em metanol.
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As solucdes de trabalho foram sempre preparadas por
transferéncia de aliquotas das solucbes estoque dos
substratos em 20 mL de eletrdlito suporte contendo em média
40% de metanol na célula eletroquimica. Todas as solucfes
foram previamente deaeradas, através de borbulhamento de
gas nitrogénio por 10 minutos. A seguir, as medidas
polarograficas de pulso diferencial foram realizadas
utilizando-se tempo de gotejamento controlado
mecanicamente em 0,8 segundos e amplitude de pulso
mantida constante em 50 mV.

Tendo em vista que os farmacos acima descritos séao
muito pouco solluveis em agua e prontamente sollveis em
solventes organicos como metanol, tornou-se necessaria a
adicdo de metanol no eletrélito suporte; deste modo, o0s
valores de pH utilizados neste trabalho s&o valores aparentes
de pH. Novos valores de pH obtidos em meio aquo-orgéanico
sdao mostrados na Tabela 2.1 e 2.2 para solucdo tampéao B-R e
fosfato, respectivamente. Os dados apresentados sao
correspondentes a um volume final de 20 mL na célula

eletroquimica.
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Tabela 2.1: Efeito da presenca de metanol sobre o valor final

do pH das solu¢gdes tampdo B-R utilizadas como eletrdlito

suporte.
pH pH (aparente)
sistema tamponante B-R adicdo de 40% de
metanol
2,0 2,2
3,0 3,5
4,0 4.4
5,0 5,4
6,0 6,6
7,0 7,6
8,0 8,7
9,0 9,7
10,0 10,8
11,0 11,9
12,0 12,9
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Tabela 2.2: Efeito da adicdo de metanol sobre o valor final do

pH das solucdes de tampédo fosfato utilizadas como eletrdlito

suporte.
pH pH (aparente)
Solucdo tampao fosfato adicdo de 40% de
metanol.
6,3 7,3
6,9 7,6
7,4 8,0
7,9 8,4
8,3 9,2
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2.4 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS.

2.4.1 - DERIVATIZACAO DE CLOTRIMAZOL COM O
CORANTE REACTIVE RED 120.

A reacdo de derivatizacdo do clotrimazol com o corante
RR 120 foi realizada diretamente na célula voltamétrica apos
adicdo de aliquotas previamente calculadas do croméforo em
volume apropriado de solugcdo tampado B-R pH 2,0. Apés
registro das curvas voltamétricas da solugcdo correspondente
ao branco, volumes previamente calculados de uma solucao
padrdo de 1x10°2 mol.L'' de clotrimazol foram adicionados a

célula.

2.4.2 - QUANTIFICACAO DE CLOTRIMAZOL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS ATRAVES DE METODO
ESPECTROFOTOMETRICO.

O método espectrofotométrico realizado com o objetivo
de comparar os resultados obtidos através do estudo
polarografico de pulso diferencial e voltamétrico de
redissolucdo catdodica para quantificacdo de clotrimazol em
formulagdes farmacéuticas, foram realizados segundo o
procedimento descrito por (Osama & Pakinaz, 1993).

Os autores monitoram clotrimazol através da formacao
de par-i6bnico do farmaco com o corante alaranjado de metila
obtido em solugdo tampdo de acido citrico 0,1 mol.
L' e posterior extracdo em cloroférmio.

A solucdo padrao de clotrimazol foi obtida apés pesagem
de 25 mg do farmaco puro e dissolucdo em

metanol
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absoluto em um baldo volumeétrico de 25 mL. Em seguida,
aliquotas da solucédo estoque de clotrimazol s&do diluidas em
uma série de solu¢gbes com concentracao final entre 50 a 350
png.mL™*,

O procedimento para obtencdo do complexo entre
clotrimazol e o corante alaranjado de metila é realizado em
um funil de separacdo de 100 mL onde se adicionam 3 mL da
solucdo tampado de &cido citrico 0,1 mol.L'*, 2 mL da solucéo
0,1% do corante alaranjado de metila seguido de 1 mL das
solucbes de trabalho de clotrimazol. Ap6s vigorosa agitacao
durante 5 min., adicionou-se cloroférmio e o complexo
formado e extraido € coletado em um baldo volumétrico de 25
mL. O produto foi submetido a analise espectrofotométrica
utilizando-se comprimento de onda de maxima absorcéo
(Amaxima) 422 nm.

2.4.3 - QUANTIFICACAO DE MICONAZOL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS ATRAVES DE METODO
ESPECTROFOTOMETRICO.

A analise de miconazol em formulacdes farmacéuticas foi
realizado segundo o procedimento descrito por (Cavrine, et
al., 1981), com o objetivo de comparar os resultados obtidos
através da técnica voltamétrica de redissolugdo catodica.

Os autores monitoram espectrofotometricamente o
miconazol apds sua interacdo com o0 corante verde de
bromocresol obtido em meio tamponado em solu¢cdo de citrato
de sdédio e acido cloridrico pH 3,0. O complexo obtido é
extraido em cloroférmio e monitorado

em
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comprimento de onda de maxima absorcado (Amaxima) = 424 nm.

Uma solucdo estoque de miconazol foi obtida apés
dissolucdo de 20,0 mg do farmaco na forma pura em
cloroféormio e diluida em um frasco volumétrico de 20 mL.
Em seguida, aliquotas da solucdo estoque foram diluidas em
balées volumeétricos a fim de obter solu¢cbes padrdo cujas
concentragdes final seriam na faixa entre 6 a 40 pg.mL™ .

O procedimento experimental para obtengcdo do complexo
foi realizado em um funil de separacdo de 50 mL onde foram
adicionados 5 mL de solucdo padrdo de miconazol, seguida de
15 mL de solugdo 1x10* mol.L'* do corante verde de
bromocresol e 5 mL de solucdo tampao pH 3,0. Apds vigorosa
agitacdo, o complexo foi extraido em 2 aliquotas de 2 e 3 mL

de cloroférmio e coletado em um baldao volumétrico de 10 mL.

2.4.4 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS.

2.4.4.1 - AMOSTRAS COMERCIAIS EM SOLUCAO.

Na aplicacéo dos meéetodos desenvolvidos para
formulagdes farmacéuticas comerciais contendo clotrimazol e
miconazol como principio ativo utilizou-se solucdo ou spray,
denominadas de Canesten, Dermobene e Vodol; solucdes
estoque foram obtidas ap6s evaporacdo do solvente através
da passagem de ar comprimido, seguida da dissolugcdao do
residuo final em metanol absoluto.

A formulacdo farmacéutica denominada de Dermobene é
constituida, além do principio ativo, com o0s excipientes

metilparabeno, propilparabeno, polietilenoglicol, alcol etilico e

EXPERIMENTAL
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acido citrico. A amostra comercial de Canesten é constituida
pela dissolucdo do principio ativo em etanol. A amostra
farmacéutica comercializada como o nome de Daktarin possui
oxido de zinco, talco, e dioxido de silicio além do farmaco. A
formulagcdo comercializada com o nome de Vodol néo
especifica os constituintes utilizados como solventes e/ou

conservantes.
2.4.4.2 - AMOSTRA COMERCIAL SOLIDA.
A formulacdo farmacéutica denominada de Daktarin,

disponivel comercialmente sob a forma de p6, foi analisada

diretamente, sem prévio tratamento.
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3.0 - RESULTADOS E DISCUSSADO.

3.1 - COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE
CLOTRIMAZOL.

3.1.1 - ESTUDO POLAROGRAFICO DE CLOTRIMAZOL.

A reducdo polarografica de clotrimazol sobre eletrodo
gotejante de mercurio foi inicialmente investigada em solucéao
tampdo B-R em ampla faixa de pH no intervalo de 2 a 12,
utilizando-se a técnica polarografica de pulso diferencial. Os
polarogramas obtidos para concentracdo de 5x10™* mol.L™! do
farmaco exibem ondas de reducdo em meio acido pH < 3, em
meio neutro e em meio alcalino, conforme é mostrado nas

Figuras 3.1 3.2 e 3.3, respectivamente.
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Figura 3.1: Polarograma de pulso diferencial obtido para

5x10°* mol.L™* de clotrimazol em solucdo tampdo B-R pH 2,0.

Em meio fortemente acido (pH 2,0), os polarogramas
mostram um pico de reducdo em potencial de -1,35 V, porém
as ondas sdo mal definidas devido a proximidade da descarga
do eletrélito suporte. Este comportamento torna o
monitoramento do farmaco inviavel neste valor de pH.

Em valores de 6,0 < pH < 8,0 clotrimazol (5x10™* mol.
L'') exibe ondas de reducdo somente em solucdo tampéo
fosfato, conforme mostra a Figura 3.2. Em valores de pH 6,9,
clotrimazol é reduzido em potencial de -1,66 V, cujo valor é
ligeiramente mais negativo do que aquele observado em meio

acido. A onda polarografica é caracterizada por
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um valor de largura de pico a meia altura (Wy,2) de 83,7 mV,
com caracteristicas assimeétricas, isto é, os valores de metade
da largura de pico a meia altura mostram valores diferentes
em cada lado do polarograma. Valores de (Wi4) = 23,2 mV
sao obtidos no lado mais negativo do pico de reducao e
(Wi14) = 60,5 mV no lado menos negativo. O lado mais
negativo de potencial na curva polarografica apresenta ainda,
deformacdo na linha base em relacdo ao eletrélito suporte.
Este comportamento pode ser indicativo de que 0 processo

eletrodico pode estar complicado por fenédmeno de adsorc¢éao.
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Figura 3.2: Polarogramas de pulso diferencial obtido para
5x10™* mol.L* de clotrimazol em solucédo tampé&o fosfato pH

6,9 (curva Il). Curva I= eletrdlito suporte.
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Em meio alcalino, os polarogramas obtidos para 5x107*
mol.L'* de clotrimazol mostram um pico de reducdo em
potencial de -1,52 V, como mostra a Figura 3.3. Embora a
onda de reducdo da droga apresente-se bem definida em
relacdo a descarga do eletrolito suporte, a corrente de pico é

nitidamente inferior aquela obtida em meio neutro.

—_
<
3
N—r
o
—
c
o
b
S
e}
O

1 L 1
-1,6 -15

Potencial (V)

Figura 3.3: Polarogramas de pulso diferencial obtido para
5x10°% mol.L™* de clotrimazol em solucdo B-R pH 12,0

(curva Il1). Curva I= eletrélito suporte.



56

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.2 - INFLUENCIA DO pH E COMPOSICAO DO
ELETROLITO SUPORTE.

O efeito da variacdo do pH sobre o potencial de pico de
reducdo de 5x10™* mol.L™* clotrimazol em solucdo tampédo B-R
e fosfato é mostrado na Tabela 3.1. Estes resultados séao
colocados em grafico na Figura 3.4. A andlise dos valores
mostra que no intervalo entre 8,0 < pH < 10,0 o potencial de
pico desloca-se para valores menos negativos e torna-se

constante em valores de pH superior.

Tabela 3.1: Parametros polarograficos de pulso diferencial

para 5x10* mol.L™* de clotrimazol em solucdo tampé&o B-R.

Valores de pH

6,3*

6,9*

8,0

9,0

10,0

11,0

12,0

* = solucao tampao fosfato.

Segundo a literatura (Bard, 1980), o potencial de pico
catédico (E,c), obtido pela técnica polarografica de pulso
diferencial pode ser relacionado com o potencial de meia onda
(E1/2) na técnica polarogréafica de corrente direta (DCy), pela

seguinte expressao:
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Epc = E1/2 - AE/2 (mV).
Onde AE = amplitude de pulso.

Dentro deste contexto, e considerando que todas as
medidas polarograficas do clotrimazol foram realizadas
utilizando-se a técnica polarografica de pulso diferencial a
uma amplitude de pulso ( AE) mantida constante em 50 mV,;
todo o diagnéstico envolvendo deslocamento de potencial em
funcdo do pH obtido através da técnica DCy, poderia ser
estendida ao comportamento polarografico de pulso
diferencial.

Normalmente, sistema redox reversivel que ndo envolve
nenhuma transferéncia de prétons e sistema irreversivel no
gual ndo ocorre nenhuma transferéncia de prétons, apos a
etapa de transferéncia eletrénica, mostram potenciais de Ej,;
inalterados com a mudanca nos valores de pH (Bond & Hefter,
1976). Por outro lado, € comum observar deslocamento dos
valores de E;/; para valores mais negativos de potencial com
a variacdo de pH, para sistemas irreversiveis em que a
transferéncia de protons seja precedente ou subseqliente ao
processo de transferéncia eletréonica lenta.

Entretanto, alguns autores (Laviron, 1962; Person &
Laviron, 1968; Bond & Hefter, 1976), mostram ainda, que 0
deslocamento de potencial de meia onda com o pH pode ser
atribuido a uma variacdo de energia livre de adsorcdao do
reagente ou do produto do processo eletrodico e/ou a um
sistema que sofre auto-inibicdo, onde a variacdo de pH
provogue mudangas na estrutura do filme formado sobre a
superficie do eletrodo, cuja presenca influencie a reacao

eletroquimica.
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Figura 3.4: Influéncia do pH sobre o potencial de pico de
reducédo de 5x10°* mol.L* de clotrimazol em solugédo tampéo

B-R (pH >8,0) e solugcdo tampéao fosfato (pH 6 e 7).

Deste modo, o deslocamento de potencial para valores
menos negativos observado para Ep vs pH na reducdo de
clotrimazol poderia ser indicativo de que o0 processo de
reducdo envolve forte adsorgcdo do produto reduzido na
superficie do eletrodo. Neste caso, o aparecimento das ondas
de adsorcdo ocorrem em potenciais menos negativos do que a
onda difusional, visto que, uma diminuigdo no teor de energia
requerida para a reducdo na forma oxidada € observada

guando o produto encontra-se adsorvido (Galus, 1976).
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A analise do efeito do pH sobre a corrente de pico
observada na reducdo de clotrimazol € mostrado na Tabela
3.1. A analise da tabela sugere que na solugcdo tampao fosfato
pH 6,9 a intensidade de corrente & maior e, portanto, foi
escolhida como melhor eletrélito suporte para as medidas

analiticas.

3.1.3 - ANALISE DA REVERSIBILIDADE DO PROCESSO DE
REDUCAO.

O critério para a analise da reversibilidade utilizada na
técnica polarografica de pulso diferencial é a medida da
largura de pico a meia altura (Wi,2), que fornece valores a
respeito do grau de reversibilidade do processo de reducéao.

Os valores previstos para um processo reversivel
envolvendo um elétron sao W;y,,= 90,58 mV, 45,29 mV para
picos envolvendo dois elétrons e 30,19 mV para picos
envolvendo a participacdo de trés elétrons (Bond, 1980). Os
respectivos valores de W;i,, obtidos para 5x10™* mol.L™! de
clotrimazol em diferentes valores de pH em solucédo tampé&o B-

R e fosfato sao mostrados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Influéncia do pH nos valores da largura do pico a
meia altura (Wq,2) obtidos nos polarogramas de pulso
diferencial para 5x10™* mol.L™* de clotrimazol em solucéo
tampao B-R.

valores de pH largura do pico a meia altura

(W1/2) (mV)

6,3 100,0

6,9* 83,7

8,0 80,0

9,0 78,9

77,8

74,1

57,6

*= solucédo tampéo fosfato.

