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A. L. Santos Resumo

Resumo

Neste trabalho estudou-se, sobre carbono vitreo, a reducdo eletroquimica do furoato de
diloxanida (FD), do teclozan (TEC) e da etofamida (ET), os quais sdo os principais
representantes dos farmacos amebicidas da classe das dicloroacetamidas. Em virtude da
insolubilidade destes compostos em solugdes aquosas, os estudos eletroquimicos foram
realizados em acetonitrila contendo diferentes sais quaternarios de amonio como eletrélito de
suporte. Estes estudos foram realizados tanto para fins de elucidagdo dos processos
eletrodicos quanto para o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para a
quantificagdo destes farmacos em formulacdes farmacéuticas. A redugdo eletroquimica das
dicloroacetamidas foi estudada pela técnica de voltametria ciclica e por eletrdlises a potencial
controlado, sendo os produtos eletrogerados isolados por meio de extragdo liquido-liquido e
submetidos a andlises por espectrometria de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
por cromatografia em camada delgada. Os resultados obtidos mostraram que a reducdo
eletroquimica de todas as dicloroacetamidas estudadas envolve a quebra redutiva de suas
ligagdes C-Cl, sendo verificado que as eletrolises originaram uma complexa mistura de
produtos. Este comportamento pode ser atribuido a vdarias reagdes quimicas acopladas
envolvendo intermedidrios eletrogerados. Verificou-se que a redugdo do FD e do TEC
envolve a transferéncia de 4 elétrons, enquanto a reducdo eletroquimica da ET envolve 5
elétrons. Foi observado que a redugfo eletroquimica do TEC na presenca de um doador de
prétons conduz a sua completa descloracdo em etapas sucessivas. A primeira etapa reduz seus
grupos CHCI, a CH,Cl enquanto a segunda reduz os grupos CH,Cl a CH;. A redugdo
eletroquimica da ET na auséncia de um doador de protons envolve dois processos eletrodicos,
o primeiro associado a redugdo de seu grupo nitro ao respectivo anion-radical (R-NO,*) € o
segundo associado a quebra de suas ligagdes C-Cl. Na presenca de um doador de prétons,
verificou-se que o grupo nitro da ET ¢ reduzido a hidroxilamina em uma Uunica etapa
envolvendo quatro elétrons. Os estudos visando o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos para a quantificacdo das dicloroacetamidas foram realizados empregando-se
as técnicas de voltametria de varredura linear, pulso diferencial e onda quadrada. Para o TEC,
foi desenvolvido também um método eletroanalitico baseado em sua detec¢do amperométrica
em condi¢cdes hidrodindmicas. Verificou-se que todas as metodologias desenvolvidas se
mostraram apropriadas para a quantificacdo das dicloroacetamidas estudadas. Os métodos
desenvolvidos foram empregados com éxito para a determinagdo do TEC e da ET em
amostras comerciais de formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos nestes estudos
mostraram que 0s excipientes presentes nas amostras comerciais ndo interferem na
determinagdo destes farmacos pelos métodos eletroanaliticos desenvolvidos, dispensando
etapas de pré-tratamento das amostras. Desta forma, os métodos eletroanaliticos
desenvolvidos permitiram a determinag¢do do TEC e da ET em formulagdes farmacéuticas de
maneira rapida, simples e com um custo instrumental relativamente baixo.

Palavras chave: Eletroanalitica, Dicloroacetamidas, Amebiase, Redugdo Eletroquimica.



A. L. Santos Abstrat

Abstract

In this work, the electrochemical reduction of diloxanide furoate (DF), teclozan (TEC)
and etofamide (ET) was studied on glassy carbon. These compounds are the most important
dichloroacetamide derivatives employed in amoebiasis treatment. Due to the poor solubility
of these drugs in aqueous solutions, the electrochemical studies were performed in acetonitrile
containing different ammonium quaternary salts as supporting electrolyte. The
electrochemical studies were performed aiming to elucidate the electrode processes and to
develop electroanalytical methods for dichloroacetamides quantification in pharmaceutical
formulations. The electrochemical reduction of the dichloroacetamides was studied by cyclic
voltammetry and controlled-potential electrolyses. The electrogenerated products were
isolated by liquid-liquid extraction and submitted to analyses by hydrogen nuclear magnetic
resonance spectrometry and thin layer chromatography. It was observed that the
electrochemical reduction of all studied dichloroacetamides involves the cleavage of their
C-Cl bonds. In absence of a proton donor, all electrolyses have produced a very complex
mixture as a consequence of several coupled chemical reactions involving electrogenerated
intermediates. It was observed that DF and TEC reduction involves 4 electrons and ET
reduction involves 5 electrons. The electrochemical reduction of TEC in presence of a proton
donor leads to its complete dechlorination in successive steps. The first step promotes mainly
the reduction of the groups CHCI, to CH,Cl and the second one promotes the reduction of the
groups CH,Cl to CHj3. The ET electrochemical reduction in absence of a proton donor
involves two electrode processes; the first reduces its nitro group to the respective radical-
anion (R-NO,*) and the second one is associated to the reductive cleavage of C-Cl bonds on
ET molecule. In presence of a proton donor, the nitro group of ET is reduced to
hydroxylamine in a single step involving 4 electrons. The electroanalytical methods were
developed by using linear sweep, differential pulse and square wave voltammetry. In addition,
an amperometric method in hydrodynamic conditions was developed for TEC determination.
All developed electroanalytical methods were appropriated for dichloroacetamides
quantification. These methods were successfully employed for TEC and ET determination in
pharmaceutical formulation samples. The obtained results have shown that these samples
have not presented matrix effects. Thus, it was not necessary to use sample pretreatment
procedures. As a consequence, the developed electroanalytical methods could be employed
for TEC and ET determination in pharmaceutical formulations in a fast, simple and non-
expensive way.

Keywords: Electroanalytical, Dichloroacetamides, Amoebiasis, Electrochemical Reduction.
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As doengas parasitoldgicas estdo entre os mais freqiientes agravos infecciosos do
mundo, merecendo destaque os parasitas que se alojam no trato gastrintestinal, denominados
enteroparasitas. As enteroparasitoses, de modo geral, causam sangramento intestinal e afetam
o equilibrio nutricional, interferindo na absor¢do de nutrientes e reduzindo a ingestio
alimentar. Assim, as vitimas das enteroparasitoses, em estidgio avancado, freqiientemente
apresentam grave estado de subnutrig¢do [1].

Desta maneira, tais doencas influenciam negativamente no crescimento e
desenvolvimento cognitivo da populagdo infantil, além de contribuir para o baixo rendimento
escolar infanto-juvenil e para a inadequada produtividade no trabalho da populacdo adulta. A
incidéncia de infec¢des parasitologicas torna-se maior em regides socioeconomicamente
menos favorecidas. As enteroparasitoses ocorrem com elevada incidéncia e variedade em
paises da Asia, Africa e América do Sul sendo, portanto, englobadas no grupo das doengas
tropicais [1].

O Brasil reune fatores que propiciam a disseminagdo das enteroparasitoses, sendo
observada elevada incidéncia destas doencas mesmo em regides com alto indice de
urbaniza¢do e industrializacdo. O crescimento acelerado dos centros urbanos brasileiros
favoreceu o estabelecimento de comunidades marginais convivendo em ambientes sem a
minima infra-estrutura sanitaria, criando assim, condi¢des ideais para o desenvolvimento e

disseminag¢do de enteroparasitas [1].

1.1 - Amebiase

A amebiase, doenca causada pelo protozoario Entamoeba histolytica, é uma
enteroparasitose que merece atencdo particular. Estima-se que, anualmente, o nimero de
mortes decorrentes da amebiase esteja entre 40.000 e 100.000, considerando toda a populagdo
mundial [2,3], o que a coloca em segundo lugar em termos de mortes causadas por
protozoarios.

A transmiss@o da amebiase ocorre por intermédio de cistos eliminados com as fezes de
individuos contaminados. A principal forma de veicula¢do destes cistos € a contaminacdo da
agua e de alimentos com as fezes de individuos infectados [4]. Assim como observado para as
demais enteroparasitoses, a incidéncia da amebiase ¢ maior em paises em desenvolvimento,

os quais freqlientemente apresentam infra-estrutura sanitaria muito debilitada. Desta maneira,
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a amebiase ¢ também uma doenga englobada no grupo das doengas tropicais. Em paises
desenvolvidos, imigrantes ou individuos que tenham viajado para regides endémicas
representam a principal forma de veiculacdo da amebiase [4].

Ao atingir o intestino delgado, os cistos evoluem a trofozoitos, forma adulta da ameba.
Apds sua multiplicacdo, os trofozoitos podem se alojar na superficie da mucosa do intestino
grosso, onde se alimentam de muco, da fauna e flora intestinal, estabelecendo uma relagdo de
comensalismo entre a Entamoeba histolytica e o hospedeiro. Esta situagdo caracteriza a
denominada coloniza¢do ndo invasiva, sendo que, nestas condi¢des, o hospedeiro ndo
apresenta qualquer sintoma. Eventualmente, os trofozoitos podem penetrar na parede
intestinal transformando-se efetivamente em wuma forma invasora causando infec¢do
intestinal. Apos terem penetrado na parede intestinal, os trofozoitos se multiplicam e passam a
se alimentar de células vivas, como as hemdcias. Neste estdgio, hd formagdo de lesdes
necroticas que acarretam na formagdo de ulceras, denominadas tulceras amebianas. Nesta
situacdo, o hospedeiro apresenta dores abdominais intensas e disenteria aguda, com presenca
de sangue e muco em suas fezes. Quando os trofozoitos atravessam a parede intestinal podem
atingir vasos sanguineos, sendo transportados pela circulacdo, atingindo outros 6rgdos, tais
como, figado, pulmdes e cérebro, onde se multiplicam e originam as infec¢des amebianas
extra-intestinais.

Quando as condi¢des locais tornam-se desfavoraveis a viabilidade dos trofozoitos,
estes evoluem para uma forma denominada pré-cistica. A maturacdo da forma pré-cistica para
a forma de cistos e sua eliminagdo com as fezes do hospedeiro promove a continuidade do

ciclo de vida da Entamoeba histolytica, o qual ¢ esquematicamente representado na Figura 1.
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Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de vida da Entamoeba histolytica. Adaptado da
referéncia [5].

O quadro clinico das pessoas acometidas pela Entamoeba histolytica ¢ caracterizado
por manifestacdes disentéricas agudas e/ou cronicas [6,7]. Em muitos casos, no entanto,
individuos infectados n@o desenvolvem qualquer sintoma, caracterizando um estado
assintomatico. Em 1993 uma nova espécie de entamoeba, a Entamoeba dispar, foi
identificada [2], esta espécie ¢ morfologicamente idéntica a Entamoeba histolytica, porém
incapaz de causar infec¢do. A Entamoeba dispar ¢ responsavel por grande parte dos casos de
infeccdo assintomatica, os quais, erroneamente, acreditava-se serem exclusivamente devido a
Entamoeba histolytica [8]. Atualmente, existem métodos bem estabelecidos para a
diferencia¢do entre as duas espécies de entamoeba [4,9,10]. Embora a Entamoeba dispar
esteja presente em grande parte de individuos assintomaticos, sdo relatados muitos casos de
infeccdo com a Entamoeba histolytica sem o desenvolvimento de qualquer sintoma. Os
fatores que determinam na amebiase o comensalismo inofensivo ou a infec¢do invasiva ainda
ndo sdo bem conhecidos.

Apesar da alta prevaléncia da amebiase, esta ¢ relegada a um segundo plano tanto por

paises desenvolvidos como pelos subdesenvolvidos onde a incidéncia ¢ elevada, a



A. L. Santos Introducio 25

comunidade médica e cientifica considera, indevidamente, a amebiase como uma doenga de
baixa prioridade. Para o controle desta doenga, deve-se primeiramente tratar adequadamente
tanto os doentes quanto os portadores assintomdticos. O papel de pessoas infectadas na
transmissdo da amebiase deve ser esclarecido, com intuito de conscientizar os doentes da
importancia de um maior cuidado com o destino de excrementos e de uma maior atengdo com

a higiene pessoal.

1.2 - Quimioterapicos antiamebiacos

Individuos infectados com a Entamoeba histolytica podem ser facilmente curados por
meio de tratamento com agentes quimioterapicos, os quais estdo disponiveis em grande
variedade e, segundo o lugar onde atuam, podem ser divididos em dois grandes grupos:
amebicidas de contato ou luminais e amebicidas teciduais. Os amebicidas luminais atuam
diretamente no intestino sendo, portanto, efetivos para o tratamento da amebiase intestinal,
agindo diretamente no local da infeccdo. Os amebicidas teciduais exercem sua a¢do em
tecidos, sendo os efeitos sentidos em diferentes localidades do organismo, tais como, figado,
pulmdes e sistema nervoso; este tipo de medicamento, conseqiientemente, ¢ indicado para a
amebiase extra-intestinal.

O metronidazol ¢ um dos mais eficientes farmacos antiamebiacos e por exercer acdo
tanto luminal como tecidual foi considerado o medicamento mais adequado tanto para o
tratamento da amebiase intestinal quanto para a extra-intestinal. Embora o metronidazol
apresente grande eficdcia no tratamento da amebiase, tem sido observado que este farmaco
exerce efeitos mutagénicos em bactérias e ¢ carcinogénico para roedores [11]. Estas
observagdes tém levado a substituigdo do metronidazol por outros farmacos com menor
toxicidade.

Dentre os farmacos alternativos ao metronidazol, destacam-se as dicloroacetamidas, as
quais apresentam elevada eficiéncia no tratamento da amebiase, e poucos efeitos colaterais.
Os principais representantes desta classe de farmacos sdo: furoato de diloxanida, teclozan, e

etofamida cujas estruturas moleculares sdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2 - Estruturas moleculares dos principais farmacos da classe das dicloroacetamidas.

As dicloroacetamidas em geral sdo bem toleradas, sendo os principais efeitos adversos
associados a estes medicamentos restritos a desconfortos gastrintestinais, incluindo nauseas e
vomitos [12].

O furoato de diloxanida ¢ um medicamento também de ac¢do luminal, sendo
considerado o medicamento de escolha para o tratamento de individuos assintomaticos que
estejam eliminando cistos [13,14]. O teclozan ¢ um medicamento de a¢do luminal empregado
preferencialmente em casos de amebiase intestinal aguda, tratamentos com este amebicida
apresentam elevado indice de cura, em média superior a 80 % [11]. A etofamida é um
medicamento que apresenta tanto acdo luminal como tecidual, apresentando grande eficéacia
tanto em infecc¢des intestinais como extra-intestinais [12].

Pouco se conhece sobre os mecanismos de a¢do das dicloroacetamidas antiamebiacas.

r

O furoato de diloxanida ¢ um derivado da diloxanida, que ¢ a espécie efetivamente ativa
contra a amebiase. Estudos sobre a atividade antiamebiaca da diloxanida constataram que esta
apresenta elevada eficiéncia no tratamento de individuos assintomaticos, no entanto,
observou-se que a diloxanida ¢ ineficaz em casos de infec¢des agudas. Este fato foi atribuido
a presenca de baixas concentragdes de diloxanida nos locais de infec¢do. Diversos derivados
da diloxanida foram testados com o objetivo de se aumentar a concentragdo desta substancia

nos locais infectados, o éster furoato foi o que apresentou melhores resultados [15]. Antes da
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absor¢do, o furoato de diloxanida ¢ hidrolisado formando acido furdico e liberando a
diloxanida [15]. Sabe-se que o furoato de diloxanida ¢ absorvido no trato intestinal e que sua
principal forma de excrecdo ¢ através da urina.

Sobre a etofamida sabe-se que, aparentemente, ndo é absorvida no trato gastrintestinal,
a principal forma de excre¢do deste farmaco é através das fezes [11]. Tém sido observadas
altas concentracdes de etofamida nas fezes de individuos submetidos a tratamento com dose
unica de 200 mg, a presenga do farmaco é observada mesmo apds 3 dias da administracido da
dose. Sobre o teclozan ndo sdo encontradas informagdes na literatura sobre as etapas

metabolicas sofridas por este farmaco quando presente no organismo humano.

1.3 - Métodos analiticos para a determinacio de dicloroacetamidas antiamebiacas

Quanto aos métodos analiticos para a quantificagdo de dicloroacetamidas
antiamebiacas, as informacdes disponiveis na literatura s3o escassas. As farmacopéias
britanica [16] e norte americana [17] ndo apresentam monografias oficiais para o teclozan e
para a etofamida, portanto, ndo sdo encontrados métodos analiticos oficiais para a
quantificagdo destes dois farmacos. O furoato de diloxanida é o Unico representante das
dicloroacetamidas antiamebiacas para o qual ambas as farmacopéias apresentam metodologia
analitica oficial. A metodologia preconizada por estas farmacopéias para andlise deste
farmaco envolve uma titulagdo em meio ndo aquoso. O procedimento consiste na dissolu¢do
do furoato de diloxanida em piridina anidra e titulagio com hidréxido de tetrabutilamoénio,
sendo o ponto de equivaléncia determinado potenciometricamente. A literatura apresenta
também metodologias alternativas para a quantificacdo de furoato de diloxanida, as quais sdo
baseadas exclusivamente em técnicas espectrofotométricas [18- 22] e cromatograficas
[23- 26].

Al-Ghanam e Belal [18] propuseram uma metodologia para a quantificacdo de furoato
de diloxanida em formulagdes farmacéuticas baseada na técnica de espectrofotometria. O
método € baseado na reacdo deste firmaco com KMnO, em meio de NaOH, um dos produtos
de reagdo possui coloracdo verde azulada e pode ser detectado em 610 nm. O método
apresentou um intervalo linear com a concentracdo de furoato de diloxanida no intervalo de
2,5 a 20 ug mL™, com limite de detecgdo igual a 0,2 ug mL™. O método foi aplicado para a

quantifica¢do de furoato de diloxanida em formulagdes farmacéuticas, sendo os resultados
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concordantes com os obtidos com a metodologia oficial. Neste trabalho, foi realizado ainda
um estudo das reagdes quimicas envolvidas no método analitico desenvolvido. Os autores
concluiram que o furoato de diloxanida sofre hidrdlise alcalina, gerando como produtos o
acido furdico e a diloxanida, cujo grupo fenoélico é oxidado pelo permanganato que se reduz a
manganato, sendo esta a espécie efetivamente analisada em 610 nm.

A técnica de espectrofotometria derivativa foi utilizada por Daabees [19] para a
analise de furoato de diloxanida em presenca de diloxanida, que ¢ um de seus metabolitos. A
determinag@o do farmaco na presenga de seu metabolito foi possivel, pois o autor observou
que a segunda derivada do espectro de absor¢do do furoato de diloxanida exibe um maximo
em 260 nm, enquanto a segunda derivada do espectro da diloxanida exibe um valor préximo a
zero neste mesmo comprimento de onda. O método desenvolvido foi empregado com éxito
para a quantificacdo de furoato de diloxanida em amostras comerciais de formulacdes
farmac€uticas e em amostras enriquecidas com diloxanida, sendo os resultados obtidos
concordantes com os obtidos pela metodologia oficial para a quantificagdo de furoato de
diloxanida.

Prasad et al. [20] também utilizaram a técnica de espectrofotometria derivativa para
desenvolver um método para determinag@o simultanea de tinidazol, furazolidona e furoato de
diloxanida. Os autores verificaram que os espectros de absor¢cdo dos trés farmacos
apresentaram bandas que se sobrepunham, impossibilitando a determinac¢do simultanea. Foi
observado, entretanto, que utilizando a segunda derivada do espectro de absor¢do dos trés
farmacos obtém-se um espectro bem resolvido, possibilitando, assim, a quantificagdo
simultanea. O método desenvolvido apresentou uma resposta linear com a concentracdo de
furoato de diloxanida no intervalo de 2,5 a 10 ug mL™". O método foi aplicado para a
determinagdo simultanea de tinidazol, furazolidona e furoato de diloxanida em formulagdes
farmacéuticas que utilizam a associag¢do destes trés farmacos como principio ativo. Foram
realizados estudos de adicdo e recuperacdo, sendo obtidas porcentagens de recuperagdo
proximas a 100 % para os trés farmacos.

El-Gizawy [23] desenvolveu uma metodologia analitica para a determinagio
simultdnea de furoato de diloxanida e metronidazol baseada na técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O autor utilizou como fase estaciondria uma coluna cromatografica

contendo B-ciclodextrina ¢ como fase movel foi empregada uma mistura metanol:tampao
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fosfato 0,05 mol L' (pH 7) (65:35 v/v). Ambos os farmacos foram detectados
espectrofotometricamente em 254 nm. Os picos cromatograficos apresentaram boa resolucao
e separagdo entre o furoato de diloxanida e o metronidazol, permitindo a quantificagio
simultdnea. O autor verificou um intervalo linear da area do pico cromatografico em fungio
da concentragdo de furoato de diloxanida no intervalo de 1 a 5 pg mL™', sendo observado para
o metronidazol um intervalo linear de 1 a 10 pg mL™. O método proposto foi aplicado com
éxito para a quantificagdo simultanea destes farmacos em amostras de formulagdes
farmac€uticas que utilizam a associacdo destes farmacos como principio ativo, sendo
observado que os demais componentes da formulagdo farmacéutica ndo interferem nas
analises. Estudos de adi¢do e recuperagao forneceram porcentagens de recuperagdo entre 99,6
e 101,3 %.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia também foi utilizada por Hasan et
al. [24] para desenvolver uma metodologia para a quantificagdo de furoato de diloxanida em
presenca de seus produtos de degradacdo, os quais foram obtidos adicionando-se o farmaco a
uma solugdo de hidréxido de s6dio 1,0 mol L seguida por aquecimento sob refluxo por 3 h.
Posteriormente, a solucgdo foi resfriada, sendo observada a precipitacdo da 4-hidroxi-N-metil
anilina. Apds filtracdo e separagdo deste produto de degradacio, o filtrado foi acidificado com
acido sulfarico 2,0 mol L' promovendo a precipitacdo de outro produto de degradacdo, o
acido furdico. Apos a remogao deste composto por filtracdo, o ultimo produto de degradagao,
o acido dicloroacético permaneceu no filtrado. Os produtos de degradacdo obtidos foram
utilizados para preparar solugdes estoques, as quais foram empregadas para a quantificagcdo de
furoato de diloxanida em presenga de seus produtos de degradagdo. Para a andlise destas
amostras, os autores utilizaram como fase estacionaria uma coluna C-18 e como fase movel
foi utilizada uma mistura metanol:dgua (80:20 v/v). A detec¢do foi realizada
espectrofotometricamente em 258 nm. Foi verificado um intervalo linear da 4rea do pico
cromatografico com a concentragio de furoato de diloxanida no intervalo de 2 a 50 pg mL™,
com limite de deteccdo de 0,65 pg mL™'. Os autores verificaram que os produtos de
degradagdo ndo interferem na determinacdo do furoato de diloxanida pelo método proposto. O
método foi aplicado com éxito para a determinagdo de furoato de diloxanida em diferentes
formulacdes farmacéuticas. Estudos de adi¢do e recuperacdo forneceram porcentagens de

recuperagdo proximas a 100 % para todas as amostras analisadas.
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Mishal e Sober [26] utilizaram a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
para desenvolver um método analitico para a determinagdo simultdnea de furoato de
diloxanida e benzoato de metronidazol, cuja combinagdo ¢ utilizada como principio ativo de
formulagdes farmacéuticas empregadas no tratamento de amebiase e giardiase.
Adicionalmente, o método proposto permitiu a determinagdo simultdnea destes farmacos em
presenca de metil-parabeno e propil-parabeno, os quais atuam como conservantes das
formulagdes farmacéuticas comerciais. Os autores empregaram como fase estaciondria uma
coluna C-18 e como fase mdvel foi utilizada uma mistura acetonitrila:tampao fosfato
(30:70 v/v) em uma vazio de 2,0 mL min'. A deteccio foi realizada
espectrofotometricamente em 260 nm. O método permitiu a determinagcdo de furoato de
diloxanida na presenca de benzoato de metronidazol e dos conservantes. Os autores obtiveram
um intervalo linear com a concentragdo de furoato de diloxanida no intervalo de 0,16 a
0,95 mg mL"'. O método desenvolvido foi empregado com éxito para a determinagio de
furoato de diloxanida ¢ benzoato de metronidazol em formulagdes farmacéuticas, sendo
constatado que os excipientes ndo exercem qualquer interferéncia.

Na literatura, ndo sdo encontrados registros de trabalhos propondo métodos analiticos
para a quantificacdo de teclozan ou da etofamida. Apesar de incluirem diferentes técnicas
analiticas, os métodos citados anteriormente para a quantificacdo de furoato de diloxanida se
baseiam exclusivamente na detec¢do espectrofotométrica deste farmaco. Assim, a
determinagdo de dicloroacetamidas com atividade antiamebiaca por técnicas eletroanaliticas,
ou mesmo o estudo do comportamento eletroquimico destes fairmacos ¢ um campo ainda
pouco explorado. Recentemente, parte dos resultados provenientes deste projeto de pesquisa
foi publicada, sendo o primeiro registro na literatura sobre o comportamento eletroquimico do
furoato de diloxanida, bem como do desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para
sua determinacdo [27].

As técenicas eletroquimicas sdo ferramentas analiticas versateis e sensiveis, permitindo
a detec¢do de baixas concentra¢des do analito com um custo instrumental relativamente
baixo, sendo a utilizacdo destas técnicas para a andlise de fairmacos em diferentes matrizes
assunto de diferentes artigos de revisdo [28,29]. Apesar da importadncia das técnicas
eletroquimicas no estudo dos mecanismos redox, bem como no desenvolvimento de métodos

eletroanaliticos para a quantificacdo de farmacos, ndo sdo encontrados trabalhos na literatura
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onde tais técnicas sdo empregadas no estudo de dicloroacetamidas com atividade

antiamebiaca, assim, a realizacdo de tais estudos ¢ de significativa relevancia.

1.4 - Comportamento eletroquimico de compostos estruturalmente semelhantes as

dicloroacetamidas antiamebiacas

Conforme descrito anteriormente, a literatura ndo apresenta estudos sobre o
comportamento eletroquimico das dicloroacetamidas antiamebiacas, entretanto, trabalhos
sobre o comportamento eletroquimico de compostos estruturalmente semelhantes servem
como um suporte inicial para o estudo do comportamento eletroquimico destes fairmacos. O
principal centro eletroativo presente nas diferentes dicloroacetamidas estudadas sdo as suas
ligagdes C-Cl, as quais podem ser eletroquimicamente reduzidas. Adicionalmente, a
etofamida apresenta em sua estrutura um grupo nitro, cuja redugdo eletroquimica tem sido
amplamente estudada. Além destes grupos, outra classe de compostos cuja redugdo

eletroquimica esta diretamente relacionada ao objeto de estudo deste trabalho sdo as amidas.

1.4a - Reducio eletroquimica de compostos halogenados

De acordo com o mecanismo cléssico para a reducdo de compostos halogenados, este
processo envolve a quebra da ligacdo C-Cl em um processo bieletronico. O primeiro elétron é
responsavel pela formag¢do de um anion-radical com subseqiiente quebra da ligagdo C-Cl,
formando cloreto e o respectivo radical desalogenado, enquanto o segundo elétron promove a
reducdo deste radical, gerando o respectivo carbanion [30]. Este processo ¢ ilustrado pela

seqliéncia reacional apresentada no Esquema 1.

RX + e 2 [RX]
[RX*]— R + X~
R +e—-> R

Esquema 1 - Mecanismo proposto para a quebra redutiva da ligacdo C-X de um alcano
monohalogenado [30].
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Freqilientemente, o potencial de reducao do radical eletrogerado é mais positivo do que
o do composto halogenado inicial, portanto, o radical € reduzido ao carbanion imediatamente
apds sua formagdo. Conseqiientemente, a reducdo eletroquimica da maioria dos compostos
halogenados origina um tnico pico voltamétrico envolvendo a transferéncia de dois elétrons.
Entretanto, algumas excecdes a este comportamento tém sido observadas na literatura. Nestes
casos, o radical eletrogerado ¢ mais dificil de se reduzir do que o composto halogenado
inicial, portanto, a reducdo eletroquimica destes compostos origina dois picos voltamétricos,
cada um envolvendo a transferéncia de um elétron formando, consecutivamente, o radical
desalogenado e o respectivo carbanion [31].

Apds a formagio do radical (R") ou do carbinion (R"), estas espécies podem sofrer

uma série de reagdes quimicas, conforme ilustrado no Esquema 2.

combinagio R,
2 Re desproporcionagdo | iy 4 R(-H)
R* + SH —— RH + S
R +SH ——s RH + &
R +RX — R, + X
R~ + HB —— RH + B-
RX + B- —=2» R(-H) + X+ HB
RX + B- _Swe , RB + X

Esquema 2 - Reagdes quimicas envolvendo o radical ou o carbanion eletrogerado na quebra redutiva
de uma ligagdo C-X [30].

Assim, via radicais alquil ou carbanions eletrogerados, ¢ possivel a obtengdo de
dimeros (R;), alcanos (RH) ou olefinas [R(-H)]. Além disso, o carbanion formado pode
abstrair um préton de um dacido fraco (HB), originando um alcano e a base conjugada do
acido, a qual pode reagir com o material de partida (RX) via um mecanismo E, ou Sy;.
Também ¢ possivel que o solvente (S) atue como um doador de um atomo de hidrogénio ou
de um préton, promovendo a hidrogenagdo do radical eletrogerado ou a protonagdo do

carbanion. Desta maneira, compostos halogenados podem ser utilizados como material de
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partida para eletrossintese de diversos compostos. As reagdes quimicas envolvendo o radical
eletrogerado podem competir com sua redug¢do ao carbanion, podendo, dependendo da
cinética destas reagdes, até mesmo suprimir a segunda transferéncia eletronica da redugdo de
um composto halogenado.

Apesar da seqiiéncia reacional apresentada no Esquema 1 ser, em geral, bem aceita, a
existéncia do anion-radical formado apds a primeira transferéncia eletronica nunca foi
demonstrada [30]. Andrieux et al. [32] apresentaram uma completa discussdo explicando as
razdes pelas quais esta espécie ndo deve se formar durante a redugdo de haletos alifaticos. De
acordo com estes autores, a redug@o eletroquimica destes compostos ocorre como uma etapa
elementar, na qual a transferéncia eletronica e a quebra da ligagdo ocorrem conjuntamente,

conforme ilustrado no Esquema 3.

RX + e ——R* + X

Esquema 3 - Quebra redutiva de uma ligagdo C-X segundo um mecanismo no qual a transferéncia
eletronica e quebra de ligagdo ocorrem conjuntamente.

Por outro lado, segundo aqueles autores, a reducdo eletroquimica de haletos
aromaticos ocorre seqiiencialmente, conforme ilustrado no Esquema 1 e que, portanto, o
anion-radical ¢ um intermedidrio efetivo da reducdo eletroquimica de haletos aromaticos.
Transferéncias eletronicas acompanhadas por quebra de ligagdes, também chamadas de
transferéncias eletronicas dissociativas tém sido amplamente estudadas na literatura, sendo
assunto de diferentes artigos de revisdo [33,34]. A literatura apresenta também varias
discussdes sobre o mecanismo seqiiencial (Esquema 1) e o que considera a transferéncia
eletronica e quebra de ligagdo ocorrendo conjuntamente [35,36], incluindo critérios para
diagnosticar a transi¢do entre ambos os mecanismos [37-39].

De maneira geral, verifica-se que compostos halogenados sofrem reducdo
eletroquimica por meio da quebra redutiva da ligagdo C-X, independentemente de sua
estrutura quimica. Este comportamento tem sido observado para compostos poli-halogenados,
haletos aromaticos, alcanos, alcenos e alcinos halogenados [30]. Embora a estrutura quimica
de um composto halogenado ndo altere a esséncia de sua reducdo eletroquimica (quebra

redutiva da ligagdo C-X), este pardmetro influencia fortemente a natureza quimica dos
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produtos formados, possibilitando ou impedindo reacdes de condensagdo ou ciclizagdo, apos
as etapas de transferéncia eletronica.

Batanero et al. [40] estudaram a redugdo eletroquimica de diferentes brometos de
acilhidrazonas em meio de dimetilformamida utilizando mercirio como material eletrédico.
Os autores verificaram que a redugdo eletroquimica destas espécies envolve a quebra da
ligacdo C-Br em um processo envolvendo dois elétrons, formando o respectivo carbanion e o
ion brometo. Posteriormente, o material de partida sofre um ataque nucleofilico do carbanion
eletrogerado, formando um composto dimérico. As etapas reacionais propostas pelos autores

sdo apresentadas no Esquema 4.

N +2e

N/
| — |

+ Br- )

1
R R

Br —mm— - @

R R

R (¢]

Esquema 4 - Seqiiéncia reacional para a reducdo eletroquimica de diferentes brometos de
acilhidrazonas [40].

Uma seqiiéncia reacional distinta foi observada para a redugdo eletroquimica do
2-acetilfeniltricloroacetato, neste caso, Batanero ¢ Barba [41] observaram que o carbanion
eletrogerado ndo sofre uma reacdo de dimeriza¢do, mas sim uma cicliza¢do intramolecular
seguida de uma protonacdo, formando como produto de eletrolise a espécie 3,3-dicloro-4-

hidréxi-4-metil-3,4-diidrocumarina, conforme apresentado no Esquema 5.
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Esquema 5 - Mecanismo para a primeira etapa da reducéo eletroquimica do 2-acetilfeniltricloroacetato
[41].

T

Neste trabalho, os autores estudaram a redugdo eletroquimica do
2-acetilfeniltricloroacetato em meio de acetonitrila utilizando um pog¢o de mercirio como
catodo. Os autores verificaram que a primeira etapa da redugdo -eletroquimica do
2-acetilfeniltricloroacetato envolve apenas um elétron por molécula. Baseados nesta
informagdo, os autores concluiram que apds a transferéncia eletronica formam-se a espécie CI’

e o respectivo carbanion, o qual ¢ fortemente estabilizado, de acordo com o apresentado no

Esquema 6.
©
0 o
©
Ar—O—C—C—Cl D a— Ar—O—C=C—clI
Cl Cl
Esquema 6 - Estabilizagdo do carbanion eletrogerado pela redugdo eletroquimica do

2-acetilfeniltricloroacetato [41].

Os autores verificaram ainda, que em potenciais mais negativos a espécie 3,3-dicloro-
4-hidroxi-4-metil-3,4-diidrocumarina sofre uma segunda redugdo eletroquimica em um
processo envolvendo uma nova quebra de uma ligacdo C-Cl, o qual consome 2 elétrons por
molécula, originando como produto a espécie 3-cloro-4-metilcumarina, conforme mostra o

Esquema 7.
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Esquema 7 - Seqiiéncia reacional para a segunda etapa da redugdo eletroquimica do

2-acetilfeniltricloroacetato [41].

Conforme a discussdo apresentada no inicio desta se¢do, a transferéncia de apenas um
elétron na quebra redutiva de ligagdes C-Cl ndo implica necessariamente na formacdo da
espécie CI’ e no respectivo carbanion, conforme afirmado por Batanero e Barba [41]. De
acordo com o Esquema 2, o radical eletrogerado pode sofrer rea¢des secundarias, tais como:
combinagdo, desproporcionagdo ou hidrogenacao. Estas reagdes secundarias, portanto, podem
consumir o radical eletrogerado suprimindo a segunda transferéncia eletronica. Assim, a
possibilidade de que na redugdo eletroquimica do 2-acetilfeniltricloroacetato a 3,3-dicloro-4-
hidroxi-4-metil-3,4-diidrocumarina (Esquema 5), a espécie sofrendo ciclizacdo seja o radical
eletrogerado, e ndo o carbanion, ndo pode ser descartada, pois a presenga da espécie CI', ou a
auséncia do ion cloreto na solugdo eletrolisada nao foi efetivamente demonstrada.

De maneira andloga ao constatado para a redug¢do eletroquimica do
2-acetilfeniltricloroacetato [41], tem sido observado que a redugdo eletroquimica de outros
compostos a-halocarbonilicos também envolve a quebra redutiva da ligagdo C-X, sendo a
natureza quimica dos produtos formados muito dependente da estrutura do composto
a-halocarbonilico. Dirlam et al. [42] estudaram a redugdo eletroquimica da
2,4-dibromo-2,4-dimetil-3-pentanona sobre merctrio em dimetilformamida contendo tampao
acetato. Os autores verificaram que, nestas condi¢cdes experimentais, o principal produto de
eletrélise foi a 2-acetdxi-2,4-dimetil-3-pentanona. Segundo os autores, a adicdo do grupo
acetoxi ocorre apos a ruptura das duas ligagdes C-Br. Eletrolises da 2,4-dibromo-2,4-dimetil-
3-pentanona, em meio de acetonitrila contendo etanol como espécie nucleofilica, forneceram
como principal produto a 2-etdxi-2,4-dimetil-3-pentanona. A realizagdo de eletrdlises da
halocetona estudada em meio de DMF contendo dgua como espécie nucleofilica mostrou um
comportamento mais complexo, sendo possivel identificar como principais produtos a
2-hidréxi-2,4-dimetil-3-pentanona e a 2,4-dimetilpent-1-en-3-ona, nestes experimentos, o

derivado desalogenado da halocetona estudada ndo se formou. Os estudos em presenca de
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diferentes nucledfilos demonstraram a ocorréncia de reacdes de adicdo nucleofilica ao
intermediario reacional eletrogerado. Para todas as condi¢des experimentais adotadas, os
autores observaram que a redugdo da 2,4-dibromo-2,4-dimetil-3-pentanona envolve dois
elétrons por molécula, sugerindo que uma das ligagdes C-Br é quebrada quimica e nao
eletroquimicamente. Baseados nestes resultados experimentais, os autores propuseram que a
redugdo eletroquimica da 2,4-dibromo-2,4-dimetil-3-pentanona ocorre segundo a seqiiéncia

reacional apresentada no Esquema 8.

(0]
CH, CHg
H,C CHg
Br Br
+2e-
-Br
o' OH
CH, CHy
HaC cH, _°H HaC CHy
CHg Br CHgz Br

N L

Nu = OAc, OEt, OH

SH = solvente

Esquema 8 - Seqiiéncia reacional para a reducdo eletroquimica da 2,4-dibromo-2,4-dimetil-3-
pentanona [42].
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A seqliéncia reacional proposta por Dirlam et al. [42] explica adequadamente tanto os
produtos identificados quanto o fato de ser observada a transferéncia de apenas dois elétrons
para a quebra de duas ligacdes C-Br. Adicionalmente, os autores descartaram a possibilidade
da ocorréncia da quebra eletroquimica de uma das ligagdes C-Br da 2,4-dibromo-2,4-dimetil-
3-pentanona seguida por uma substitui¢do nucleofilica. Esta informacdo foi obtida por meio
de um “experimento controle” no qual a 2-bromo-2,4-dimetil-3-pentanona foi mantida em
presenca de acetato sem a aplicagdo de potencial. Nestas condi¢cdes experimentais, os autores
observaram que a 2-acetoxi-2,4-dimetil-3-pentanona ndo foi formada, mostrando que a
2-bromo-2,4-dimetil-3-pentanona nio ¢é susceptivel a substitui¢do nucleofilica pelo acetato.

Fry e O’Dea [43] estudaram a reducdo eletroquimica de diferentes
o, o’ -dibromocetonas sobre mercurio em meio de acido acético. Tais estudos foram realizados
com o objetivo de se desenvolver uma rota eletrossintética para a obtengdo de a-acetdxi-
cetonas ramificadas. Os resultados obtidos permitiram aos autores verificar que o grau de
ramificacdo da cetona exerce influéncia sobre a natureza quimica dos produtos formados em
sua reduc¢do eletroquimica. Foi observado que o,0’-dibromocetonas ramificadas, tais como a
2,4-dibromo-2,4-dimetil-3-pentanona, sofrem redugdo originando a-acetdxi-cetonas com
elevado rendimento e pureza. Entretanto, a redugdo eletroquimica de cetonas menos
ramificadas, tais como a 4,6-dibromo-5-nonona, fornece como principal produto as
respectivas cetonas desalogenadas. Para as diferentes dibromocetonas estudadas, os autores
verificaram a transferéncia de aproximadamente dois elétrons por molécula (n = 1,48 — 2.18),
sugerindo que a redugdo eletroquimica destas dibromocetonas, envolve uma seqiiéncia
reacional semelhante a proposta por Dirlam et al. [42] (Esquema 8). Em outro trabalho, Fry e
Anderson [44] estudou a redugdo eletroquimica da bis(a-bromociclopropil)-metanona sobre
mercurio. Tais estudos foram realizados a potencial controlado (—0,85 V vs. ECS) em meio de
tampdo acetato 1,0 mol L. O autor verificou que os produtos formados pela reducio
eletroquimica da bis(a-bromociclopropil)-metanona em presenga de acetato ndo sdo acetoxi-
cetonas como observado para outras dihalocetonas. Foi observado que, em meio de tampao
acetato, os principais produtos formados pela reducido da bis(a-bromociclopropil)-metanona
sdo a-bromociclopropil-ciclopropil-metanona (76 %) e diciclopropil-metanona (14 %). Em
meio de uma mistura de dimetilformamida/tampéo acetato (9:1 v/v), o autor verificou que o

unico produto formado foi a a-bromociclopropil-ciclopropil-metanona. Assim, constatou-se
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que, ao contrario do observado para outras dihalocetonas, o produto da reducdo eletroquimica
da bis(a-bromociclopropil)-metanona ainda possui um atomo de bromo. Segundo o autor, o
grupo ciclopropil dificulta a ruptura da ligagdo C-Br, o que explica a presenga desta ligagcdo
no produto da reducdo eletroquimica da bis(a-bromociclopropil)-metanona em meio misto.
Resultados semelhantes tém sido obtidos no estudo da redugdo eletroquimica de
haloacetamidas. Casadei et al. [45] estudaram a reducdo eletroquimica de diferentes
bromoacetamidas e cloroacetamidas N-substituidas sobre mercirio em meio de
dimetilformamida. Os autores verificaram que as diferentes cloroacetamidas estudadas
apresentaram um unico pico voltamétrico em aproximadamente —2,0 V vs. ECS. Segundo os
autores, a redu¢do das haloacetamidas ocorre via ruptura da ligagdo C-X, originando o
respectivo carbanion e o haleto correspondente. Segundo os autores, apds a ruptura da ligagao
C-X o carbanion eletrogerado ¢ protonado pela prdopria haloacetamida inicial. A
haloacetamida desprotonada pode, entdo, sofrer reagdes de ciclizacdo ou dimerizagdo

conduzindo a uma complexa seqiiéncia reacional, conforme apresentado no Esquema 9.
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Esquema 9 - Seqiiéncia reacional para a redugdo eletroquimica de haloacetamidas [45].
Neste trabalho, os principais produtos de eletrolise identificados foram os

correspondes derivados das haloacetamidas cujos grupos CH,X foram reduzidos a metila,

além de compostos diméricos derivados das haloacetamidas desprotonadas. A seqiiéncia

reacional proposta pelos autores explica adequadamente os produtos formados e o fato das
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eletrolises mostrarem que apenas um elétron ¢ transferido por molécula da haloacetamida, o
que ¢ uma conseqiiéncia do consumo da haloacetamida inicial pelo carbanion eletrogerado.

Um estudo mais recente sobre a redu¢do eletroquimica de diferentes cloroacetamidas
sobre carbono vitreo em meio de dimetilformamida foi realizado por Costentin et al. [46].
Neste trabalho, foi estudada a redugdo de cloroacetamidas e policloroacetamidas primarias e
N,N-dissubstituidas. Estes autores observaram que o nimero de picos voltamétricos obtidos
para cada cloroacetamida ¢ igual ao numero de 4tomos de cloro presentes na molécula
original, sendo cada pico voltamétrico referente a um processo bieletronico. Baseado neste
resultado, os autores concluiram que a redugdo eletroquimica das cloroacetamidas estudadas
conduz a completa descloragdo da molécula original em etapas sucessivas e separadas.
Entretanto, neste trabalho os autores ndo realizaram estudos de identificagdo dos produtos
eletrogerados.

Além da estrutura quimica, outro fator que pode exercer influéncia sobre a natureza
quimica dos produtos da redugdo de compostos halogenados é o material eletrodico
empregado. Tem sido observado que a reducdo eletroquimica de alcanos mono-halogenados
sobre merctrio gera compostos dialquil-mercurio como produtos de eletrolise. Segundo a
literatura [30], a formacdo destes compostos mercurados ocorre via combinagdo de radicais
alquil-mercurio adsorvidos [RHg (a45)]. A formagdo de produtos organometalicos tem sido
observada também quando a redugd@o do alcano halogenado ¢ realizada sobre chumbo, estanho
e bismuto [30]. Isse et al. [47] estudaram a redugdo eletroquimica de diferentes haletos
aromaticos sobre um eletrodo de prata em meio de acetonitrila. Neste trabalho, os autores nao
verificaram a formacdo de compostos organometalicos. Foi observado que o eletrodo de prata
apresenta um pronunciado efeito catalitico para a redugdo eletroquimica dos haletos
aromaticos. Verificou-se que, sobre o eletrodo de prata, a reducdo dos haletos aromaticos
estudados sofre um acentuado deslocamento para potenciais mais positivos em relacdo ao
observado sobre carbono vitreo. Os autores atribuiram este efeito catalitico a processos
adsortivos envolvendo tanto o material de partida quanto os ions haleto eletrogerados. Apesar
deste elevado efeito catalitico, o eletrodo de prata ndo exerceu influéncia significativa sobre a
natureza dos produtos eletrogerados, sendo identificados como produtos de eletrdlise espécies
diméricas e derivados desalogenados dos haletos aromaticos estudados, os quais sdo também

formados sobre carbono vitreo.
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Sobre eletrodos de carbono ndo ha possibilidade de formagdo de compostos
organometalicos, o que torna este material eletrédico muito interessante para o estudo da
reducdo eletroquimica de compostos halogenados, permitindo a observagdo direta da quebra
redutiva de ligacdes C-X, sem contribuicdes de processos adsortivos envolvendo
intermediarios eletrogerados. Sanecki e Skital [48] realizaram estudos cinéticos da redugdo
eletroquimica de uma série de iodo alcanos e poli-iodo alcanos em DMF. Previamente ao
desenvolvimento e aplicagdo dos modelos cinéticos, os autores realizaram um estudo
comparativo entre a redu¢do dos compostos halogenados sobre mercurio e sobre carbono
vitreo. Os autores verificaram que os picos voltamétricos relativos aos diferentes iodo alcanos
sobre mercurio apresentaram-se alargados e complicados pela presenca de pré e pos-picos,
dificultando a utilizagdo destes voltamogramas para a obtengdo de parametros cinéticos. Os
autores atribuiram as distor¢des observadas nos voltamogramas a adsor¢do de intermediérios
radicalares, formando compostos de alquil mercario. Sobre carbono vitreo, os perfis
voltamétricos obtidos foram acentuadamente melhores, o que permitiu a utilizagdo deste
material eletrodico para o desenvolvimento dos estudos cinéticos. Neste trabalho, os autores
verificaram que a reducdo dos diferentes iodo alcanos ocorre via um mecanismo seqiiencial,
sendo observado que o nimero de picos voltamétricos ¢ sempre igual ao nimero de 4&tomos de
iodo presente na molécula estudada. Para uma série de mono-iodo alcanos, os autores
verificaram que as constantes cinéticas das etapas eletroquimicas ndo sofrem variacdes
significativas com o tamanho da cadeia do iodo alcano. Por outro lado, foi observado que a
constante cinética para a dimerizagdo do radical eletrogerado diminuiu a medida que o
tamanho da cadeia do iodo alcano ¢ aumentada.

Assim, os trabalhos citados anteriormente, evidenciam que a estrutura do composto
halogenado governa a natureza quimica dos produtos de sua reducdo eletroquimica. Além
disso, o meio reacional também exerce influéncia significativa sobre os produtos
eletrogerados, como conseqiiéncia direta da elevada reatividade do radical e do carbanion
eletrogerados. O material eletrédico € outro fator que pode influenciar a natureza quimica dos
produtos de redugdo de compostos halogenados, principalmente considerando eletrodos
metalicos, os quais podem estabilizar intermediarios radicalares, permitindo a formagao de
compostos organometalicos. Desta forma, estes fatores podem conduzir a diferentes numeros
de elétrons transferidos por molécula do composto halogenado, bem como a diferentes

nimeros de picos voltamétricos observados. Para as haloacetamidas [45,46] e iodo-alcanos
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[48], tem sido observado que o numero de picos voltamétricos € igual ao nimero de atomos
do halogénio, enquanto para as o,o’-dibromocetonas apenas um pico voltamétrico ¢
observado [42,43]. Assim, a combina¢do adequada dos fatores que afetam a reducdo de
compostos halogenados pode conduzir a uma grande variedade de produtos eletrogerados, o
que ¢ proveitoso para fins eletrossintéticos. Adicionalmente, a reducdo eletroquimica de
compostos halogenados tem contribuido substancialmente para o desenvolvimento de estudos
cinéticos e mecanisticos sobre transferéncias eletronicas dissociativas. Portanto, a reducao
eletroquimica de compostos halogenados tem despertado a atencdo de inumeros
pesquisadores ao longo do tempo e até os dias atuais, culminando em um elevado numero de

trabalhos envolvendo este processo eletrédico.

1.4b - Reducio eletroquimica de compostos contendo o grupo nitro

A redugdo eletroquimica de compostos contendo o grupo nitro desempenhou um
importante papel dentro da area de eletroquimica organica [49]. Tem sido observado que a
redugdo eletroquimica de nitroalcanos fornece como principal produto a respectiva alquil-
hidroxilamina, a qual é reduzida a correspondente amina somente em valores de pH préximos
a 7,0. Em meio &cido, alquil-hidroxilaminas ndo s@o reduzidas a correspondente amina, sendo
que, tentativas de reduzir a N-metilhidroxilamina em meio de HCl a —1,15 V vs. ECS,
promoveram a redu¢io de H' com intenso desprendimento de hidrogénio, nio sendo
detectada a metilamina como produto de eletrélise [49].

A reducdo eletroquimica de compostos nitroaromaticos tem sido extensivamente
estudada na literatura, sendo o nitrobenzeno o primeiro composto organico para o qual um
voltamograma sobre o eletrodo gotejante de mercurio foi relatado na literatura [49]. Em meio
prético, ¢ bem estabelecido que compostos nitroaromaticos sio reduzidos em uma tnica etapa
envolvendo quatro elétrons e quatro prétons originando a respectiva hidroxilamina [50], a
qual pode ser reduzida a amina em potenciais mais negativos em um processo envolvendo
mais dois elétrons e dois prétons. As etapas envolvidas na redugdo eletroquimica do
nitrobenzeno, o qual serve como uma molécula modelo para o estudo de compostos

nitroaromaticos mais complexos, sdo apresentadas no Esquema 10.
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Esquema 10 - Etapas reacionais envolvidas na reducédo eletroquimica do nitrobenzeno.

A seqliéncia reacional apresentada no Esquema 10 tem sido observada para a reducao

eletroquimica de nitroimidazoéis [51-53] e de diversos compostos nitroaromaticos [54,55].

Alguns trabalhos tém mostrado que o grupo hidroxilamina proveniente da reducdo

eletroquimica de compostos contendo o grupo nitro pode ser re-oxidado ao grupo nitroso. A

oxidacdo da hidroxilamina ao grupo nitroso ¢é

transferéncia de dois elétrons e dois protons [56- 58], conforme ilustrado no Esquema 11.

R-NHOH & R-NO + 2H* + 2e-

Esquema 11 - Reacgdo global da oxidacdo da hidroxilamina ao grupo nitroso.

um processo reversivel envolvendo a

O comportamento voltamétrico de compostos nitroaromaticos nfo ¢ significativamente

influenciado pelo material eletrédico. Tanto sobre mercurio quanto sobre ouro, a redugdo
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eletroquimica destes compostos origina dois picos voltamétricos relativos a reducao do grupo
nitro a hidroxilamina e, posteriormente, da hidroxilamina a amina. Comportamento
voltamétrico similar, diferindo apenas nos valores de potencial, tem sido observado sobre
carbono vitreo. Sobre platina ndo sdo observados picos voltamétricos relativos a reducdo
eletroquimica de compostos nitroaromaticos antes do processo de reducdo de H' [49].

Em solventes aproticos, a redugcdo de compostos nitroaromaticos envolve a
transferéncia reversivel de um elétron, gerando o respectivo anion-radical R-NO,*", o qual
pode ser reduzido reversivelmente em potenciais mais negativos ao correspondente didnion
(R-NO,7) [49,58]. Tanto o anion-radical quanto o didnion s@o estaveis em meio aprotico,
desde que impurezas de carater eletrofilico estejam ausentes no solvente utilizado. A presenca
de espécies eletrofilicas confere ao pico voltamétrico relativo a formacao do didnion o aspecto

de um pico voltamétrico associado a um processo irreversivel.

1.4c - Reducio eletroquimica de amidas

Segundo a literatura, o grupo carbonil de amidas € reduzido sobre catodos de merctrio
ou de chumbo em meio extremamente &4cido, fornecendo como principal produto o
correspondente composto metilénico [59]. Eletrdlises preparativas envolvendo a reducio de
amidas s3o geralmente realizadas empregando-se catodos de chumbo em meio de &cido
sulfrico ou em meio etanolico contendo este acido, nestas condigdes experimentais, o
principal produto de redugdo ¢ a correspondente amina metilénica [59]. Uma vez que o meio
empregado nestas eletrolises é extremamente 4cido, acredita-se que a espécie efetivamente
eletroativa seja a amida protonada [59]. Em meio aprético, hd um relato da redugdo
eletroquimica da N,N-dimetilbenzamida. Nestas condi¢des experimentais, esta amida ¢
reduzida em um processo envolvendo a transferéncia reversivel de um elétron, produzindo o
correspondente anion-radical, o qual ¢ relativamente estavel em meio aprotico [59]. Nao sdo
encontrados relatos mais recentes sobre a redug@o especifica do grupo carbonil de amidas em
meio aprotico. Estudos sobre a reducdo eletroquimica de haloamidas em meio de
dimetilformamida [45,46], mostram que o unico processo eletrédico envolvido na reducdo
destes compostos ¢ a quebra redutiva de suas ligagdes C-X, sugerindo que o grupo carbonil de

amidas ndo ¢ passivel de redu¢do em meio aprotico.



2 - Objetivos
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O objetivo do presente trabalho ¢ estudar a redugdo eletroquimica dos principais
farmacos amebicidas da classe das dicloroacetamidas visando elucidar os processos
eletrédicos envolvidos. Além disso, este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
metodologias eletroanaliticas para a quantificagdo destes farmacos em formulagdes
farmacéuticas, uma vez que a literatura ndo apresenta qualquer trabalho propondo métodos
analiticos para a determinagdo de algumas das dicloroacetamidas antiamebiacas estudadas

neste trabalho.



3 - Procedimento Experimental



A. L. Santos Procedimento Experimental 49

3.1 - Reagentes e solugdes

Furoato de diloxanida (M.M. = 328,2 g mol™, Sigma-Aldrich, 99,9 %) foi utilizado
para preparar todas as solugdes estoque deste farmaco. O teclozan (M.M. = 502,3 g mol™) e a
etofamida (M.M. = 427,3 g mol™) utilizados no preparo de solu¢des estoque destes farmacos
foram gentilmente cedidos pelas industrias farmacéuticas Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda e
Pfizer do Brasil, respectivamente.

Os estudos eletroquimicos em meio aprético foram realizados em acetonitrila (ACN)
grau HPLC (J. T. Baker), a qual foi mantida em frasco &mbar contendo peneiras moleculares
de 4 A (Aldrich) para remogdo de 4gua. Como eletrdlito de suporte foi utilizado
tetrafluorborato de tetrabutilamonio (TBABF4, ACROS) ou brometo de tetractilamonio
(TEABr, Merck), ambos em concentragdo de 0,1 mol L'. O TEABr utilizado possuia grau
analitico e foi utilizado como recebido, sendo mantido em estufa a 80° C por pelo menos 24 h
antes de sua utilizacdo, visando a eliminacdo de agua. Foram realizados experimentos
eletroquimicos em ACN na presenca de uma espécie doadora de prdtons, sendo utilizado
como doador de protons acido acético glacial (Merck) ou 1,1,1,3,3,3-hexafltor-2-propanol
(HFP, Aldrich).

Para a etofamida foram realizados também estudos eletroquimicos em meio misto,
sendo utilizada a mistura ACN:tampao B.R. (40:60 v/v). O tampao B.R. foi preparado
misturando-se acido acético glacial (Merck), acido bdrico (Sigma) e acido fosférico (Merck),
todos na concentragio de 0,06 mol L', de modo que, apds a mistura com ACN, a
concentragdo final de cada um dos componentes do tampdo permaneceu proxima a
0,04 mol L. Solugdes de hidréxido de soédio (Merck) 2,0 mol L™ e 4cido cloridrico (Merck)
2,0 mol L™ foram utilizadas para ajustar o pH aparente (pH*) da mistura ACN:tampdo B.R.
(40:60 v/v) no valor desejado. Para o ajuste do pH* da mistura, foi empregado um pHmetro
da marca HANNA Instruments modelo HI 8417 conectado a um eletrodo combinado de vidro
da Corning modelo High Performance Combo, Cat. No. 476146.

Os produtos das eletrolises realizadas em ACN foram isolados por meio de uma
extracdo liquido-liquido, utilizando diclorometano (Merck) ou acetato de etila (Merck).
Sulfato de magnésio anidro (Aldrich) foi utilizado para secagem das fases orgéanicas obtidas

apds extracdo liquido-liquido. Cloroférmio deuterado (Aldrich) foi utilizado para o preparo
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das amostras para analise por espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

(H-RMN).

3.2 - Experimentos voltamétricos

Os experimentos voltamétricos foram realizados em um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB modelo PGSTAT 30 interfaceado a um microcomputador e gerenciado pelo
software GPES 4.9. Nestes experimentos, foi utilizada uma célula eletroquimica de
compartimento Unico com capacidade de 20 mL contendo trés eletrodos. Como eletrodo de
trabalho foi utilizado um disco de carbono vitreo com 3,0 mm de didmetro. Como eletrodo
auxiliar foi utilizado um fio de Pt em espiral e um eletrodo de Ag/AgCl/KClg,turado, © qual sera
simplificadamente representado por Ag/AgCls, foi empregado como eletrodo de referéncia.
Este eletrodo de referéncia apresenta um baixo fluxo de solug@o, uma vez que o contato
i6nico ¢ promovido por micro-trincas promovidas pela inser¢do de um fio de Pt no vidro da
extremidade inferior do eletrodo. Devido a este baixo fluxo de solugdo, este eletrodo de
referéncia pode ser empregado com €xito nos experimentos conduzidos em meio ndo aquoso.