O exame destes parametros mostra gque o0 sistema nao
apresenta caracteristicas de transferéncia eletrénica simples,
uma vez que todos os valores obtidos em ampla faixa de pH
se afastam dos valores tedricos de um comportamento
eletrodico reversivel simples. Este comportamento é tipico de
um processo envolvendo participagcdo de processos
adsortivos, dependentes da variacdo de pH, que distorce a

largura das ondas (Bard, 1980).
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3.1.4 - CARACTERISTICAS DO PROCESSO QUE CONTROLA
A INTENSIDADE DE CORRENTE.

A andlise da variagcdo da corrente em funcdo do tempo
de gotejamento e concentracdo do substrato pode fornecer
informacbes importantes sobre o processo que governa a
corrente de pico do sistema estudado.

O efeito do tempo de gotejamento sobre a corrente de
pico catédico de 5x10™* mol.L™* de clotrimazol foi investigado
em solucdo tampao fosfato pH 6,9 e B-R pH 12,0 entre 0,4 a
2,0 segundos. A corrente de pico, obtida em solugcdo tampao
fosfato pH 6,9, aumenta com o0 aumento no tempo de
gotejamento até 1,2 segundos seguido da diminuicdo na
corrente de pico em tempos de gotejamentos superiores. Em
solucédo tampao B-R pH 12,0, a corrente de pico aumenta com
0 aumento no tempo de gotejamento em toda a variacdo de
tempo de gotejamento investigado. Em ambos o0s casos, o
potencial de pico mantém-se praticamente constantes em
meio neutro ou alcalino com o aumento no tempo de
gotejamento.

A analise da curva logaritmica obtida no intervalo de
tempo de gotejamento investigado para 5x10* mol.L™' de
clotrimazol em solugdo tampdo B-R pH 12,0 (Figura 3.5)
mostra uma relagdo linear em todo o intervalo investigado

com inclinacdo de 0,65.
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Figura 3.5: Anélise logaritmica da influéncia do tempo de

gotejamento sobre a corrente de pico catédico de 5x10°* mol.
L' de clotrimazol em solucdo tampédo B-R pH 12,0.

Valores previstos na literatura para inclinacdo da reta
log i vs log t para processo difusional, cinético e adsorc¢ao
sao: 0,16; 0,66 e 0,33, respectivamente (Bond, 1980; Zuman &
Kolthoff, 1962). Deste modo, os resultados obtidos para
clotrimazol em meio alcalino pH 12,0; sdo indicativos de que
em meio fortemente basico o0 processo €& controlado
cineticamente.

A anéalise logaritmica da curva log i vs log t para 5x
10°* mol.L* de clotrimazol em solugcdo tampé&o fosfato pH 6,9
(Figura 3.6), apresenta inclinacdo de 0,86 no intervalo de
tempo de gotejamento entre 0,6 a 1,2 segundos.
Este
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valor esta muito acima dos valores tedricos que caracterizam
O processo cinético ou puramente controlado por adsorcéo,
mostrando que, provavelmente o processo de transferéncia
eletronica sofre influéncia de outros processos envolvendo
formacao de filmes ou auto-inibi¢cdo. A diminuicdo nos valores
de corrente em longos tempos de gotejamento mostra que
neste intervalo de pH, provavelmente o processo eletrddico
poderia estar sendo auto inibido pelo produto adsorvido.
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Figura 3.6: Analise logaritmica da influéncia do tempo de
gotejamento sobre a corrente de pico catédico de 5x10* mol.

L' de clotrimazol em solucdo tampéo fosfato pH 6,9.
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Considerando que estudos realizados com o intuito de
caracterizar o0 processo que controla a intensidade de
corrente de pico no sistema clotrimazol em solugdo tampao
fosfato pH 6,9 mostram uma forte evidéncia de que a corrente
€ controlada por um fendmeno de adsorcdo, neste caso, um
estudo que pode apresentar informacfes para um diagndstico
conclusivo sobre o controle da intensidade de corrente é o
estudo da corrente em funcdo do aumento na concentracdo do
farmaco.

Polarogramas de pulso diferencial obtidos em tempo de
gotejamento de 1,0 segundo, correspondentes a concentracao
de clotrimazol entre 2,5x10°% mol.L'* & 7,5x10°% mol.L"! s&o

mostrados na Figura 3.7.
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Figura 3.7: Polarogramas de pulso diferencial obtidos para
clotrimazol em solugcdo tampao fosfato pH 6,9/metanol (3:2)
Curva |I= eletrdlito suporte; curva Il= 2,5;curva |lll= 3,5;curva
IV=4,0;curva V= 4,5;curva VI= 5,0;curvaVll= 5,5;curva VllI=
6,0;curva IX= 7,0 e curva X= 7,5 (x10™* mol.L™* de

clotrimazol).
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Um exame desta figura mostra um acentuado
deslocamento do potencial de pico para valores mais
negativos de potencial de reducdo em todo o intervalo de
concentracdo investigado seguido de deformacdo na linha
base em concentracdes superiores a 4,5x10* mol.L*. Este
comportamento é tipico de processo eletrédico acoplado a
forte fenOmeno de adsorgcdao ou auto-inibicdo que deforma a
linha base (Galus, 1976; Laviron, 1975).

Curvas representativas da variacdo da concentracdo de
clotrimazol sobre a corrente de pico polarografica séao
mostradas na Figura 3.8. A forma da curva obtida no intervalo
de 2x10™* a 7,5x10™* mol.L™* caracteriza-se por uma relacéo
linear que nado passa pela origem, mostrando um
comportamento andmalo ao previsto pela equacao de Ilkovic
(Ewing, 1972).



67

RESULTADOS E DISCUSSAO

T T T
2,0x10™ 4,0x10" 6,0x10™ 8,0x10™

Clotrimazol (moI.L'l)

Figura 3.8: Efeito da concentracdo sobre a corrente de pico

catdédico para clotrimazol em solugdo tampao fosfato pH 6,9.

Segundo a literatura (Vececk, 1963), a correlacéo
prevista entre a corrente e concentracdo da espécie
eletroativa € uma relacdo linear para correntes difusional e
cinética (reacdes de primeira ordem). Por outro lado, quando
a corrente aumenta com o aumento da concentracdo da
espécie eletroativa até um limite onde a onda permanece
constante para adi¢cbes posteriores da concentracdao do
substrato é indicativo de que a corrente €& controlada por
adsorcdao ou 0 processo eletrodico est4d obstruido

pelo
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produto, ou ainda, a onda polarografica tem natureza
catalitica.

Deste modo, o comportamento andmalo obtido para
clotrimazol pode ser indicativo de que, em altas
concentracdes a espécie adsorvida estaria sendo
preferencialmente reduzida ou um processo catalitico estaria
tomando parte. Estudos realizados em tempos de gotejamento
de 0,6 segundos apresentam o0 mesmo comportamento
sugerindo gue, mesmo em tempos mais rapido, o processo
eletrodico estaria sendo complicado por um forte fendmeno de
adsorcao.

Uma vez caracterizada a forte adsor¢cdo ou auto-inibicao
do farmaco sobre a superficie da gota de mercuario e
considerando o frequente uso de substancias que possuem
propriedades tensoativas capazes de minimizar este problema
em estudo eletroguimicos (Zuman & German, 1983),
investigou-se a segqguir, o efeito da adicdo de triton-X100 sobre
as ondas polaragraficas visando otimizar o sinal monitorado.
A Figura 3.9, mostra polarogramas de pulso diferencial
obtidos do clotrimazol em concentracdo fixa de 2x10™* mol.L™*
em solucdo tampao fosfato pH 6,9 na presenca de diferentes

concentracdes de triton X-100.



69

RESULTADOS E DISCUSSAO

6]

o

—_
<
3
N—r
)
-
c
)
S
b
o
O

1 . 1
-1700 -1600

Potencial(mV)

Figura 3.9: Efeito da adicao de TRITON X-100 sobre as ondas
polarograficas de pulso diferencial de 2x10™* mol.L™! de
clotrimazol em solugcdo tampao fosfato pH 6,9. Concentracéo
de Triton X- 100: Curva I= 0,0; curva Ill=
7,5x10" %; curva lll= 1x10™° % e curva IV= 2x107%%.

A analise desta figura mostra que a deformacado da linha
base da onda polarografica no lado mais negativo &
minimizada pela adigcdo do surfactante. Entretanto, em
concentragcbes superiores a 1x103°% de triton X-100 a
corrente de pico €& visivelmente atenuada por adicdes
sucessivas do agente tensoativo. Além disso, observar-se que
a adicdo de triton X-100 provoca deslocamento do potencial

de pico para valores menos negativos de potencial, uma vez
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gota de mercurio que minimiza a forte afinidade que o farmaco
oferece a espécie metalica no eletrodo capilar. Deste modo,
conclui-se que a melhor concentracdo do surfactante para
medidas analiticas de clotrimazol em solucdo tampao fosfato
pH 6,9 seria 1x103% , o qual poderia minimizar o fenémeno
de adsor¢cao sem inibicao significativa da onda polarografica.

Considerando que o triton X-100 pode atuar efetivamente
na atenuacdo do fenémeno de adsorcdo que distorce a onda
polarogréafica, investigou-se a seguir, a possibilidade de
construir uma curva de calibragcdo adequada para clotrimazol
na presenca do surfactante. Curva de calibracdo para
clotrimazol no intervalo de concentracdo entre 5x10°° mol.L™?
a 2,8x10* mol.L''! em solucdo tampdo fosfato pH 6,9 na
presenca de 1x10°%% de triton X-100 pode ser observada na
Figura 3.10.
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Figura 3.10: Efeito da concentracdo sobre a corrente de pico
catdédico para clotrimazol em solugdo tampao fosfato pH 6,9
contendo 1x1073% de triton X-100.

A analise da Figura 3.10 mostra que uma relacao linear é
obtido em todo o intervalo de concentracdao investigado,
mostrando que o0 método é viavel analiticamente.
Adicionalmente, nestas condi¢cbfes experimentais, verifica-se
gue o potencial de pico de reducdao € mantido constante em
todo o intervalo de concentragcdo estudado, confirmando o
diagndéstico anterior de que o deslocamento de potencial de
pico observado previamente ocorre devido a adsorcdo ou

auto-inibicao.
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3.2 - COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO.

3.2.1 - ESTUDO VOLTAMETRICO DE CLOTRIMAZOL.

O comportamento voltamétrico de clotrimazol foi
investigado em dois valores representativos de pH 6,9 em
solucédo tampéo fosfato (40% de metanol absoluto) e em pH
12,0 em solugcédo tampédo B-R sobre eletrodo de gota pendente
de mercuario. A Figura 3.11 mostra um voltamograma ciclico
obtido para 1x10™* mol.L'* de clotrimazol em solugdo tampéo
fosfato pH 6,9 utilizando-se velocidade de varredura de 60
mV.s!. O respectivo voltamograma ciclico para 1x10* mol.L™*
de clotrimazol em meio alcalino pH 12 é mostrado na Figura
3.12. A anédlise da Figura 3.11, mostra que em meio neutro o
farmaco é reduzido em eletrodo de gota estacionaria de
mercario em potencial de -1,5 V (pico IC) e um pico de
oxidacdo € observado na varredura reversa de potencial em
Epa= -1,45 V (pico IA), mostrando que o produto gerado na
primeira etapa de reducao é regenerado na varredura reversa
de potencial. Do mesmo modo, em pH 12,0, o farmaco é
reduzido em potencial de -1,39V e o voltamograma apresenta
pico na varredura reversa de potencial de -1,35V, (Figura
3.12). A ocorréncia do pico de oxidacao na varredura reversa
de potencial sugere que o processo € reversivel, entretanto,
uma analise mais criteriosa envolvendo outros parametros é

necessaria.
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Figura 3.11: Voltamograma ciclico de 1x10™* mol.L™* de

clotrimazol em solugcdo tampao fosfato pH 6,9, v = 60

mV.s !,
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Figura 3.12: Voltamogram a ciclico de 1x10™* mol.L™* de

clotrimazol em solucdo tampé&o B-R pH 12,0, v = 60 mV.s™ .
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3.2.2 - INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE VARREDURA.

A influéncia da velocidade de varredura (v) sobre os
potenciais de pico de reducdo e oxidagcdo nos voltamogramas
obtidos para 1x10™* mol.L™! de clotrimazol foi investigado em
intervalos de v entre 10 a 2.000 mV.s', em meio neutro
(tampé&o fosfato pH 6,9) e em meio alcalino (tamp&do B-R pH
12,0).
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3.2.3. - COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO EM MEIO
NEUTRO.

O efeito da mudanca na velocidade de varredura sobre
0s parametros de potencial de pico e corrente de pico é
mostrado na Tabela 3.3. A analise desta tabela mostra que o
potencial de pico de reducdo (Epc) mantém-se constante em
velocidade de varredura < 100 mV.s!, seguido de ligeiro
deslocamento para valores mais negativos de potencial de
pico de reducdo em valores superiores de velocidade de
varredura. Por outro lado, o potencial de pico de oxidacao
desloca-se nitidamente para valores menos negativos de

potencial com o aumento da velocidade de varredura.
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Tabela 3.3: Parametros voltamétricos do sistema 1x10 % mol.

L' de clotrimazol em solucdo tampéo fosfato pH 6,9.

Vel. de

varredura onda de reducéo onda de oxidacéao
(mV.s™™) -Ep ip -Ep Ip
(V) (HA) (V) (HA)

20 1,52 1,0 1,48 0,3
30 1,51 1,2 1,48 0,6
40 1,51 1,6 1,47 0,8
50 1,51 1,8 1,47 1,2
60 1,49 1,8 1,44 1,4
70 1,50 2,1 1,45 1,7
80 1,49 3,7 1,45 3,1
90 1,52 2,7 1,45 2,3
100 1,51 3,2 1,44 2,5
200 1,52 5,1 1,43 4.7
400 1,55 8,0 1,40 8,3
500 1,57 9,0 1,41 9,7
1.000 1,55 17,3 1,40 19,3
1.500 1,59 20,0 1,37 22,2
2.000 1,60 25,5 1,36 28,9
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Para um processo eletrédico reversivel, o potencial de
pico independe da velocidade de varredura de potencial. Por
outro lado, um deslocamento para valores mais negativo de
potencial é tipico de processo de transferéncia eletrbnica
irreversivel ou com reacdo quimica subsequente a
transferéncia de carga (EC), enquanto que reacfes quimicas
precedentes a transferéncia eletrénica (CE), provocam um
deslocamento para valores menos negativo de potencial
(Brown & Large, 1971).

Deste modo, a analise do comportamento do potencial de
pico de reducdo sob diferentes velocidades de varreduras,
pode ser indicativo de que o0 processo Sse comporta
reversivelmente, na regido de pequena contribuicdo de queda
6hmica v< 100 mV.s*.

O efeito da velocidade de varredura sobre a intensidade
de corrente do pico catdédico e anddico € mostrado na forma
de grafico na Figura 3.13.

De acordo com a literatura (Bond, 1980), processos
eletrodicos envolvendo corrente de pico proporcional a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v) sdo controlados por
difusdo. Entretanto, processo controlado por fenbmeno de
adsorcao apresentam relacdes de ip diretamente proporcional

a velocidade de varredura.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3.13: Efeito da velocidade de varredura sobre a
intensidade de corrente de pico catédico (B) e pico anddico
(A) no sistema 1x10™* mol.L™! de clotrimazol em solucédo

tampao fosfato pH 6,9.