Antes de cada experimento, um fluxo de nitrogénio foi mantido através da célula
eletroquimica por cerca de 15 min para promover a remog¢do do oxigénio dissolvido. Um
frasco lavador contendo ACN foi utilizado para permitir a saturacdo do nitrogénio com este
solvente, minimizando, assim, perdas de ACN da célula eletroquimica por arraste pelo

nitrogénio.

3.3 - Experimentos amperométricos

Experimentos amperométricos foram realizados visando o desenvolvimento de uma
metodologia eletroanalitica para o teclozan baseada em sua detec¢do amperométrica. Estes
experimentos foram realizados em ACN/TBABF4; 0,1 mol L'l, utilizando o mesmo
potenciostato empregado nos estudos voltamétricos. As medidas amperométricas foram
realizadas empregando como eletrodo de trabalho um eletrodo de disco rotatorio de carbono
vitreo com 3,0 mm de didmetro, o qual foi conectado a um gerador de rotacdo da Metrohm
modelo 628-10. O mesmo eletrodo de referéncia utilizado nos experimentos voltamétricos foi

empregado nos experimentos amperométricos ¢ um fio de Pt em espiral foi empregado como
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eletrodo auxiliar. Nestes experimentos foi utilizada uma célula eletroquimica de
compartimento unico da Metrohm contendo 20 mL de solugdo. Previamente a realizagdo
destes experimentos, a solucdo foi desoxigenada pela passagem de nitrogénio pela célula
eletroquimica. Também nestes experimentos foi utilizado um frasco lavador para minimizar

perdas de ACN da célula eletroquimica.

3.4 - Eletrolises a potencial controlado

Diferentes células eletroquimicas foram empregadas para as eletrolises coulumétricas
e preparativas. As eletrolises visando a determinacdo do niimero de elétrons foram realizadas
empregando-se o mesmo potenciostato utilizado nos estudos voltamétricos, sendo utilizada
uma célula de trés compartimentos com capacidade de 15 mL, sendo o compartimento
catddico separado do compartimento anddico por uma placa de vidro sinterizado. O eletrodo
de trabalho utilizado nestas eletrélises foi uma placa de carbono vitreo de 2 x 2 cm. Como
eletrodo auxiliar foi utilizada uma rede de Pt com 2 x 2 cm e 0 mesmo eletrodo de Ag/AgClgy
foi empregado como eletrodo de referéncia. Os valores de nlimero de elétrons transferidos por
mol do farmaco determinados nestas eletrélises foram expressos na seguinte forma: (média +
desvio padrao).

As eletrolises preparativas foram realizadas empregando-se um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB modelo PGSTAT 12 interfaceado a um
microcomputador e gerenciado pelo software GPES 4.9. Estas eletrolises foram realizadas em
uma célula eletroquimica de maior capacidade, visando a obten¢do de uma maior quantidade
de produtos de eletrolise para andlise posterior. A Figura 3 apresenta uma representagio

esquematica da célula eletroquimica utilizada nestas eletrélises.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da célula eletroquimica utilizada nas eletrolises preparativas.

Conforme mostra a Figura 3, a célula utilizada nas eletrdlises possui 3
compartimentos, sendo o compartimento catodico separado do compartimento anddico por
uma placa de vidro sinterizado (D), ambos os compartimentos possuem capacidade de 25 mL.
O eletrodo de trabalho utilizado (A) foi um disco de carbono vitreo de 2,5 cm de diametro.
Como eletrodo auxiliar (B) foi utilizado um fio de Pt em espiral. O mesmo eletrodo de
referéncia (C) empregado nos experimentos anteriores foi também empregado nas eletrolises
preparativas.

Durante todas as eletrolises foi mantido um fluxo de nitrogénio na célula
eletroquimica para remover o oxigénio dissolvido e promover a agitagdo da solucdo. Nas
eletrélises preparativas além da agitagdo promovida pelo nitrogénio, a solucdo do
compartimento catdédico foi mantida também sob agitagdo magnética constante, visando
maximizar o transporte de massa. Em todas as eletrolises foi empregado um frasco lavador

contendo ACN visando minimizar perdas deste solvente por arraste pelo nitrogénio.

3.5 - Isolamento e identificacido dos produtos eletrogerados

Apos cada eletrolise, os produtos eletrogerados foram isolados por meio de extracio

liquido-liquido, adotando o procedimento representado no Esquema 12.
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Coleta da solucio eletrolisada

\4

| Evaporacio do solvente por rotoevaporacgio ~ 40°C |

A
| Suspensio do residuo de evaporacio em S mL de CH,Cl, |

A
| Extracdo com 5 mL de solucdo aquosa de NaCl,, |

Fase Orginica [€ > Fase Aquosa
rednica | | Fasead

Lavagem com 5 mL de
CH,Cl, 3x

| Fase Organica combinada

Lavagem com 20 mL de NaCl, 3 x | Extragdo com 5 mL de
acetato de etila 3X

y A 4
. Fase Aquosa A s
| Lavagem com 20 mL de agua 3 x |—> descartada Fase Orgéanica
v
Fase Organica | Lavagem com 15 mL de 4gua 2 x |

y

| Secagem com MgSO,, .4r0 I‘ Fase Orgénica
Filtracio

Evaporacio do solvente por
rotoevaporacio ~ 30°C

|

| Pesagem do residuo |

|

| Dissolugiio do residuo em CDCI, |

|

| Analise por H-RMN |—>| Analise por CCD

Esquema 12 - Fluxograma representando o procedimento adotado na extragdo liquido-liquido.

Este procedimento visa promover a separagdo entre os produtos eletrogerados e o
eletrodlito de suporte, de modo que este ltimo permaneca na fase aquosa enquanto os produtos

eletrogerados permanegam na fase orgédnica. As andlises por H-RMN foram realizadas
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utilizando um espectrometro Varian Unity Plus 300 MHz. As solugdes obtidas apos o
procedimento de extracdo e analise por H-RMN foram analisadas também por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), utilizando placas cromatograficas com fase estacionaria de silica

suportada em vidro, sendo a revelagdo realizada em uma camera com lampada de UV.

3.6 - Desenvolvimento dos métodos eletroanaliticos

Os estudos visando o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para quantificacdo
das dicloroacetamidas foram realizados aumentando-se sistematicamente a concentragdo dos
farmacos na célula eletroquimica por meio da adicdo de volumes definidos de uma solugdo
estoque das dicloroacetamidas. Em todos os casos, para a construgdo das curvas analiticas foi
realizada a correcdo de volume para que fosse levada em consideracédo a diluigdo sofrida pelo
analito em virtude das sucessivas adigdes das solugdes estoque. Os métodos eletroanaliticos
foram desenvolvidos empregando-se as técnicas de voltametria de varredura linear (LSV),
pulso diferencial (DPV) e onda quadrada (SWV). Para o teclozan, foi desenvolvida também
uma metodologia eletroanalitica para a quantificacdo deste farmaco baseada em sua detecg¢do
amperométrica em condi¢gdes hidrodindmicas.

Os métodos eletroanaliticos desenvolvidos para o teclozan e para a etofamida foram
aplicados para a quantificacdo destes farmacos em formulagdes farmacéuticas comerciais
empregando-se o método de adicdo de padrdo. Os resultados das determinacdes dos farmacos
nas formulagdes farmacéuticas e dos estudos de adi¢do e recuperagdo foram expressos na
seguinte forma: (média + desvio padrio).

A formulagdo farmacéutica contendo o teclozan como principio ativo possui como
excipientes: amido, croscarmelose soédica, polividona, talco e estearato de magnésio. Os
excipientes da formulagdo farmacéutica contendo a etofamida como principio ativo sdo:
metocel, amido, celulose, estearato de magnésio e corante amarelo de tartrazina. A Figura 4

apresenta a estrutura molecular dos excipientes destas duas formula¢des farmacéuticas.
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Figura 4 - Estrutura molecular dos excipientes das formulagdes farmac€uticas contendo as
dicloroacetamidas como principios ativos.
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4.1 - Furoato de diloxanida (FD)

Previamente a realizag¢do dos estudos eletroquimicos do FD, estudou-se a solubilidade
deste farmaco. Foi verificado que o FD ¢ insoluvel em 4dgua e em solucdes aquosas acida, HCI
1,0 mol L', e alcalina, NaOH 0,1 mol L. Verificou-se, portanto, a necessidade de se
empregar um solvente organico para promover a completa dissolugdo do farmaco. O primeiro
estudo envolvendo um solvente organico foi realizado na mistura metanol:agua (KCl
0,2 mol L™, sendo verificado que a completa solubilizagdo do farmaco & atingida somente em
misturas contendo no minimo 50 % (v/v) de metanol. Constatou-se, entretanto, que o FD nao
apresenta qualquer pico voltamétrico neste meio, isto devido ao limitado intervalo util de
potencial apresentado pela mistura metanol:dgua. Desta maneira, optou-se por realizar o
estudo do comportamento eletroquimico do FD em meio totalmente organico, sendo utilizada
ACN como solvente, a qual além de promover a completa solubiliza¢do do fAirmaco, apresenta
um intervalo util de potencial significativamente maior do que o apresentado pela mistura
metanol:agua. Assim, a menos que outro meio seja especificado, todos os experimentos

eletroquimicos do FD foram realizados em ACN.

4.1a - Experimentos voltamétricos

Os estudos voltamétricos do FD sobre carbono vitreo foram realizados registrando-se
voltamogramas ciclicos no intervalo de 0,0 a —2,8 V vs. Ag/AgClsy, potencial no qual se
observa o inicio do processo de descarga do solvente/eletrolito. Neste intervalo de potencial,
verificou-se que o FD apresenta um Unico pico catédico com potencial de pico (E,) igual a
2,0 V vs. Ag/AgClg a 100 mV s'. A Figura 5 apresenta os voltamogramas ciclicos

registrados na auséncia e na presenca de 2,0 mmol L' de FD.
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Figura 5 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ a 100 mV s
(---) Auséncia de FD. (—) Presenga de 2,0 mmol L de FD. Inserido: ampliagio da regido entre —1,4 ¢
-2,3 Vvs. Ag/AgCl,.

A Figura 5 mostra que o voltamograma ciclico registrado em eletrolito de suporte nio
apresenta qualquer pico voltamétrico, indicando a auséncia de impurezas eletroativas no
sistema ACN/TBABF4 0,1 mol L Entretanto, observa-se que as correntes residuais obtidas
sdo sempre negativas, sugerindo que estas sejam uma somatdria da corrente capacitiva e de
uma corrente faradaica associada a um processo catodico, o qual, provavelmente, estd
associado a redugdo de agua residual.

Em presenga de FD, observa-se um pico catodico, sendo constatada a auséncia do
correspondente pico anddico na varredura reversa. Este comportamento sugere que ou a
reducdo eletroquimica do FD envolve uma transferéncia eletronica irreversivel ou que o
processo eletrédico € seguido por uma reacdo quimica acoplada. Verifica-se que o pico
voltamétrico relativo a redu¢do do FD € largo e aparentemente composto. O valor de E,
observado ¢ proximo ao observado na literatura para a quebra redutiva de ligacdes C-Cl de
cloroacetamidas [45,46]. Além disso, o perfil alargado do pico relativo a redugdo
eletroquimica do FD € concordante com o observado para picos voltamétricos associados a
quebra redutiva de ligagdes C-X [35,38]. Segundo a literatura [39], transferéncias eletronicas
seguidas por quebra de ligagdes, freqlientemente apresentam baixos coeficientes de
transferéncia eletronica (o), conseqiientemente, picos voltamétricos associados a estes

processos apresentam-se muito alargados. Desta maneira, valor de E, e o perfil do pico



A. L. Santos Resultados e Discussdo 59

voltamétrico associado a redugdo eletroquimica do FD sugerem que este pico seja relativo a
quebra redutiva das ligagdes C-CI do farmaco.

Visando obter informagdes adicionais sobre a redugdo eletroquimica do FD, foram
registrados voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (v), no intervalo
de 20 a 500 mV s™. A Figura 6 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados em diferentes

valores de v na presenca de 2,0 mmol L™ de FD.
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Figura 6 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L' em presenca de
2,0 mmol L de FD em diferentes velocidades de varredura. (—) 50; (—) 100; (—) 200; (—) 300;
(—) 400; (—) 500 mV s™". Inserido: grafico i, VS. v,

Conforme mostra a Figura 6, a natureza composta do pico voltamétrico relativo a
reducdo eletroquimica do FD torna-se mais evidente nos voltamogramas ciclicos registrados
em menores velocidades de varredura. Jaworski et al. [38] também observaram um pico
voltamétrico de natureza composta associado a redug@o eletroquimica de um composto
contendo dois atomos de cloro (RHCl,). Segundo estes autores, o perfil voltamétrico obtido ¢
uma conseqiiéncia da quebra seqiiencial das duas ligacdes C-CIl. Os autores observaram,
entretanto, que o pico voltamétrico obtido corresponde a um processo eletrédico envolvendo a
transferéncia de apenas dois elétrons e ndo quatro como seria esperado para a quebra redutiva
de duas ligagdes C-Cl (Esquema 1). Os autores atribuiram este resultado a reacdes de
hidrogena¢do dos radicais eletrogerados promovidas pelo solvente, assim, a hidrogenagao
consumiria os radicais eletrogerados, evitando sua reducdo ao carbanion e diminuindo o

nimero global de elétrons envolvidos no processo eletrédico. Assim, a natureza composta do
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pico voltamétrico relativo a reducdo eletroquimica do FD sugere que as duas ligacdes C-Cl
sofrem quebra redutiva em etapas sucessivas, porém, ambas ocorrem em potenciais muito
proximos.

A partir dos valores de corrente de pico (i,) obtidos dos voltamogramas ciclicos

12 I
"2 Este grafico apresentou um

apresentados na Figura 6, foi construido um grafico de i, vS. v
comportamento linear segundo a equagéo i, (LA) = 4,9 v [(mV s, com coeficiente de
correlacdo linear igual a 0,9996, indicando que a redug¢do eletroquimica do FD ¢ um processo
controlado por difusdo. A Tabela 1 apresenta alguns pardmetros voltamétricos determinados

em diferentes valores de v.

Tabela 1 - Pardmetros voltamétricos obtidos para a redugdo eletroquimica de 2,0 mmol L™ de FD em
ACN/TBABF, 0,1 mol L™,

v/mVs' i, / pA -E,/V iV A mV 2 s
20 24 1,96 5,4
50 36 1,97 5,1
100 50 1,98 5,0
200 69 1,99 4,9
250 76 2,00 4,8
300 &3 2,00 4,8
450 101 2,00 4,8
500 109 2,02 4,9

A Tabela 1 mostra uma dependéncia da fung¢do corrente (ip/vl/ %) com v, o que indica a
ocorréncia de reagdes quimicas acopladas a etapa de transferéncia eletronica. Segundo a
literatura [60], a presenga de reagdes quimicas acopladas causa ligeiras variagdes da fungdo
corrente com o aumento da velocidade de varredura, geralmente observa-se uma variacao de
5,0 % para um aumento de dez vezes em v. Para o caso de uma transferéncia eletronica
reversivel seguida por uma reagdo quimica irreversivel (E;C;), espera-se um ligeiro
decréscimo da fungdo corrente para valores de v entre aproximadamente 0,05 ¢ 5,0 V s [60].
Em valores de v menores do que 0,05 V s e maiores do que 5,0 V s™' a funcdo corrente torna-
se independente de v. Isto porque em baixas velocidades de varredura o sistema se aproxima

de um sistema totalmente irreversivel; e para altas velocidades de varredura o sistema se



A. L. Santos Resultados e Discussio 61

aproxima de um sistema reversivel, sendo que para ambos a fun¢do corrente ndo sofre
variacdes com v [60]. Assim, a variacdo da funcdo corrente com v sugere que a auséncia do
pico anodico na varredura reversa do voltamograma ciclico registrado em presenca de FD
possa ser atribuida a uma rea¢do quimica acoplada e ndo a uma transferéncia eletronica
totalmente irreversivel.

De acordo com a literatura [61,62], para processos eletrodicos totalmente irreversiveis,

as seguintes relacdes devem ser observadas:

1/2
E =g+ i RT 0,78+1n(D0‘”°Fj R e
on F on F RT 2o F

c

Ini )

p

RT ln{4,4 nFﬁC} _RT
K on F

Onde k ¢ a constante de velocidade de transferéncia eletronica padrdo (E = E% e E”
denota o potencial formal para o processo eletrodico, os demais termos tém seus significados
usuais. Além de servir como critério de diagnostico da irreversibilidade de um processo
eletrédico, as equagdes 1 e 2 permitem a obtengdo do pardmetro cinético an, a partir dos
coeficientes angulares dos graficos de E, vs. In v e E,, vs. In i, (em diferentes valores de v). O
intercepto destes graficos permite a obtengdo de k°, desde que E* para o processo em estudo
seja conhecido.

Estas relagdes lineares ndo foram observadas para o FD, indicando que o pico
voltamétrico associado a sua reducdo ndo estd relacionado a uma simples transferéncia
eletronica irreversivel. O comportamento ndo linear dos graficos de E, vs. In v e E, vs. In i, ¢
também indicativo da presenca de reacdes quimicas acopladas a etapa de transferéncia
eletronica. Assim, a analise dos parametros voltamétricos sugere que a reducdo eletroquimica
do FD envolva uma etapa do tipo E,C;.

A reversibilidade da transferéncia eletronica relativa a redugdo eletroquimica do FD
foi confirmada pela técnica de voltametria de onda quadrada. Esta técnica permite a utilizagdo
de altas velocidades de varredura, tornando-a extremamente Util para a analise de reacdes

quimicas acopladas. Isto porque a forma da perturbacdo favorece a detec¢do de espécies
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intermediarias com tempos de meia vida relativamente baixos, uma vez que a direcdo do
pulso de potencial ¢ alterada em velocidades extremamente altas, geralmente superiores a
100 Hz [63]. A Figura 7 apresenta um voltamograma de onda quadrada registrado em

presenga de 0,75 mmol L' de FD, mostrando a corrente direta, a reversa e a resultante.
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Figura 7 - Voltamograma de onda quadrada registrado em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ na
presenca de 0,2 mmol L' de FD. Condigdes voltamétricas: amplitude de pulso = 100 mV,
freqiiéncia = 400 Hz, incremento de potencial = 5,0 mV.

Na Figura 7, observa-se que o voltamograma reverso apresenta um pico anddico,
evidenciando que a reducdo eletroquimica do FD envolve pelo menos uma transferéncia
eletronica reversivel. Verificou-se que com o aumento da freqii€ncia a razao lgireta/lreversa S€

aproxima de um, conforme ilustrado pela Figura 8.
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Figura 8 - Variagdo da razao lgiet/lreversa €M funcéo da freqii€ncia obtida a partir de voltamogramas de
onda quadrada registrados em presenga de 0,75 mmol L™ de FD em ACN/TBABF, 0,1 mol L™

O fato da razdo lgireta/Ireversa S€T dependente da freqiiéncia confirma que uma etapa do
tipo E,C; estd presente no mecanismo de redugéo eletroquimica do FD. Assim, o aumento da
freqiiéncia aumenta a velocidade de varredura diminuindo o tempo disponivel para que a
reagdo quimica ocorra, conseqiientemente, havera um menor consumo do produto
eletrogerado o qual estard disponivel para se re-oxidar, gerando o pico anddico reverso. Na
freqliéncia de 700 Hz a razao lgireta/ lreversa € praticamente 1,0, indicando que nesta freqiiéncia o
processo eletrodico praticamente ndo sofre influéncia da reagdo quimica acoplada,
conseqiientemente a mesma quantidade de produto formado pela redu¢do do FD ¢ re-oxidado,
conduzindo a uma razao lgireta/lreversa igual a 1,0.

A reversibilidade da transferéncia eletronica relativa a redugao eletroquimica do FD
aponta para a quebra de ligagdo C-Cl segundo um mecanismo seqiiencial (Esquema 1), uma
vez que para uma transferéncia eletronica conjunta com a quebra da ligagdo ndo deveria ser
observada qualquer reversibilidade. Assim, o anion-radical eletrogerado durante a redugdo do
FD apresenta um tempo de meia vida suficiente para que seja detectado por voltametria de
onda quadrada.

Avaliou-se também o comportamento voltamétrico do FD frente a sucessivas
varreduras de potencial, sendo os voltamogramas ciclicos obtidos neste estudo apresentados

na Figura 9.
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Figura 9 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ a 100 mV s em
presenca de 2,0 mmol L™ de FD. (---) Ciclos sucessivos. (—) Ciclo registrado apos 30 s com fluxo de
nitrogénio na célula eletroquimica.

Conforme se observa na Figura 9, ocorre uma queda acentuada dos valores de corrente
do primeiro para o segundo ciclo, a partir deste ciclo os valores de corrente se estabilizam,
sendo observada uma sobreposi¢cdo quase perfeita do segundo com o terceiro ciclo. A queda
acentuada dos valores de corrente observada do primeiro para o segundo ciclo indica que
existem dificuldades para que a concentragdo interfacial do FD seja restabelecida entre as
varreduras sucessivas. Este comportamento sugere que o fiarmaco apresente um baixo
coeficiente de difusdo, o que limita o transporte de massa para a superficie do eletrodo. A
partir do segundo ciclo, verifica-se uma estabilizacdo dos valores de corrente, como uma
conseqiiéncia do equilibrio entre o consumo do FD na regido interfacial e a reposi¢do do
farmaco nesta regido por transporte de massa. Na Figura 9, observa-se ainda, que o
voltamograma ciclico registrado ap6s um tempo de espera de 30 s com fluxo de nitrogénio na
célula eletroquimica se sobrepde quase perfeitamente ao primeiro ciclo registrado. Este
comportamento mostra que a concentragio do FD na interface eletrodo/solucdo ¢
restabelecida apds 30 s com agitacdo promovida pelo fluxo de nitrogénio, indicando que
durante a reducéo eletroquimica do FD ndo sdo formadas espécies adsorvidas na superficie do

eletrodo, as quais poderiam acarretar na passivagdo da superficie eletrodica.
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4.1b - Eletrolises a potencial controlado

As eletrdlises a potencial controlado foram realizadas em triplicata, sendo eletrolisados
15 mL de uma solugdo 2,0 mmol L' de FD aplicando-se —2,3 V vs. Ag/AgCly,. Estas
eletrélises foram realizadas em uma célula de trés compartimentos com capacidade de 15 mL,
sendo o compartimento catddico separado do compartimento anddico por uma placa de vidro
sinterizado. O eletrodo de trabalho utilizado nestas eletrdlises foi uma placa de carbono vitreo
de 2 x 2 cm. Como eletrodo auxiliar foi utilizada uma rede de Pt com 2 x 2 cm e um eletrodo
de Ag/AgCl, foi empregado como eletrodo de referéncia. As curvas amperométricas

relativas a estas eletrdlises sdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10 - Curvas amperométricas obtidas para as eletrolises de 2,0 mmol L™ de FD em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L. E=-23 V vs. Ag/AgClsa. Veletrolisado = 15 mL. Eletrodo de trabalho: placa
de carbono vitreo com 2 X 2 cm.

A Figura 10 mostra que a repetitividade das curvas amperométricas relativas as
eletrolises do FD foi bastante adequada. Observa-se também que a configuracdo experimental
empregada ¢ eficiente, permitindo a realizacdo das eletrdlises em aproximadamente uma hora.

A integragdo das curvas amperométricas forneceu um valor médio de carga de 13,8 C.
Visando descontar a carga residual, foi realizada uma eletrélise nas mesmas condicdes
experimentais, porém na auséncia do farmaco. Esta eletrolise forneceu uma carga de 1,5 C, a
qual foi subtraida da carga obtida nas eletrdlises realizadas em presenca de FD. Seguindo este

procedimento, as eletrolises em presenca de FD forneceram um valor médio de carga de
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12,3 + 0,3 C. O niamero de mols de FD eletrolisado foi igual a 3,0 x 10” mol (15 mL de uma
solucdo 2,0 mmol L™ de FD). Utilizando a lei de Faraday, pdde-se determinar que a carga
média obtida nas eletrolises do FD corresponde a um niimero de elétrons transferidos por mol
de farmaco igual a 4,2 + 0,1. Este numero de elétrons é coerente com a quebra das duas
ligagdes C-Cl da molécula do FD, segundo o mecanismo cldssico envolvendo dois elétrons
por ligagdao C-Cl (Esquema 1).

Visando verificar se todo o farmaco foi efetivamente consumido durante as eletrolises,
foram registrados voltamogramas ciclicos antes e apds a realizacdo das eletrolises, os quais

sdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L,
v=100mV s™. () Antes da eletrélise; Cyp = 2,0 mmol L. (—) Ap6s a eletrélise.

A Figura 11 mostra que apos a eletrdlise todo o farmaco foi consumido. No
voltamograma ciclico registrado apos as eletrélises verifica-se a auséncia de qualquer pico
voltamétrico em potenciais mais negativos do que o pico relativo ao FD. Este resultado sugere
que os produtos de eletrolise ndo apresentam em suas estruturas ligagcdes C-Cl passiveis de
reducdo no intervalo 1til de potencial apresentado pelo sistema ACN/TBABF, 0,1 mol L™

Visando verificar se durante a redugdo eletroquimica do FD realmente ocorre a quebra
redutiva das ligacdes C-Cl com conseqiiente liberacdo do ion cloreto, foi realizado o seguinte
experimento: aliquotas de uma solug¢do de cloreto de tetrabutilamonio (TBACI) foram

sucessivamente adicionadas a solucdo recém-eletrolisada, sendo registrados os respectivos
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voltamogramas ciclicos. Previamente as adigdes de TBACI na solugdo eletrolisada, foram
registrados voltamogramas ciclicos em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L na presenca de
diferentes concentracdes de TBACI, estes voltamogramas ciclicos sdo apresentados na

Figura 12.
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Figura 12 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em presenca de
diferentes concentragdes de TBACL v = 100 mV s'. (=) 0,5 mmol L; (=) 1,0 mmol L
(—) 1,5mmol L.

A Figura 12 mostra que a presenga de TBACI origina um pico anddico com
E, = +2,5 V vs. Ag/AgClg,, cuja intensidade € diretamente proporcional a concentragdo de
TBACI. Este pico anddico pode ser atribuido a oxidacdo do cloreto, pois o cation do TBACI ¢
o mesmo que o do eletrdlito de suporte, ou seja, a unica espécie efetivamente adicionada ao
sistema por meio da adicdo de TBACI é o ion cloreto. Assim, verificou-se que a oxidagdo
deste ion origina um pico voltamétrico bem definido, o qual pode ser utilizado para
quantificar o cloreto formado durante as eletrélises.

As adi¢des de TBACI foram utilizadas para a quantificagdo do cloreto gerado durante
as eletrdlises do FD. A Figura 13 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados no
intervalo de 0,0 até +2,9 V vs. Ag/AgCls, para a solugdo de FD antes da eletrélise, apos a

eletrolise e apos a eletrolise com a adigdo de TBACI.
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Figura 13 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/ TBABF, 0,1 mol L,
v =100 mV s™. (—) Antes da eletrdlise; Crp = 2,0 mmol L. (—) Apés a eletrélise. (—) Apos a
eletrolise com a adigdo de 0,25 mmol L™ de TBACI.

t

A Figura 13 mostra que o voltamograma ciclico registrado antes da eletrolise
apresenta um pico anodico relativo a oxidagdo do FD. O voltamograma ciclico registrado
apos a eletrdlise apresenta uma série de picos anddicos os quais provavelmente sio referentes
a oxidacdo dos produtos eletrogerados durante a eletrolise do FD. Verifica-se que a adi¢do de
TBACI promove o aumento do pico voltamétrico com E, = + 2,5 V vs. Ag/AgCl,, indicando
que este pico ¢ relativo a oxidagdo do cloreto. Sucessivas adi¢cdes de TBACI foram realizadas
de modo a se obter uma curva de adi¢@o de padrdo. Verificou-se uma relagdo linear entre 1, do
pico voltamétrico em +2,5 V vs. Ag/AgCls, com a concentragdo de cloreto segundo a
equagdo: i, (LA) =172+ 13 x 10* Cer. (mol L), com coeficiente de correlagdo linear igual a
0,996. A partir desta equagdo, foi possivel determinar a concentragdo de cloreto eletrogerado,
cujo valor médio das trés eletrdlises foi igual a 1,3 mmol L correspondendo a 66,0 + 5,0 %
da concentracdo inicial do farmaco. Desta forma, verifica-se que a porcentagem de cloreto
determinada € menor do que a esperada. Considerando a quebra das duas ligacdes C-Cl do FD
a concentragdo de cloreto encontrada deveria ser o dobro da concentracdo inicial do farmaco,
pois cada molécula do FD liberaria dois ions cloreto. A baixa concentracdo de cloreto
encontrada sugere que esta ocorrendo perda deste ion, uma possibilidade seria a migragdo do
ion cloreto para o compartimento anddico. A solucdo deste compartimento foi analisada
segundo 0 mesmo procedimento (sucessivas adicdes de TBACI), ndo sendo constatada a

presenca do ion cloreto. Provavelmente, uma vez no compartimento anddico, o ion cloreto
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seria oxidado a cloro gasoso, abandonando a célula eletroquimica. A possibilidade de que o
cloreto identificado seja proveniente da solugdo interna do eletrodo de referéncia foi
descartada, pois nas eletrdlises realizadas em auséncia do farmaco (visando descontar a carga
residual), o ion cloreto ndo foi identificado empregando as sucessivas adi¢des de TBACL.
Assim, o numero de elétrons encontrado nas eletrdlises, bem como o fato do ion
cloreto ter sido identificado como produto de eletrolise, indicam que a redugdo eletroquimica

do FD envolve a quebra de suas ligagdes C-Cl.