Deste modo, relacdo linear entre ip vs v sugere que a
reducdo de clotrimazol em gota estacionaria de mercurio é
controlada por um processo de adsorcao tanto do reagente
guanto do produto.

Contudo, uma caracterizagcao criteriosa do processo
eletrodico requer outros critérios de diagndstico, tais como,

analise da funcéo corrente (ipc / v'’?) e relacdo entre corrente
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anoddica e catdédica (ipal/ipc) em funcdo da velocidade de
varredura.

Assim, os valores calculados para a funcdo corrente
correspondente ao pico de reducao (IC) para clotrimazol em
pH 6,9 foram calculados e os valores colocados em grafico na

Y2 aumentam

Figura 3.14. Os valores da funcédo corrente ipc/v
significativamente e atingem um patamar em altas velocidades

de varredura.
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Figura 3.14: Efeito da velocidade de varredura sobre a funcgao
corrente do sistema 1x10™* mol.L™! de clotrimazol em solucéo

tampao fosfato pH 6,9.

De acordo com a literatura (Brown & Large, 1971;

Nicholson & Shain, 1964), a funcdo corrente é
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independente da velocidade de varredura tanto para
processos reversiveis como irreversiveis. Caso a
irreversibilidade seja provocada por reacdes quimicas
acopladas a transferéncia eletronica, pode se observar uma
diminuicdo ou mesmo uma independéncia de ipc / v'’? com a
velocidade de varredura dependendo da natureza da reacao

Y2 com o aumento

quimica. Entretanto, um aumento de ipc/v
da velocidade de varredura pode ser indicativo de processos
cataliticos ou processo envolvendo fen6meno de adsorcéo.

Deste modo, a forma do grafico obtido na Figura 3.14
para reducao de clotrimazol em pH 6,9 mostra que o0 processo
provavelmente envolve adsorcao do reagente (Bard, 1980).

Um outro critério utilizado na analise dos parametros
voltamétricos envolve a relacdo entre pico andédico e pico
catdédico (ipal/ipc) em funcdo da variacdo da velocidade de
varredura.

Segundo a literatura (Bond, 1980; Brown & Large, 1971)
processos eletrédicos reversiveis exibem wuma razédo de
ipa / ipc sempre igual a unidade e independem da velocidade
de varredura. Para mecanismo com reag¢des quimicas
precedentes a transferéncia de carga os valores de ipa / ipc
aumentam com a velocidade de varredura e sdo sempre maior
ou igual a wunidade. Processos com reacdo quimica
subsequente a transferéncia de carga apresentam como
caracteristicas valores de ipc > ipa em baixas velocidades de
varredura (ipa / ipc <1) e a relacdo ipa / ipc tendendo a
unidade em altas velocidades de varreduras. Processo
envolvendo adsor¢cdo do produto, pode algumas vezes também
apresentar valores de ipa maiores que ipc (Bard, 1980).
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Os resultados obtidos para a relacdo de ipa / ipc obtido
dos voltamogramas ciclicos correspondentes a reducao de
clotrimazol sdo apresentados na Figura 3.15. A andlise destes
dados mostra que o sistema se comporta como processo
eletrodico governado por um mecanismo de transferéncia de
carga com reacdo quimica subsequente. Entretanto, o ligeiro
aumento de ipa em relagcao a ipc (ipa / ipc>1l) em altas
velocidade de varredura indica também a contribuicdo da

adsorcao do produto reduzido na superficie do eletrodo.

T T T T T T T
500 1000 1500 2000

Velocidade de varredura(mv.s™

Figura 3.15: Efeito da velocidade de varredura sobre a razao
corrente de pico anddico e corrente de pico catédico do
sistema 1x10™* mol.L™! de clotrimazol em solucdo tampéo

fosfato pH 6,9.
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Segundo a literatura (Fry, 1972), o numero de elétrons
envolvidos em um processo eletroguimico pode ser obtido
pela expresséao:

Epa - Epc = Epc/2 - Epa/2 = 56/n (mV)

Deste modo, a analise dos potenciais de pico de
oxidacdo e reducdo correspondentes a reducdo de clotrimazol
traduzidos por Epc/2 - Epal/2 mostram valores
aproximadamente iguais a 50 mV em v < 100 mV.s™*.

Considerando que variagdes entre Epc/2 - Epa/2 = 56 mV
seriam previstos para reducao envolvendo 1 elétron € possivel
sugerir gque clotrimazol estaria sendo reduzido através da
transferéncia de 1 elétron.

Estudos envolvendo varreduras sucessivas de potencial
sobre a gota de mercurio sem renovacao podem fornecer
informacbes mecanisticas importantes sobre o processo
eletrodico, tais como, evidéncia de intermediarios eletroativos
ou formacédo de filmes superficiais.

A Figura 3.16 apresenta voltamogramas ciclicos
registrados continuamente em valor de pH 6,9 para 1x107°
mol.L'! de clotrimazol. O exame da referida figura mostra que
tanto o pico de reducdo quanto o pico de oxidacdo ndo sofrem
mudanca de intensidade de <corrente nas varreduras
sucessivas de potencial, sugerindo que tanto a forma original
como a forma reduzida estdo sendo reduzidas na superficie
do eletrodo no estado adsorvido. Estes resultados confirmam
o diagnostico precedente de que provavelmente a reducédo de
clotrimazol ocorre reversivelmente envolvendo tanto adsorcéao
do reagente quanto do produto, cujo filme formado estaria
estabilizando o produto formado.
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Figura 3.16: Efeito da varredura sucessiva de potencial sobre
a forma do voltamograma ciclico obtido para 1x10°® mol.L™* de

clotrimazol em solugcdo tampao pH 6,9.
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3.2.4 - COMPORTAMENTO EM MEIO ALCALINO.

O comportamento voltamétrico de 1x10™* mol.L'* de
clotrimazol em meio alcalino (solugcdo tampé&do B-R pH 12,0)
apresenta um voltamograma ciclico semelhante aquele obtido
em meio neutro. O farmaco é reduzido sobre eletrodo de gota
estacionaria de mercurio em potencial de -1,39V e o produto
eletroquimico gerado na etapa de reducdo € regenerado em
potencial de -1,34V.

Paradmetros voltamétricos obtidos em meio alcalino sao

mostrados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4: Parametros voltamétricos obtidos do sistema

1x10°* mol.L™* de clotrimazol em solucdo tampédo B-R pH 12,0.

Onda de reducao

Onda de oxidacéo

L
(mV.s™1) -Ep ip -Ep ip
(V) (HA) (V) (HA)
30 1,39 1,2 1,35 1,0
40 1,38 1,6 1,35 1,0
50 1,39 1,9 1,35 1,7
60 1,39 2,4 1,35 1,8
70 1,39 3,1 1,35 2,5
80 1,39 3,7 1,35 3,2
90 1,39 4,1 1,36 3,2
100 1,40 5,2 1,36 4,0
200 1,40 9,5 1,34 7,5
400 1,41 19,5 1,34 14,2
500 1,43 23,0 1,34 17,0
1.000 1,45 33,3 1,31 24,2
2.000 1,49 58,6 1,29 40,0
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O efeito da velocidade de varredura sobre a intensidade
de corrente de pico é mostrado na forma de grafico na Figura
3.17. A analise da figura mostra que ip €é diretamente
proporcional & v, sugerindo que, tanto o processo de reducao
qguanto o processo de reoxidacdo do produto gerado é

controlado por adsorcgéao.
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Figura 3.17: Efeito da velocidade de varredura sobre a
intensidade de corrente de pico catdédico (A) e pico anddico
(B) correspondente a reducéo e reoxidacdo de 1x10* mol.L de

clotrimazol em solu¢do tampao B-R pH 12,0.
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O efeito da velocidade de varredura sobre a funcdao

corrente em solucdo tampao B-R pH 12,0 confirma o

diagndstico precedente de adsor¢cdo do reagente, cuja curva

mostra aumento da relacdo de ipc/v*’? em funcdo do aumento

da velocidade de varredura (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Efeito da velocidade de varredura sobre a fungéo
corrente (pico catédico) correspondente a reducdo de 1x10*
mol.L* de clotrimazol em solucédo tamp&o B-R pH 12,0.

A influéncia da mudanca na velocidade de varredura
sobre a razdo corrente de pico anddica e corrente de pico
catdédica (ipa / ipc) mostra valores ao redor de 0,8, sugerindo
gue 0 processo ndo é totalmente reversivel.
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A Figura 3.19 apresenta voltamogramas ciclicos de 1x
10°® mol.L™* de clotrimazol em solugdo tampdo B-R pH 12,0,
com varreduras sucessivas de potencial. A referida figura
mostra que o farmaco é fortemente adsorvido sobre a gota
estacionaria de mercurio, uma vez que, ndo se nota queda
nas leituras de corrente entre o registro de um ciclo para
outro. Isto é indicativo de forte fenbmeno de adsorcao
promovido pelo farmaco sobre a gota pendente de mercurio no
eletrodo capilar, conforme verificado nos estudos em valor de
pH 6,9.
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Figura 3.19: Efeito da varredura sucessiva sobre a corrente
de pico no sistema 1x10°2 mol.L! de clotrimazol em solucédo
tampao B-R pH 12,0.
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3.3 - REDUCAO DE CLOTRIMAZOL.

Classes de compostos contendo grupo imidazdlico séo
conhecidos na literatura como compostos inativos
eletroquimicamente (Bard & Lund, 1973). Estes resultados
foram confirmados através de testes polarograficos realizados
com o composto imidazol, que ndo apresenta nenhuma onda
de reducéo.

Por outro lado, a reducao eletroquimica de compostos
halogenados € bem conhecida na literatura (Baizer & Lund,
1983). De um modo geral, compostos RX sdo reduzidos em 2
etapas de reducdo envolvendo 1 elétron em cada etapa, ou
em uma etapa de reducdo em condicbes experimentais que
desestabiliza o radical &nion formado, conforme mostra o

esquema 3.1.

Esquema 3.1: Esquema de reducdo para compostos
halogenados, (onde X=F°, Cl', Br, e I') resumindo as

principais rotas e produtos previstos (Baizer & Lund, 1983):

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os autores sugerem que a reducdo destes compostos
ocorre segundo mecanismo de reducdo com diversas
possibilidades, onde a etapa determinante de velocidade na
reducdo envolve a transferéncia de 1 elétron ao substrato,
gerando um radical anion.

O tempo de vida do intermediario RX” gerado apos
transferéncia de 1 elétron depende de diversos fatores,
levando em consideracdo desde a natureza do haleto quanto o
material eletrédico. Alguns autores tém demonstrado que apés
a transferéncia do primeiro elétron a rota seguinte,
envolvendo o radical anion pode envolver diversos caminhos:
a) O radical anion, pode ser dissociado na superficie do
eletrodo para R e X, e o radical R poderia ser protonado em
reacdo quimica subsequente.

b) O radical anion pode ser reduzido normalmente a dianion;
c) Ou ser adsorvido pelo mercurio que pode funcionar como
um bom aprisionador de radical;

d) Formacdo de compostos diméricos envolvendo dois
radicais.

A andlise dos resultados obtidos para reducdo de
clotrimazol mostra que provavelmente o mecanismo de
reducdo pode ser explicado pela rota (C), de acordo com o

seguinte esquema 3.2.

Cl-

<——= R - Cl- Hg (ads)

Esquema 3.2: Esquema de reducado de clotrimazol.
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A onda de reducdo em meio neutro e alcalino
provavelmente envolve a transferéncia de 1 elétron ao orbital
o antiligante da ligacdo C-Cl do farmaco, gerando um radical
anion que poderia sofrer clivagem da ligacao C-Cl, conforme
mostra a equacédo (2), ou ser estabilizado pela forte adsorcéo
com o0 mercurio, equacao (3). Estes resultados séao
coincidentes com os valores de 1 elétron obtidos da relacéao
de Epc-Epa, dos resultados voltamétricos. A reversibilidade
do pico quando ipa / ipc =1 observado nos experimentos
voltamétricos em alta velocidade de varredura mostra que a
clivagem do radical anion, equacédo (2) nadao é preponderante
no processo, pois o mercuario funcionaria como agente
estabilizador do radical formado, equacdo (3). Este
comportamento é confirmado pelos estudos de voltametria
ciclica com varredura sucessiva de potencial que mostram a
formacdo de um filme superficial sobre o eletrodo de mercdario
e relacdo de ipa / ipc <1 em baixa velocidade de varredura
indicando a ocorréncia de uma reacdao quimica competitiva
com o processo de adsorcao.

A forte adsorcédo do produto da reducédo sobre o eletrodo
de mercurio explica os resultados polarograficos, marcados
por anomalias e distor¢cbes em toda a sua extensao. A adicao
de surfactante provavelmente protege a gota de mercurio e
minimiza os efeitos comuns de processos eletrédicos

complicados por forte adsorcgéo.
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3.4 - COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO E
DETERMINACAO POLAROGRAFICA DE CLOTRIMAZOL
DERIVATIZADO COM CORANTE REATIVO.

Tendo em vista que os estudos polarograficos de pulso
diferencial para determinacao direta de clotrimazol mostraram
gue o processo eletrodico é complicado por forte efeito de
adsorcao, investigou-se a seguir a possibilidade de si
determinar clotrimazol indiretamente através de reacao de
complexacdo ou formacdo de par i6énico com outras
substancias eletroativas.

Como discutido previamente, a reducdo polarogréafica de
clotrimazol em meio &acido ocorre apenas em potencial
altamente negativo e a onda é mal definida pela proximidade
da descarga do eletrélito suporte, tornando-a inviavel
analiticamente (Figura 3.1) e sua determinacao direta em
meio neutro somente seria viavel na presenca de triton X-100,
gue por sua vez, deve ser muito bem calculado devido a
possibilidade de supressao de corrente (Fig. 3.9).

No entanto, a possibilidade de formac&o de par i6nico
entre clotrimazol e alaranjado de metila (AM) ou azul de
bromotimol (AB) em meio acido sao métodos
espectrofotométricos conhecidos na literatura (Osama &
Pakinaz, 1993; Chainani, et al., 1981). O complexo formado é
usualmente extraido com cloroformio e determinado
espectrofotometricamente em 422 nm (AM) e 410 nm (AB).

Dentro deste contexto, investigou-se a possibilidade de
se acompanhar a interacdao entre clotrimazol e alguns
corantes, atraves da técnica polarogréafica de

pulso
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diferencial. No entanto, o0s corantes utilizados no modo
espectrofotométrico mostraram  visivel precipitacdo do
clotrimazol, inviabilizando as medidas polarograficas em meio
aquoso.

Considerando que o corante reactive red 120 (RR120),
cuja estrutura é mostrada na Figura 3.20, também ¢é um
corante diazo, com alta solubilidade em agua promovida pelos
grupamentos sulfénicos existentes na molécula, investigou-se
a seguir a provavel interacdo do clotrimazol com o corante
reactive red 120, visando desenvolver metodologia
eletroanalitica para monitoramento indireto do farmaco
derivatizado através da técnica polarografica de pulso

diferencial.

Figura 3.20 : Estrutura Molecular do Corante REACTIVE RED
120.
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3.4.1 - INVESTIGACAO POLAROGRAFICA DA INTERACAO
RR 120 VS CLOTRIMAZOL.