4.1c - Identificacdo dos produtos de eletrolise do FD

Previamente a realizacdo das eletrolises do FD visando a identificacdo de seus
produtos de redugdo, foi obtido o espectro de H-RMN do padrdo de FD em CDCls, o qual ¢
apresentado na Figura 14. Neste espectro, as integragdes sdo expressas em termos do nimero

de hidrogénios.

ppm

Figura 14 - Espectro de H-RMN do FD em CDCls;. 300 MHz. Massa de FD igual a 10 mg.

A Figura 15 apresenta a estrutura molecular do FD, explicitando alguns de seus

atomos de hidrogénio.
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Figura 15 - Estrutura molecular do FD, explicitando alguns de seus 4&tomos de hidrogénio.

O espectro de H-RMN apresentado na Figura 14 foi interpretado da seguinte maneira
(expressando os deslocamentos quimicos (3) em ppm e referenciando os atomos de
hidrogénio como indicado na Figura 15): 6 (ppm, 300 MHz, CDCls): 3,37 (3H, s, NCHs);
5,93 (1H, s, CHCL,); 6,64 (1H, dd, J = 3,6 Hz e 1,8 Hz, Hy); 7,36 (4H, s, H, e Hy); 7,43 (1H,
dd, J=3,6 Hze 0,9 Hz, H.); 7,72 (1H, dd, J = 1,8 Hz ¢ 0,9 Hz, H,). O sinal em 7,27 ppm ¢
relativo ao sinal residual do CDCl;. Uma particularidade neste espectro é que todos os
hidrogénios arilicos do FD s3o equivalentes, isto porque os grupamentos NC=0O ¢ OC=0
apresentam eletronegatividades muito préximas, conferindo aos hidrogénios H, e Hy
ambientes quimicos idénticos.

Apo0s a obtengao e interpretagao dos espectros de H-RMN do padrdo de FD, avaliou-se
a eficiéncia do procedimento de extragdo liquido-liquido descrito na se¢do 3.5. Para isto,
foram preparados 15 mL de uma solugio 5,0 mmol L™ de FD em ACN contendo 0,1 mol L™
de TBABF,, o que corresponde a uma massa de FD igual a 25 mg. Esta solugdo foi, entdo,
submetida ao procedimento de extragdo, sendo verificado, entretanto, que o espectro de H-
RMN deste residuo de extracdo apresentou os sinais relativos ao cation do eletrdlito de
suporte, indicando que, nestas condi¢des experimentais, o procedimento de extragdo ndo &
eficiente. Diante deste resultado, optou-se por substituir o TBABF,4 por TEABT, cujo cation é
menor e, portanto, tem maior afinidade com a fase aquosa do que o tetrabutilamoénio. Desta
maneira, este experimento foi repetido utilizando o TEABr. A massa de residuo obtida apds a
extracdo foi de 22 mg, correspondendo a um rendimento em relacdo a massa inicial de
farmaco de 89 %. O espectro de H-RMN obtido para este residuo foi concordante com o
espectro do padrio de FD (Figura 14). Este resultado ¢ importante e mostra que o
procedimento de extracdo ndo promove nenhum tipo de degrada¢do da molécula de FD. Além
disso, neste espectro ndo foram encontrados sinais relativos ao cation do eletrolito de suporte

ou do diclorometano utilizado na extra¢do, indicando que a massa de residuo obtida
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corresponde unicamente ao FD, mostrando que o procedimento de extracdo ¢ adequado e
eficiente, desde que o TEABT seja utilizado como eletrolito de suporte.

Em virtude de todos os experimentos eletroquimicos anteriores terem sido realizados
utilizando TBABF,, foi realizado um estudo voltamétrico do FD utilizando TEABr, visando
efetuar uma comparagio entre os resultados obtidos com ambos os eletrdlitos de suporte. A
Figura 16 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 3,0 mmol L™ de

FD utilizando ambos os eletrolitos de suporte.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 3,0 mmol L™ de FD a 100 mV s™.
(—) ACN/TEABr 0,1 mol L. (---)ACN/TBABF, 0,1 mol L™.

A Figura 16 mostra que a utilizacdo de TEABr como eletrolito de suporte ndo causa
alteragdes drasticas no perfil voltamétrico do FD em comparacdo ao perfil obtido em
TBABF,. Em presenca de TEABET, verifica-se apenas uma ligeira diminui¢do no valor de i, e
um pequeno deslocamento do pico voltamétrico para potenciais mais negativos em
comparacdo com o TBABF,4. Visando determinar se, de fato, a substituicdo do eletrolito de
suporte ndo afeta o processo eletrddico, foram realizados estudos em fun¢do de v em presenga
de 3,0 mmol L' de FD, utilizando ambos os eletrdlitos de suporte. Estes estudos foram
realizados no intervalo de v compreendido entre 10 e 300 mV s™', empregando-se um disco de
carbono vitreo com 3,0 mm de didmetro como eletrodo de trabalho. Em TBABF, verificou-se
uma relagdo linear entre i, € v!7? segundo a equagdo: i, (LA) = 7,3 v [(mV 5'1)1/2] (n=7),
com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9993. Para o TEABr verificou-se uma relagao

linear entre i, € v segundo a equacdo: 1, (LA) = 7,2 v [(mV s'l)l/ %] (n="7), com coeficiente
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de correlagdo linear igual a 0,9995. Assim, a concordancia entre os coeficientes angulares dos
graficos de 1, Vs. v"? indica que o niimero de elétrons transferidos na reducio eletroquimica
do FD ¢ o mesmo para ambos os eletrdlitos de suporte, e que, portanto, a substituicdo do
TBABF, por TEABr ndo teve influéncia significativa sobre o processo eletrédico estudado.
Assim, os produtos eletrogerados por eletrdlise a potencial controlado em meio de
ACN/TEABTr deverio ser, essencialmente, os mesmos obtidos em ACN/TBABF,, meio este
no qual toda a caracteriza¢do voltamétrica do FD foi previamente realizada.

As eletrdlises visando a identificagdo dos produtos da redugdo eletroquimica do FD
foram realizadas empregando-se a célula eletroquimica representada na Figura 3, sendo
eletrolisados 25 mL de uma solucdo contendo 20 mg de FD em ACN/TEABr 0,1 mol L' o
que corresponde a uma concentra¢ido do farmaco de 2,4 mmol L. A célula eletroquimica
utilizada nestas eletrolises apresenta a vantagem de comportar 25 mL no compartimento
catddico, o que permite que seja utilizada uma massa relativamente alta do fdrmaco (20 mg)
sem que este esteja em concentragcdes muito elevadas. Assim, a concentracdo molar do FD
nestas novas eletrlises é proxima aos 2,0 mmol L™ utilizados na caracterizagdo voltamétrica
e nas ecletrdlises visando a determinacdo do numero de elétrons envolvidos na reducio
eletroquimica do farmaco. As curvas amperométricas obtidas nestas eletrdlises foram
concordantes com as obtidas anteriormente, sendo verificado também o completo consumo do
farmaco apds estas novas eletrolises.

As solugdes eletrolisadas foram coletadas e submetidas ao procedimento de extragdo,
sendo o residuo resultante da fase orgédnica analisado por espectrometria de H-RMN. A
Figura 17 apresenta o espectro de H-RMN obtido para uma das solugdes eletrolisadas, sendo

as integrais expressas em termos porcentuais.
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Figura 17 - Espectro de H-RMN do residuo relativo a fase organica obtido apos eletrdlise do FD em
ACN/TEABr 0,1 mol L™'. 300 MHz, CDCls.

O espectro de H-RMN apresentado na Figura 17 ¢ complexo e indica uma mistura de
compostos, sendo possivel verificar a presenga de diferentes padrdes de substitui¢do do anel
benzénico (sinais entre 6,8 e 7,5 ppm). Verifica-se também, que o grupamento CHCI, ainda
estd presente nos produtos de eletrdlise (singleto em 5,9 ppm). Além disso, observa-se um
singleto localizado em 4,4 ppm, o qual poderia estar associado a grupamentos CH,ClI [64,65].
Esta observacdo, aliada a presenca do grupamento CHCI,, sugere que ndo ocorre quebra de
todas as ligagcdes C-Cl para todo o FD inicialmente presente. Porém, este resultado deve ser
interpretado com cautela, pois a concentragdo de produtos clorados na célula de eletrolise é
muito baixa, uma vez que os voltamogramas ciclicos registrados apds as eletrolises nao
apresentaram picos voltamétricos relativos a quebra redutiva de ligagdes C-CIl. A massa de
residuo obtida apds extragdo foi de apenas 5 mg, massa esta que, conforme mostra a
Figura 17, é referente a uma mistura de compostos. Assim, estes resultados mostram que a
concentragdo de produtos clorados identificados apos as eletrolises do FD é muito baixa,
portanto, estes produtos podem ndo ser representativos das principais reagdes envolvidas na
redugdo eletroquimica do FD. No espectro de H-RMN apresentado na Figura 17, constata-se
auséncia completa dos sinais relativos ao anel furanico, indicando que durante as eletrdlises

ocorreu também a quebra do éster.
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Apesar da complexidade do espectro apresentado na Figura 17, os sinais em 1,8 ¢
3,2 ppm, cujas integracdes estdo em razdo de um para um, apresentam valores de 6 muito
proximos ao esperado para as duas metilas do grupamento -NCH3;COCH; [65], sugerindo que
o derivado desalogenado da diloxanida seja um dos produtos da reducéo eletroquimica do FD.
O sinal do H da hidroxila de um grupamento fenolico pode variar em um amplo intervalo de
0, ou mesmo ndo aparecer, em funcdo da concentracdo da espécie ou da presenca de agua
residual [64]. O espectro apresentado na Figura 17 apresenta um sinal largo entre 1,2 e
2,0 ppm, cujo perfil é caracteristico de grupamentos -OH, o fato da integracdo deste sinal ser
extremamente elevada sugere que a amostra contém agua residual. Assim, existe a
possibilidade da 4gua ter promovido a desprotonagdo do grupamento fendlico do derivado
desalogenado da diloxanida, de modo que o sinal de sua hidroxila ndo possa mais ser
visualizado em sua posigao tipica ( 6 > 9,0 ppm) [64,65].

Visando determinar o numero de produtos formados durante a eletrolise do FD, as
solugdes eletrolisadas foram analisadas por CCD, utilizando acetato de etila como fase mével.
Verificou-se a presenga de 4 manchas na placa cromatografica com fatores de retencdo (Ry)
iguais a: 0,25; 0,43; 0,50 e 0,64, sendo o Rf do FD nesta mesma placa igual a 0,76. Quando a
mistura acetato de etila:éter de petrdleo (1:1 v/v) foi empregada como fase mdvel, todos os Ry
diminuiram, sendo obtidos os seguintes valores: 0,16; 0,21; 0,31 e 0,48. O R¢ relativo ao FD
nesta mesma placa cromatografica foi igual a 0,57. Desta forma, os estudos por CCD
mostraram que as eletrolises do FD geram uma complexa mistura de produtos contendo, pelo
menos, quatro componentes. E importante notar que o FD foi totalmente consumido durante
as eletrolises, uma vez que a mancha cromatografica relativa ao farmaco nao foi detectada na
analise dos produtos de eletrolise por CCD.

Para as diferentes eletrolises realizadas com o FD, verificou-se que o nimero de
manchas e os Ry obtidos por CCD, bem como os espectros de H-RMN foram concordantes
entre si. Foi verificada apenas uma ligeira variacdo nas intensidades relativas dos sinais nos
espectros de H-RMN. Este resultado mostra que, para diferentes eletrélises do FD, sdo
geradas as mesmas espécies quimicas, porém a proporg¢do entre elas sofre variagao.

Durante a realizagdo das eletrolises do FD, verificou-se que a solu¢do desenvolveu
uma coloracdo amarela, a qual evoluiu até uma coloragdo castanho-escuro. Este

desenvolvimento de cor ja tinha sido observado nas eletrolises anteriores e ¢ concordante com
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alteragdes estruturais na molécula do FD, uma vez que solugdes deste farmaco em ACN nao
apresentam qualquer coloragdo. Apds a realizagdo das extragdes, verificou-se que a fase
aquosa também adquiriu uma coloragdo levemente amarelada, indicando a presenca de
produtos de eletrolise nesta fase. Diante desta observacido, realizou-se uma extragdo liquido-
liquido da fase aquosa utilizando acetato de etila. Entretanto, apds este procedimento, obteve-
se uma massa de residuo de apenas 3 mg e a fase aquosa continuou com a coloracdo
amarelada, indicando que o procedimento de extragdo ndo foi eficiente. Assim, em virtude da
possibilidade de se formarem espécies que possam se encontrar em sua forma desprotonada e,
portanto, com carga, o que impedira sua remoc¢ao da fase aquosa, esta fase foi acidificada com
HCI 1,0 mol L™, de modo que a concentracdo do 4cido na fase aquosa fosse de 0,1 mol L. O
espectro de H-RMN do residuo obtido apds a extracdo da fase aquosa acidificada ¢

apresentado na Figura 18, neste espectro as integracdes sdo expressas em termos porcentuais.

ppm

Figura 18 - Espectro de H-RMN do residuo relativo a fase aquosa obtido apos eletrdlise do FD.
300 MHz em CDCls.

O espectro de H-RMN apresentado na Figura 18 mostra claramente os sinais
referentes ao anel furdnico. Observa-se também a presen¢a de um pico largo entre 4,6 e
5,2 ppm, cuja integragdo ¢ muito elevada, indicando novamente a presenga de agua na

amostra, o que impossibilita a visualizagdo de grupamentos -OH fendlicos em sua posi¢ao
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tipica. O espectro de H-RMN apresentado na Figura 18 indica uma mistura de dois
componentes. A Tabela 2 apresenta a interpretagdo deste espectro juntamente com as

respectivas estruturas quimicas propostas.

Tabela 2 - Interpretagdo do espectro de H-RMN apresentado na Figura 18 e respectivas estruturas
quimicas propostas.

Interpretagdo do espectro

Estrutura proposta
o (ppm, 300 MHz, CDCl3)
1,9 (3H, s, COCHy);
H H
3,2 (3H, s, NCH); N o
/
Composto A 4,6-5,2 (s largo, OH); HO N;
CH3
6,9 (2H, d, J = 9,0 Hz, H,); I hod
7,1 (2H, d, J = 9,0 Hz, Hy)
6,6 (1H, dd, ] =3,6 Hz e 1,8 Hz, H,); 9y H
. ‘ ¢ OH
Acido furdico 7,3 (1H, dd, J = 3,6 Hz ¢ 0,9 Hz, Hy); / \
7,6 (1H, dd, J = 1,8 Hz e 0,9 Hz, Hy); H © )

A 1identifica¢do do derivado desalogenado da diloxanida (composto A) tanto na fase
aquosa quanto na fase orgénica, confirma que a redugdo eletroquimica do FD envolve a
quebra de suas duas ligagdes C-Cl. Os valores de 6, bem como as constantes de acoplamento
obtidas para o acido furdico sdo concordantes com valores relatados na literatura para este
composto [65,66].

As analises por CCD desta amostra, utilizando acetato de etila como fase movel,
mostraram apenas duas manchas cromatograficas, com Ry iguais a 0,20 e 0,42, enquanto a
utiliza¢do da mistura acetato de etila:éter de petroleo (1:1 v/v) diminuiu os valores de Ry para
0,09 e 0,21. Devido a maior polaridade do acido furdico, este deve interagir mais fortemente
com a silica da fase estaciondria, conseqiientemente, seu Ry deve ser menor do que o do
derivado desalogenado da diloxanida tanto utilizando acetato de etila quanto a mistura acetato
de etila:éter de petrdleo (1:1 v/v) como fase mdvel. Assim, o derivado desalogenado da
diloxanida ¢ o composto responsavel pelas manchas com R¢ de 0,42 e 0,21 utilizando,

respectivamente, acetato de etila e a mistura acetato de etila:éter de petrdleo (1:1 v/v) como
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fase movel. Uma comparagdo entre os valores de Ry obtidos com os residuos da fase aquosa e
da fase organica sugere que o derivado desalogenado da diloxanida esteja presente também na
fase organica, conforme sugerido pelo espectro de H-RMN apresentado na Figura 17.

Assim, uma vez que os estudos por CCD também sugeriram a presenga de apenas dois
componentes na amostra cujo espectro ¢ apresentado na Figura 18, pode-se estimar a
proporcao de cada componente da mistura a partir da relagdo entre a integragdo média por H
de cada um dos compostos. O espectro apresentado na Figura 18 mostra que o acido furdico
apresenta uma integracdo média de 20,6 por H enquanto o derivado desalogenado da
diloxanida apresenta uma integragdo média de 3,9 por H. A partir destes valores, constata-se
que a mistura € composta por 84 % de 4cido furdico e 16 % do derivado desalogenado da
diloxanida. Utilizando estas propor¢des, e conhecendo-se a massa total do residuo obtido, a
qual foi igual a 7 mg, pode-se obter uma estimativa da massa de cada componente da amostra.
Empregando este procedimento, determinou-se que, dos 7 mg do residuo, 6 mg sdo de acido
furdico e 1 mg sdo do derivado desalogenado da diloxanida. Como a relagdo estequiométrica
molar entre o FD e estes dois produtos ¢ de um para um, pode-se determinar o numero de
mols de cada um dos dois produtos identificados e calcular diretamente sua propor¢do em
relacdo ao nimero de mols inicial de FD. A massa molar do acido furdico é de 112,1 g mol™,
portanto, 6 mg deste composto correspondem a 5,2 x 10” mol de 4cido furdico. O numero
inicial de mols de FD foi de 6,0 x 107, portanto, o nimero de mols de acido furodico
encontrado na fase aquosa corresponde a 87 % do numero inicial de mols de FD. Este
resultado mostra que a quebra do éster ocorre com praticamente todo o FD inicialmente
presente e que praticamente todo o acido furdico gerado permanece na fase aquosa, sendo,
apds acidificagdo desta, eficientemente extraido com acetato de etila. Para o derivado
desalogenado da diloxanida, cuja massa molar ¢ igual a 218,1 g mol”, 1 mg corresponde a
5,1 x 10" mol, portanto, 9 % do ntimero inicial de mols de FD. E importante ressaltar que este
balanco em termos de niimero de mols ¢ uma mera aproximacdo, uma vez que, como mostra a
Figura 18, além dos dois componentes identificados, a mistura também contém agua. Assim,
o numero de mols de cada componente encontra-se superestimado.

A baixa porcentagem do derivado desalogenado da diloxanida, a principio, sugere que
a quebra das duas ligacdes C-Cl ocorre apenas em pequena extensdo. Porém, o nimero de
elétrons encontrado e a porcentagem de cloreto identificada apontam para a ocorréncia da

quebra de ligagdes C-Cl em maior extensdo. Os espectros relativos a fase orgénica e aquosa
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mostraram que o derivado desalogenado da diloxanida esta presente em ambas as fases.
Assim, a polaridade deste composto faz com que ele esteja distribuido entre as fases organicas
e aquosas, o que diminui a eficiéncia do procedimento de extragdo para este produto.
Portanto, a baixa porcentagem identificada do derivado desalogenado da diloxanida ndo
necessariamente implica que este composto seja formado em pequena quantidade durante as
eletrolises.

Desta maneira, de acordo com os produtos identificados, verifica-se que durante as
eletrélises do FD ocorre, além da quebra de suas ligagdes C-Cl, a quebra do éster. Segundo a
literatura [59], a redugdo eletroquimica de ésteres pode ocorrer segundo uma das etapas

apresentadas no Esquema 13.

—€" > RCOA'”
28— RCO,” + RH
. ow
RCO,R’ —{—=22 RC—OR’ ——» RCHO + HOR'
2H* N
28— RCH,OH + R'OH
—5:—:_—"-}- RCH,OR’ + H,0

Esquema 13 - Possiveis etapas reacionais da reducdo eletroquimica de ésteres [59].

Conforme mostram as reagdes apresentadas no Esquema 13, via redugdo eletroquimica
de um éster, ndo seria possivel a obten¢do dos produtos identificados (um acido e um alcool).
Esta observagdo mostra que a conversdo do FD aos produtos identificados ¢ um processo
complexo, envolvendo tanto etapas quimicas quanto eletroquimicas, sugerindo inclusive a
participagdo de dgua como fonte de grupos hidroxila. Desta forma, a 4gua residual pode
promover a hidrdlise basica do éster em um processo quimico, uma vez que, em condi¢des de
eletrélise, o meio torna-se basico.

Visando obter informag¢des adicionais sobre a redu¢do eletroquimica do FD, foram
realizadas eletrdlises em presenga de uma espécie doadora de prétons (HFP). Porém, foi

. rqe ~ -+ . ~
verificado que durante estas eletrolises ocorre redug¢do de H' concomitantemente a redugdo do
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FD. Conseqiientemente, estas eletrdlises forneceram elevados valores de carga. Na presenga
de FD foi obtida uma carga de 59,4 C enquanto as eletrdlises realizadas com o doador de
prétons porém na auséncia de FD forneceram uma carga de 29,8 C. Assim, a carga devida
unicamente a reducdo eletroquimica do FD seria de 29,6 C, o que corresponderia a
5,1 elétrons por mol do farmaco. Este resultado, a principio, sugere que a redugdo
eletroquimica do FD sofre influéncia de prdtons, o que ndo € concordante com o observado na
literatura para a quebra redutiva de ligagdes C-Cl. Entretanto, no caso de uma elevada carga
residual, o procedimento de se descontar a carga de uma eletrélise realizada na auséncia de
FD ndo ¢ muito exato, podendo comprometer a confiabilidade do numero de elétrons
determinado por este procedimento. Os espectros de H-RMN obtidos apos estas eletrolises
foram ainda mais complexos que os obtidos na auséncia do doador de protons, sendo que as
analises por CCD revelaram a preseng¢a de seis manchas cromatograficas. O maior niimero de
produtos obtido na presenga do doador de protons provavelmente estd relacionado a
ocorréncia de reagdes de hidrogenagdo do FD e de seus produtos de redug@o. Apesar da maior
complexidade dos espectros de H-RMN, estes mostraram a auséncia dos sinais relativos aos
grupamentos CHCl, e CH,Cl tanto na fase orgéanica quanto na fase aquosa. Os estudos por
CCD apresentaram a mancha cromatografica relativa ao derivado desalogenado da diloxanida
em ambas as fases.

Adicionalmente, foram realizadas eletrolises do FD em etanol e metanol, porém estas
eletrélises ndo puderam ser empregadas para determinar o numero de elétrons envolvidos na
reducdo eletroquimica do FD, em virtude da proximidade deste processo a descarga do
sistema solvente/eletrolito. Durante estas eletrolises, verificou-se também a quebra do éster,
promovendo uma alcoolise do FD pelo solvente. Assim, em etanol um dos produtos de
eletrélise identificado foi o furoato de etila & (ppm, 300 MHz, CDCls): 1,39 (3H, t, J 7,2 Hz,
OCH,CH3); 4,38 (2H, q, J 7,2 Hz, OCH,CH3); 6,52 (1H, dd, J 3,6 e 1,8 Hz, H); 7,19 (1H, dd,
J 3,6 e 0,9 Hz, Hy); 7,58 (1H, dd, J 1,8 e 0,9 Hz, H4). Em metanol, um dos produtos
identificados foi o furoato de metila & (ppm, 300 MHz, CDCls): 6 (ppm, 300 MHz, CDCl;):
3,92 (3H, s, OCHs); 6,52 (1H, dd, J 3,6 ¢ 1,8 Hz, H.); 7,2 (1H, dd, J 3,6 ¢ 0,9 Hz, Hy);
7,58 (1H, dd, J 1,8 ¢ 0,9 Hz, Hy), sendo, em ambos os casos, Hy,, H, € Hyq designados como na
Tabela 2.
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Estes resultados mostram que a quebra do éster resulta em uma reacdo de
transesterificacdo. E conhecido na literatura que o FD sofre hidrolise alcalina originando
como produtos o &cido furdico e a diloxanida [18,24]. Gadkariem et al. [67], verificaram a
ocorréncia da transesterificagdo do FD em MeOH quando a mistura foi submetida a
aquecimento sob refluxo, nestas condigdes, foram obtidos o furoato de metila e a diloxanida
como produtos. Quando a reacdo foi realizada em EtOH e propanol os autores verificaram,
respectivamente, a formag¢@o do furoato de etila e de propila. Assim, a formacdo do furoato de
etila e metila podem ser processos exclusivamente quimicos e ndo envolver etapas
eletroquimicas. Durante as eletrolises, sdo formados carbanions os quais sdo extremamente
basicos e podem abstrair protons do solvente [68] gerando o respectivo alcoxido, o qual pode
promover a reagdo de transesterificacdo. Em ambos os solventes, o derivado desalogenado da
diloxanida foi identificado como produto de eletrdlise.

Assim, constata-se que o derivado desalogenado da diloxanida foi identificado em
todos os solventes estudados, indicando que a redugdo eletroquimica do FD envolve a quebra
de suas ligacdes C-Cl. Verificou-se que a quebra do éster ocorre nos diferentes solventes
estudados, ndo sendo identificado nenhum produto no qual o anel furanico esteja ligado a
diloxanida, sugerindo que a quebra do éster envolva todo o FD inicialmente presente.

Desta maneira, os resultados obtidos ndo permitem propor uma seqiiéncia reacional
detalhada para a redugdo eletroquimica do FD que combine as etapas quimicas e
eletroquimicas. Porém, os resultados obtidos permitem propor uma seqiiéncia simplificada
sem o detalhamento das etapas quimicas envolvidas. O Esquema 14 apresenta uma seqiiéncia
reacional simplificada para a quebra redutiva de uma das liga¢cdes C-Cl do FD, sendo este

valido também para a quebra de sua outra ligagdo C-Cl.
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Esquema 14 - Seqiiéncia reacional para a quebra redutiva de uma das liga¢des C-Cl do FD.

Conforme mencionado anteriormente, a seqiiéncia apresentada no Esquema 14 ¢
apenas uma simplificacdo, ndo mostrando a etapa na qual o éster ¢ quebrado. Apesar das
limitacdes da seqiiéncia apresentada no Esquema 14, esta ¢ compativel com os resultados
experimentais obtidos. Os resultados obtidos por voltametria ciclica sugerem que as ligagdes
C-Cl do FD sdo quebradas seqiiencialmente. A reversibilidade constatada na reducdo
eletroquimica do FD sugere a formagio do anion-radical [R-Cl]”, entretanto, ndo é possivel
afirmar que esta espécie seja formada em ambas as quebras de ligacdes C-Cl. O numero de
elétrons determinado nas eletrdlises sugere a transferéncia de dois elétrons por ligagdo C-Cl,
mostrando que os radicais formados apds a quebra destas ligacdes sdo reduzidos aos
respectivos carbanions. Com base nos resultados obtidos, ndo é possivel determinar em que

etapa ocorre a quebra do éster. Porém, os resultados das identificagdes dos produtos de
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eletrolise podem ser combinados em uma reacdo global para a reducdo eletroquimica do FD, a

qual ¢ apresentada no Esquema 15.

H H H H
H /CH3 H /CH3
H [e] N Cl H Nu HO N
AN ) Nu \ ;
+4e" +2HY —== | + CH;  +2Cl
H Ho 4 Y o Y H Ho

Nu = OH’, EtO", MeO".

Esquema 15 - Reagdo global para a redugéo eletroquimica do FD.

4.1d - Métodos eletroanaliticos para a determinac¢ao de FD

Para o desenvolvimento do método analitico para a quantificagdo do FD baseado na
técnica de LSV, a velocidade de varredura de 100 mV s foi a mais apropriada. Este valor de
velocidade de varredura proporciona um tempo de andlise relativamente curto, elevada
intensidade do sinal voltamétrico e ndo causa distor¢des significativas no pico voltamétrico. A
Figura 19 apresenta os voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes

concentragdes de FD (Cgp), juntamente com a respectiva curva analitica obtida.
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Figura 19 - Voltamogramas de varredura linear registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em

diferentes concentragdes de FD. v =100 mV s”'. (—) 0,0; (—) 0,5; (—) 0,75; (—) 2,5; () 5,0;
(—) 7,5; (—) 10,0 mmol L de FD. Curva analitica inserida.
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Os valores de 1, aumentaram linearmente com a concentra¢cdo de FD no intervalo de
5,0 x 10% a 1,0 x 10 mol L'l, acima deste valor de concentracdo foi observado um desvio
negativo da linearidade. Verificou-se que a linearidade da curva analitica obedece a seguinte
equagdo: 1, (LA) =-0,6 +2,1 x 10* Crp (mol L), com coeficiente de correlagdo linear igual a
0,9995. A partir da curva analitica, foram obtidos os seguintes pardmetros analiticos:
sensibilidade (S), que corresponde ao coeficiente angular da curva analitica e Limite de
detecgdo (LD). Os valores obtidos para S e LD foram, respectivamente: 2,1 x 10* pA mol' L
e 1,8 x 10* mol L. Para a obtencdo de LD foi utilizada a seguinte equacdo: LD = 3sd/SA,
onde sd equivale ao desvio padrdo da média de oito medidas do branco (eletrélito de suporte)
no potencial de redu¢do do FD. Embora o LD ndo seja um parametro requerido para a
validagdo de métodos destinados a andlise de medicamentos, este pardmetro ¢ frequentemente
calculado em trabalhos da literatura mesmo para métodos analiticos destinados a
determinagdo de farmacos em formulag¢des farmacéuticas. Assim, a determinagdo do LD dos
métodos voltamétricos desenvolvidos para o FD permite uma comparagdo com outros
métodos disponiveis na literatura para a quantificacdo deste farmaco. Um pardmetro mais
representativo do desempenho de um método analitico destinado a analise de medicamentos ¢é
a detectabilidade, a qual ¢ definida como a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada na célula voltamétrica. Desta maneira, a detectabilidade determinada para a analise
do FD pela técnica de LSV corresponde ao primeiro ponto da curva analitica
(5,0 x 10* mol L), uma vez que menores concentragdes do farmaco ndo apresentaram
qualquer pico voltamétrico ou aumento do sinal do branco que permitisse a detec¢do do
farmaco.

Previamente ao emprego analitico da técnica de DPV, foi realizado um estudo de
otimizacdo dos pardmetros operacionais da técnica. Foram otimizados os seguintes
parametros: AE, tempo de duragdo do pulso (t,) € v. O primeiro parametro otimizado foi AE, a
otimizacdo foi realizada variando este parametro no intervalo entre 10 e 150 mV, sendo os
demais pardmetros mantidos constantes. A Figura 20 apresenta a variagdo de i, e da largura

do pico a meia altura (W) em funcdo de AE.
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Figura 20 - Variagdo de i, € W, em fung¢do de AE. t, =50 ms, v =10 mV s, Cpp=2,0 mmol L.

A Figura 20 mostra um aumento linear de i, com AE até o valor de 100 mV, a partir
deste valor observa-se um aumento menos pronunciado. Verifica-se também que W, sofre
pouca variagdo para valores de AE até 100 mV, a partir deste valor observa-se um aumento
acentuado da largura do pico. Visando obter a condi¢do onde ¢ obtido um maior valor de 1,
(maior intensidade do sinal analitico) sem alargamento considerdvel do pico (perda de
resolucdo) o valor de AE escolhido foi de 100 mV.

O segundo pardmetro otimizado foi o t,, para isto, AE foi mantido igual a 100 mV,
valor previamente otimizado, e utilizou-se v =10 mV s”'. A Figura 21 apresenta a variacio de

1, € Wi, em fungdo de t,.
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Figura 21 - Variagdo de i, ¢ W, em fungdo de t,. AE =100 mV, v=10 mV s, Cpp=2,0 mmol L.

A Figura 21 mostra um decréscimo exponencial de i, com t,. Observa-se também que
a largura do pico ndo sofre grandes varia¢des para valores de t, até 50 ms, a partir deste valor
verifica-se que o pico torna-se significativamente mais fino, entretanto, ocorre brusca
diminui¢do dos valores de i,. Apesar de ter sido verificado que para t, = 5,0 ms obtém-se o
maior valor de Wy, observou-se que i, foi significativamente maior, portanto, o tempo de
pulso de 5,0 ms foi escolhido.

O ultimo parametro otimizado foi a velocidade de varredura, entretanto, como
demonstra a Figura 22, foi observado que este parametro nio exerce influéncia significativa

nos valores de i, € Wyy. O valor de v escolhido foi de 10 mV st
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Figura 22 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L' em
presenga de 2,0 mmol L' de FD. AE = 100 mV, t, = 5,0 ms.

t

Assim, os pardmetros otimizados foram: AE = 100 mV, t, = 5,0 ms e v =10 mV s'l,
estes parametros foram adotados para a constru¢do de uma curva analitica para o FD. A
Figura 23 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial registrados em diferentes

concentragdes de FD, juntamente com a respectiva curva analitica.

-80}F 80 05 10 15 20 25
CIFD /(mmoIIL )

22 20 18 16 -1.4
E/Vvs. Ag/AgCI__

Figura 23 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L em
diferentes concentragdes de FD. AE = 100 mV, t, = 5,0 ms, v=10 mV s, (—)0,5; (—) 1,0; (——) 1,5;
(—) 2,0; () 2,3 mmol L de FD. Curva analitica inserida.

Empregando-se a técnica de DPV, foi verificada uma relagdo linear entre i, e a

concentragdo de FD no intervalo de 5,0 x 10™ a 2,2 x 10° mol L™, a partir deste valor de
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concentra¢do verificou-se um desvio negativo da linearidade. A linearidade entre i, e
concentragdo de FD obedece a seguinte equacdo: 1, (LA) = 0,51 + 3,7 x 10* Cp (mol L),
com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9994. O valor de S obtido foi de
3,7x 10* uA mol™ L, com LD igual a 7.8 x 10° mol L™, o qual é ligeiramente menor do que o
obtido pela técnica de LSV. Assim como observado para a técnica de LSV, a detectabilidade
obtida para a técnica de DPV foi de 5,0 x 10 mol L™

A tultima técnica voltamétrica empregada para o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a quantifica¢do do FD foi a técnica de SWV. Previamente aos estudos analiticos
utilizando esta técnica, foi realizada uma otimizagdo dos parametros utilizando a mesma
metodologia e critérios adotados para a técnica de DPV. O primeiro pardmetro otimizado foi a

freqiiéncia, sendo a variagdo de i, ¢ Wy, com este parametro apresentada na Figura 24.
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Figura 24 - Variacdo de i, ¢ Wy, em funcdo de f. AE =25 mV, AE; = 1,0 mV, Cgp = 0,75 mmol L

A Figura 24 mostra um aumento de i, com f, Wy, diminui com o aumento de f até
valores proximos a 200 Hz, a partir deste valor, Wj, tende a se estabilizar. Assim, a
freqiiéncia de 400 Hz foi escolhida por apresentar um alto valor de 1, € um baixo valor de
Wi, Apo6s ter sido encontrada a freqiiéncia ideal, o segundo parametro otimizado foi a

amplitude de pulso, a Figura 25 apresenta a variagdo de i, € Wi, em fungdo de AE.
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Figura 25 - Variagdo de i, e Wy, em fungdo de AE. f=400Hz, AE;= 1,0 mV, Cgp = 0,75 mmol L

A Figura 25 mostra que o pico voltamétrico sofre um alargamento brusco para valores
de AE maiores do que 100 mV. A corrente de pico aumenta consideravelmente até este valor
de AE e tende a se estabilizar para maiores valores. De acordo com estes resultados, constata-
se que o valor de AE de 100 mV ¢ o mais apropriado para ser utilizado nos estudos analiticos.
O ultimo parametro otimizado foi o incremento de potencial, a Figura 26 apresenta a variagio

de i, e Wy, em fungdo deste pardmetro.
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Figura 26 - Variagdo de i, e Wy, em fun¢do de AE,. f =400Hz, AE = 100 mV, Cgp = 0,75 mmol L.

A Figura 26 mostra que tanto i, quanto Wi/, sofrem um aumento gradual em fun¢do de

AE,. Visando obter uma situagdo onde fosse obtido o maximo valor de i, € 0 menor valor de
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Wi, optou-se por utilizar um incremento de potencial de 5,0 mV. Assim, os parametros
otimizados foram: f= 400 Hz, AE = 100 mV, AE; = 5,0 mV, estes parametros correspondem a
uma velocidade de varredura (f x AE;) igual a 2,0 V s™.

Apo0s a otimizagdo dos parametros da técnica de SWV, foram realizados os estudos em
diferentes concentracdes de FD. Os voltamogramas obtidos nestes estudos juntamente com a

respectiva curva analitica sdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em
diferentes concentra¢des de FD. f = 400 Hz, AE = 100 mV, AE; = 5,0 mV. (—) 0,0; (—) 0,025;
(—) 0,05; (—) 0,1; (—) 0,25; (—) 0,5 mmol L' de FD. Curva analitica inserida.

Verificou-se uma rela¢do linear entre i1, € a concentragdo de FD segundo a equagdo:
i, (LA) = 0,28 + 2,8 x 10° Crp (mol L), com coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9998.
Foi observado que i, varia linearmente com a concentragio de FD no intervalo de 7,5 x 10° a
1,2 x 107 mol L. O valor de S obtido foi de 2,8 x 10° HA mol’! L, com LD igual a
5,5 x 10° mol L, o qual é significativamente menor do que os obtidos por LSV e DPV.
Novamente, a detectabilidade obtida foi igual ao primeiro ponto da curva analitica
(7,5x 10°mol L™).

A Tabela 3 apresenta uma comparagdo entre os pardmetros analiticos obtidos com as

trés técnicas voltamétricas estudadas.
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Tabela 3 - Parametros analiticos para a determinagdo de FD utilizando LSV, DPV e SWV.

_ Intervalo linear S LD Detectabilidade
Técnica r | 4 4
/ mol L / A L mol~ / mol L /mol L
LSV 50x10%-1,0x 107 2,1x 10 1,5x 107 50x 10"
DPV 50x10%-22x107 3,7 x 10* 7,8x 107 50x 10"
SWV 75x10°-1,2x 107 2.8x 10° 55x10° 7,5x 10°

A Tabela 3 mostra que a técnica de SWV foi a mais sensivel e a que apresentou o
menor limite de deteccdo. O desempenho analitico marcadamente superior apresentado pela
técnica de SWV ¢ uma conseqiiéncia da reversibilidade da transferéncia eletronica na qual ¢é
baseada a detec¢do eletroquimica do FD, o que faz com que a corrente reversa tenha uma
grande contribui¢do na corrente resultante, causando sua intensificacdo. Assim, a técnica de
SWYV ¢ apropriada para a determinacdo de FD em amostras que apresentem menores teores do
farmaco. De modo geral, todas as técnicas voltamétricas avaliadas apresentaram alta
sensibilidade e limites de deteccdo relativamente baixos, indicando que estas técnicas sdo
potencialmente aplicaveis para a quantificacdo de FD em formulagdes farmacéuticas. Para
todas as técnicas voltamétricas estudadas, os pontos das curvas analiticas sdo referentes ao
valor médio de trés medidas. Em todos os casos, os desvios padrdo relativos de cada ponto
das curvas analiticas foram menores do que 3,0 %, indicando que a repetitividade apresentada
pelos métodos voltamétricos € satisfatoria.

Os métodos desenvolvidos ndo puderam ser aplicados para a quantificacdo de FD em
amostras comerciais de formulacdes farmacéuticas, uma vez que no Brasil ndo sio
comercializados medicamentos que utilizam o FD como principio ativo. Em virtude de
existirem trabalhos na literatura propondo métodos analiticos para a quantificagcdo de FD, ¢
interessante realizar uma comparacdo entre o desempenho analitico dos métodos
voltamétricos desenvolvidos e o desempenho de métodos previamente propostos na literatura.
Esta comparacdo ¢ apresentada na Tabela 4, na qual o desempenho analitico da técnica de

SWV (a de melhor desempenho) é comparado aos demais métodos disponiveis na literatura.
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Tabela 4 - Pardmetros analiticos de diferentes métodos propostos para a quantificagdo de FD.

Técnica /solvente Intervalo Linear / mol L™ LD/mol L' Referéncia
SWV / ACN 7,5x10°-1,2x 107 55x10° —
UV indireto®/ NaOH 0,1 mol L™! 7,6 x 10°-6,1x 107 6,1x 107 18
UV derivativa / EtOH 6,1 x 10°-3,0x 107 ND° 19
UV derivativa / DMF 23x10°-4,6x 10" ND 20
UV derivativa/ MeOH 6,0x10°-1,2x 10" ND 21
FIA- UV / EtOH 6,0x10°-42x 107 ND 22
HPLC / MeOH 3,1x10°-1,6x 107 ND 23
CFS’ / MeOH 6,1 x10°-2,1x 10™ ND 25

* Reagdo do FD com KMnOy; ° Valor ndo declarado; ¢ Cromatografia com fluido supercritico.

Conforme mostra a Tabela 4, o método voltamétrico baseado na técnica de SWV
apresenta um intervalo linear e valor de LD compativeis com os métodos previamente
descritos na literatura. Em comparagdo aos métodos cromatograficos, os voltamétricos
apresentam a vantagem de consumir menor quantidade de reagentes e requerer uma
instrumenta¢do de menor custo. Entretanto, por se tratar de uma técnica de separagdo, os
métodos cromatograficos permitem determina¢des simultdneas, tornando possivel ndo apenas
a deteccdo do farmaco como também de seus eventuais produtos de degradacdo. Além disso,
as técnicas cromatograficas sdo potencialmente mais aplicaveis a amostras mais complexas,
tais como fluidos biologicos. Os métodos cromatograficos apresentados na Tabela 4 realizam
a determinagdo simultanea apenas do FD e do metronidazol. De acordo com a literatura [52],
a redugdo eletroquimica deste ultimo envolve a redugdo de seu grupo nitro, processo que
ocorre em valores de potencial muito afastados do potencial observado para o FD. Assim, os
métodos voltamétricos desenvolvidos também poderiam, a principio, ser empregados para a
determinac¢do simultanea destes dois farmacos.

Comparado com os métodos espectrofotométricos, os voltamétricos ndo os superam
em termos de simplicidade e custo instrumental. Porém, a determinagdo indireta do FD por
meio da reagdo com permanganato apresenta limitagdes quanto a seletividade, uma vez que

este reagente ¢ um forte oxidante, podendo oxidar outros componentes da amostra gerando o
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manganato, cujo sinal ¢ utilizado para quantificar o FD. Os métodos que utilizam a técnica de
espectrofotometria derivativa permitiram a detec¢do simultanea do FD e de outros farmacos.
Porém, neste caso, a seletividade é condicionada a existéncia de regides do espectro derivado,
nas quais um composto apresente forte absor¢cdo e outro ndo absorva. Por envolver um
tratamento matematico, estes métodos requerem programas computacionais mais sofisticados,
0 que aumenta o custo da analise. Além disso, a manipulagdo matematica de resultados
experimentais pode introduzir erros sistematicos no método analitico.

Assim, os métodos voltamétricos desenvolvidos, como todo método analitico,
apresentam vantagens e desvantagens, sendo sua aplicabilidade dependente da natureza da
amostra. O alto potencial necessario para a detec¢do do FD compromete a seletividade do
método, dificultando sua aplicagdo em amostras mais complexas como fluidos bioldgicos.
Neste tipo de amostra, provavelmente, os métodos voltamétricos somente poderiam ser
aplicados apds etapas de extragdo, o que diminuiria a freqiiéncia analitica. Porém, em
amostras mais simples como formulagdes farmacéuticas, cujos excipientes geralmente nao sao
eletroativos, os métodos voltamétricos poderiam ser aplicados diretamente sem qualquer etapa

de pré-tratamento.

4.2 - Teclozan (TEC)

Assim como observado para o FD, verificou-se que o TEC também nao ¢ soluvel em
solugdes aquosas. Desta maneira, o estudo da redugdo eletroquimica deste farmaco foi
também realizado em ACN, a qual promove a completa solubilizacdo do TEC e apresenta um

amplo intervalo util de potencial.

4.2a - Experimentos voltamétricos

O estudo do comportamento voltamétrico do TEC sobre carbono vitreo foi realizado
registrando-se voltamogramas ciclicos em presenca de 1,0 mmol L' de TEC em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L. Nestes estudos, foram registrados voltamogramas ciclicos no
intervalo de 0,0 V vs. Ag/AgClg, até o inicio do processo de descarga catddica do sistema
solvente/eletrélito. A Figura 28 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados na presenga e

na auséncia de TEC.
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Figura 28 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF,0,1 mol L a 100 mV s
(---) Auséncia de TEC. (—) Presen¢a de 1,0 mmol L™ de TEC. Inserido: amplia¢io da regido entre
-1,5e¢-2,6 Vvs. Ag/AgClgy.

Novamente, foi constatada a auséncia de impurezas eletroativas no sistema
ACN/TBABF; 0,1 mol L. As correntes residuais também foram sempre negativas,
correspondendo a uma somatoria da corrente capacitiva e de uma corrente faradaica associada
a um processo catddico, provavelmente associado a presenca de adgua residual. A Figura 28
mostra que o TEC apresenta dois picos catodicos, cujos E, sdo —1,8 e —2,2 V vs. Ag/AgClg, a
100 mV s, Observa-se que ambos os picos sdo largos e, conseqiientemente, nio se
encontram bem definidos. O perfil alargado destes picos voltamétricos e seus respectivos
valores de E, sdo semelhantes ao observado para o FD, sugerindo que ambos os picos também
estejam relacionados a quebra redutiva de ligagdes C-Cl. Foi verificada a auséncia dos
correspondentes picos anddicos na varredura reversa para todas as velocidades de varredura

estudadas, conforme mostra a Figura 29.
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Figura 29 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L' em presenca de

1,0 mmol L™ de TEC em diferentes velocidades de varredura. (—) 50; (—) 100; (—) 200; (—) 300;
() 400; (—) 500 mV s™. Inserido: grafico 1p VS. v,

Verificou-se, para o pico em —2,2 V vs. Ag/AgCl,, uma relagdo linear entre i, € v

segundo a equagdo: i, (LA) = 1,49 v [(mV s'l)l/ %1, com coeficiente de correlacdo linear igual
a 0,9992, indicando um processo eletrodico controlado por difusdo. Os valores de i, foram
calculados tragando-se uma linha de base antes do pico em —1,8 V vs. Ag/AgCls, de modo
que as correntes amostradas correspondem a soma de ambos os picos. Na Tabela 5 sdo
apresentados alguns pardmetros voltamétricos relativos ao pico em —2,2 V vs. Ag/AgClgy

determinados em diferentes valores de v.

Tabela 5 - Parametros voltamétricos referentes a redugio eletroquimica de 1,0 mmol L™ de TEC em
ACN/TBABF, 0,1 mol L™

v/mVs’ Ip / nA —-E,/V i,V | uA mv 2§72
50 11 2,25 1,50
100 15 2,30 1,48
200 21 2,35 1,49
300 26 2,38 1,51
400 30 2,39 1,51

500 33 2,40 1,48
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A Tabela 5 mostra um deslocamento de E, para valores mais negativos com o aumento
da velocidade de varredura. Além disso, observa-se que a func¢do corrente nao sofre variagdes
significativas com o aumento de v. Estes resultados sugerem que a redugado eletroquimica do
TEC envolve uma transferéncia eletronica irreversivel.

De acordo com a equagdo 1, para sistemas totalmente irreversiveis, deve-se observar
uma dependéncia linear entre E, e In v. Este grafico foi construido para o pico em 2,2 V

vs. Ag/AgClg,, relativo a reducdo eletroquimica do TEC, sendo apresentado na Figura 30.
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Figura 30 - Gréfico de —E, vs. In v obtido para a redugdo eletroquimica de 1,0 mmol L' de TEC em
meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™

Conforme mostra a Figura 30, verificou-se uma dependéncia linear entre E; e In v,
confirmando o carater irreversivel da reducdo eletroquimica do TEC. Verificou-se que a
linearidade do grafico de E, vs. In v obedece a seguinte equagdo:
E, (V) =-2,46-0,069 In (v/V s™1), com coeficiente de correlagio linear igual a —0,998. A
inclinagdo de 69 mV corresponde a um valor de an, de 0,19. O valor do produto an, indica
um coeficiente de transferéncia eletronica significativamente menor do que 0,5, o que ¢
concordante com um processo eletrédico envolvendo quebra de ligagdes [39]. Assim, o baixo
valor de a ¢ responsavel pelo perfil alargado dos picos voltamétricos associados a reducdo
eletroquimica do TEC. Em virtude do pico voltamétrico em —1,8 V vs. Ag/AgClg, apresentar-
se ainda menos definido, ndo foi possivel o obtengdo de seus valores de i, € E,. Ao contrario

do observado para o FD, verificou-se que para o TEC ndo sdo observados os correspondentes
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picos anddicos nem mesmo pela técnica de SWV empregando-se diferentes freqiiéncias. Este
resultado fornece uma evidéncia adicional da irreversibilidade da redugdo eletroquimica do
TEC.

O comportamento do TEC frente a sucessivas varreduras de potencial foi similar ao

observado para o FD, conforme mostra a Figura 31.
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Figura 31 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L a 100 mV s™
em presenga de 1,0 mmol L™ de TEC. (---) Ciclos sucessivos. (—) Ciclo registrado apds 30 s com
fluxo de nitrogénio na célula eletroquimica.

Assim como observado para o FD, verificou-se que a reducdo eletroquimica do TEC
ndo gera espécies que passivam a superficie eletrodica, uma vez que o ciclo registrado apds

30 s com fluxo de nitrogénio se sobrepde quase perfeitamente ao primeiro ciclo registrado.
4.2b - Eletrolises a potencial controlado

As eletrdlises a potencial controlado para o TEC foram realizadas em triplicata, sendo
eletrolisados 15 mL de uma solugdo 2,0 mmol L' do farmaco, aplicando-se -2,4 V
vs. Ag/AgClg,. Nestas eletrélises, empregou-se a mesma célula eletroquimica utilizada para as
eletrélises do FD visando a determinag¢do do numero de eclétrons transferidos. As curvas

amperomeétricas relativas as eletrélises do TEC sdo apresentadas na Figura 32.
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Figura 32 - Curvas amperométricas obtidas para a eletrolise de 2,0 mmol L™ de TEC em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L. E=-2,4 V vs. Ag/AgClsa. Veletrolisado = 15 mL. Eletrodo de trabalho: placa
de carbono vitreo com 2 X 2 cm.

A Figura 32 mostra que as curvas amperométricas relativas as eletrolises do TEC
apresentam uma repetitividade bastante adequada. Verifica-se que, apds pouco mais de uma
hora de eletrélise, a corrente atinge valores préximos a zero, indicando que todo o fArmaco foi
consumido. O mesmo procedimento adotado para descontar a carga residual durante as
eletrolises do FD foi adotado para o TEC. Apds esta corre¢do, as curvas amperométricas
forneceram um valor médio de carga de 11,7 + 0,3 C, correspondendo a um numero de
elétrons transferidos por mol de TEC igual a 4,0 + 0,1. Este resultado sugere ou que nao
ocorre quebra redutiva das quatro ligagdes C-Cl do TEC, ou que estas estejam sendo todas
quebradas em um mecanismo envolvendo apenas um elétron por ligagdo C-CIl. Assim, o
numero de elétrons encontrado para a reducao eletroquimica do TEC sugere que este processo
envolva etapas quimicas diferentes das envolvidas na redu¢ao eletroquimica do FD.

A Figura 33 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados antes e apos a eletrolise

do TEC.
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Figura 33 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L,
v =100 mV s'. (---) Antes da eletrolise; Crgc = 2,0 mmol L. (—) Apos a eletrolise. Inserido:
ampliagdo da regido entre —1,2 ¢ —2,6 V vs. Ag/AgClgy.
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A Figura 33 mostra que apds as eletrdlises todo o farmaco ¢ consumido. Foram
registrados voltamogramas ciclicos apds as eletrolises nos quais o limite catddico foi
sistematicamente estendido. Estes voltamogramas ndo apresentaram qualquer pico
voltamétrico relativo a redugdo de ligagdes C-Cl dos produtos de eletrdlise, sugerindo que
estas ligacOes estejam ausentes nos produtos eletrogerados. Este resultado sugere que todas as
ligagdes C-Cl do TEC tenham sido quebradas durante as eletrdlises. Assim, a quebra redutiva
das ligagcdes C-Cl do TEC deve ocorrer segundo um mecanismo envolvendo apenas um
elétron por ligacdo C-CI.

Assim como o realizado para o FD, a concentragdo de cloreto gerado durante as
eletrolises do TEC foi determinada por meio de sucessivas adigdes de TBACI a solugdo
recém-eletrolisada. Verificou-se que a solu¢do de TEC recém-eletrolisada também apresentou
um pico anddico em +2,5 V vs. Ag/AgClgy, o qual aumentou com as sucessivas adi¢des de
TBACI. Foi obtida uma rela¢do linear entre i, com a concentra¢cdo de cloreto segundo a
equagdo: i, (LA) =38,4+ 1,6 x 10* C¢y. (mol L), com coeficiente de correlagio linear igual a
0,9986. A partir desta equagdo, foi possivel determinar a concentragdo média de cloreto
eletrogerado, a qual foi igual a 2,4 mmol L™, correspondendo a 120 + 10 % da concentragdo
inicial do farmaco. Novamente, constata-se que a concentracdo de Cl” encontrada estd abaixo
do valor esperado, sugerindo perdas deste ion durante as eletrolises. Considerando a quebra

redutiva de todas as ligacdes C-Cl da molécula de TEC, a concentragdo de Cl esperada
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deveria ser quatro vezes maior do que concentragdo inicial de TEC. Embora a concentragdo
de cloreto encontrada seja menor do que a esperada, o fato desta ser maior do que a
concentragdo inicial do farmaco confirma que estd ocorrendo a quebra de mais de uma ligag¢do
C-Cl da molécula do TEC.

Em virtude do TEC apresentar dois picos voltamétricos foram realizadas novas
eletrolises deste farmaco aplicando-se —1,8 V vs. Ag/AgCly,; potencial suficiente para
promover apenas o processo eletrodico responsavel pelo primeiro pico voltamétrico. Os
demais pardmetros experimentais foram mantidos como os das eletrolises realizadas em

—2,4 V vs. Ag/AgClg,. As curvas amperométricas relativas a estas eletrdlises sdo apresentadas

na Figura 34.
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Figura 34 - Curvas amperométricas obtidas para a eletrolise de 2,0 mmol L™ de TEC em meio de
ACN/TBABF, 0,1 molL". E=—-1,8 V vs. Ag/AgClsa. Veletrolisado = 15 mL. Eletrodo de trabalho: placa
de carbono vitreo com 2 X 2 cm.

A Figura 34 mostra que as curvas amperométricas obtidas para as eletrolises do TEC
em —1,8 V vs. Ag/AgCly, ndo sdo tdo repetitivas quanto as curvas obtidas em -2,4 V
vs. Ag/AgClgy. Verifica-se que uma hora de eletrdlise ¢ suficiente para que as correntes
obtidas se aproximem de zero. A integracdo das curvas amperométricas apresentadas na
Figura 34 forneceu um valor médio de carga de 6,2 + 0,2 C, sendo a carga residual ja
descontada. O valor de carga obtido corresponde a um numero de elétrons transferidos por
mol de farmaco igual a 2,2 + 0,1. Assim, verifica-se que os dois picos voltamétricos relativos

a reducdo eletroquimica do TEC estdo associados a processos eletrodicos distintos. A



A. L. Santos Resultados e Discussio 100

Figura 35 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados antes e apds a eletrdlise realizada

em —1,8 Vvs. Ag/AgCl,.
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Figura 35 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L,
v=100 mV s™. (---) Antes da eletrolise; Crgc = 2,0 mmol L (—) Apos a eletrolise.

A Figura 35 mostra que apds a eletrolise realizada em —1,8 V vs. Ag/AgClgy, 0
segundo pico voltamétrico relativo a reducdo do TEC permanece praticamente inalterado,
enquanto o primeiro pico desaparece completamente, confirmando que ambos os picos sdo
relativos a diferentes processos eletrodicos. Assim, provavelmente, cada pico voltamétrico
relativo a redugdo eletroquimica do TEC esteja associado a quebra de ligagdes C-Cl em
diferentes pontos da molécula de TEC. A concentracdo média de cloreto encontrada apds as
eletrolises realizadas em —1,8 V vs. Ag/AgCly, foi de 0,64 mmol L™, correspondendo a
32 + 9 % da concentragdo inicial do fArmaco, novamente uma baixa porcentagem em relagao

a0 numero de mols inicial de TEC.

4.2¢ - Identificacdo dos produtos de eletrélise do TEC

Assim como para o FD, previamente a realizacdo das eletrolises do TEC visando a
identificacdo de seus produtos de eletrdlise, obteve-se o espectro de H-RMN do farmaco puro,
o qual ¢ apresentado na Figura 36. Neste espectro, as integrais sdo expressas em termos do

nimero de hidrogénios.
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Figura 36 - Espectro de H-RMN do TEC em CDCl;. 300 MHz. Massa de TEC igual a 10 mg.
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Com base na estrutura molecular do TEC (Figura 2) e das razdes entre as integragdes,
o espectro de H-RMN apresentado na Figura 36 foi interpretado da seguinte maneira: o (ppm,
300 MHz, CDCls): 1,19 (6H, t, J = 7,0 Hz, 2 x OCH,CH,); 3,41 — 3,62 (12H, m, 2 x
OCH,CHj3 e 2 x OCH,CHN); 4,66 (3,2H, s ArCH;N, 80 %); 4,84 (0,8H, s, ArCH,N, 20 %);
6,20 (0,4H, s, CHCl,, 20 %); 6,87 (1,6 H, s, CHCl,, 80 %); 7,21 (4H, s, ArH).

O espectro apresentado na Figura 36 demonstra a existéncia de dois isomeros do TEC,
0s quais sdo provenientes da rotagdo da ligagdo N-CO da acetamida. A presenca de rotametros
em derivados de acetamida é conhecida e relatada na literatura [69,70]. A Figura 37 mostra
uma representagdo genérica dos dois isdmeros resultantes da rotagdo da ligacdo N-CO em

uma acetamida N-monosubstituida.

o

)k I
H
\N R\N)k

CH, CH
3

l |
H

Figura 37 - Representagdo dos dois isomeros de uma acetamida N-substituida originados pela rotagio
da ligagdo N-CO [69].
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A presenga dos dois isdmeros do TEC resulta na duplicagdo dos sinais relativos aos
grupamentos Ar-CH,-N e CHCl,, grupos estes, cujo ambiente quimico € alterado em virtude
da rotagdo da ligagdo N-CO. Por meio da razdo entre as integragdes dos sinais duplicados ¢
possivel determinar que a mistura isomérica possui propor¢ao de 80:20 %.