O corante RR 120 5x10™* mol.L™? é reduzido
polarograficamente em eletrodo de mercurio, em solucéo
tampado B-R pH 3,0 em trés etapas bem definidas como mostra
a Figura 3.21. A primeira etapa de reducdo, pico “A”, é
atribuida a reducdo simultdnea das duas fun¢des azo, em
potencial em torno de -0,2 V e a segunda e terceira etapas,
picos “B” e “C”, sao atribuidas a reducdo dos dois
grupamentos monoclorotriazinicos, em potenciais ao redor de
-1,0 V (Guaratini, et al., 1997).

Figura 3.21: Polarograma de pulso diferencial para 5x10*

mol.L™! do corante RR 120 em solucdo tampdo B-R pH 3,0.
RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nas mesmas condi¢cdes experimentais, ap6s adicdo de
1x10°* mol.L™* de clotrimazol, observa-se a ocorréncia de um
novo pico de reducdo em potencial em torno de -0,4 V (pico
D) além da reducdo do grupo azo do corante, (pico A) e picos
B e C dos grupos triazinicos, como mostra a Figura 3.22.

Figura 3.22: Polarogramas de pulso diferencial para 5x107*

mol.L'* de RR120 na ausencia (curva |) e presenca de 1x10™*
mol.L"* de clotrimazol (curvall) em solucdo tampé&o B-R pH
3,0.

Este resultado mostra que a ocorréncia da onda
polarografica “D”, em potencial mais negativo do que a
reducdo do grupo azo do corante reativo pode ser atribuido a
reducdo do farmaco derivatizado, pois sua intensidade de
corrente aumenta  sucessivamente com 0 aumento
da
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concentracdo da droga. Conseqientemente, a ocorréncia do
pico extra dependente da concentracdo de clotrimazol poderia
ser utilizada analiticamente para monitoramento da droga.
Deste modo, investigou-se a seguir, as melhores
condicbes experimentais para derivatizacdo do clotrimazol
com o corante RR120 e subseqUente monitoramento atraveés

da técnica polarogréafica de pulso diferencial.

3.4.2 INFLUENCIA DO pH E COMPOSICAO DO ELETROLITO
SUPORTE.

O comportamento polarografico de clotrimazol na
presenca do corante RR 120 foi investigado no intervalo de
pH 2 a 12, porém, as ondas do composto derivatizado ocorrem
apenas em meio acido pH< 4,5. Adicionalmente, investigou-se
o efeito da composicado das solugcdes tampao na reducao das
curvas polarograficas comparando-se solucdo tampao B-R e
solucdo de HCI/KCI.

O efeito da variacdo de pH sobre os parametros
polarograficos obtidos de 5x10* mol.L'* de RR 120 na
presenca de 1x10* mol.L™* de clotrimazol sdo mostrados na
Tabela 3.5. A anédlise da referida tabela evidencia que a
corrente de pico do novo composto apresenta maior
intensidade em valor de pH 1,0 (HCI/KCI), assim como, maior
discriminacdo da onda de reducdo do corante original e do
composto derivatizado. Entretanto, € conhecido na literatura
gue a estabilidade do proéprio corante ou do clotrimazol
poderia estar comprometido por reacBes de hidrolise &cida,

conforme relatam (Hoogerheide, et al., 1981; Zollinger, 1991).
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A comparacdo entre intensidade de corrente de pico para

reducdo do

composto derivatizado (onda D)

em solucao

tampado B-R, mostra que a onda polarografica de clotrimazol

apresenta boa potencialidade analitica em valores de pH 2,0,

como mostra a Figura 3.23.

Tabela 3.5: Parametros polarograficos de pulso diferencial
obtidos do sistema 5x10™* mol.L™* de RED120 e 1x10™* mol.

L' de clotrimazol em solugdo tamp&do B-R.

pH onda A (corante) onda D (clotrimazol
derivatizado)
-Epc ipc -Epc ipc
(mV) (HA) (mV) (HA)
1,0* 20,7 0,408 351,8 0,275
1,5* 96,5 0,490 383,2 0,218
2,0 85,0 0,357 379,0 0,214
2,5 160,0 0,260 408,0 0,170
3,0 244.0 0,263 421,0 0,177
3,5 282,0 0,233 442,0 0,113
4,0 348,0 0,273 474,0 0,017
4,5 388,0 0,247 - -

* = sistema HCI/KCI

Deste modo, escolheu-se a solugcdo tampé&do B-R como a

melhor composicdo do eletrélito suporte em valor de pH 2,0

para estudar o sistema RR 120 X clotrimazol.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3.23: Polarogramas de pulso diferencial obtidos em
solucdo tampédo B-R pH 2,0. Curva I= 5x10* mol.L'* de RR
120; curva Il= adicdo de 2,5x10°* mol.L™* de clotrimazol.

3.4.3 - CARACTERISTICAS DA INTERACAO ENTRE
CLOTRIMAZOL E O CORANTE RR 120.

Com o objetivo de caracterizar o tipo de interacdo entre
o corante reativo RR 120 e clotrimazol em solucdo aquosa,
promoveu-se uma investigacdo espectrofotométrica na regiao
UV-visivel do corante em concentracéo fixa de 1x10™> mol.L™*
e adicées do farmaco em concentracdes entre 5x10°° mol.L™* a
5x10°° mol.L™".
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Estudos espectrofotométricos do corante RR 120 foram
realizados por (Guaratini, et al., 1997), cuja publicacdo relata
4 picos de méaxima absor¢cdo em comprimento de onda de
Amax.= 538 nm, Amnax.=512 nm e Anax.=293 nm atribuidos a
absorcdo dos grupamentos azo existentes na estrutura do
cromoféro e Amax.= 237 nm atribuido a absorcdo das funcdes
monoclorotriazina.

Parametros espectrofotométricos (comprimento de onda
de maxima absorcdo e absorbancia) obtidos no estudo sao
mostrados na Tabela 3.6, assim como, 0s espectros de
absorcdo sao apresentados na Figura 3.24. A analise dos
espectros mostra que na presenca de clotrimazol nenhuma
mudancga significativa nas bandas de absorcdo do grupo azo
pode ser distinguida. Entretanto, embora o desaparecimento
do ombro em 237nm no espectro, poderia ser indicativo da
interacdo clotrimazol / corante RR 120, esta analise néo
permite um diagndstico seguro, pois nesta regido poderia
estar sendo sobreposto a absor¢cdo caracteristica da droga
livre (A= 237nm).

A reacdo entre grupos reativos clorotriazinicos com
grupos aminas € conhecida na literatura (Gulrajani, 1993).
Usualmente, a reacdo ocorre através de reacdo de
substituicdo do cloreto gerando aminas quaternarias. Deste
modo, os resultados obtidos mostram que provavelmente a
funcdo clorotriazina, guando substituida pelo grupo
imidazélico protonado do farmaco [pKa= 4,7 (Hoogerheide &
Wika, 1982) para clotrimazol], promove a formacdo de um
centro mais facilmente reduzido na molécula,
consequentemente, diminui-se a onda correspondente a
funcao triazina e o novo composto é reduzido em potencial

RESULTADOS E DISCUSSAO
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bem menos negativo, aumentando sua potencialidade

analitica.
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Figura 3.24: Espectros de absorcdo UV-Vis para 1x10™° mol.
L'!; do corante RR 120 (curva |I) na presenca de 5x10°°® mol.L™?
de clotrimazol (curva Il) e apés adicdo de 8x10°° mol.L™* de
clotrimazol (curva Ill) em solugcdo tamp&o B-R pH 2,0.



102

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3.6: Parametros espectrofotométricos obtidos dos
espectros correspondentes ao sistema corante RR 120 e
clotrimazol em solugdo tampao B-R pH 2,0.

Substrato | pico(538nm) |[pico(512nm) |pico(293nm) | pico(237nm)

mol.L™* | (anm) | (A) [(xnm) | (A) [(Anm)| (A) [(xnm)| (A)

1x10> * |538,0| 0,75 [512,0 0,74 [293,0{ 0,80 |[237,0| 0,80

5x10°** |538,5|0,70 |512,8 | 0,70 [293,5[0,78 |238,4| 0,83

6x10°** |538,2 (0,70 |511,4|0,70 [293,5[0,78 |237,1| 0,90

7x10° ** [538,5[ 0,71 [511,8 | 0,70 {293,9 (0,79 - -

8x10° ** |538,0 0,68 |[511,8 | 0,66 [291,9 (0,75 - -

9x10°** |536,5| 0,67 [510,8 | 0,66 [291,9 (0,75 - -

1x107° ** |537,4 0,67 |508,8| 0,65 [292,5|0,74 - -

2x107> ** |536,0 | 0,67 |508,8 | 0,66 [293,9 0,74 - -

3x10° ** |537,4 0,67 [511,6 | 0,66 |[295,2 (0,73 - -

4x10°° ** |537,8| 0,66 [510,8 | 0,65 [290,5|0,75 - -

5x10° ** |537,8 0,67 [513,5| 0,66 [289,2|0,75 - -

* = concentracdo do corante RR 120.

* %

concentracdo de clotrimazol adicionado a solucéao
contendo 1x107° mol.L™* do corante RR 120.

Estudos polarograficos de pulso diferencial foram
realizados com 0 objetivo de contribuir com o estudo
espectrofotométrico. A Figura 3.25 mostra polarogramas de
pulso diferencial de 5x10™* mol.L™* do corante reactive red 120
em solucdo tampdo B-R pH 2,0, obtidos na presenca de

clotrimazol em diferentes concentracdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3.25: Polarogramas de pulso diferencial obtidos em
solucdo tampédo B-R pH 2,0. Curva I= 5x10* mol.L'* de RR

120; curva Il= adicdo sucessiva de 7,5x10° mol.L! de
clotrimazol: curva Ill1= 9,5x10°° mol.L'' e curva IV 2,5x10°*
mol.Lt.

O exame da referida figura indica que os picos de
reducdo, em potenciais ao redor de -0,8V (pico B) e -0,95V
(pico C), atribuidos a reducao dos dois grupos
monoclorotriazina, do corante original (curva I) séo
diminuidos em funcdo da adicdo sucessiva do farmaco (curvas
[ a IV), concomitante ao aumento da onda de reducao do
clotrimazol derivatizado (pico D). Em concentracao >
2,5x10™* mol.L™" de
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clotrimazol, observa-se total supressdo dos picos atribuidos
ao centro quimicamente reativo do corante (clorotriazina),
seguido de ligeira distor¢cdo na reducao do grupo azo.
Segundo a literatura (Hoogerheide & Wika, 1982),
clotrimazol é estavel em meio neutro e alcalino. Entretanto,
em meio acido pode sofrer hidrélise, produzindo imidazol e o

alcool (o-clorofenil) difenil- metanol, segundo o esquema 3.3.

Esquema 3.3: Esquema de hidrolise acida do clotrimazol.

a) clotrimazol; b) imidazol; c) (o- clorofenil) difenil - metanol
(Hoogerheide & Wika, 1982),

Dentro deste contexto, investigou-se a seguir, o0
comportamento polarografico do corante RR 120 na presencga
do imidazol e do alcool trifenil metanol a fim de diagnosticar
se 0 centro triazina do corante estaria reagindo com o
clotrimazol na forma pura ou com produtos provenientes da

sua forma hidrolisada.
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Embora seja conhecido na literatura (Bard & Lund,
1973), que imidazol ndo sofre reducdo polarografica em meio
aquoso, foram realizados alguns experimentos para confirmar
sua influéncia nos polarogramas obtidos na presenca de
5x10* mol.L'™* do corante RR 120 em solucdo tamp&do B-R pH
2,0. Variacdo de imidazol na faixa de concentracdo entre
5x10°* a 1x10® mol.L™! ndo apresenta interferéncia nos picos
de reducdo do croméforo, o que extingue a hipdétese de sua
participacao.

A seguir investigou-se a influéncia do 4&lcool trifenil
metanol em solu¢cdo tampdo B-R pH 2,0 nas curvas
polarograficas de pulso diferencial do corante RR 120.
Adicdes do alcool no intervalo de concentracdo entre 1x10™* a
7,5x10™* mol.L"* também n&do apresentaram nenhuma mudanca
nos picos de reducdo do croméforo. Estes resultados mostram
que o0s principais produtos de uma hidrélise &cida de
clotrimazol ndo seriam responsavel pelo pico extra na reducao
do corante.

Considerando que a ocorréncia dos grupos triazinas
presentes no corante poderiam ser passiveis de reacdes
especificas com o alcool utilizado para dissolucdo da farmaco,
investigou-se a seguir o efeito da adicdo de metanol entre 200
a 1.000 pL sobre a reducédo do corante em concentracado fixa
em 5x10* mol.L'* em solucdo tampdo B-R pH 2,0. Os
resultados obtidos ndo indicaram a ocorréncia de nenhum pico
na regido de potencial do composto derivatizado, indicando
gue o0 alcool ndo seria responsavel pela ocorréncia do pico

extra diagnosticado previamente.
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Diante dos dados acima apresentados, pode-se concluir
gue clotrimazol interage com o corante reativo red 120
através da interacdo do grupamento imidazélico da droga com
0 grupo triazinico do croméforo pela substituicdo do cloro (R-
Cl) e consequente eliminacdo do cloreto, segundo reacdes
rotineiras do corante conhecidas na literatura para moléculas
protonadas de grupos aminas e grupos hidroxilas (Gulrajani,
1993).

3.4.4 - ESTEQUIOMETRIA DO COMPOSTO DERIVATIZADO.

O efeito da variacao da concentracdo do corante RR 120
na formacédo do composto foi investigado visando estabelecer
a estequiometria do novo composto obtido pela reacdo entre
clotrimazol e RR 120 em meio acido.

Os valores de corrente de pico catédico obtido nos
polarogramas correspondentes ao sistema, onde manteve-se
constante a concentracdo do corante em 1x10™* mol.L'' e
variou-se a concentracdo de clotrimazol entre 2,9x10°° mol.L™*
a 1,5x10* mol.L™? em solucdo tampado B-R pH 2,0 sao
mostrados na Figura 3.26. Para melhor visualizacao, o grafico
mostra os valores de corrente de pico da onda “A” e “D” em
funcdo dos valores da razao molar entre as concentragdes da

droga e corante.
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Figura 3.26: Efeito da razdo molar sobre a corrente de pico
das ondas polarograficas obtidas para o sistema
clotrimazol /RR 120 em solugéao tampéao B-R pH 2,0.

A andlise desta figura mostra que aumentando-se a
concentracdo de clotrimazol entre 3x10° mol.L'? a
1x10™* mol.L'' observa-se um aumento linear de corrente de
pico da droga derivatizada (pico D) entre valores da razéo
molar de 0,3 a 1,0, aproximadamente, seguido de valores
aproximadamente constantes em regides superiores.
Simultaneamente, observa-se apenas uma ligeira diminuicao
na corrente do pico “A” (reducédo da funcédo azo presente tanto

no corante original guanto no composto derivatizado)
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atribuidos a efeitos de diluicdo. Estes resultados sugerem que
0 novo composto formado segue uma relacédo 1:1.