A eficiéncia do procedimento de extragdo foi avaliada também para o TEC,
preparando-se 15 mL de uma solucdo contendo 20 mg do farmaco em ACN/TEABr
0,1 mol L, o que equivale a uma concentragdo de TEC igual a 2,6 mmol L. Esta solugdo foi
submetida ao procedimento de extracdo, sendo a massa de residuo obtida igual a 18 mg, o que
corresponde a uma recuperacdo de 90 %. O espectro de H-RMN obtido para este residuo foi
1déntico ao obtido para o padrdo do farmaco e isento de sinais associados ao eletrdlito de
suporte ou aos solventes utilizados na extragcdo, confirmando a eficiéncia do procedimento
adotado.

Previamente a realizacdo das eletrolises do TEC em ACN/TEABr 0,1 mol L, foi
realizado um estudo voltamétrico do farmaco utilizando este eletrdlito de suporte, visando
uma comparagdo com os resultados obtidos previamente em TBABF,4. A Figura 38 apresenta
os voltamogramas ciclicos registrados em presenga de 1,0 mmol L de TEC em ambos os

eletrélitos de suporte.

27 24 21 18 15
E/Vvs. Ag/AgCI__

Figura 38 - Voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 1,0 mmol L de TEC a 100 mV s
(---) ACN/TBABF, 0,1 mol L"'. (—) ACN/TEABr 0,1 mol L.
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A Figura 38 mostra que a substituicdo do eletrolito de suporte ndo exerce influéncia
significativa sobre o perfil voltamétrico do TEC, sendo observadas apenas ligeiras variagdes
nos valores de E, e 1,. Novamente, foram realizados estudos em fun¢do da velocidade de
varredura para ambos os eletrolitos de suporte. Estes estudos foram realizados em presenca de
1,0 mmol L de TEC no intervalo de v compreendido entre 10 ¢ 300 mV s™, utilizando um
disco de carbono vitreo com 3,0 mm de didmetro como eletrodo de trabalho . Em TBABF,
verificou-se uma relagdo linear entre i, e v'?  segundo a  equagdo:
i, (MA) =1,8 v [(mV s (n = 7), com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9990.
Para o TEABr verificou-se uma relagdo linear entre i, e v'? segundo a equagdo:
i, (MA) = 1,9 v!7? [(mV s'l)l/ %] (n = 7), com coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9992.
Assim, a concordéancia entre os coeficientes angulares dos graficos de i, VS. v & um bom
indicativo que a substitui¢gdo do TBABF4 pelo TEABr ndo altera o processo eletrodico.
Portanto, os produtos identificados usando este ultimo eletrdlito de suporte devem ser
representativos daqueles obtidos em TBABF,, eletrolito no qual a caracterizag@o voltamétrica
do TEC foi previamente realizada. Os valores de i, utilizados nos estudos em diferentes v
foram determinados para o pico em -22 V vs. Ag/AgCly, sendo estes valores
correspondentes a soma dos dois picos voltamétricos.

As eletrdlises do TEC foram realizadas em triplicata utilizando a célula eletroquimica
apresentada na Figura 3, sendo eletrolisados 25 mL de uma solugdo 2,4 mmol L™ de TEC, o
que corresponde a 30 mg do farmaco. As curvas amperométricas obtidas nestas eletrdlises
foram concordantes com as apresentadas na sec¢do anterior, fornecendo o mesmo numero de
elétrons.

A solucdo do compartimento catddico da célula de eletrolise foi coletada e submetida
ao procedimento de extracdo. Apds a realizacdo deste procedimento, o residuo obtido foi

analisado por H-RMN, sendo o espectro correspondente apresentado na Figura 39.



A. L. Santos Resultados e Discussio 104

1.508

1.444

1.188
1.174
1.164

3.598
3.381

., . |

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 39 - Espectro de H-RMN do residuo obtido apos extrag@o da solugéo de TEC eletrolisada em
ACN/TEABr 0,1 mol L™'. 300 MHz, CDCls.

Conforme mostra a Figura 39, o espectro de H-RMN relativo a eletrélise do TEC
mostrou-se extremamente complexo, sugerindo uma mistura de produtos. Observa-se ao
longo de todo o espectro desdobramentos incomuns dos sinais, como, por exemplo, o tripleto
aparente centrado em 1,17 ppm, o qual provavelmente estd associado a metila do grupamento
OCH,CHs;. Este padrio incomum de desdobramentos de sinais pode estar associado a
presenca de diferentes isomeros. No espectro apresentado na Figura 39 pode-se observar a
total auséncia do sinal relativo ao grupamento CHCl,, o qual poderia ter sido reduzido a CHj3,
originando grupamentos NCOCH3;, os quais seriam responsaveis pelos singletos observados
entre 2,0 e 2,2 ppm. Nestas eletrolises, foi observado desenvolvimento de cor similar ao
observado para as eletrdlises do FD, sugerindo alteragdes na molécula do TEC, cuja solugédo
em ACN ¢ incolor. Assim, estas altera¢des estruturais aliadas a complexidade do espectro de
H-RMN apresentado na Figura 39 sugerem a ocorréncia de uma série de reagdes quimicas
acopladas a redugdo eletroquimica do TEC, as quais devem envolver espécies radicalares
intermediarias.

A massa de residuo obtida apos a extragdo foi de 12 mg. As analises por CCD,
utilizando acetato de etila como fase movel, revelaram cinco manchas cromatograficas cujos

R¢sdo: 0,11; 0,20; 0,42; 0,49; 0,66, sendo o Ry do TEC nesta placa igual a 0,75. A utilizagdo
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da fase movel acetato de etila:éter de petrdleo (1:1 v/v) promoveu a sobreposi¢cdo de algumas
manchas, resultando em 4 manchas cromatograficas, uma na origem e trés com Ry = 0,08;
0,17; 0,48, sendo o Ry do TEC nesta placa igual a 0,79. Assim, as andlises por CCD
confirmaram que as eletrdlises do TEC originam uma complexa mistura de produtos. O
espectro de H-RMN relativo a fase aquosa ndo apresentou qualquer sinal além de sinais
residuais de solventes utilizados na extracdo, mostrando que esta fase esta isenta de produtos
de eletrolise. Assim, estes experimentos ndo permitiram a identificagdo de nenhum produto
eletrogerado durante as eletrdlises do TEC, entretanto, o espectro apresentado na Figura 39
mostra que durante as eletrolises ocorre quebra de ligagdes C-Cl, o que € confirmado pela
auséncia dos sinais relativos aos grupamentos CHCl,.

Também para o TEC foram realizadas eletrélises em presenga de um doador de
prétons, sendo estas realizadas na presenca de 0,1 mol L' de HFP. Previamente a estas
eletrélises, foi realizado um estudo voltamétrico do TEC em presenca do doador de prétons.
A Figura 40 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 1,0 mmol L de

TEC na auséncia e na presenca de 10 mmol L™ do doador de prétons.

27 24 21 48 A5
E/V vs Ag/AgCI__

Figura 40 - Voltamogramas ciclicos registrados em presenc¢a de 1,0 mmol L' de TEC em meio de
ACN/TEABr 0,1 mol L™, v = 100 mV s"'. (—) Presenga de 10 mmol L™ de HFP. (---) Auséncia do
doador de proétons.

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 40 mostram que a presenga do
doador de protons, mesmo em concentragdo dez vezes maior do que a do fArmaco, ndo causa

alteragdes significativas no perfil voltamétrico do TEC. O fato de o perfil voltamétrico do
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TEC nio sofrer grandes variacdes com a adi¢do de um doador de protons € concordante com
0o observado na literatura para a redugdo eletroquimica de ligacdes C-Cl de acidos
cloroacéticos [71].

A Figura 41 apresenta as curvas amperométricas relativas as eletrolises realizadas em
ACN/TEABr 0,1 mol L contendo 0,1 mol L' do doador de prétons na presenga e na

auséncia de 2,4 mmol L' de TEC.
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Figura 41 - Curvas amperométricas relativas as eletrélises realizadas em meio de ACN/TEABr
0,1 mol L', E = -2,3 V vs. Ag/AgCla. Veietrolisado = 25 mL. (---) Presenca de 0,1 mol L™ de HFP e
auséncia de TEC (—) Presenca de 2,4 mmol L' de TEC + 0,1 mol L™ de HFP. Eletrodo de trabalho:
disco de carbono vitreo com 2,5 cm de didmetro.

As cargas obtidas na auséncia e na presenca do farmaco foram, respectivamente, 32,9
e 55,6 C, portanto a carga efetivamente relacionada a reducdo do TEC foi igual a 22,7 C,
correspondendo a transferéncia de 3,9 + 0,1 por mol de TEC. Este resultado demonstra que o
mesmo numero de elétrons ¢ transferido por mol do farmaco independentemente da auséncia
ou presenca de um doador de protons, o que ¢ concordante com o fato dos valores de i,
obtidos na auséncia e na presenca do doador de prdétons serem muito préximos. As curvas
amperométricas obtidas evidenciam que, concomitantemente a redugdo do TEC, ocorre
também a reducdio de H uma vez que, na presenca do doador de prétons, obteve-se um
elevado valor de carga mesmo nas eletrdlises realizadas na auséncia do TEC. Os
voltamogramas ciclicos registrados apos a realiza¢do destas eletrélises indicaram o completo

consumo do farmaco.
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O espectro de H-RMN relativos a eletrolise realizada em —2,3 V vs. Ag/AgClg, na
presenca do doador de prétons, é apresentado na Figura 42. Neste espectro as integragdes sdo

expressas em termos do niimero de hidrogénios.
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Figura 42 - Espectro de H-RMN do residuo relativo a fase organica proveniente da eletrdlise de
2,4 mmol L™ de TEC em presenga de doador de prétons. 300 MHz, CDCls.

O espectro de H-RMN apresentado na Figura 42 revela a presenga de um unico
composto, o qual foi identificado como o derivado desalogenado do TEC, segundo a
interpretacdo: o (ppm, 300 MHz, CDCl): 1,14-1,19 (6H, m, 2 x OCH,CHs, possivel
identificar um tripleto principal centrado em 1,16 com J = 6,9 Hz); 2,12 ¢ 2,22 (3H, 3H, s, s,
2 x COCHs); 3,4 — 3,6 (12H, m, 2 x OCH,CHj; e 2 x OCH,CH,N); 4,65 (4H, s aparente,
ArCH;N); 7,13 — 7,25 (4H, m, ArH, singleto aparente em 7,18). A razao entre as integragdes e
os deslocamentos quimicos dos sinais ndo deixam duvidas quanto a espécie quimica presente.
Este espectro apresenta algumas particularidades, como o desdobramento incomum dos sinais
e o fato das metilas dos grupamentos COCHj; ndo serem equivalentes. Estas particularidades
do espectro podem estar associadas a presenca de diferentes isdmeros, interagdes
intermoleculares, ou mesmo devido a concentracdo da espécie. A amostra foi diluida em um
fator de dois e analisada novamente. O espectro de H-RMN obtido nesta condi¢do mostrou

um menor desdobramento de sinais, entretanto, as duas metilas dos grupamentos COCHj3
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continuaram a originar dois singletos distintos. As andlises por CCD mostraram apenas uma
unica mancha cromatografica utilizando tanto acetato de etila quanto a mistura acetato de
etila:éter de petrdleo (1:1 v/v) como fase movel, os Ry obtidos para as duas fases médvel foram,
respectivamente, 0,42 ¢ 0,48, sendo os Ry relativos ao TEC em ambas as fases movel iguais a
0,75 e 0,79, respectivamente. As andlises por CCD das amostras provenientes das eletrélises
realizadas na auséncia de doador de protons mostraram manchas cromatograficas com os
mesmos valores de Ry. Este resultado sugere que o derivado desalogenado do TEC também &
formado durante as eletrélises realizadas na auséncia de doador de protons. Nas eletrolises
realizadas em presenca de doador de protons, ndo foi verificado desenvolvimento de
coloragdo, o que ¢ coerente com a semelhanga estrutural entre o TEC e seu derivado
desalogenado.

A massa de residuo obtida foi de 21 mg, o que, considerando a massa molar do
derivado desalogenado do TEC (364,5 g mol™), corresponde a 5,8 x 10~ mol, fornecendo um
rendimento, em relagdo ao numero de mols inicial de TEC, igual a 96 %. Neste caso, o
rendimento obtido ¢ muito mais exato, uma vez que no espectro ndo sdo observados sinais
relativos a 4gua ou solventes utilizados na extracdo. Para diferentes eletrdlises realizadas, a
massa de residuo variou entre 18 e 21 mg, correspondendo a rendimentos, em termos de
nimero de mols, entre 82 ¢ 96 % (N = 3). A andlise por H-RMN da fase aquosa mostrou a
auséncia de qualquer produto de eletrolise. O elevado rendimento obtido permite afirmar que
o derivado desalogenado do TEC ¢ o tnico produto de sua reducdo eletroquimica na presenca
de um doador de protons, confirmando que, nestas condigdes experimentais, a redugdo
eletroquimica do TEC envolve unicamente a quebra de todas as suas ligagdes C-CI.

De acordo com o mecanismo classico para a quebra redutiva de ligagdes C-Cl [30],
este processo envolve a transferéncia de dois elétrons por ligagdo. Assim, segundo este
mecanismo, a quebra das quatro ligagdes C-Cl do TEC deveria envolver oito elétrons e nao
quatro conforme observado. Este resultado demonstra que as ligagdes C-Cl do TEC sofrem
quebra redutiva envolvendo a transferéncia de apenas um elétron por ligagdo. Alguns
trabalhos tém demonstrado a possibilidade da ocorréncia de quebra redutiva de ligacdes C-Cl
com a transferéncia de apenas um elétron por ligacdo. Este comportamento ndo usual tem sido
atribuido a formagdo da espécie C1° ao invés de CI [41], a reagdes entre o carbanion

eletrogerado apds a segunda transferéncia eletronica e a molécula inicial [45] ou ainda a
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reacOes de hidrogenacdo do radical eletrogerado apds a primeira transferéncia eletronica, o
que suprime sua subseqiiente reducdo ao carbanion [38].

Assim, provavelmente, as reagcdes quimicas acopladas a reducdo eletroquimica do
TEC observadas na auséncia do doador de prétons devem envolver o radical formado apds a
primeira transferéncia eletronica. Estas reagcdes quimicas suprimiriam a transferéncia do
segundo elétron responsavel pela redu¢do do radical ao carbanion correspondente. Em
presenca do doador de protons, o radical eletrogerado deve sofrer uma reacdo de
hidrogena¢do imediatamente apds sua formagdo, impedindo completamente sua reducdo ao
carbanion. Em presenga do doador de prétons, verificou-se que a reducdo do TEC ocorre
concomitantemente a reducdo de H', o que foi confirmado pelo elevado valor de carga obtido
nestas eletrolises. Assim, verifica-se que a redugdo de H' ocorre em elevada extensdo nas
condi¢des de eletrolise. Portanto, ¢ muito provavel que o radical formado apds a primeira
transferéncia eletronica sofra uma hidrogenag¢do pela espécie H', a qual é um intermediario da
redugdio de H" a H,. Desta forma, em virtude destas espécies estarem sendo simultaneamente
formadas junto a superficie do eletrodo, suas concentracdes locais sdo elevadas, o que aliado a
elevada reatividade de espécies radicalares deve promover a rapida reagio entre a espécie H ¢
o radical eletrogerado ap6s a primeira transferéncia eletronica. Assim, tanto na presenca
quanto na auséncia de doador de prétons as reagdes quimicas envolvendo o radical
eletrogerado, evitariam sua redug@o ao carbanion, acarretando na quebra redutiva das ligacdes
C-Cl do TEC com a transferéncia de apenas um elétron por ligacdo.

Em virtude do TEC apresentar dois picos voltamétricos, foram realizadas também
eletrélises na presenga de um doador de protons aplicando-se —1,8 V vs. Ag/AgCl,, potencial
suficiente para promover apenas o processo eletrddico responsavel pelo primeiro pico
voltamétrico. Estas eletrdlises forneceram um valor médio de carga, ja descontada a carga
residual, de 12,5 C, correspondendo a 2,2 + 0,1 elétron por mol de TEC. O niimero de
elétrons encontrado nestas eletrélises ¢ concordante com o obtido aplicando-se —1,8 V
vs. Ag/AgClg, na auséncia do doador de protons. O voltamograma ciclico registrado apos esta
eletrolise mostrou o completo desaparecimento do primeiro pico voltamétrico (—1,8 V
vs. Ag/AgClsy), enquanto o segundo (2,2 V vs. Ag/AgClg) permaneceu praticamente

inalterado, conforme mostra a Figura 43.
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25 20 45 10 05
E/Vvs. Ag/IAgCI__

Figura 43 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TEABr 0,1 mol L', v=100 mV s
(---) Antes da eletrdlise; Crgc = 2,4 mmol L. (—) Apods a eletrélise.

Este resultado ¢ analogo ao observado na auséncia de doador de protons e confirma
que os dois picos voltamétricos relativos ao TEC estdo associados a diferentes processos
eletrédicos. O espectro de H-RMN obtido na andlise dos produtos desta eletrolise ¢

apresentado na Figura 44, sendo as integracdes expressas em termos porcentuais.

2
1.168
1.145

T

1.19

1%
N

LS

7.270
7.238
7.200
7.169

—
[
(=)}

-
4316
4.105

=]
en 8
N =
a Nl

~ 1
L }§4_
pey

— 3577 K‘
3.394

2
0
o
1.60
| e
~142
1 JUk
. L i J ]
T T T T T T T T T T T T T T
N 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 3.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 44 - Espectro de H-RMN do residuo relativo a fase orgénica proveniente da eletrdlise de
2,4 mmol L' de TEC em presenca de doador de prétons a —1,8 V vs. Ag/AgClg,. 300 MHz, CDCl.



A. L. Santos Resultados e Discussdo 111

O espectro apresentado na Figura 44 mostra a existéncia de uma mistura de
compostos. A Tabela 6 apresenta a interpretacdo deste espectro juntamente com as respectivas

estruturas quimicas propostas. Nesta tabela é apresentada também a propor¢do de cada

componente da mistura.

Tabela 6 - Atribuicdo dos sinais do espectro de H-RMN apresentado na Figura 44 e respectivas
estruturas quimicas propostas.

Interpretagdo do espectro

Estrutura proposta
O (ppm, 300 MHz, CDCl3)
1,14-1,19 (6H, m, 2 x OCH,CH,) T
Cl
3,8;4,0;4,1;4,3 (4H, s, s,s,s, 2 x CH,Cl) HO /\\L
N O
Composto 34-3,6(12H, m,2x OCH,CH; e 2 x o N\/Q/;
A OCH,CH:N); 4,64 (4H, m, ArCH,N); T s
Cl
7,13 — 7,25 (4H, m, ArH, singleto aparente em CH3
7,2). (70 %)
1,14-1,19 ( 6H, m, 2 x OCH,CHj); (s
O CH3
2,12 e2,23 (3H, 3H, s, s, 2 x COCHa); /K
N O
Composto 3,4-3,6 (12H, m, 2 x OCH,CHs e 2 x Oow _N H
B OCH,CH,N); 4,64 (4H, m, ArCH,N); \[C; I
7,13 — 7,25 (4H, m, ArH, singleto aparente em CH3
7,2). (15 %)
1,14-1,19 ( 6H, m, 2 x OCH,CHj3); s
Cl Cl
3,4-3,6 (12H, m, 2 x OCH,CH; ¢ 2 x HO I
OCH,CH;N); 4,64 (4H, m, ArCH;N); \/@/\N )
Teclozan ° N ’)
6,87 (1H, s, CHCl,) S
a” al I/
7,13 — 7,25 (4H, m, ArH, singleto aparente em CH3

7.2). (15 %)
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O espectro obtido na analise dos produtos desta eletrolise também apresentou padroes
incomuns de desdobramentos e replicacdo de sinais. Verifica-se que o sinal relativo aos
grupamentos CH,Cl aparece quadruplicado, sugerindo a presenca de isdbmeros. Para se definir
o valor de integracdo por H para cada um dos compostos, as integrais dos diferentes sinais
relativos ao grupamento CH,Cl foram somadas. Seguindo este procedimento, foram obtidos
os seguintes valores: 2,25/H; 0,5/H e 0,5/H para os compostos A, B e C, respectivamente. A
partir destes valores, foram calculados os valores esperados de integragdo para 6, 12 e 4 H
para cada composto. Estes valores foram somados, sendo o resultado obtido concordante com
os valores experimentais de integracdo obtidos para os grupos de sinais centrados em 1,16;
3,4 e 4,6 ppm, os quais correspondem, respectivamente, a 6, 12 ¢ 4 H. A integracdo
experimental obtida para os H aromaticos mostrou-se ligeiramente aumentada em relagdo ao
valor esperado. Este efeito pode ser atribuido a presenga do sinal residual do CDCl; em 7,27,
cuja integracdo nio pdde ser satisfatoriamente descontada.

Os estudos por CCD sugeriram a presenga de apenas trés compostos. Utilizando
acetato de etila como fase mdvel foram obtidos os seguintes R¢: 0,30; 0,42; 0,75, sendo o Re
do TEC nesta placa cromatografica igual a 0,75. Utilizando como fase modvel a mistura
acetato de etila:éter de petréleo (1:1 v/v) foram obtidos os seguintes R¢: 0,19, 0,48 e 0,79,
sendo o Ry do TEC nesta placa igual a 0,79. Assim, os valores de R¢ obtidos sdo concordantes
com a presenga do TEC e de seu derivado desalogenado. Estes resultados sugerem que o
derivado do TEC cujos grupos CHCI, foram reduzidos a CH,Cl ¢é responsavel pela mancha
cromatografica com Ry igual a 0,30 e 0,19, utilizando como fase movel, respectivamente,
acetato de etila e a mistura acetato de etila:éter de petrdleo (1:1 v/v). Uma comparacdo entre
os Ry obtidos na andlise dos produtos eletrogerados na auséncia e na presenga do doador de
protons, sugere que o derivado do TEC contendo grupamentos CH,ClI ¢ também formado na
auséncia do doador de protons.

A massa de residuo obtida nesta eletrolise foi de 24 mg, por meio das propor¢cdes
determinadas pelo espectro apresentado na Figura 44, sabe-se que a massa dos compostos A
(massa molar igual a 433.4 g mol™), B ¢ do TEC sdo, respectivamente: 18; 3 e 3 mg. Estas
massas correspondem a 4,1 x 10°; 8,2 x 10 e 6,0 x 10 mol dos compostos A, B e TEC,
respectivamente. Portanto, a soma do numero de mols dos compostos identificados ¢ igual a
5,5 x 107, correspondendo a 92 % do numero de mols de TEC inicialmente presente. Para

diferentes eletrolises realizadas em —1,8 V vs. Ag/AgClgy, o rendimento, em termos do
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nimero de mols inicial do farmaco, variou entre 89 e 93 % (N = 3), sendo que a propor¢ao
entre os compostos permaneceu praticamente constante. Em todas as eletrolises verificou-se a
presenca do TEC, indicando que parte do firmaco ndo sofre reducdo quando a eletrolise ¢
realizada a —1,8 V vs. Ag/AgClg,. As elevadas porcentagens de recuperacdo em relagdo ao
nimero inicial de mols de TEC mostram que, nas condi¢des experimentais adotadas, o
derivado desalogenado do TEC e seu derivado contendo os grupamentos CH,Cl sdo os tnicos
produtos da redugdo eletroquimica do TEC.

As eletrolises realizadas nos dois potenciais evidenciaram que os dois picos
voltamétricos do TEC estdo associados a quebra das ligagdes C-Cl em diferentes pontos da
molécula do TEC, sendo o primeiro pico voltamétrico relativo a redugdo dos grupamentos
CHCI; a CH,Cl, enquanto o segundo promove a reducdo dos grupos CH,Cl a CHs. Assim, a
quebra de uma das ligagdes C-Cl de um grupamento CHCI, torna a segunda quebra neste
mesmo grupo energeticamente desfavoravel, fazendo com que ocorra em potenciais
ligeiramente mais negativos. Este comportamento pode ser explicado em termos da densidade
eletronica no atomo de carbono ligado aos atomos de cloro. Na presenga de dois atomos de
cloro, o carbono encontra-se com um carater muito positivo, pois os elétrons estdo
deslocalizados em dire¢do aos atomos de cloro. A quebra de uma das ligagcdes C-Cl deste
carbono diminui seu carater positivo em relagdo ao outro atomo de carbono ligado aos dois
atomos de cloro. Conseqiientemente, nesta etapa, torna-se energeticamente mais favoravel a
reducdo do outro atomo de carbono cujo carater mais positivo devido aos dois atomos de
cloro facilita a recep¢do de um elétron adicional. Desta forma, em virtude destes efeitos nado
ha formag¢do do produto contendo um grupamento metila em uma extremidade da molécula e
um grupamento CHCI, na outra extremidade.

O Esquema 16 apresenta uma representacao simplificada da redugdo eletroquimica do
TEC, a qual sumariza os resultados obtidos para este fairmaco nas eletrolises realizadas na

presenga do doador de protons.
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Esquema 16 - Seqiiéncia reacional global para a redugdo eletroquimica do TEC na presenga de um
doador de proétons.

Desta maneira, a irreversibilidade da redugao eletroquimica do TEC, aliada ao valor de
o significativamente menor do que 0,5, sugere que as transferéncias eletronicas envolvidas
para a reducdo eletroquimica do TEC ocorrem conjuntamente com a quebra das ligacdes
C-Cl. O fato de ter sido verificada transferéncia de apenas um elétron por ligagdo C-Cl sugere
que os radicais eletrogerados apds a quebra destas ligacdes sofrem reagdes quimicas, as quais
impedem a subseqiiente reducdo dos radicais aos respectivos carbanions. Em presenca do
doador de protons, foi verificado que os radicais eletrogerados sofrem reacdes de
hidrogenacdo, originando como unico produto o derivado desalogenado do TEC com elevado
rendimento. Na auséncia de um doador de prétons, os radicais eletrogerados podem abstrair
atomos de hidrogénio do sistema solvente/eletrolito, ou ainda sofrer reagdes de dimerizacio,
conduzindo a uma complexa mistura de produtos. Assim, de acordo com estes resultados,
pode-se propor a seqiiéncia reacional apresentada no Esquema 17 para a quebra redutiva de
uma das ligagdes C-Cl do TEC, sendo esta seqiiéncia valida também para as demais ligagdes

C-Cl deste farmaco.
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Esquema 17 - Seqiiéncia reacional para a quebra redutiva de uma das ligagdes C-Cl do TEC.

4.2d - Métodos eletroanaliticos para a determinac¢io de TEC

Os estudos visando o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para quantificacdo
do TEC foram realizados utilizando a mesma metodologia empregada para o FD. Para a
constru¢do das curvas analiticas e de adicdo de padrdo foi realizada a corre¢do de volume,
visando corrigir a dilui¢do sofrida pelo analito em fun¢do das sucessivas adigdes da solugdo
estoque de TEC. Os métodos eletroanaliticos foram desenvolvidos utilizando as técnicas de
LSV, DPV e SWV. Previamente ao desenvolvimento dos métodos voltamétricos para
quantifica¢do do TEC, foi realizado um estudo de otimizag@o dos parametros operacionais de
cada técnica voltamétrica empregada. Estes estudos foram realizados utilizando a mesma
metodologia e critérios adotados para o FD, ou seja, os estudos de otimizacdo foram
realizados de modo a se obter a maior intensidade do sinal analitico (maior valor de i,) sem
perda significativa de resolucdo (menor Wy5). Seguindo esta metodologia foram obtidos os
seguintes pardmetros otimizados: para LSV v = 100 mV s”'; para a DPV AE = 100 mV,
t, =50ms e v=20 mV s'l; para SWV AE = 75 mV, f = 100 Hz, ¢ AE; = 5,0 mV, estes
pardmetros equivalem a uma velocidade de varredura de 500 mV s™. Utilizando estes

parametros otimizados, foram registrados voltamogramas em diferentes concentracdes de
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TEC, os quais foram utilizados para a constru¢do de curvas analiticas. Estes voltamogramas
obtidos com as técnicas de LSV, DPV e SWV sao apresentados, respectivamente, na Figura
45, na Figura 46 e na Figura 47. Nestas figuras sdo apresentadas também as respectivas curvas

analiticas.

'1 50 B 8,0 1,0 2,0 3,0

-1
. CTEC / mmol IL

-2,4 -2,1 -1,8 -1,5
E/V vs. Ag/AgCI
sa
Figura 45 - Voltamogramas de varredura linear registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em

diferentes concentragdes de TEC. v =100 mV s™. (—) 0,0; (—) 0,3; (—) 0,6; (—) 1,0; () 1,5;
(—) 2,0; (—) 3,0 mmol L' de TEC. Curva analitica inserida.
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Figura 46 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L em
diferentes concentragdes de TEC. (—) 0,0; (—) 0,25; (——) 0,50; (—) 0,75; (——) 1,0; (—) 1,25;
(—) 1,5 mmol L' de TEC. Condigdes voltamétricas: AE = 100 mV, t,=5,0ms, v=20 mV s'. Curva
analitica inserida.
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Figura 47 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em
diferentes concentra¢des de TEC. (—) 0,0; (—) 0,25; (——) 0,50; (—) 0,75; (——) 1,0; (—) 1,25;
(—) 1,5 mmol L' de TEC. Condigdes voltamétricas: AE = 75 mV, f= 100 Hz, AE; = 5,0 mV. Curva
analitica inserida.

A Tabela 7 apresenta os parametros analiticos obtidos para as diferentes técnicas

voltamétricas estudadas.

Tabela 7 - Par@metros analiticos para a determinag¢do de TEC utilizando LSV, DPV e SWV.

Técnica . N
i,/ pA ¢ Crec/ mol L /mmolL"  /pAmol'L /molL"’ /mol L™
i,=-0,19+ 1,8 x 10* Crc,
LSV 0,25-3,0 1,8 x 10* 8,0x 107 7,5x 107
R =0,9997
i,=-0,36 +2,1 x 10* Crec,
DPV 0,1-1,8 2.1x 10 42x107° 50x 107
R =0,9988
i, =-0,04 + 6,8 x 10* Crc,
SWV 0,1-1,5 6,8 x 10* 1,8x 107 50x 107

R =0,9998

"L.R - Intervalo linear.

A Tabela 7 mostra que todas as técnicas voltamétricas apresentaram intervalos lineares
superiores a uma década de concentracdo. Os valores de S obtidos foram relativamente altos

para todas as técnicas voltamétricas investigadas. Estes resultados sugerem que estas técnicas
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apresentam grande potencialidade analitica para serem empregadas na determinagdo do TEC
em formulacdes farmacéuticas. Ao contrario do observado para o FD, verificou-se que para o
TEC a detectabilidade observada para todas as técnicas voltamétricas avaliadas encontra-se
abaixo do primeiro ponto da curva analitica. Neste caso, a detectabilidade corresponde a
menor concentragdo cujo sinal difere do branco, porém sem a definicdo de um pico
voltamétrico que permita uma determinagdo confiavel dos valores de 1,. Os pontos das curvas
analiticas sdo referentes a valores médios de trés medidas, em todos os casos, foram obtidos
valores de RSD menores do que 2,5 %, indicando que as técnicas voltamétricas apresentam
uma repetitividade adequada.

Os valores de LD encontrados foram da mesma ordem de grandeza,
independentemente da técnica utilizada, o que pode ser atribuido a irreversibilidade da
reducdo eletroquimica do TEC. Para sistemas totalmente irreversiveis, o desempenho
analitico da técnica de SWV ¢ apenas ligeiramente superior ao apresentado pela técnica de
DPV e ¢ devido unicamente as maiores velocidades de varredura permitidas pela técnica de
SWYV. Apesar do relativo sucesso das técnicas voltamétricas para a quantificagdo do TEC,
verifica-se que os valores de LD obtidos sdo relativamente altos. Verifica-se que os limites de
quantificacdo (3,3 x LD) sdo proximos a 10 mol L para todas as técnicas voltamétricas
investigadas. O desempenho analitico relativamente modesto das técnicas voltamétricas pode
ser atribuido ao fato de o TEC apresentar dois picos voltamétricos muito proximos e largos, o
que prejudica o seu perfil voltamétrico. Este efeito ¢ mais pronunciado em baixas
concentragdes, dificultando a aplicacdo das técnicas voltamétricas para a quantificacdo deste
farmaco.

Uma alternativa interessante para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos ¢ a
utilizacdo da detec¢do amperométrica em condi¢des hidrodindmicas. O emprego de condigdes
hidrodindmicas apresenta a vantagem de intensificar o transporte de massa do analito para a
superficie do eletrodo devido a convecgdo forgada, conseqiientemente, obtém-se um
acentuado incremento na resposta de corrente em relagdo a corrente obtida em condigdes
estaticas. Do ponto de vista analitico, o incremento de corrente em condi¢des hidrodinamicas
implica uma maior sensibilidade. Outra vantagem estritamente analitica apresentada pela
detec¢do amperométrica em condi¢gdes hidrodindmicas ¢ o menor tempo de andlise, uma vez
que ndo é necessario registrar um voltamograma completo. Esta vantagem se torna mais

evidente considerando, por exemplo, a técnica de DPV, na qual baixas velocidades de
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varredura devem ser empregadas. Assim, as vantagens analiticas inerentes a detec¢do
amperométrica em condigdes hidrodinamicas, tém permitido o desenvolvimento de
metodologias eletroanaliticas para a quantificacdo de diferentes farmacos em formulagdes
farmacéuticas [72 - 75].

Previamente a utilizagdo analitica da detecgdo amperométrica em condig¢des
hidrodinamicas, os parametros operacionais foram otimizados, isto foi realizado por meio da
técnica de voltametria de varredura linear em condi¢des hidrodindmicas, empregando um
eletrodo de disco rotatorio de carbono vitreo. A Figura 48 apresenta os voltamogramas de
varredura linear registrados na auséncia e na presenca de 1,0 mmol L™ de TEC em condi¢des

estaticas e hidrodinamicas com velocidade de rotacdo do eletrodo (w) de 500 rpm.

————————

27 24 21 18 15
E/Vvs. Ag/AgCI__

Figura 48 - Voltamogramas de varredura linear registrados em ACN/TBABF, 0,1 mol L.
(—) auséncia de TEC em condigdes estaticas, v =100 mV s'; (—) presenca de 1,0 mmol L de TEC
em condi¢des estaticas, v = 100 mV s™; () presenca de 1,0 mmol L' de TEC em condi¢des
hidrodinamicas, ® = 500 rpm e v =2,0 mV s

-600

A Figura 48 mostra que, em condi¢des hidrodindmicas com ® = 500 rpm, a corrente
obtida € cerca de quatro vezes maior do que a obtida em condi¢des estaticas. Este resultado
evidencia que a detec¢do amperométrica em condi¢des hidrodindmicas pode ser empregada na
quantificagdo de TEC fornecendo maior sensibilidade do que a técnica de voltametria de
varredura linear em condigdes estaticas. Na Figura 48 verifica-se também que um patamar de

corrente ¢ obtido a partir de —2,3 V vs. Ag/AgClg,, indicando que, a partir deste valor de
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potencial, um maximo de sinal de corrente ¢ obtido, portanto, o potencial de -2,3 V
vs. Ag/AgCl, foi adotado para as aplicacdes analiticas.

Foram registrados voltamogramas de varredura linear na presenga de 1,0 mmol L™ de
TEC em diferentes valores de o com a finalidade de se otimizar este parametro para as
posteriores aplicacdes analiticas. Os voltamogramas obtidos nestas condi¢des sdo

apresentados na Figura 49.
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Figura 49 - Voltamogramas de varredura linear registrados em ACN/TBABF, 0,1 mol L™ na presenca
de 1,0 mmol L' de TEC em diferentes valores de »; v=2,0 mV s™.

A partir dos valores de corrente limite (i.) obtidos dos voltamogramas apresentados na
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Figura 49, foi construido um grafico de Levich (ip vs. ® '), o qual ¢ apresentado na Figura 50.

Os valores de iy foram amostrados em —2,3 V vS. Ag/AgClg,.
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Figura 50 - Grafico de Levich obtido a partir dos voltamogramas apresentados na Figura 49.

O grafico de Levich mostrou-se linear no intervalo de 500 a 2000 rpm, segundo a
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equacdo: ip (LA) =73,2 + 9,7 o (rpm ), com coeficiente de correlagdo igual a 0,9987. A
partir de 2000 rpm observa-se um desvio negativo da linearidade. Este comportamento
evidencia a presenca de uma limitagdo cinética associada ao processo eletrodico [61]. Assim,
em altas rotagdes, a intensificagdo do transporte de massa ndo ¢ capaz de promover um
aumento de i, na mesma magnitude prevista pela equacado de Levich, pois, nestas condigdes, o
sistema passa a ser limitado pela cinética do processo eletrédico [61]. Este resultado ¢
concordante com a irreversibilidade da reducdo eletroquimica do TEC constatada nos estudos
voltamétricos. Observa-se também que o grafico de Levich apresentado na Figura 50
apresenta um coeficiente linear significativamente diferente de zero, o que pode ser atribuido
ao fato de os patamares obtidos serem, na realidade, uma somatdria de dois processos
eletrddicos distintos. Para os estudos analiticos, foi adotada a rotacdo de 2000 rpm, uma vez
que, como mostra a Figura 50, rotacdes maiores ndo fornecem um aumento significativo na
corrente.

Assim, apoOs a otimizacdo dos paradmetros operacionais (E = —2,3 V vs. Ag/AgClgy,
o = 2000 rpm), registrou-se um amperograma, no qual foram realizadas sucessivas adi¢oes de

TEC visando a constru¢do de uma curva analitica. O amperograma mostrando as sucessivas

adi¢des de TEC juntamente com a respectiva curva analitica € apresentado na Figura 51.
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Figura 51 - Amperograma registrado em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L'; E = 23 V
vs. Ag/AgCly, ® = 2000 rpm. (A) 2,5 x 107; (B) 7,5 x 107, (C) 1,7 x 10, (D) 3,6 x 10*,
(E)5,4x 10 (C) 7,2x 10*, (D) 8,9 x 10" mol L de TEC.

Para a construcdo da curva analitica, as correntes foram amostradas sempre 10 s apds a
formag¢do de cada patamar. Verificou-se uma relagdo linear entre | ¢ a concentracdo de TEC
no intervalo de 1,0 x 10° a 90 x 10* mol L' segundo a equagdo:
I (uA) = 0,71 + 3,63 x 10° Crgc (mol L) com coeficiente de correlagdo linear de 0,9995. O
valor de LD obtido foi 8,9 x 10® mol L, com S igual a 3,63 x 10° pA mol' L. A
detectabilidade obtida para a detec¢io amperométrica do TEC foi de 1,0 x 10”° mol L', uma
vez que menores concentragdes ndo forneceram qualquer resposta de corrente. Uma
comparagdo entre os parametros analiticos obtidos com a detec¢do amperométrica do TEC e
com as técnicas voltamétricas (Tabela 7) mostra que o inicio do intervalo de linearidade
obtido com a detec¢do amperométrica em condi¢cdes hidrodindmicas encontra-se em uma
concentracdo que ¢ aproximadamente dez vezes menor do que a observada para as técnicas
voltamétricas. Verifica-se também que a sensibilidade obtida com a deteccdo amperométrica €
cerca de dez vezes maior do que as obtidas com as técnicas de LSV e DPV; quando
comparada com a técnica de SWV o aumento da sensibilidade é de aproximadamente cinco
vezes. Assim, constata-se que a deteccdo amperométrica foi mais sensivel até mesmo do que a
SWV, a mais sensivel das técnicas voltamétricas. Em termos de LD, a deteccdo
amperométrica forneceu um valor aproximadamente dez vezes menor do que o obtido com a
técnica de LSV e ligeiramente menor do que o obtido com a SWV. Além de fornecer

melhores parametros analiticos do que os obtidos com as técnicas voltamétricas, a deteccio
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amperométrica apresenta a vantagem de requerer um menor tempo de andlise. Assim, a
comparagdo entre o desempenho analitico das técnicas voltamétricas e da deteccdo
amperométrica em condigdes hidrodindmicas, sugere que esta ultima seja mais apropriada
para o desenvolvimento de uma metodologia analitica para a quantificagdo do TEC.

Apesar desta observacdo, tanto as técnicas voltamétricas quanto a deteccdo
amperométrica em condi¢des hidrodinamicas foram empregadas para a quantificacdo do TEC
em uma formulacdo farmacéutica comercial, cujo teor nominal do fdrmaco ¢ de 500 mg por
comprimido. Para a determina¢cdo de TEC na formulacdo farmacéutica, cinco comprimidos
foram macerados, sendo o sélido resultante dissolvido em ACN e submetido a analise
empregando-se o método de adicdo de padrdo. A massa média dos comprimidos foi
determinada, sendo obtido o valor de 0,59187 g. Para a determinacdo de TEC pela técnica de
LSV uma massa de 0,0297 g do solido resultante foi dissolvida em 50 mL. de ACN/TBABF4
0,1 mol L, conduzindo a uma concentragdo nominal de TEC de 1,0 x 10 mol L. Aliquotas
de 10 mL desta solugdo foram transferidas para a célula eletroquimica e submetidas a analise
pelo método de adi¢do de padrdo. Para a determinagdo de TEC pelas técnicas de DPV e SWV
uma massa de 0,0297 g do solido obtido pela maceragdo dos comprimidos foi dissolvida em
100 mL de ACN/TBABF, 0,1 mol L™, conduzindo a uma concentracdo nominal de TEC de
50 x 10* mol L. Aliquotas de 10 mL desta solugio foram transferidas para a célula
eletroquimica e submetidas a andlise pelo método de adicdo de padrdo. Para a determinagdo
de TEC por meio de sua detec¢do amperométrica em condi¢des hidrodindmicas, uma massa
de aproximadamente 0,0120 g do sdlido resultante foi dissolvida em 1,0 mL de
ACN/TBABE; 0,1 mol L', conduzindo a uma concentracdo nominal de TEC de
aproximadamente 2,0 x 10” mol L™. Aliquotas de 200 pL desta solug¢io foram adicionadas a
célula eletroquimica contendo 20 mL de ACN/TBABF,4 0,1 mol L' e submetidas a andlise
pelo método de adi¢do de padrdo. As curvas voltamétricas relativas a amostra e as sucessivas
adicdes de padrdo, juntamente com as curvas de adi¢do de padrdo obtidas pelas técnicas de

LSV, DPV e SWV sido apresentadas, respectivamente, nas Figuras 52, 53 e 54.
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Figura 52 - Voltamogramas de varredura linear registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ a

100 mV s™'. (—) Amostra comercial. (---) Sucessivas adi¢des de 50 pL de uma solugio padrio de TEC
100 mmol L™ a 10 mL de solugdo. Curva de adigdo de padrio inserida.
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Figura 53 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™
(—) Amostra comercial. (---) Sucessivas adi¢cdes de 25 pL de uma solu¢do padrio de TEC

100 mmol L™ a 10 mL de solugdo. Condig¢des voltamétricas: AE = 100 mV, t, = 5,0 ms, v=20 mV s
Curva de adigfo de padrio inserida.
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Figura 54 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em ACN/TBABF,0,1 mol L™, (—) Amostra
comercial. (---) Sucessivas adi¢des de 25 uL de uma solugdo padrio de TEC 100 mmol L a 10 mL de
solucdo. Condigoes voltamétricas: AE =75 mV, =100 Hz, AE; = 5,0 mV. Curva de adi¢do de padrio
inserida.

O amperograma mostrando a resposta da amostra e das sucessivas adi¢cdes de padrio é

apresentado na Figura 55.
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Figura 55 - Amperograma registrado em ACN/TBABF, 0,1 mol L' mostrando a resposta
amperométrica da amostra comercial e das sucessivas adi¢des de 100 uL de um padrao de TEC
20 mmol L™ a 20 mL de solugio. E = 2,3 V vs. Ag/AgClg, ® =200 rpm. Curva de adi¢io de padrio
inserida.

Foi verificado que os voltamogramas registrados na presenga da amostra comercial

apresentaram perfil idéntico aos registrados em presenca do TEC puro para todas as técnicas
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voltamétricas investigadas. Este resultado indica que os excipientes presentes na formulagao
farmacéutica ndo interferem na determinagdo voltamétrica do TEC, mostrando que estas
técnicas podem ser empregadas com éxito na determinagdo deste farmaco em formulacdes
farmacéuticas. Tanto para as técnicas voltamétricas quanto para a amperométrica, foi
observado que as inclinacdes das curvas de adi¢do de padrio foram muito proximas as
inclinacdes da curva analitica. Este resultado confirma que a amostra comercial da formulagao
farmacéutica € isenta de efeitos de matriz, estando a curva de adi¢do de padrdo simplesmente
deslocada no eixo y em relagdo a curva analitica. Nesta situagdo, a simples interpolagdo do
ponto da amostra na curva analitica forneceria o exato valor de concentracdo, ndo sendo
necessaria a utilizagdo do método de adicdo de padrdo. Entretanto, a concordancia entre as
inclinagdes das curvas analiticas e de adi¢do de padrdo fornece uma prova importante da
auséncia de efeitos de matriz. Para todas as curvas de adicdo de padrdo, os pontos equivalem
ao valor médio de cinco determinagdes. Os valores de RSD obtidos para cada ponto foram
sempre menores do que 5,0 %, indicando uma boa repetitividade dos métodos eletroanaliticos
desenvolvidos. Os resultados da determina¢do do TEC na amostra comercial pelos diferentes
métodos analiticos desenvolvidos s@o apresentados na Tabela 8. O valor de corrente relativo a
primeira adicdo do padrdo do fiarmaco foi empregado para determinar a porcentagem de
recuperagdo do TEC na formulagdo farmacéutica, sendo as porcentagens de recuperagio

também apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da determina¢do de TEC na formulagdo farmacéutica comercial e dos estudos de
adi¢do e recuperacdo utilizando os diferentes métodos eletroanaliticos desenvolvidos.

Técnica Encontrado® Adicionado Recuperado e Recuperagao
mg / comprimido  /mol L™ /mol L / %
LSV 502 + 8 500x 10%  (5,02+0,13)x 10 0,34 100 + 4
DPV 496 + 11 2,50x10*  (2,56+0,11)x 10™ 1,2 102 +3
SWV 516+ 15 2,50x 10*  (2,51+0,10)x 10* 0,22 100 + 4
D.A* 518+ 16 1,00x 10* (0,99 +0,05)x 10* 045 99 +5

* Detec¢do Amperométrica. ®Média de cinco determinagdes. ‘tuiico = 2,78 (P = 0,05, 4 graus de
liberdade) [76]. Teste-t corresponde & comparaglo estatistica entre os valores adicionados Vs.
recuperados.



A. L. Santos Resultados e Discussdo 127

Os valores de t foram calculados para o caso de comparagdo entre uma média
experimental ¢ um valor conhecido, sendo este correspondente a concentragdo nominal da
primeira adicdo de padrdo. Nesta situa¢do o valor de t € calculado de acordo com a seguinte

equagdo [76]:

t

_ (7—21)\/5 3)

Onde: X representa o valor médio determinado experimentalmente; p representa o
valor conhecido; n é o numero de replicadas e s corresponde ao desvio padrdo obtido.

A Tabela 8, mostra que os teores de TEC determinados foram muito préximos ao
nominal para todos os métodos eletroanaliticos desenvolvidos. Assim, os resultados da
determinagdo do TEC na amostra comercial, indicam que esta se encontra dentro das
especificagdes em relagdo ao teor do principio ativo. Para todos os métodos eletroanaliticos
foram encontradas porcentagens de recuperacdo proximas a 100 %, confirmando a validade
dos métodos desenvolvidos para a determinagdo do TEC nesta amostra comercial. Os desvios
padrdo relativos dos valores recuperados variaram entre 2,6 e 5,0 % para os diferentes
métodos desenvolvidos, indicando que a repetitividade dos métodos desenvolvidos ¢
adequada. Os valores de t correspondentes & comparagdo estatistica entre o teor adicionado e
o recuperado ndo excederam o valor critico para nenhuma das técnicas estudadas, indicando
que ndo existem diferengas estatisticas entre os teores adicionados e recuperados. O fato do
valor de t ser sempre menor do que o valor critico mostra também que ndo s3o encontradas
evidéncias da presenca de erros sistematicos nos resultados obtidos pelos métodos
eletroanaliticos desenvolvidos. Apesar das menores sensibilidades apresentadas pelas técnicas
voltamétricas em relacdo ao método amperométrico, o elevado teor de analito na amostra
permitiu que tanto as técnicas voltamétricas quanto o método amperométrico pudessem ser
empregados com sucesso para a quantificacdo do TEC nesta formulagdo farmacéutica.
Entretanto ¢ importante ressaltar que apesar das vantagens da detec¢do amperométrica em
condigdes hidrodindmicas em termos de sensibilidade e tempo de andlise, esta técnica
apresenta grandes limitagdes quanto a seletividade, principalmente quando potenciais muito
negativos ou positivos sdo utilizados na deteccdo. Entretanto, em virtude da formulacdo
farmacéutica ser uma amostra relativamente simples, ndo apresentando outros componentes

eletroativos, a detec¢do amperométrica pode ser empregada com sucesso para a quantificacdo
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do TEC nesta amostra. Assim, os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que todos os
métodos eletroanaliticos desenvolvidos podem ser empregados com €xito na quantifica¢do de
TEC nesta amostra comercial, permitindo a determinacdo de maneira rapida, simples e com

custo instrumental relativamente baixo.

4.3 - Etofamida (ET)

A exemplo das outras duas dicloroacetamidas estudadas, a redu¢do eletroquimica da
ET foi estudada em ACN. Adicionalmente, a reducdo eletroquimica deste farmaco foi

estudada também em meio misto, utilizando a mistura ACN:tampao B.R. (40:60 v/v).

4.3a - Estudo da reducio eletroquimica da ET em meio de ACN

4.3a.1 - Experimentos voltamétricos

Para o estudo da reducgdo eletroquimica da ET sobre carbono vitreo em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L™, foram registrados voltamogramas ciclicos no intervalo de 0,0 V a
-2,8 V vs. Ag/AgClg, potencial no qual se observa o inicio do processo de descarga do
sistema solvente/eletrolito. A Figura 56 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados na
auséncia e na presenca de 1,0 mmol L de ET no intervalo de potencial de 0 a —2,6 V

vs. Ag/AgClg,, intervalo no qual sdo observados os picos voltamétricos relativos a ET.
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Figura 56 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L a 100 mV s
(---) Auséncia de ET. (—) Presenga de 1,0 mmol L™ de ET.

A Figura 56 mostra que a redugdo eletroquimica da ET envolve dois processos
eletrodicos. O primeiro origina um par de picos reversivel (picos 1c e 1a), cujo E,. encontra-
se em —1,0 V vs. Ag/AgClg,, enquanto o segundo processo origina um pico catodico (pico 2¢)
em —1,8 V vs. Ag/AgClg,, sem o correspondente pico anddico na varredura reversa.

De acordo com a literatura [49], em meio aprdtico, a redugdo eletroquimica do grupo
nitro envolve a transferéncia reversivel de um elétron gerando o anion-radical R-NO,*", o qual
¢ estavel em meio aprético. Assim, o par de picos lc e la pode ser atribuido a redugdo do
grupo nitro ao anion-radical e a reoxidacdo deste ao grupo nitro. Alguns trabalhos tém
mostrado a possibilidade de que, em meio aprotico, o anion-radical receba um segundo
elétron em uma transferéncia eletronica também reversivel, formando o correspondente
didnion R-NO;" [49,58]. Segundo estes trabalhos, na presenc¢a de impurezas eletrofilicas, o
pico voltamétrico correspondente a formac¢do do didnion assume o perfil de um pico
voltamétrico associado a um processo irreversivel, em virtude de o didnion sofrer um ataque
eletrofilico das impurezas do meio reacional. Alguns pesquisadores t€ém mostrado que a
reducdo eletroquimica do metronidazol em meio misto origina dois picos voltamétricos, um
de carater reversivel, correspondendo a formacdo do anion-radical e outro, de carater
irreversivel, correspondendo a reducdo do anion-radical a hidroxilamina (-NHOH) [52].
Assim, existe a possibilidade de que tanto o par de picos Ic e la quanto o pico 2¢ estejam
associados a redugdo eletroquimica do grupo nitro. Visando verificar esta hipdtese, foram

registrados voltamogramas ciclicos com interrup¢do da varredura em valores de potencial e
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tempo pré-definidos. Os voltamogramas ciclicos registrados nestas condi¢des sao

apresentados na Figura 57.

25 20 45 10 05 00
E/V vs. Ag/AgCI__

Figura 57 - Voltamogramas ciclicos registrados em ACN/TBABF, 0,1 mol L' a 100 mV s' em
presenca de 1,0 mmol L' de ET. (—) Sem interrupg¢do da varredura. (—) Interrupgdo por 5 s.
(—) Interrupg¢éo por 20 s.

A interrup¢do da varredura em um potencial imediatamente apos o potencial no qual
se observa um processo redox, causa um aumento da concentragdo do produto deste processo
na regido da interface eletrodo/solucdo desde que a varredura seja interrompida por intervalos
de tempo relativamente curtos evitando perdas por difusdo. Assim, a interrup¢@o da varredura
permite verificar se dois processos redox consecutivos sdo ou nio interdependentes. Caso o
processo ocorrendo em potenciais mais elevados esteja relacionado com a reducgdo ou a
oxidagdo do produto eletrogerado no primeiro processo, a interrupcao da varredura promovera
um significativo aumento da corrente observada para o segundo processo. A Figura 57 mostra
que a interrupcdo da varredura apds o pico 1c ndo causa alteracdes significativas nas correntes
observadas para o pico 2c¢, indicando que os dois processos ndo sdo interdependentes. Este
resultado indica que, nas condi¢des experimentais adotadas, ndo ¢ observada a formac¢do do
dianion (R-NO,") ou a reducdo do grupo nitro a hidroxilamina. O fato de ndo haver
dependéncia entre o pico lc e o pico 2c¢ indica que este ultimo estd associado a redugdo
eletroquimica de outro grupo funcional da molécula da ET e ndo ao grupo nitro. Em virtude

da similaridade do pico 2¢ com os picos voltamétricos associados a reducdo eletroquimica das
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outras duas dicloroacetamidas estudadas, ¢ muito provavel que este pico seja relativo a quebra
redutiva de ligacdes C-Cl.

Visando obter informag¢des adicionais sobre a redu¢do eletroquimica da ET, cada um
dos processos eletrddicos associados a este farmaco foi estudado individualmente. A Figura
58 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 1,0 mmol L™ de ET em
diferentes valores de v, sendo o intervalo de potencial restrito a regido na qual é observado o

par de picos Ic e la.
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Figura 58 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L™ em presencga de

1,0 mmol L' de ET em diferentes valores de v. (—) 20; (—) 50; (—) 100; (—) 200; (—) 300;

(—) 500 mV s .Inserido: grafico 1p VS. v

A partir dos valores de i, obtidos dos voltamogramas ciclicos apresentados na
Figura 58, foram construidos graficos de i, Vs. v'”? tanto para o processo catodico quanto para
o anodico. Verificou-se que estes graficos apresentaram um comportamento linear para ambos
os processos, indicando que os mesmos apresentam um controle difusional. Para o pico
catodico verificou-se uma linearidade segundo a equagdo: ip. (LA) = —1,4 v [(mV s,
com coeficiente de correlagdo linear igual a —0,9995. Para pico anddico, a linearidade entre iy,
e v obedece a seguinte equacdo: i, (LA) = 1,2 v'2 [(mV sH"], com coeficiente de
correlagdo linear igual a 0,9988. A Tabela 9 apresenta alguns parametros voltamétricos

obtidos em diferentes velocidades de varredura para o par de picos Ic e la.
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Tabela 9 - Parametros voltamétricos obtidos para o par de picos lc e la, referentes a redugdo
eletroquimica de 1,0 mmol L' de ET em ACN/TBABF, 0,1 mol L™".

172

v(mvs) Ex (V) EpEn(V) e

10 1,06 61 1,02 1,43

20 1,06 64 1,08 1,44

50 1,06 61 1,05 1,43

100 1,06 61 1,01 1,42

150 1,06 62 1,03 1,41
200 1,06 65 1,05 1,45

300 1,06 65 0,98 1,46

400 1,07 78 0,95 1,44

500 1,07 78 0,89 1,46

A Tabela 9 mostra o comportamento reversivel do processo redox estudado. Verifica-
se que os valores de E, ndo sofrem variagdes significativas com o aumento de v. O fato da
razao ipa/ipc ser sempre proxima a 1,0 independentemente da velocidade de varredura, bem
como a fung¢do corrente (ipc/vl/z) ser independente de v, indica que o processo eletrédico ndo é
acompanhado por reacdes quimicas acopladas [60,61]. Os valores obtidos para a diferenca
entre o potencial de pico catédico e o potencial de pico anddico (AE,) foram proximos a
59 mV, se afastando deste valor somente para as duas maiores velocidades de varredura
empregadas. Os valores obtidos para AE, sdo tipicos de uma transferéncia eletronica
reversivel envolvendo a transferéncia de apenas um elétron [60,61]. Assim, os resultados
apresentados na Tabela 9 sdo concordantes com o esperado para a reducgdo eletroquimica do
grupo nitro ao correspondente dnion-radical. Os valores da razao i,./ipc mostrados na Tabela 9
foram determinados segundo o método proposto por Nicholson [61], o qual utiliza a seguinte

equagio:
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[ i 0,485(i
'ﬁ: ( .pa)O + : (sp)O +0,086
Ipc Ipc Ipc

Onde: (i,,), corresponde a corrente anodica com relagdo ao zero (ndo corrigida) e

(ig,), corresponde a corrente em relagdo ao zero no potencial de inversdo da varredura.

A Tabela 9 apresentou evidéncias de que o processo eletrédico estudado (picos lc e
la) ndo ¢ acompanhado por reagdes quimicas acopladas. Visando a obtencdo de mais dados
experimentais que pudessem suportar esta observagdo, avaliou-se o comportamento do par de
picos lc e la frente a sucessivas varreduras de potencial, sendo os voltamogramas ciclicos

obtidos neste estudo apresentados na Figura 59.
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Figura 59 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ a 100 mV s™
em presenca de 1,0 mmol L™ de ET. (—) Primeiro ciclo. (—) Segundo ciclo. (—) Terceiro ciclo.

A Figura 59 mostra uma diminui¢@o inferior a 5,0 % nos valores de corrente do
primeiro para o segundo ciclo. Este comportamento é tipico de processos controlados por
difusdo sem componentes cinéticas ou processos adsortivos. Caso tais processos estivessem
presentes, seria observada uma queda significativamente maior nos valores de corrente do
primeiro para o segundo ciclo. Assim, os experimentos envolvendo sucessivas varreduras de
potencial forneceram resultados concordantes com aqueles apresentados na Tabela 9,
confirmando a auséncia de processos adsortivos ou reagdes quimicas acopladas a

transferéncia eletronica.
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A seqliéncia reacional apresentada no Esquema 10 mostra que varias etapas de
protonacdo estdo envolvidas na redugdo eletroquimica do grupo nitro em meio protico. Assim,
o comportamento voltamétrico da ET foi estudado na presenga de acido acético (HAc), o qual
atua como doador de prétons, sendo, portanto, capaz de promover as etapas de protonagdo
apresentadas no Esquema 10. A Figura 60 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados

em presenca de 1,0 mmol L' de ET em diferentes concentracdes de HAc.
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Figura 60 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ a 100 mV s™
em presenca de 1,0 mmol L™ de ET. (—) 0,0; (—) 0,5; (—) 1,0 (—) 5,0; (—) 10 mmol L' de HAc.