Em concentracdo fixa do corante em 1x10™* mol.L'' e
adicdes de clotrimazol entre 2x10° mol.L'* a 1x10™* mol.
L' observa-se um deslocamento do potencial de pico para
valores menos negativos em funcdo do aumento na
concentracdo do farmaco entre 2x10° mol.L™* a 4x10°
mol.L"> mantendo-se constante em valores superiores de
concentracdo. Esta relacdo pode ser melhor visualizada na
Figura 3.27 quando valores de Epc vs log [clotrimazol]

mostram uma relacédo linear de 159 mV.

T T T T T
-4,60 -4,55 -4,50
log[Clotrimazol]

Figura 3.27: Relacdo entre potencial de pico e logaritmo da
concentracdo de clotrimazol no intervalo de 2x10™® mol.L™* a
4x10°° mol.L™* e concentracdo do corante RR 120 fixo em

1x10* mol.L"* em solucdo tampdo B-R pH 2,0.
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Os valores de (W3i,2) obtidos dos polarogramas de
reducdo do composto derivatizado utilizando-se 5x10™* mol.L™?
de clotrimazol na presenca de 5x10* mol.L'! de RR 120,
apresentam valores médios igual a 89,1 mV. Segundo a
literatura (Bard, 1980), a largura da onda €& funcdo da
seguinte expressdo: Wi, = AE/an, onde AE= amplitude de
pulso e an= coeficiente de transferéncia eletrbnica do
processo. Deste modo, considerando os valores de Wjg,;
obtidos da onda do composto derivatizado obtidos de
polarogramas registrados a uma amplitude de pulso de 50 mV
estima-se um valor de an= 0,56 para o processo de reducao
do composto.

De acordo com a literatura (Meloan & Kiser, 1973)
processo eletrodico envolvendo rea¢gdes quimicas precedentes
a transferéncia eletrébnica apresentam deslocamento nos
valores de potencial de meia onda (Ei;2) em funcao da
concentracdo do substrato. Em reacdes envolvendo a
formacdo de complexo, esta relacdo é dada por: A(Ei,2)/A
log[x] = 59,15/an.P, onde P & o numero de ligantes e x=
concentracdo do substrato. Deste modo, de acordo com a
referida relacdo e substituindo os valores de Ej;2 por Epc
(potencial de pico catodico), obteve-se valor de P=0,7 para o
complexo. Este resultado poderia ser indicativo de que
provavelmente um composto na propor¢cdo de 1:1 deve estar
se formando confirmando os diagndsticos polarogréaficos

préevios.
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3.4.5 - ESTABILIDADE DO COMPOSTO.

A influéncia da temperatura na estabilidade do composto
derivatizado foi investigada utilizando-se concentracdes fixas
do corante em 5x10°* mol.L"* e clotrimazol em 1x10* mol.L™*,
utilizando-se aquecimento de 30 minutos e variando-se a
temperatura de 10 em 10°C. As curvas polarograficas foram
obtidas ap6s resfriamento das amostras em condi¢cdes
ambientais. Os valores de corrente de pico em funcdo da
temperatura de aquecimento mostram que o composto formado
apresenta valores de corrente praticamente constante até
70°C, porém nitida diminuicdo de corrente é observada em
valores de temperatura superiores, sugerindo degradacao do
composto. Deste modo, escolheu-se a temperatura ambiente
para analise de clotrimazol.

A estabilidade do composto formado entre RR 120 e
clotrimazol em funcdo do tempo foi investigado utilizando-se
concentracdo de 5x10* mol.L'! do corante e 5x10™* mol.L™* de
clotrimazol em solugdo tampé&do B-R pH 2,0. Os polarogramas
de pulso diferencial foram registrados em intervalos de 5
minutos durante 250 minutos sob agitacdo e posterior leitura.
A curva correspondente obtida para o pico “A” (reducdo do
grupo azo) e pico “D” (reducdo de clotrimazol derivatizado)
mostra que o sinal polarografico do composto ndo apresenta
mudanca significativa no intervalo de tempo monitorado

indicando grande estabilidade do composto.
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3.4.6 - CURVA ANALITICA.

O efeito da concentracdo de clotrimazol sobre a corrente
de pico do composto derivatizado com o corante RR 120 foi
investigado em solucdo B-R pH 2,0.

Utilizando-se uma concentracdo fixa do corante em
1x10™* mol.L!, obtém-se uma relacdo linear entre corrente de
pico e concentracdo do farmaco no intervalo de 10,00 a 34,14
ng.mL', segundo a equacdo ipc(nA)= 0,0116 + 0,00485C,
onde C= concentracdo em upg.mL', conforme pode ser
observado na Figura 3.28. Um desvio da linearidade é
observada em valores de concentracdo superiores do farmaco,
como previsto para uma interacdo 1:1. Deste modo,
utilizando-se concentra¢cdes superiores do corante para 2x10™*
mol.L"* ou 4x10™* mol.L'! é possivel ampliar o intervalo linear
entre ip vs concentracdo do farmaco para 10 pg.mL* a 69
ng.mL', cujas relacdes sdo dadas pelas seguintes equacdes:
ipc(nA)= -0,1476 + 0,01435C e ipc (pA)= -0,1883 + 0,01805C,

onde C= concentracdo (pg.mL™'), respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3.28: Curva de calibracao para clotrimazol na
presenca de 1x10* mol.L™* do corante RR 120 em solucdo B-R
pH 2,0.

A repetibilidade do sinal polarografico foi investigado
através de registros de polarogramas de 68ug.mL! de
clotrimazol na presenca de 5x10% mol.L'! de RR 120 em
solucdo tampdo B-R pH 2,0 (14 repeticbes). A média dos
valores de ipc = 0,33pA mostrou um desvio padrdao de 0,01pA
e coeficiente de variacdo calculado estatisticamente de
4,11%. Esses resultados mostram que o método apresenta
satisfatéria repetibilidade. O Ilimite de deteccdo obtido
estatisticamente foi estimado em 6,55 pg.mL™* (Baccan, et al.,
1979).
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3.4.7 - APLICACAO DO METODO A OUTROS ANTIFUNGICOS
DA MESMA CLASSE DE FARMACOS.

Levando-se em consideracdo que o clotrimazol € um
agente antifungico imidazdlico comercialmente disponivel na
forma pura ou combinada, testou-se a seguir a metodologia
descrita para outros agentes da mesma familia, com estrutura

quimica semelhante, tais como, miconazol e tinidazol.

3.4.7.1 - MICONAZOL.

A interacdo entre o antifdngico miconazol, 1-[2-(2,4-
diclorofenil)-2-((2,4-diclorofenil) metoxi)etil)] -1H imidazol,
cuja estrutura € mostrada na Figura 1.2, e o corante RR 120
foi investigada nas mesmas condigcdes experimentais descritas
para clotrimazol.

Polarogramas de pulso diferencial registrados para o
corante RR 120 (5x10* mol.L'™') em solucdo tamp&do B-R pH
2,0 na auséncia e presenca de miconazol em concentracao de

1x10°* sao mostrados na Figura 3.29.
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A analise das curvas polarograficas mostra que também
no caso do miconazol, a curva polarografica do corante RR
120, quando na presenca do farmaco, apresenta como
caracteristica um pico extra em potencial de -0,35V.
Entretanto, a ocorréncia de um deslocamento do pico do
corante original também se faz presente (picos “A” e “C").
este fendmeno impede uma boa discriminagcdo das ondas
atribuidas a reducdo do grupo azo e da reducdo do grupo
triazina substituido e inviabiliza sua utilizacdo como método

analitico para miconazol.
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Figura 3.29: Polarogramas de pulso diferencial de 1x10°*
mol.L™* miconazol na presenca de 5x10™* mol.L™* do corante
RR 120 em solucao tampéao B-R pH 2,0 (Curva Il); e curva I=

reducao do corante.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.4.7.2 - TINIDAZOL.

O tinidazol, 1-[2-(etilsulfonil)etil] -2-metil-5-nitro-1H-
imidazol, cuja estrutura é mostrada na Figura 3.30 é um
agente vermicida da familia dos imidazdis, dotado de um

grupamente nitro diretamente ligado ao anel imidazdélico.

Figura 3.30: Férmula estrutural do tinidazol.

Os polarogramas de pulso diferencial registrados na
presenca de 5x10% mol.L'' do corante RR 120 em solucédo
tampado B-R pH 2,0 e concentracdo do tinidazol na faixa entre
1,5x10* a 5x10™* mol.L™* sdo mostrados na Figura 3.31.
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Figura 3.31: Polarogramas de pulso diferencial para tinidazol
na presenca de 5x10* mol.L™* do corante RR 120 em solucéo
tampdo B-R pH 2,0. Curva I=RR 120, curva lI= 1,5x10* mol.L"
! de tinidazol, curva Ill= 3x10™* mol.L™! de tinidazol e curva
IV=5x10""* mol.L* de tinidazol.

A andlise da referida figura ndo mostra evidéncias de
novo pico atribuido ao produto de corante / clotrimazol,
porém, o pico de reducédo atribuido a funcdo azo do croméforo
aumenta com o aumento na concentracdo do farmaco,
sugerindo que provavelmente o grupo nitro do composto seja
reduzido no mesmo potencial do corante. Deste modo, o
corante RR 120 ndo apresenta potencialidades analitica para

analise de tinidazol.
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3.4.8 - APLICACAO ANALITICA.

Considerando que o método desenvolvido permite a
determinacdo rapida e simples de clotrimazol em meio
aquoso, nesta etapa do presente trabalho investigou-se a
possibilidade de determinacdo do referido farmaco em
formulagdes farmacéuticas denominadas por Canesten,
solucdo spray a 1% produzido pelo laboratério Bayer S.A e
Dermobene, solucdo topica a 1% fabricado pelo laboratério
Legrand.

As curvas polarograficas foram registradas diretamente
pela adicdo de aliguotas de solucdo estoque de Canesten
previamente preparada como descrito na parte experimental.

A Figura 3.32 mostra polarogramas de pulso diferencial
obtidos apés transferéncia de aliquotas de Canesten para uma
solucdo tampdo B-R pH 2,0 na presenca de 5x10°* mol.L™* do
corante reactive red 120.

Uma curva linear entre corrente de pico e concentracao
de clotrimazol na amostra de Canesten, mostra que o
excipiente contido na formulacdo farmacéutica ndo interfere

significativamente no método.
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Figura 3.32: Polarogramas de pulso diferencial para Canesten
na presenca de RR 120 em solugcdao tampéao B-R pH 2,0. Curva
1= sem Canesten; curva 2= 29,28 ug.mL*; curva 3=36,21

png.mLt: curva 4= 46,55 pg.mL™* e curva 5= 60,34 pg.mL™*.

Os valores de correlagdo entre o valor informado pelo
fabricante e o0s encontrados pelo método descrito para
quantificacdo de clotrimazol no spray Canesten, foram obtidos
pela interpolacdo das leituras de corrente nas curvas
correspondentes da amostra na curva de calibracdo de
clotrimazol em meio aquoso na presenca de 5x10°* mol.L™* do
corante RR 120, dada pela equacao
ipc (MA)= 0,00564 + 0,02203 C, onde C= concentragdo em
ug.mL? e r= 0,99705, mostraram valor médio de 99,4%,
conforme é mostrado na Tabela 3.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A referida curva analitica foi escolhida para analise das

formulacdes farmacéuticas por apresentar uma regido linear

entre corrente vs concentracdo no intervalo de 30 a 69 ug.

mL!' e maior sensibilidade em relacdo aquelas obtidas com

concentracdes inferiores a 5x10°* mol.L™* do croméforo.

Tabela 3.7: Determinacao de clotrimazol no spray Canesten

atraves do método polarografico.

Aliquota Con. Nominal * | Con. Encontrada **| Correlacéo
(uL) (ng.mL™%) (ng.mL™%) (%) + DP
230 39,65 40,00 101 + 0,003
250 43,10 42,76 99 + 0,003
270 46,55 46,55 100 £ 0,001
290 50,00 50,69 101 + 0,007
310 53,45 54,14 101 + 0,007
330 56,89 54,83 97 + 0,002
350 60,34 58,28 97 + 0,002

*= concentracado especificada pelo fabricante.

** = concentracdo encontrada utilizando o método descrito

apo6s diluicdo da aliquota na célula voltamétrica.

Coeficiente de variacdo = 1,82% (Baccan, et al., 1979).

Os

comparados com o0s resultados obtidos pelo

DP= desvio padrao.

resultados obtidos pelo método proposto foram

método

espectrofotométrico baseado na formacao de par-iénico de cor
RESULTADOS E DISCUSSAO
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amarela, entre clotrimazol e o corante alaranjado de metila
em

meio acido e posterior extracdo com cloroférmio (Osama &
Pakinaz, 1993). O produto da extracdo €é medido
guantitativamente em comprimento de onda de maxima
absorcdo a Amax.= 422 nm. A andlise da regressdo da curva de
Beer mostra boa correlacdo na faixa de concentra¢cdo entre 2-
14 pupg.mL*. A reproducdo do método acima descrito,
possibilitou a construcdo de uma curva analitica para analise
de clotrimazol, cuja equacédo da reta € dada por: A=0,00457 +
0,05143C, r=0,9888;onde C= concentracdo em (pg.mL™'),
conforme mostra a Figura 3.33. Os resultados obtidos
utilizando-se o0 método espectrofotométrico descrito na
literatura para quantificacdo de clotrimazol em formulacéo

farmacéutica sdao mostrados na Tabela 3.8.
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Figura 3.33: Curva analitica para determinacédo de clotrimazol

pelo método espectrofotométrico (Osama & Pakinaz, 1993).

Tabela 3.8: Determinacédo de clotrimazol no spray Canesten

segundo o método espectrofotométrico

(Osama & Pakinaz, 1993)

Canesten Cc* Cx* Correlagéo***
(spray) (ug.ml™) (ug.mL™7) (%) + DP
8,00 7,96 99,5 £ 0,001

* = concentracao decrita pelo fabricante (Bayer S.A)

** = concentragcdo encontrada.
***= meédia para 3 determinacdes.

DP= desvio padrao.
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A analise da Tabela 3.8 mostra que nenhuma diferenca
significativa entre a correlacdo obtida pelos dois métodos
utilizando a mesma amostra foi observada, embora o método
espectrofotométrico apresente baixa estabilidade do complexo
de par i6nico e acrescenta uma longa etapa de extracao.

Deste modo, € possivel concluir que o método
polarografico envolvendo a derivatizacdo de clotrimazol é
simples preciso e reprodutivel para determinacao de
clotrimazol em solu¢cdes toépicas comerciais.

O método proposto foi ainda aplicado, na analise de
clotrimazol na formulacéo farmacéutica denominada por
Dermobene, produzido pelo laboratério Legrand, como solucédo
topica a 1%. A amostra foi previamente tratada como descrito

na parte experimental.
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A Figura 3.34 mostra polarogramas de pulso diferencial
obtidos do corante RR 120 em solucédo tampé&o B-R pH 2,0 na
presenca de 41,38ug.mL* de Dermobene. A analise da
referida figura indica que o composto farmacéutico € reduzido
na superficie da gota de mercurio no eletrodo capilar no
mesmo potencial em que se observa a reducao do clotrimazol,

comprovando a ocorréncia do principio ativo .
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Figura 3.34: Polarogramas de pulso diferencial obtidos para
amostra de 41,38ug.mL™' de Dermobene em solugédo tampéo
B-R pH 2,0 (curva Il). Curva I= 5x10* mol.L"* de RR 120.
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Os resultados obtidos para Dermobene utilizando-se a
metodologia previamente descrita estdo exibidos na Tabela
3.9. A analise destes resultados mostram uma correlacao
média de 148% mostrando que a concentracdo de clotrimazol

encontra-se bastante superior ao designado pelo fabricante.

Tabela 3.9: Determinacédo do teor de clotrimazol na solucéao
topica comercializada como Dermobene.

Método proposto.

Aliquota C* nominal C** encontrada | Correlacédo***
(HL) (hg.mL™) (Hg.mL™) (%) + DP
240 41,4 62,0 149 + 0,006
260 44,8 66,2 147 + 0,003
280 48,3 71,8 148 + 0,005
300 51,7 76,2 147 + 0,004

* = concentracao especificada pelo fabricante.
** = concentracdo encontrada.
***= média para 3 determinacdes.
Coeficiente de variacdo= 0,46% (Baccan et al., 1979)
DP= desvio padrao.

Os dados comparativos obtidos utilizando-se o método
espectrofotométrico (Osama & Pakinaz, 1993), na
gquantificacdo de clotrimazol na formulacdo farmacéutica

denominada por Dermobene, sdo mostrados na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10: Determinacédo de clotrimazol na solugado topica
de Dermobene.
Método espectrofotométrico (Osama & Pakinaz, 1993).

Dermobene c* C** Correlagao***
(solucao) (ng.mL™%) (ug.mL™h) (%) + DP
4,00 5,08 127 + 0,001

*= concentracao descrita pelo fabricante.
**= concentragcdo encontrada.
***= média para 3 determinac®es.

DP= desvio padrao.

Também o método espectrofotométrico mostra que o teor
do principio ativo (clotrimazol) na formulacdo farmacéutica
denominada por Dermobene produzido pelo laboratorio
Legrand, estd muito acima do valor especificado pelo
fabricante. A ligeira discrepancia entre as correlacdes
envolvendo o método proposto e o espectrofotométrico
poderia ser atribuida a baixissima estabilidade do complexo
de par iénico formado entre clotrimazol e o corante alaranjado
de metila ou ainda ao grande numero de excipientes contidos

na referida formulacado farmacéutica.
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3.5. - ESTUDO VOLTAMETRICO DE REDISSOLUCAO
CATODICA DE CLOTRIMAZOL.

3.5.1 - CONSIDERACOES GERAIS.

Os estudos preliminares sobre a investigacdo do
comportamento eletroquimico do clotrimazol em meio aquoso
mostra que a reducdo do farmaco sobre eletrodo de mercdurio
€ acoplada a forte efeito de adsorcdo que promove algumas
anomalias na forma das ondas polarograficas. Considerando
que a adsorcdo do analito sobre a superficie da gota de
mercario no eletrodo capilar € o principio basico da técnica
voltamétrica de redissolucao catdédica, investigou-se a seguir,
0 comportamento voltamétrico de redissolucdo catddica do
clotrimazol visando estabeler um método eletroanalitico para

monitoramento da droga em niveis de tracos.

3.5.2 - COMPORTAMENTO ADSORTIVO DE CLOTRIMAZOL.

O efeito da pré-concentracdo sobre os voltamogramas de
redissolucdo catédica de 1x10°°® mol.L"* de clotrimazol obtidos
sob potencial de acumulo de -0,2 V e velocidade de varredura
de 100 mV.s! pode ser observado na Figura 3.35. Um
aumento crescente da corrente de pico em funcdo do aumento
do tempo de acumulo (Tac), sugere que o farmaco é
espontaneamente acumulado na superficie do eletrodo de

mercdrio.
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Figura 3.35: Voltamogramas de redissolucédo catédica obtidos
com varredura linear para 1x10°°® mol.L'* de clotrimazol em
solucdo tampéo fosfato pH 6,9; Eac= -0,2V e v= 100 mV.s™*.

Curva Il= Tac de 30s; curva Ill= Tac de 90 s e

curva I= eletrélito suporte em Tac= 30 s.

3.5.3 - INFLUENCIA DO pH E COMPOSICAO DO
ELETROLITO SUPORTE.

A influéncia do pH sobre o potencial de pico e corrente
de pico catddico foi investigado em solucdo tampdo B-R em
ampla faixa de 2,0 < pH < 12,0, utilizando-se concentragédo de
1x10°° mol.L™* de clotrimazol, tempo de acumulo de 120 s,
1

velocidade de varredura de 100 mV.s~
de 0 V.

e potencial de acumulo

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Clotrimazol é reduzido sobre eletrodo de gota pendente
de mercario, somente na faixa de 6,0 < pH < 10,0

A influéncia do pH sobre o potencial de pico de reducéao
neste intervalo mostra que os valores de Ep mantém-se
constantes no intervalo de pH de 6,0 a 9,0 e apresentam
ligeiro deslocamento para valores menos negativos de
potencial em valores de pH superior, conforme observado nos
experimentos de polarografia de pulso diferencial.

A influéncia do pH sobre a corrente de pico catddico
obtido para clotrimazol € mostrado na Figura 3.36. A corrente
de pico é diminuida na faixa de 6,0 < pH < 8,0 e mantém-se
aproximadamente constante em valores de pH superiores a
8,0; mostrando que melhores intensidade de corrente sao

obtidos na regido de pH neutro.



129

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 3.36: Influéncia da variacdo do pH sobre a corrente de
pico obtido para 1x10°mol.L* de clotrimazol em solucéo

tampédo B-R apds pré-acumulo del20s;Eac= 0,0V,v=100mV.s"
1

O efeito da composicdo da solugcdo tampao sobre a forma
e a intensidade de corrente das ondas foi investigado
comparando-se os valores de corrente obtidos em solucéao
tampao B-R e fosfato.

A intensidade das ondas registradas para clotrimazol em
solucdo tampéao fosfato mostra valores praticamente
constantes entre 6,3 < pH < 6,9 e nitida diminuicdo em
valores de pH superiores. Embora melhores leituras de

corrente tenham sido obtidas no sistema B-R, escolheu-se o
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meio tampao fosfato, pH 6,9 para investigacao do

farmaco
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por apresentar melhor definicdo da onda voltamétrica em
relacdo a proximidade da descarga do eletrdlito suporte, como

mostra a Figura 3.37.
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Figura 3.37: Voltamogramas de redissolucao adsortiva para
1x10°°® mol.L™* de clotrimazol em solucdes tampdo B-R pH 7,0
(curva A) e tampéo fosfato pH 7,0 (curva B);Tac= 120s;
Eac=0V; v=100mV.s™".
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3.5.4 - INFLUENCIA DA VELOCIDADE DA VARREDURA.

A influéncia da velocidade de varredura sobre o sinal
voltamétrico de redissolucdo adsortiva do sistema 1x10°
mol.L'* de clotrimazol em solucdo tampdo fosfato pH 6,9 foi
investigado utilizando-se tempo de pré-concentracéo
de 120 s e potencial de acumulo de 0V, em velocidades de
varredura entre 10mV.s'' a 1.000mV.s™*.

A Figura 3.38 mostra uma relacao linear entre corrente
vs raiz quadrada da velocidade de varredura no intervalo
entre 5 & 500mV.s !, porém n&o intercepta a origem dos eixos
cartesianos indicando que o processo ndo € controlado por
difusdo. Velocidade de varredura de 100 mV.s™* foi escolhido
como melhor condicdo experimental para andlise voltamétrica

do farmaco.
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Figura 3.38: Influéncia da Velocidade de varredura sobre a
corrente de pico catédica de voltamogramas obtidos de 1x107°
mol.L* de clotrimazol em solucdo tampéo fosfato pH 6,9,
Tac= 120s; Eac= 0,0V.

3.5.5 - INFLUENCIA DO POTENCIAL DE ACUMULO.

A influéncia do potencial de acumulo sobre a corrente de
pico correspondente a reducdo de 1x10°® mol.L™! clotrimazol
em solucdo tampao fosfato pH 6,9, obtido apdés pré-
concentracdo de 120 s é mostrada na Figura 3.39.

O sistema apresenta nitida ascensao do sinal monitorado
até um potencial de acumulo de -0,2 V mostrando patamar
praticamente estavel entre -0,2 V e -
0,7V
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com decréscimo de corrente em valores mais negativo de
potencial de acumulo. Este comportamento sugere dessorcéo
parcial da droga sobre a gota pendente de mercurio em
potenciais proximos da reducdo do farmaco. Desta forma,
escolheu-se -0,2V como melhor potencial de acumulo para

pré-concentrar clotrimazol.

Figura 3.39: Influéncia do Eac sobre a corrente de pico

catédico de voltamogramas obtidos de 1x10°° mol.L™* de
clotrimazol em solugcdo tampao fosfato pH 6,9;

v= 100mV.s! Tac= 120 s.
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3.5.6 - INFLUENCIA DO TEMPO DE ACUMULO.

O efeito do tempo de acumulo sobre a altura do pico de
reducdo de clotrimazol foi investigado em dois valores de
concentracdo do farmaco: 5x10°7 mol.L'* e 1x10°°® mol.L'* em
solucdo tampéao fosfato pH 6,9, como mostra a Figura 3.40 A
analise da curva (a), obtida para concentracdo de 5x10°’
mol.L"? do fArmaco mostra que a corrente de pico aumenta
linearmente entre zero a 240s. Entretanto, a mesma relacéo
linear foi observada apenas entre zero a 90s para 1x10°
mol.L! do fungicida como mostra a curva (b) da Figura 3.40.
Ambas as curvas sdo seguidas de um patamar em tempos de
acumulo maiores indicando a saturacdo do sistema em longos
tempos de pré-concentracdo. Estes resultados mostram que,
para concentragcfes mais baixas, o uso de tempos de acumulo
maiores pode aumentar a sensibilidade do sistema, porém,
tempos de acumulo menores podem propiciar maiores

intervalos lineares na curva de calibracao.
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Figura 3.40: Influéncia do tempo de acumulo sobre a corrente
de pico catédico obtido de voltamogramas de

5x10" mol.L* (curva a) e 1x10°® mol.L'* de clotrimazol,

(curva b), em solucdo tampéo fosfato pH 6,9; v= 100mV.s™*

e Eac= -0,2V.

3.5.7 - CURVAS DE CALIBRACAO.

Utilizando-se as melhores condicfes experimentais
anteriormente estabelecidas construiram-se curvas de
calibracdo para clotrimazol em dois tempos de acumulo: 180s
e 60s em solucdo tampao fosfato pH 6,9, potencial de
acumulo de -0,2V e v= 100mV.s'*. Estas curvas séao
mostradas nas Figuras 3.41 e 3.42, respectivamente.
Utilizando-se tempo de acumulo de 180 s, (Figura
3.41), observa-se um
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aumento linear entre corrente de pico vs concentracdo da
droga, apenas no intervalo de 48,3 a 172,0 ng.mL™}, exibindo
rdpida saturacdo do eletrodo em concentragcdes superiores.
Entretanto, utilizando-se de tempo de pré-concentracdo de
60s, (Figura 3.42), obtém-se uma relacdo linear entre a
corrente de pico e a concentracdo de clotrimazol em todo o
intervalo de 103 ng.mL! a 345 ng.mL'. Estes resultados
mostram que a técnica voltamétrica de redissolucdo catodica
apresenta grandes potencialidades analiticas para
monitoramento de clotrimazol em meio aquoso.

A repetibilidade do método foi obtida utilizando-se nove
medidas das curvas voltamétricas obtidas para clotrimazol em
solucédo tampéao fosfato pH 6,9, Tac= 60s e Eac= -0,2V, cujos
valores de corrente apresentaram coeficiente de variacao de
4,62%. O Ilimite de deteccdo calculado estatisticamente
apresenta valor de 5 ng.mL™* (Baccan, et al., 1979).
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Figura 3.41: Curva de calibracdo obtida do sistema em
solucédo tampéao fosfato pH 6,9; Eac= -0,2V;

v=100mV.s!, Tac de 3 minutos.
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Figura 3.42: Curva de calibracdo obtida do sistema em
solucédo tampéao fosfato pH 6,9; Eac= -0,2V;

v=100mV.s ', Tac de 1minuto.
3.5.8 - APLICACAO EM FORMULACOES FARMACEUTICAS.

A seguir testou-se o método desenvolvido para analise
de clotrimazol na formulacdo farmacéutica denominada por
Canesten, disponivel comercialmente na forma de spray
produzido pelo laboratério Bayer S.A

Utilizando-se as melhores condigcbes experimentais
anteriormente descritas: Eac= -0,2V; Tac= 60s, v= 100mV.s™*

e eletrolito suporte solucdo tampéao fosfato pH 6,9.
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Aliquotas da respectiva amostra, preparadas conforme
descrito na parte experimental foram diretamente removidas
da solucdo estoque e adicionadas ao eletrélito suporte.

Os respectivos valores correspondentes ao especificado
pelo fabricante e aquele obtido através da técnica
voltameétrica sdo mostrados na Tabela 3.11. Os dados
apresentados foram obtidos por interpolacdo das leituras de
corrente registradas nas amostras de Canesten na curva de
calibracdo mostrada na Figura 3.42, cuja equacao da reta é:
ipc (nA)= -0,02511 + 0,00069C, onde C= concentracéo
(ng.mL') e R= 0,99375.

Tabela 3.11: Resultados obtidos na determinacéao de
clotrimazol em amostras comerciais de Canesten (spray)

através do método voltamétrico de redissolucéo.

aliquota C* C ** Correlagcao***
(uL) (ng.mL™h) (ng.mL™") (%) + DP
160 276 261 95 £+ 0,010
200 345 352 102 + 0,020
* = concentracdo especificada pelo fabricante.

** = concentracdo encontrada.
***= meédia para 3 determinacdes.

DP= desvio padréao.

Os resultados obtidos através do meétodo voltamétrico
foram comparados com o0 método espectrofotométrico
proposto por (Osama & Pakinaz, 1993), para a mesma
amostra comercial de Canesten; estes resultados séao
mostrados na Tabela 3.8. A analise das

referidas tabelas
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mostram que os valores de correlacdo obtidos entre ambos os
meétodos apresentam valores préximos, mostrando que o
meétodo proposto pode ser viavel para quantificacdo de
clotrimazol em niveis de tracos em formulacdes
farmacéuticas, de modo muito mais rapido, simples e

reprodutivel do que o método espectrofotométrico.
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3.6 - ESTUDO DO COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE
MICONAZOL.

3.6.1 - COMPORTAMENTO POLAROGRAFICO.

O antifungico miconazol pertencente a mesma familia do
clotrimazol, apresenta em sua estrutura molecular um grupo
imidazol e 2 grupos diclorofenila com caracteristicas
semelhantes ao clotrimazol.

A reducao eletroquimica de miconazol foi investigada
nas mesmas condi¢cbfes experimentais utilizadas para
clotrimazol e o0 comportamento voltamétrico apresenta
grandes similaridades.

A reducdo polarografica de miconazol sobre eletrodo
gotejador de mercurio foi inicialmente investigada em solucao
tampéo Britton-Robinson/metanol (1:1) 0,04 mol.
L' na faixa de pH de 2,0 a 12,0. As ondas polarogréaficas de
pulso diferencial obtidas para 5x10™* mol.L'' de miconazol séo
observadas apenas em meio alcalino pH > 8,0. Um
polarograma de pulso diferencial tipico para miconazol em B-
R pH 8,0 € mostrado na Figura 3.43.

O polarograma mostra um pico de reducdo em potencial
altamente negativo e caracteriza-se pela falta de simetria. Os
valores de metade da largura de pico a meia altura (Wys) =
37,0 mV obtido no lado do potencial mais negativo e (Wy,4)
=51,8 mV no lado menos negativo totalizando 88,8 mV
fornecem indicios de que o0 processo eletrodico pode estar

complicado por fendmeno de adsorcgéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3.43: Polarogramas de pulso diferencial obtido para
5x10°* mol.L"™* de miconazol em solucdo tamp&do B-R pH 8,0
(curva B) e eletrdlito suporte (curva A).

Em meio fortemente alcalino, pH 12,0 os polarogramas
obtidos para 5x10* mol.L'! de miconazol (Figura 3.44)
apresentam-se bem definidos em relacdo a descarga do
eletrolito suporte, porém mostram uma corrente de pico

nitidamente inferior ao observado em pH 8,0.
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Figura 3.44: Polarograma de pulso diferencial de 5x10™* mol.

L' de miconazol em solucdo tampé&o B-R pH 12,0.

3.6.2 - EFEITO DO pH E COMPOSICAO DO ELETROLITO
SUPORTE.

O efeito da variacdo do pH sobre o potencial de pico de
reducdo de 5x10* mol.L"' do farmaco é mostrado na Tabela
3.12. O potencial de pico € visivelmente deslocado para
valores menos negativo de potencial no intervalo
8,0 < pH < 10,0 e se torna aproximadamente constante em
valores de pH superior, como pode ser visualizado na Figura
3.45.
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Tabela 3.12: Parametros polarograficos de pulso diferencial
obtidos de 5x10™* mol.L™* de miconazol em solugédo tampéao
B-R/metanol (1:1).

pH -Epc Ipc
(V) (HA)
8,0 1,66 0,285
9,0 1,52 0,044
10,0 1,44 0,064
11,0 1,42 0,101
12,0 1,40 0,095

O deslocamento do potencial de pico catédico (Epc) em
funcdo do aumento nos valores de pH pode ser indicativo de
que efeitos de adsorcdao ou formacado de produtos insoluveis
podem estar acoplados ao processo eletrédico e € semelhante
ao comportamento observado para clotrimazol o qual foi

anteriormente discutido.
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Figura 3.45: Influéncia do pH no potencial de pico catodico
obtido de polarogramas de pulso diferencial de 5x107*

mol.L'! de miconazol em solucdo tampédo B-R.

Visando estabelecer a melhor composicdo do eletrdlito
suporte para monitoramento do fungicida, comparou-se em
seguida o comportamento polarografico de pulso diferencial
de 5x10™* mol.L'* de miconazol em solucdo tampdo B-R e
fosfato pH 8,0. A Figura 3.46 mostra polarogramas de pulso
diferencial do miconazol em solucdo tampao fosfato/metanol
(1:1) (curva B). A anédlise desta figura mostra que a reducéo
do farmaco em solucdo tampédo fosfato é complicada pela
ocorréncia de pré-picos no lado menos negativo de potencial,

indicando a maior contribuicdo do efeito da adsorcédo no
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processo eletrédico nestas condicdes experimentais. Desta
forma, escolheu-se o sistema tamponante B-R pH 8,0 como
melhor eletrélito suporte por apresentar as melhores

potencialidades analiticas.
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Figura 3.46: Polarogramas de pulso diferencial obtidos para
5x10°* mol.L"* de miconazol em solucdo tampé&o fosfato pH
8,0/metanol (1:1) (curva B) e solugcdo tampao fosfato pH

8,0/metanol (1:1) (curva A).
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3.6.3 - ANALISE DA REVERSIBILIDADE.

A andalise da largura de pico a meia altura (Wi,2)
comumente pode fornecer subsidios importantes no
diagndéstico do grau de reversibilidade de um processo
eletrodico, conforme discutido previamente. Os respectivos
valores de (W1,,) obtidos para 5x10°* mol.L"* de miconazol em
diferentes valores de pH em solugdo tamp&o B-R sao

mostrados na Tabela 3.13.

Tabela 3.13: Valores da largura de pico a meia altura (Wi,2)
do sistema 5x10* mol.L'* de miconazol em solucdo tampé&o
B-R/metanol (1:1).

Wi/4 (lado Wi/4 (lado menos

pH Wi/ mais negativo negativo
de E) de E)
(mV) (mV) (mV)
8,0 88,8 37,0 51,8
9,0 78,1 36,4 41,7
10,0 78,4 43,2 35,2
11,0 66,7 30,3 36,4
12,0 79,0 35,3 43,7

O exame destes parametros mostra que o sistema ndao

apresenta

caracteristicas

transferéncia

eletrbnica

reversivel simples. Todavia, em pH 8,0 os valores de W3,, séo

muito proximos

aqueles

envolvendo um elétron.

esperado para

uma reducéo
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Entretanto, as ondas polarograficas apresentam-se com
caracteristicas assimétricas diagnosticadas pelos valores
discordantes entre as medidas da metade da largura de pico a
meia altura (Wi1,4) no lado mais negativo e menos negativo de
potencial. Este comportamento € tipico de processo eletrédico
complicado por efeitos de adsorcdo que distorce a largura das

ondas.

3.6.4 - CARACTERISTICAS DO PROCESSO QUE CONTROLA
A INTENSIDADE DE CORRENTE.

Um estudo sobre o comportamento da intensidade de
corrente de pico em funcdo do tempo de gotejamento e a
variacdo na concentracdo do analito pode fornecer
informacdes importantes sobre o processo que governa a
corrente de pico de um determinado sistema.

A influéncia do tempo de gotejamento sobre a corrente e
o potencial de pico de reducdo para 5x10* mol.L'? de
miconazol em solugcdo tampé&do B-R pH 8,0 foi investigado no
intervalo de 0,4 a 2,0s. A corrente de pico obtida aumenta
com o aumento do tempo de gotejamento utilizado até o tempo
1,4 segundos enquanto o potencial de pico mantém-se
constante.

Os valores de log i vs log t obtidos nestas condi¢gbes sao
mostrados na forma de grafico na Figura 3.47. Uma relacéo
linear foi obtida com inclinacdo de 1,44. Este valor estd muito
acima dos valores tedricos que caracterizam 0S processos
difusional, cinético e adsorcdo, uma vez, que os valores da
tangente de log i x log t sao 0,16; 0,66 e 0,33,
respectivamente (Bond, 1980). Este resultado mostra que

RESULTADOS E DISCUSSAO
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provavelmente o processo de transferéncia eletronica sofre
influéncia de outros processos envolvendo formacado de filmes

ou autoinibicao.

Figura 3.47: Grafico logaritmico da influéncia do tempo de

gotejamento sobre a intensidade de corrente do sistema 5x10°

* mol.L'* de miconazol em solucdo tamp&do B-R pH 8,0.

A influéncia da concentracdo do fungicida sobre a
intensidade de corrente do sistema foi investigada em solucéo
tampdo B-R pH 8,0 em ampla faixa de concentracdo. Os
polarogramas de pulso diferencial obtidos no intervalo de
concentracdo entre 5x10° a 5x10* mol.L"! sdo marcados

por
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anomalias. As curvas apresentam acentuado deslocamento de
potencial de pico de reducdo em funcdo do aumento na
concentracdo de miconazol semelhante ao observado para
clotrimazol o qual foi previamente discutido.

Grafico mostrando a relacdo entre corrente de pico e
concentracdo de miconazol no intervalo entre 5x10° a 5x

10* mol.L™* é mostrado na Figura 3.48.
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Figura 3.48: Comportamento da corrente de pico catédico vs
concentragcao para miconazol em solugcdo tampao B-R pH 8,0
em tempo de gotejamento de 0,8 segundos.

Considerando que a influéncia da adsorcao no processo
eletrédico foi minimizada na presenca de triton X-100 para
clotrimazol, investigou-se a seguir o efeito da adi¢cdo do
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surfactante sobre as curvas polarograficas para miconazol
em
solucédo tampédo B-R pH 8,0. Do mesmo modo, conclui-se que
a adicao do surfactante promove deslocamento de potencial
de pico de reducdo para potenciais menos negativos, assim
como, atenua as leituras de corrente, indicando leve
minimizacdo do efeito de adsorgcdo do farmaco sobre a
superficie da gota de mercurio, mostrando que o efeito de
adsorcao de miconazol sobre o eletrodo de mercuario ocorre de
forma muito semelhante aquela observada para clotrimazol.

A repetibilidade do método foi investigada utilizando-se
10 medidas de 6x10° mol.L'* de miconazol em solucédo
tampado B-R pH 8,0. O calculo do coeficiente de variacado nas
medidas de corrente foi calculado estatisticamente o qual
apontou um valor de 21% para n=10. Estes resultados
mostram que o0 método polarografico nao apresenta
repetibilidade suficiente para ser wusado analiticamente,
provavelmente devido a forte adsorcdo da droga sobre o

eletrodo de mercdrio.
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3.7. - ESTUDO VOLTAMETRICO DE MICONAZOL.

A Figura 3.49 mostra um tipico voltamograma ciclico
para 1x10°° mol.L"* de miconazol em B-R/metanol (1:1) pH 8,0
para velocidade de varredura de 30 mV.s'. A droga exibe um
pico de reducdo em potencial préximo a descarga eletrédica
com Ep= -1,9V (pico IC). Um pico de oxidacao (pico IA) pode
ser observado na varredura reversa de potencial em torno de
-1,9V, correspondente a regeneracdao da substancia reduzida
previamente. Os valores de (Epc - Epa) sao praticamente
nulos e ndo apresentam qualquer variagcdo na sua morfologia
se 0s voltamogramas séo registrados sobre a mesma gota de
mercurio (Bard, 1980). Deste modo, a analise da forma do
voltamograma mostra um comportamento caracteristico de um
processo envolvendo redugcdo e oxidagcdo de miconazol

adsorvido irreversivelmente sobre o eletrodo de mercurio.
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Figura 3.49: Voltamograma ciclico de 1x10°° mol.L™* de

miconazol em solucédo tamp&o B-R pH 8,0, v=30 mV.s™*

3.7.1 -INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE VARREDURA.

A influéncia da velocidade de varredura sobre os
parametros de potenciais de pico de reducdo e oxidacao séo
mostrados na Tabela 3.14. Em baixas velocidades de
varredura a corrente de pico catédico (v< 60mV.s™*) apresenta
um comportamento andmalo, pois ndo apresenta nenhum
aumento significativo em funcdo do aumento da velocidade de
varredura, sugerindo que a espécie a ser reduzida encontra-
se pré-adsorvida sobre o eletrodo. Este comportamento
também é responsavel pela forma

andtmala
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do pico reverso, cuja corrente de pico diminui apenas em alta

velocidade de varredura.

Tabela 3.14: Parametros voltamétricos do sitema 1x10°° mol.

L' de miconazol em solucdo tampdo B-R/metanol (1:1) pH

8,0.

Vel. de varredura onda de reducéo Onda de oxidacéo
(mV.s™) Ep(V) ip(MA) | Ep(V) ip(HA)
10 1,98 0,99 1,96 0,76
20 1,94 1,07 1,92 0,75
30 1,91 1,12 1,89 0,79
40 1,93 1,13 1,89 0,74
50 1,99 1,26 1,92 0,76
60 2,04 1,87 1,96 0,71
70 1,95 2,44 1,81 0,74
80 1,96 2,76 1,81 0,74
100 1,96 2,62 1,77 0,73
200 2,03 2,63 1,79 0,53
300 2,05 3,42 1,83 0,21
400 2,07 3,56 1,86 0,24
500 2,06 4,62 1,77 0,28
700 2,18 4,87 1,74 0,10
1.000 2,18 6,82 1,71 0,13
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A analise dos parametros a serem utilizados como
diagndstico do mecanismo, tais como, funcédo corrente,relacao
de ipa / ipc e variagcao de potencial de pico em funcédo da
velocidade de varredura mostraram alguns valores anémalos,
indicando que provavelmente a adsor¢cdo de miconazol sobre o
eletrodo estacionario de mercurio é efetivamente marcada
pela formacdo de filmes insoluveis sobre o eletrodo, de modo
mais pronunciado que aquele verificado para clotrimazol.

Deste modo, é possivel concluir que o comportamento
eletroquimico de miconazol em meio aguoso sobre eletrodo de
mercurio ocorre de forma semelhante aquela observada na
reducdo de clotrimazol. Isto é, a reducdo da ligacdao C-CIl do
analito sobre o eletrodo de mercuario ocorre com formacédo de
filmes sobre o eletrodo e torna a técnica polarografica de
pulso diferencial invidvel como método analitico para

determinac&do de miconazol.
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3.8 - ESTUDOS VOLTAMETRICOS DE REDISSOLUGCAO
CATODICA DE MICONAZOL.

Tendo em vista que a técnica polarografica de pulso
diferencial ndo apresenta condi¢cfes analitica favoraveis para
determinacdo de miconazol em meio hidrometandlico devido
ao forte processo de adsorcao presente no sistema e
considerando que a adsor¢cao do substrato sobre a superficie
da gota no eletrodo capilar é altamente vantajosa na técnica
voltamétrica de redissolucdo catdédica para pré-concentracao
do farmaco investigou-se a seguir o comportamento
voltamétrico de redissolucdo catdédica de miconazol em meio
aquoso.

A Figura 3.50 apresenta ondas voltamétricas de
redissolucdo catédica obtidas de solucdo de 1x10°°® mol.L™* de
miconazol em solugcdo tampdo B-R pH 8,0 obtidas em
diferentes tempos de acumulo, sob potencial de acumulo de
0 V e velocidade de varredura linear de 100 mV.s™*.

A analise da referida figura mostra que a técnica
voltamétrica de redissolucdo catédica pode ser empregada
para monitoramento do farmaco, uma vez que a droga adsorve
na superficie da gota estacionaria de mercurio no eletrodo
capilar, observado pelo crescente aumento de corrente em
funcdo do aumento no tempo de acUumulo registrado nos

voltamogramas de redissolucao catodica.
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Figura 3.50: Voltamogramas de redissolucdo catdédica obtidos
de 1x10°°® mol.L'* de miconazol em solucdo tamp&do B-R pH 8,0
em Tac= 15 s (curva B); Tac=30 s (curva C); Tac=60 s
(curva D) e curva A= eletrolito suporte em Tac= 60s.

Eac= 0,0 Ve v =100 mV.st.
3.8.1 - INFLUENCIA DO pH.

A influéncia do pH no comportamento eletroquimico de
solugdes de 1x10°® mol.L'* de miconazol foi investigado em
ampla faixa de pH de 2 a 12, utilizando-se solugdo tampao
B-R, tempo de acumulo de 60 s, potencial de acumulo de 0 V
e velocidade de varredura de 100 mV.s™*.
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Somente no intervalo de pH> 7,0 observam-se ondas
voltamétricas bem definidas. Acima de valores de pH 8,0 o
potencial de pico de reducdo desloca-se para valores menos
negativo de potencial, confirmando o comportamento
observado nos experimentos utilizando-se a técnica
polarogréafica de pulso diferencial.

O efeito da variagcdo do pH sobre a corrente de pico
catédica de 1x10°® mol.L'* de miconazol, é mostrado na forma
de grafico na Figura 3.51. Os valores de corrente de pico
apresentam valores maximos ao redor de pH 8,0. Deste
modo, escolheu-se valor de pH 8,0 (B-R) como melhor

condicdo experimental para analise do farmaco.
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Figura 3.51: Influéncia do pH sobre a corrente de pico
catédica no sistema 1x10°° mol.L'* de miconazol em solucéo

tampdo B-R. Tac= 60 s, Eac= 0,0V; v= 100 mV.s*.

3.8.2 - INFLUENCIA DA VELOCIDADE DE VARREDURA.

Visando estabelecer a influéncia da velocidade de
varredura (10 a 500mV.s™') sobre a sensibilidade do sinal
voltamétrico de redissolucéo catédica do fungicida,
investigou-se o comportamento de 1x10°® mol.L™? de
miconazol em solucdo tampao B-R pH 8,0 utilizando-se tempo
de pré-concentracdo de 45s em potencial de acumulo de 0 V.
A Figura 3.52, mostra que a corrente €é proporcional a

raiz
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gquadrada da velocidade de varredura no intervalo entre 10 a
150 mV.s!, mostrando acentuada distor¢cdo em velocidade de
varredura maiores e a curva obtida ndo intercepta a origem
dos eixos cartesianos, mostrando comportamento tipico de
processo eletrédico com pré-adsor¢cdo do analito. Para
monitoramento do farmaco escolheu-se velocidade de
varredura < 100 mV.s? que apresenta melhor resolucdo do

pico e melhor sensibilidade de corrente.
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Figura 3.52: Efeito da velocidade de varredura sobre a
corrente de pico catédico de 1x10°° mol.L™* de miconazol em

solucdo tampédo B-R pH 8,0 obtido a Tac= 45s e Eac= 0,0V.
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3.8.3 - INFLUENCIA DO POTENCIAL E TEMPO DE
ACUMULDO.

A influéncia do potencial de acumulo (Eac) sobre a altura
do pico foi investigado para 1x10° mol.L'* de miconazol em
solucdo tampdo B-R pH 8.0; utilizando-se tempo de acumulo
de 45s em intervalo de potencial de deposicdao entre 0 a
-1,3V. Os resultados sdao mostrados na Figura 3.53.

A analise destes resultados mostra que na faixa de
potencial entre -0,1 a -0,8V o sinal se mantém constante com
ligeiro aumento em Eac= O0V. Desta forma, escolheu-se

Eac= OV como melhor potencial para acumulo de miconazol.
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Figura 3.53: Influéncia do potencial de acumulo sobre a

corrente de pico catédico de 1x10°° mol.L™* de miconazol em

solugdo tampao B-R pH 8,0 obtido a Tac= 45s e v= 100 mV.s~
1

A influéncia do tempo de acumulo (Tac) sobre a corrente
de pico catédico foi investigada em concentracdo de 1x10°
mol.L"* de miconazol em B-R pH 8,0 utilizando-se potencial de
acumulo de 0 V em intervalo de tempo entre zero a 240s,
cujos valores estdo graficados na Figura 3.54. A curva mostra
gue a corrente aumenta em funcdo do tempo de pré-
concentracdo até 120 segundos, seguido de uma regido
constante que sugere a saturacdo da gota estacionaria de

mercurio em tempos de acumulo muito longos.
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Figura 3.54: Influéncia do tempo de acumulo sobre a corrente
de pico catédico de 1x10°°® mol.L'* de miconazol em solucéo
tampao B-R pH 8,0 obtido a Eac= 0,0V
e v= 100 mV.s™ .
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3.8.4 - ESTABILIDADE.

A estabilidade do sinal voltamétrico foi investigada
utilizando-se a analise da corrente de pico obtido para
solucdes de 1x10°® mol.L'* de miconazol em tamp&do B-R pH
8,0; tempo de pré-concentracdo de 30s e potencial de
acumulo de 0 V. Os voltamogramas obtidos mostram valores
de corrente de aproximadamente 0,40pA em todo o intervalo
de tempo entre 0 a 3 horas, mostrando que o farmaco

apresenta grande estabilidade em solucdo tampado B-R pH 8,0.

3.8.5 - CURVAS DE CALIBRACAO.

Utilizando-se as melhores condicdes experimentais para
monitoramento de miconazol através da técnica voltamétrica
de redissolucdo catdédica construiram-se curvas de calibracéo
para miconazol em solugcdo tampé&o B-R pH 8,0 utilizando-se 2
tempos de pré-concentracdo distintos, conforme é mostrado
na Figura 3.55. Utilizando-se tempo de acumulo de 100s
(curva | da Figura 3.55) obteve-se uma relacédo linear entre
corrente de pico vs concentracdo no intervalo de 47,9 ng.mL™*
a 239,5 ng.mL! seguido de nitida saturacdo do eletrodo em
concentragao superior.

A curva de calibracdo obtida para miconazol sob tempo
de pré-concentracdo de 30s é mostrada na curva Il da Figura
3.55. A anédlise do gréafico obtido mostra valores inferiores de
corrente, mas apresenta relacdo linear entre 192,0 ng.mL™* a
718,5 ng.mL! de miconazol mostrando que o monitoramento
do farmaco pode ser seguido em ampla

faixa
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de concentracao. Coeficiente de variacdo calculado
estatisticamente para (n= 9) nove medidas do farmaco
em

concentracdo de 479 ng.mL' em solucdo tampdo B-R pH 8.0
utilizando-se de tempo de deposicdo de 30s, potencial de
acumulo de 0 V mostrou valores iguais a 3,8% o0 qual mostra
uma boa repetibilidade do método. O Ilimite de deteccao
calculado estatisticamente utilizando as melhores condi¢gdes
experimentais acima de Tac.= 30s e Eac OV foi estimado em 8

ng.mL! (Baccan, et al., 1979).
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Figura 3.55: Curvas de calibracdo obtida para miconazol em

solucdo tampédo B-R pH 8,0 em Eac= 0,0V e v= 100mV.s™ .

Curva | Tac= 100s e curva Il Tac= 30s.
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3.8.6 - APLICACAO ANALITICA.

O método desenvolvido foi testado em amostras
comerciais disponiveis como Daktarin e Vodol, cujo principio
ativo é o nitrato de miconazol, disponivel comercialmente na
forma de p6 e locdo a 1%, respectivamente.

As Tabelas 3.15 e 3.16 mostram os resultados obtidos
das formulagdes farmacéuticas do Daktarin, produzido pelo
Ltda a 1% e Vodol,

laboratério Andromaco, comercializado na

laboratério Janssen Farmacéutica
produzido pelo

forma de locdo a 1%.

Tabela 3.15: Quantificagcdo de miconazol na formulacao
farmacéutica denominada como Daktarin através da técnica

voltamétrica de redissolucdo catédica.

aliquotas C* C** Correlagao ***
(HL) (ng.mL™Y) (ng.mL™1) (%) + DP
40 95,8 95,6 99,8 + 0,002
80 191,6 197,8 103,0 + 0,062
200 479,0 474,7 99,1 + 0,008
*= Concentracao especificada pelo laboratério (Janssen

Farmacéutica Ltda)

**= Concentracdao encontrada

***= meédia para 3 determinacdes.

DP= desvio padrao.

Coeficiente de variacdo= 1,67% (Baccan et al., 1979).
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Tabela 3.16: Quantificagcdo de miconazol na formulagéo
farmacéutica denominada de Vodol através da técnica
voltamétrica de redissolucdo catédica.

Aliquota c* C** Correlagao***
(HL) (ng.mL*? (ng.mL™ (%) + DP
120 287,4 272,8 95,0 + 0,004
160 383,2 377,2 98,4 + 0,002
200 479,0 470,4 98,2 + 0,001

*= Concentracéao especificada pelo fabricante (Andrémaco)
**= Concentracdo encontrada.
**= média para 3 determinacdes.
DP= desvio padréao.
Coeficiente de variacdo= 1,59% (Baccan et al., 1979).

Os valores médios de correlacdo iguais a 100,6 para
Daktarin e 97,2 para Vodol apresentados nas Tabelas 3.15 e
3.16 foram obtidas através de interpolacdao das leituras de
corrente das amostras na curva de calibracdo segundo a
equacao ipc(pA)= -0,01096 + 0,0005C, onde C= concentracao
(ng.mL ') e R= 0,9889 (curva Il da Fig. 3.55).

Os resultados obtidos mostram boa concordancia entre a
concentracdo especificada pelo fabricante e aquela obtida
segundo o método proposto, de onde se pode concluir que a
técnica voltamétrica de redissolugcdo catdédica oferece um
método rapido, preciso e econbmico para analise de
miconazol em baixos niveis de concentracdo, na forma pura
ou em formulacdes farmacéuticas sem etapas de extracao
prévia ou utilizacdo de outros reagentes especificos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O método proposto foi comparado a um método
espectrofotométrico para quantificacéao de miconazol nas
mesmas formulacdes farmacéuticas utilizando-se o]
procedimento descrito por (Cavrini, et al., 1981). O método
descrito pelos autores, possibilitou a constru¢cdo de uma curva
analitica para miconazol na faixa de concentracdo entre 3 a
15 pg.mL™* (Figura 3.56), ap6s a complexacdo do farmaco com
o corante azul de bromotimol em meio &cido pH 3,0. O
complexo é extraido em cloroférmio apds vigorosa agitacdo e
guantificado em comprimento de onda de maxima absorcao

(}\,méximo): 424nm.

@
o
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«T
o]
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o
()
o]
<

T T T
6 9

Miconazol (ug.mL?

Figura 3.56: Curva analitica para miconazol segundo o

meétodo espectrofotométrico (Cavrini, et al., 1981).
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Os valores de correlacdo entre a concentracdao de
miconazol nas formulacbes farmacéuticas especificados pelos
fabricantes do Daktarin (Janssen Farmacéutica Ltda) e do
Vodol ( Andrébmaco) sdao mostrados nas Tabelas 3.17 e 3.18,
respectivamente. Os valores apresentados foram obtidos
através da interpolacdo das leituras de absorbancia obtidas
das amostras analisadas na curva analitica mostrada na
Figura 3.56, cuja equacao da reta é

= -0,0037 + 0,0291C, onde C= concentracdo em pg.mL™.

Tabela 3.17: Determinacdao de miconazol na formulacao
farmacéutica comercializada como Daktarin utilizando-se o

meétodo espectrofotométrico (Cavrini, et al., 1981).

C* nominal C** Encontrada ***Correlacéo
(ng.mL™) (ug.mL™) (%) + DP
6,00 6,16 102,6 + 0,002

*= concentracao especificada pelo fabricante.
**= concentracdo encontrada pelo método oficial.
*** = média para 3 determinacdes.

DP= desvio padréao.
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Tabela 3.18: Determinacao de miconazol na formulacao
farmacéutica comercializada como Vodol utilizando-se o

método espectrofotométrico (Cavrini, et al., 1981).

C* nominal C** Encontrada ***Correlacao
(Hg.mL™) (Hg.mL™) (%) £ DP
6,00 5,94 99,0 + 0,003

*= concentracao especificada pelo fabricante.
**= concentracdo encontrada pelo método oficial.
*** = média para 3 determinacdes.

DP= desvio padrao.

A comparacédo entre os resultados de correlagcado obtidos
pelo método proposto e o método espectrofotométrico mostra
resultados satisfatdorios, sugerindo que a técnica voltamétrica
de redissolucéo catdédica pode ser utilizada para
monitoramento de miconazol na forma pura ou em formulacdes

farmacéuticas em baixos niveis de concentracéao.
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3.9 - CONSIDERACOES FINAIS.

Os principais resultados obtidos no estudo do
comportamento eletroquimico e desenvolvimento de
metodologia analitica para determinacdo de clotrimazol e
miconazol através de técnicas voltamétricas, podem ser
resumidos em:

e A reducdo de clotrimazol e miconazol em meio neutro e
alcalino, respectivamente, ocorre em wuma UuUnica etapa,
atribuida a reducdo da ligacdo R-Cl envolvendo a
participacdo de 1 elétron. O comportamento eletroquimico
evidencia a ocorréncia de forte fendmeno de adsorcao
durante o processo de reducdo de ambos os farmacos. Este
efeito € minimizado na presenca de triton X-100, permitindo
0 monitoramento de clotrimazol através da técnica
polarogréafica de pulso diferencial.

e A técnica voltamétrica de redissolucdo catdédica mostrou-se
eficiente para determinacdo dos farmacos em baixos niveis
de concentracdo em formulacdes farmacéuticas. Utilizando-
se potencial de acumulo de -0,2V, v= 100mV.
s e tempos de acimulo de 60s e 180s, construiram-se
curvas de calibracdo para clotrimazol em solugcdao tampao
fosfato pH 6,9 com relagcao linear na faixa de concentracao
entre 103 a 345pug.mL™* e 48 a 172pg.mL"™*, respectivamente.
Nivel médio de correlacdo de 98,5% foram obtidos na
analise de clotrimazol no spray de Canesten. A técnica
voltamétrica de redissolucdo catédica mostrou-se também
satisfatéria para monitoramento de miconazol em solucgao
tampao B-R pH 8,0, utilizando-se potencial de acumulo de
0V, v= 100mV.s™*. Utilizando-se estas

condicOes
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experimentais foi possivel a obtencdo de curvas de
calibracdo para o farmaco na faixa de concentracdo no
intervalo entre 192 a 718,5 ng.mL' e 48 a 240ng.mL*,
respectivamente para Tac= 30s e 100s. O método foi aplicado
em formulacbes farmacéuticas comerciais com niveis de
correlacdo de 100% e 97,2% foram alcancados nas analises

das formula¢gdes farmacéuticas denominadas como Daktarin e

Vodol, respectivamente.

e A ocorréncia da interagcdo entre grupo imidazdlico de
clotrimazol e grupos clorotriazinas do corante RR 120 em
meio acido € responsavel pela formacdo de um composto
passivel de reducdo em potencial ligeiramente mais
negativo (-0,38V) do que o grupo azo do corante.
Polarogramas de pulso diferencial obtidos em solucéo
tampdo B-R pH 2,0 mostram que esta reacdo de
derivatizacdo permite o monitoramento de clotrimazol.
Utilizando-se concentracdo de 1x10* mol.L'* do corante,
com reacao instantanea na propria célula voltamétrica a
temperatura ambiente construiu-se curva de calibracdo para
clotrimazol com relagédo linear no intervalo de concentragéo
entre 10 a 34pg.mL'. O método aplicado para
monitoramento de clotrimazol em amostra farmacéutica
denominada de Canesten apresenta nivel médio de
correlacdo de 99,4% e de 148% em amostra comercial
denominada de Dermobene.
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.10 - ESTUDOS FUTURGOS.

Estudar mais profundamente a interacdo do clotrimazol com
o corante RR 120, utilizando-se outras técnicas de analise
com o objetivo de investigar o desenvolvimento de sensor
eletroquimico baseado na imobilizacdo do corante RR 120
em eletrodo de carbono vitreo.

Aplicacdo dos métodos desenvolvidos para monitoramento
de clotrimazol e miconazol em fluidos bioldgicos.
Investigacdo de possiveis compostos formados entre o0s
farmacos estudados e o ion mercurio (1) quando aplicado
em potencial ligeiramente mais positivo que 0 V no eletrodo

de trabalho.
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ESTRUTURAS DE ALGUNS AGENTES ANTIFUNGICOS
UTILIZADOS NA CLASSE MEDICA.
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