A Figura 60 mostra que a presenca de 0,5 ou 1,0 mmol L™ de HAc provoca um
desdobramento do pico catddico, sendo observada a formagao de um pré-pico em potenciais
mais positivos que o observado para o pico original. Verifica-se também uma queda nos
valores de 1,, com o aumento da concentragdo de HAc. Para concentragdes de HAc maiores
do que 1,0 mmol L™, observa-se o completo desaparecimento do pico anddico e a fusdo dos
picos desdobrados em um novo pico catddico de maior intensidade, o qual sistematicamente
desloca-se para potenciais mais positivos com o aumento da concentracio de HAc. O
desaparecimento do pico anddico (1a) para concentra¢des de HAc superiores a 1,0 mmol L™
deve-se as sucessivas reacdes de protonagdo acopladas as transferéncias eletronicas, as quais
consomem rapidamente o anion-radical, evitando sua reoxidag¢do na varredura reversa. O
desdobramento observado na Figura 60 para as menores concentragdes de HAc tem sido
observado na literatura para a reducgdo eletroquimica de compostos nitroaromaticos [49,77].

Este comportamento tem sido atribuido a uma reacdo de pré-protonacdo do grupo nitro.
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Assim, o pré-pico estaria associado a reducdo eletroquimica do grupo nitro protonado e o pico
principal seria referente a reducdo eletroquimica do grupo nitro livre. Na presenca de maiores
concentragdes do doador de protons, o grupo nitro estaria praticamente todo na forma
protonada, originando um unico pico voltamétrico relativo a reducdo desta espécie a
hidroxilamina. Este ultimo processo envolve a transferéncia de quatro elétrons, o que ¢
responsavel pelo aumento da intensidade do pico voltamétrico em relacdo ao observado na
auséncia do doador de protons.

A Figura 60 mostra que tanto E, e quanto i, do pico la sofrem variagdes com a
concentragdo de HAc, sendo observada uma dependéncia linear entre E, e o logaritmo da
concentragdo de HAc segundo a equagdo: E, (V) = 0,75 — 0,091 log Cyac (mol L"), com
coeficiente de correlacdo linear igual a —0,9931. Este comportamento confirma a existéncia de
etapas de protonacdo acopladas as etapas eletroquimicas, o que ¢ concordante com a
seqiiéncia reacional apresentada no Esquema 10. A variacdo de 1, em func¢do da concentracdo

de HAc ¢ apresentada na Figura 61.
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Figura 61 - Variacdo de i, em fun¢do da concentragdo de HAc.

A Figura 61 mostra um aumento acentuado de i, com a concentracdo de HAc até
0,01 mol L', a partir desta concentragdo, verifica-se que os valores de 1, permanecem
praticamente constantes. Assim, constata-se que 0,01 mol L'de HAc ¢ suficiente para

promover todas as etapas de protonag¢do envolvidas no processo eletrddico, portanto, um
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aumento na concentra¢do do doador de protons ndo causa um aumento no nimero de elétrons,
conseqiientemente, a corrente permanece praticamente constante.

De acordo com a literatura [56-58], o grupo hidroxilamina proveniente da redu¢do do
grupo nitro em meio protico pode ser oxidado ao grupo nitroso em um processo reversivel
envolvendo a transferéncia de dois elétrons (Esquema 11). A Figura 62 apresenta os
voltamogramas ciclicos registrados em presenca de 2,0 mmol L™ de ET, na auséncia e na
presenca de HAc. Nestes voltamogramas ciclicos o limite anddico foi estendido a valores

suficientemente positivos para que a oxidacdo da hidroxilamina pudesse ser visualizada.
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Figura 62 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L em presenca de
2,0 mmol L de ET, v=100 mV s™. (---) Auséncia de HAc. (—) Presenca de 0,1 mol L™ de HAc.

A Figura 62 mostra que o voltamograma ciclico registrado em presenga de ET sem a
adi¢do de HAc apresenta somente o par de picos relativo ao grupo nitro. A adicdo de HAc
causa um aumento do pico catddico referente a redugdo do grupo nitro e o desaparecimento
do pico anoddico na varredura reversa, conforme discutido anteriormente. Além disso, na
presenca do doador de protons observou-se o aparecimento de um novo par de picos, cujo E,,
¢ igual a +0,35 V vs. Ag/AgCl,. Este resultado é concordante com a oxidacdo da
hidroxilamina ao derivado nitroso, € mostra que, em presenca de um doador de prétons, o
grupo nitro ¢ reduzido a hidroxilamina.

Desta forma, o conjunto de resultados obtidos tanto em meio aprdtico quanto na
presenca de HAc confirma que o primeiro processo da reducdo eletroquimica da ET estd, de

fato, associado a redugo do grupo nitro presente na molécula do farmaco.
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Apos o estudo do primeiro processo da redugdo eletroquimica da ET, o segundo pico
catodico (pico 2¢ da Figura 56) foi estudado empregando-se a mesma metodologia adotada
para o par de picos lc e la. A Figura 63 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados na
auséncia e na presenca de 1,0 mmol L™ de ET, sendo o intervalo de potencial limitado &

regido na qual se observa o pico 2c.
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Figura 63 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L a 100 mV s
(---) Auséncia de ET. (—) Presenca de 1,0 mmol L™ de ET.

Verifica-se que o pico catddico observado em presenca de ET ndo apresenta o
correspondente pico anodico na varredura reversa, indicando que este pico estad relacionado a
uma transferéncia eletronica irreversivel ou que o processo eletrodico € seguido por reacdes
quimicas acopladas. Foi verificada uma relacdo linear entre i, e v'”2, segundo a equagio:
i, (WA) = 1,73 v'? [(mV s, com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9976,
mostrando que o processo estudado ¢ controlado por difusdo. Os pardmetros voltamétricos

obtidos para o pico 2c nas diferentes velocidades de varredura estudadas sdo apresentados na
Tabela 10.
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Tabela 10 - Pardmetros voltamétricos obtidos para o segundo pico voltamétrico relativo a reducéio da
de 1,0 mmol L' de ET em ACN/TBABF, 0,1 mol L™

v(mvs?) ip (LA) —Ep (V) i,/ V"2 (UA/(mV s™)"?)
20 8 1,82 1,68
50 12 1,85 1,68
100 18 1,88 1,68
150 22 1,91 1,70
200 25 1,92 1,74
300 27 1,92 1,72
400 29 1,93 1,69
500 34 1,94 1,72

A Tabela 10 mostra um deslocamento de E, para valores mais negativos com o
aumento da velocidade de varredura. Observa-se também que a fung¢do corrente permanece
praticamente constante independentemente da velocidade de varredura. Além disso, a
auséncia do correspondente pico anddico foi observada em todas as velocidades de varredura
estudadas (10 a 500 mV s™) e também pela técnica de SWV. De acordo com as equagdes 1 e
2, para um processo totalmente irreversivel, os graficos de E, vs. In i, € E; vs. In v devem ser
lineares, sendo que seus coeficientes angulares fornecem o valor do produto oan.. Foi
verificado que ambos os graficos apresentaram um comportamento linear, confirmando a
irreversibilidade do segundo processo de reducdo eletroquimica da ET. Para o grafico de
E, vs. In i, foi obtida a seguinte equacdo: E, (V) = -2,76 — 0,080 In [i, (A)], com coeficiente
de correlacdo linear igual a —0,9966. Para o grafico de E, vs. In v a linearidade obedece a
seguinte equagdo: E; (V) =-1,98 — 0,041 In [v (V s1)], com coeficiente de correlagio linear
igual a —0,9962. Verifica-se que o coeficiente angular do grafico de E, vs. In 1, € o dobro do
coeficiente angular do grafico de E, vs. In v, conforme previsto pelas equagdes 1 e 2. Os
coeficientes angulares encontrados para estes graficos correspondem a um produto
ane = 0,32. Assim como observado para o TEC, verifica-se que a redugdo eletroquimica da

ET apresenta um valor de o significativamente menor do que 0,5. Este resultado ¢
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concordante com uma transferéncia eletronica seguida por quebra de ligacdo [39]. Desta
forma, a similaridade do perfil e do valor de E, do pico 2c com o observado para as outras
dicloroacetamidas estudadas, sugere que este pico esteja relacionado a quebra redutiva das
ligagdes C-Cl da molécula da ET.

Foram registrados voltamogramas ciclicos da ET em presenca de um doador de
protons, estendendo-se o limite catddico, sendo estes voltamogramas ciclicos apresentados na

Figura 64.
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Figura 64 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em presenca de
1,0 mmol L™ de ET, v =100 mV s™. (---) Auséncia de HAc. (—) Presenga de 0,1 mol L™ de HAc.

A Figura 64 mostra que o pico 2¢c ndo sofre qualquer alteracdo com a adi¢do da
espécie doadora de protons, indicando que ndo ocorrem reagdes de protonagdo acopladas as
etapas eletroquimicas. Este comportamento ¢ concordante com o observado na literatura para
a quebra redutiva de ligagoes C-X, processo que, segundo a literatura, ndo envolve etapas de
protonagdo [71,78].

Assim, o fato do pico 2¢ ser um processo irreversivel, independente do pico la e da
presenca de doador de prétons, aliado ao seu valor de E, e ao fato de apresentar o
significativamente menor do que 0,5 indica que este pico esteja associado a quebra redutiva

de ligagdes C-Cl, assim como o observado para as outras duas dicloroacetamidas estudadas.
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4.3a.2 - Eletrdlises a potencial controlado

As eletrolises da ET foram realizadas em triplicata, sendo eletrolisados 15 mL de uma
solugio 2,0 mmol L™ do farmaco. Estas eletrolises foram realizadas aplicando-se —2,1 V
vs. Ag/AgClgy, visando determinar o numero total de elétrons transferidos na redugdo
eletroquimica da ET. As curvas amperométricas relativas a estas eletrélises sdo apresentadas

na Figura 65.
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Figura 65 - Curvas amperométricas obtidas para a eletrélise de 2,0 mmol L' de ET em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L' E= -2,1 V vs. Ag/AgClgy. Veletrotisado = 15 mL. Eletrodo de trabalho: placa
de carbono vitreo com 2 x 2 cm.

A integracdo das curvas amperométricas forneceu um valor médio de carga, ja
descontada a carga residual, igual a 14,3 + 0,3; correspondendo a um nimero de elétrons
transferidos por mol de farmaco igual a 4,9 + 0,2. Este nimero de elétrons sugere a quebra
redutiva das duas ligagdes C-Cl da ET, envolvendo quatro elétrons e a reducdo do grupo nitro
gerando o anion-radical envolvendo 1 elétron. Apds estas eletrolises verificou-se o completo

desaparecimento dos picos voltamétricos relativos a ET, conforme mostra a Figura 66.
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Figura 66 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L,
v=100mV s™. (-—-) Antes da eletrélise; Cpr = 2,0 mmol L. (—) Ap0s a eletrélise.
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O voltamograma ciclico registrado apo6s as eletrdlises mostrou tanto o
desaparecimento do pico atribuido a quebra redutiva das ligagdes C-Cl quanto do pico relativo
ao grupo nitro. Este resultado demonstra que o anion-radical R-NO;* eletrogerado também ¢
consumido durante as eletrolises, provavelmente via etapas quimicas e ndo eletroquimicas.

Ao contrario do observado para as outras dicloroacetamidas, verificou-se que o
voltamograma ciclico registrado no sentido anddico apods as eletrolises da ET ndo apresenta o

pico voltamétrico relativo a oxidagdo do cloreto, conforme mostra a Figura 67.
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Figura 67 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L,
v=100mV s™. (-—) Antes da eletrélise; Crr = 2,0 mmol L. (—) Apds a eletrélise.
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A auséncia do pico voltamétrico relativo a oxidagdo do cloreto foi observada nas trés
eletrolises realizadas e, a principio, sugere que a reducgdo eletroquimica da ET ndo envolve
quebra de ligagdes C-Cl. Entretanto, isto é pouco provavel considerando os resultados obtidos
nos estudos voltamétricos ¢ a semelhanga estrutural entre a ET e as outras dicloroacetamidas
estudadas.

Foram realizadas eletrélises da ET em presenca de 0,1 mol L' de HAc. Estas
eletrolises também foram realizadas em meio de ACN/TBABF,, sendo eletrolisados 15 mL de
uma solugdo 2,0 mmol L™ de ET. A Figura 68 apresenta as curvas amperométricas referentes
as eletrolises da ET em presenca de 0,1 mol L' de HAc, sendo estas eletrdlises realizadas
aplicando-se —1,1 V vs. Ag/AgClg, potencial ligeiramente mais negativo do que o E, do

primeiro processo relativo a reducao eletroquimica da ET.
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Figura 68 - Curvas amperométricas relativas as eletrolises de 2,0 mmol L' de ET em meio de
ACN/TBABF, 0,1 mol L' contendo 0,1 mol L' de HAc. E = -1, V vs. Ag/AgClg,.

Veletrolisado = 15 mL. Eletrodo de trabalho: placa de carbono vitreo com 2 x 2 cm.

Apos subtrair a carga residual, o valor médio de carga referente a eletrolise da ET foi
de 11,9 + 1,0, correspondo a 4,1 + 0,2 elétrons transferidos por mol de ET. Este numero de
elétrons ¢ concordante com a redugdo do grupo nitro a hidroxilamina. A Figura 69 apresenta

os voltamogramas ciclicos registrados antes e apos estas eletrdlises.
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Figura 69 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em presenca de
2,0 mmol L™ de ET contendo 0,1 mol L™ de HAc, v =100 mV s'. (---) Antes da eletrdlise. (—) Apds
a eletrolise.

A Figura 69 mostra que apds a eletrolise em —1,1 V vs. Ag/AgCly, o pico
voltamétrico relativo a reducdo do grupo nitro desaparece completamente, enquanto o pico
voltamétrico atribuido a quebra de ligacdes C-Cl permanece inalterado. Este resultado
confirma que ambos os processos ndo sdo interdependentes. As solu¢des submetidas as
eletrélises em —1,1 V vs. Ag/AgCly, foram submetidas a uma nova eletrdlise realizada em
-2,1 V vs. Ag/AgClg,. Estas eletrdlises forneceram um valor médio de carga de 12,1 + 0,3 C,
correspondendo a um numero de elétrons transferidos por mol de farmaco igual a 4,1 + 0,1. O
numero de elétrons encontrado ¢ concordante com a quebra das duas ligacdes C-Cl da
molécula de ET. Apds a realizagdo destas eletrolises, verificou-se o completo
desaparecimento do pico com E, = —-1,8 V vs. Ag/AgClg,, indicando o completo consumo do

farmaco, conforme apresentado na Figura 70.
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Figura 70 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ contendo
0,1 mol L™ de HAc, v =100 mV s™'. (—) Antes e (—) apés a eletrolise em —2,1 V vs. Ag/AgClg,.

A Figura 71 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados antes e apds as eletrolises
realizadas em ambos os potenciais. Nestes voltamogramas ciclicos, o limite anddico foi

estendido de modo que a oxida¢do da hidroxilamina pudesse ser visualizada.

N
o
T

I/ pA

10 05 00 05 10
E /V vs. Ag/AgCI_

t

Figura 71 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L' contendo
0,1 mol L' de HAc, v = 100 mV s™. (—) Antes da eletrdlise; Cer = 2,0 mmol L. (—) Apds a
eletrolise em —1,1 V vs. Ag/AgClg,. (—) Apos a eletrdlise em —2,1 V vs. Ag/AgClyy.

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 71 mostram que o produto
eletrogerado na eletrdlise realizada em -1,1 V vs. Ag/AgCly, apresenta o grupo

hidroxilamina. Apos a eletrdlise realizada em —2,1 V vs. Ag/AgCls,, ndo se observa variagao
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significativa no pico relativo a oxida¢do da hidroxilamina, sugerindo que este grupo
permanece inalterado durante esta eletrolise. Este resultado sugere que, nas condicdes
experimentais adotadas, ndo ocorre a redu¢do completa do grupo nitro a amina. Os
voltamogramas ciclicos registrados no intervalo de 0,0 a +2,9 V ap0s a realizag@o da eletrdlise
em presenca de 0,1 mol L de HAc aplicando-se —2,1 V também ndo apresentaram o pico

voltamétrico referente a oxidacao do cloreto.
4.3a.3 - Identificagdo dos produtos de eletrolise da ET

O espectro de H-RMN do padrdo de ET € apresentado na Figura 72A e B, sendo as

integrais expressas em termos do numero de hidrogénios.
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Figura 72 - Espectro de H-RMN da ET em CDCls;. 300 MHz. Massa de ET igual a 10 mg.

A Figura 73 apresenta a estrutura molecular da ET explicitando seus hidrogénios

aromaticos.



A. L. Santos Resultados e Discussio 147

N Cl
a J ; :
b a (o) Cl
d c
b
O,N e}
d c

Figura 73 - Estrutura molecular da ET explicitando seus hidrogénios aromaticos.

Baseado na estrutura molecular da ET, o espectro de H-RMN apresentado na Figura
72 foi interpretado da seguinte maneira: & (ppm, 300 MHz, CDCl;): 1,21 (3H, t, J = 6,9 Hz,
OCH,CHj3); 3,47 — 3,67 (12H, m, OCH,CH3 e OCH,CH)N); 4,7 (1,6H, s ArCH,N, 80 %);
4,89 (0,4H, s, ArCH,N, 20 %); 6,22 (0,2H, s, CHCl,, 20 %); 6,88 (0,8 H, s, CHCl,, 80 %);
7,02 (2H, d, J=9,0 Hz H,); 7,06 (2H, d, J = 8,4 Hz H,); 7,32 (2H, d, J = 8,4 Hz Hy); 8,21 (2H,
d, J = 9,0 Hz Hy). O espectro da ET evidencia a presenga de isOmeros assim como o
observado para o TEC, a proporg¢do entre os isdmeros também foi de 80:20 %.

Assim como para os outros farmacos estudados, a eficiéncia do procedimento de
extragdo foi avaliada também para a ET. Para isto preparou-se 15 mL de uma solugdo
contendo 20 mg do farmaco em ACN/TEABr 0,1 mol L, o que equivale a uma concentra¢io
de ET igual a 3,1 mmol L. Esta solugdo foi submetida ao procedimento de extragio, sendo
verificada uma recuperagdo de 85 %. O espectro de H-RMN obtido para este residuo foi
idéntico ao obtido para o padrdo do farmaco e isento de sinais associados ao eletrdlito de
suporte ou a solventes utilizados na extra¢do, confirmando a eficiéncia do procedimento
adotado. Assim como observado para as outras duas dicloroacetamidas, verificou-se que
ambos o0s processos eletrodicos associados a redugdo da ET ndo sofreram alteragdes
significativas substituindo-se o TBABF4 por TEABr. Assim, os produtos identificados
utilizando TEABr como eletrdlito de suporte devem ser representativos daqueles obtidos em
TBABF,.

As eletrolises da ET foram realizadas utilizando a célula eletroquimica apresentada na

Figura 3, sendo eletrolisados 25 mL de uma solugdo 2,5 mmol L™ de ET, o que corresponde a
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27 mg do farmaco. As curvas amperométricas obtidas nestas eletrélises foram concordantes
com as obtidas previamente, fornecendo o mesmo nimero de elétrons transferidos por mol do
farmaco. Os voltamogramas ciclicos registrados apds estas eletrolises mostraram o total
desaparecimento dos picos voltamétricos relativos a ET, indicando o completo consumo do
farmaco durante as eletrolises. O espectro resultante da analise da fase organica da extragdo

da solugdo eletrolisada ¢ apresentado na Figura 74.

6.
1.189

7.009
7.003
3.532

Y

LU I L L L L L L L L I U L L WAL B B L
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Figura 74 - Espectro de H-RMN do residuo obtido apds extragdo da solugdo de ET eletrolisada em
ACN/TEABr 0,1 mol L. 300 MHz em CDCl;.

O espectro apresentado na Figura 74 é complexo e sugere uma mistura de produtos.
Neste espectro ndo sdo observados sinais relativos aos grupamentos CHCl,. A massa de
residuo obtido foi de apenas 3 mg, sendo que a analise da fase aquosa ndo revelou a presenga
de nenhum sinal além de residuos de solventes utilizados na extragdo. Assim, por meio do
espectro apresentado na Figura 74 ndo € possivel identificar nenhum produto eletrogerado. Os
estudos por CCD também ndo forneceram informacdes adicionais sobre a quantidade de
produtos eletrogerados, uma vez que utilizando tanto acetato de etila quanto a mistura acetato
de etila:éter de petroleo (1:1 v/v) como fase mével, foi observada uma mancha cromatografica
difusa que se espalhou ao longo da placa cromatografica. Esta mancha, provavelmente, esta

associada a uma série de produtos de eletrolise.
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O fato de em -2,1 V vs. Ag/AgCls, dois pontos da molécula sofrerem reducdo
simultaneamente poderia ser o responsavel pelas drasticas alteragdes da molécula da ET.
Assim, foi realizada uma eletrolise nas mesmas condig¢des, porém aplicando-se —1,1 V
vs. Ag/AgClg,, potencial suficiente para promover apenas a redugdo do grupo nitro. A curva
amperométrica relativa a esta eletrolise mostrou um comportamento particular, sendo
observado que a corrente permaneceu praticamente constante ao longo do tempo nao
apresentando o decréscimo exponencial tipico. Esta eletrdlise foi interrompida apos a
obtencdo de uma carga correspondente ao dobro da carga esperada considerando que o
primeiro processo envolve apenas um elétron. O tempo necessario para que esta carga fosse
atingida foi de aproximadamente 30 min. A Figura 75 apresenta os voltamogramas ciclicos

registrados antes e apos esta eletrdlise.
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Figura 75 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio de ACN/TEABr 0,1 mol L, v=100 mV s™.
(---) Antes da eletrdlise; Cgr = 2,5 mmol L. (—) Apds a eletrélise.

A Figura 75 mostra que apos a eletrdlise ainda pode-se observar os picos
voltamétricos relativos ao grupo nitro, embora estes tenham diminuido de intensidade. Para o
segundo pico voltamétrico verifica-se uma diminui¢do ainda mais acentuada, sugerindo que,
mesmo nesta eletrdlise houve quebra das ligagdes C-Cl, o que foi confirmado pelo espectro de

H-RMN apresentado na Figura 76.
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Figura 76 - Espectro de H-RMN do residuo obtido apds extracdo da solucdo de ET eletrolisada em
ACN/TEABr 0,1 mol L™ aplicando-se —1,1 V. 300 MHz em CDCls.

O espectro apresentado na Figura 76 ¢ relativamente complexo e ndo permite uma
identificacdo precisa dos produtos eletrogerados. Neste espectro pode-se observar alguns
sinais concordantes com os da molécula da ET, mostrando que parte da molécula permanece
inalterada apds a eletrolise. Assim, verifica-se que ndo houve alteragdes significativas nos
sinais dos hidrogénios aromaticos, do grupamento OCH,CH; e do grupamento Ar-CH,.
Entretanto, verifica-se alteragdes consideraveis nos sinais relativos aos grupamentos
OCH,CHj3; e NCH,CH,. Um aspecto interessante deste espectro € a auséncia completa do sinal
relativo ao grupamento CHCl,, confirmando a quebra das ligagdes C-Cl mesmo na eletrdlise
realizada em potenciais mais positivos. Entretanto, no potencial utilizado nesta eletrdlise, o
grupo CHCI, aparentemente ndo é reduzido a metila, mas sim ao grupamento CH,Cl o qual
seria responsavel pelo singleto observado em 3,98 ppm. Este resultado indica a presenca de
um efeito catalitico promovido pelo anion-radical R-NO,*". Assim, o anion-radical transfere
seu elétron para uma ligacdo C-Cl de uma outra molécula de ET, quebrando esta ligacdo e se
reoxidando. Apos a oxidag¢do do anion-radical ao grupo nitro, este ¢ imediatamente reduzido
novamente ao anion-radical, dando continuidade ao ciclo catalitico. Este ciclo catalitico ¢
concordante com o perfil observado na curva amperométrica, como o grupo nitro ¢

continuamente reduzido e reoxidado na interface eletrodo/solugdo, sua concentragdo
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permanece praticamente inalterada ao longo do tempo, conseqiientemente, a corrente
permanece também constante ao longo do tempo. A presenga deste efeito catalitico mostra
que nas eletrdlises realizadas em -2,1 V vs. Ag/AgCls, vdarios processos ocorrem
simultaneamente. Assim, neste potencial, provavelmente, ocorre a quebra de ligagdes C-Cl
diretamente sobre a superficie eletrodica e também catalisada pelo grupo nitro.

A massa de residuo obtida nesta extracdo foi de 14 mg, sugerindo que os produtos
eletrogerados apresentem certa semelhanca estrutural com a ET. O espectro de
H-RMN relativo a fase aquosa ndo apresentou nenhum sinal além daqueles referentes a
solventes utilizados na extracdo. As andlises por CCD para esta eletrolise também
apresentaram grande nimero de manchas cromatograficas. Utilizando acetato de etila como
fase movel, foram obtidas cinco manchas, uma permaneceu na origem € as outras quatro
apresentaram Ry = 0,31; 0,34; 0,60 e 0,76; sendo o Ry da ET nesta placa cromatografica igual
a 0,83. Utilizando a mistura acetato de etila:éter de petréleo (1:1 v/v) também foram obtidas
cinco manchas, uma na origem e as outras quatro com Ry = 0,03; 0,30; 0,49; 0,56; sendo o R¢
da ET igual a 0,70. Assim, os estudos por CCD, demonstraram que mesmo para a eletrdlise
realizada em potencial mais positivo, continua a ser obtida uma complexa mistura de produtos
de eletrdlise.

Visando a obtencdo de informag¢des adicionais sobre a redugdo eletroquimica da ET,
foram realizadas eletrdlises no potencial relativo ao primeiro pico da ET na presenca de
0,1 mol L' de HFP. Estas eletrdlises forneceram uma carga média, ja descontada, a carga
residual de 24,8 C, correspondendo a 4,1 + 0,1 elétron por mol de ET. Assim, o numero de
elétrons obtido € concordante com a redugdo do grupo nitro a hidroxilamina, sendo este
resultado também concordante com os resultados obtidos previamente. Os voltamogramas
ciclicos registrados apds estas eletrolises mostraram o completo desaparecimento do pico
relativo a redug@o do grupo nitro enquanto o pico atribuido a quebra redutiva das ligagdes
C-Cl permaneceu inalterado. O espectro de H-RMN relativo a andlise da fase orgénica
proveniente desta eletrdlise é apresentado na Figura 77. Neste espectro as integragdes sio

relativas ao namero de hidrogénios.
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Figura 77 - Espectro de H-RMN do residuo obtido apds extragdo da solugdo de ET eletrolisada em
ACN/TEABr 0,1 mol L, aplicando-se —1,1 V vs. Ag/AgCly, em presen¢a de doador de prétons.
300 MHz em CDCls.

O espectro apresentado na Figura 77 apresenta desdobramentos incomuns dos sinais,
sugerindo a presen¢a de diferentes isdmeros. De modo geral, observa-se que o espectro
assemelha-se muito ao espectro do padrdo de ET. A tnica alteracdo observada estd nos sinais
relativos aos hidrogénios aromaticos, indicando alguma alteracdo estrutural em algum dos
anéis benzénicos. Este resultado sugere que a unica alteracdo na molécula da ET promovida
pela eletrdlise foi a conversdo do grupo nitro a hidroxilamina. A visualizagdo do sinal relativo
ao OH da hidroxilamina ¢ dificultada em virtude do sinal de hidroxilas poder variar em um
amplo intervalo de 0, em funcdo da concentragcdo da espécie ou da presenca de dgua residual
na amostra. O singleto largo entre 1,6 e 2,0 ppm, cuja integragdo fornece 0,8 H ¢ um forte
indicio da formacdo da hidroxilamina. O sinal do hidrogénio referente ao grupamento N-H da
hidroxilamina ¢ igualmente dificil de ser visualizado. Assim, o espectro apresentado na
Figura 77 fornece apenas indicios da formacdo da hidroxilamina. Os estudos por CCD
mostraram uma unica mancha cromatografica utilizando tanto acetato de etila como a mistura
acetato de etila:éter de petroleo (1:1 v/v) como fase moével, sendo obtidos, respectivamente,
R¢=0,71 € 0,69, sendo o Rfda ET em ambas as fases movel, respectivamente: 0,81 ¢ 0,70. A

confirmagdo da preseng¢a do grupo hidroxilamina nos produtos de eletrdlise foi obtida pela
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técnica de voltametria ciclica. Foi registrado, apds a eletrolise na presenga do doador de
prétons, um voltamograma ciclico estendendo-se o limite anodico. Neste voltamograma,
pode-se visualizar o par de picos referente a oxidag@o da hidroxilamina a seu derivado nitroso.

Visando identificar o produto da redu¢do completa da ET em presenca do doador de
prétons, foram realizadas eletrdlises em —2,1 V vs. Ag/AgClg,. Entretanto, o espectro de
H-RMN obtido também se mostrou complexo e os estudos por CCD também apresentaram
manchas cromatograficas difusas ao longo das placas cromatogréficas, utilizando ambas as
fases moveis. Diante deste resultado, optou-se por realizar a redugdo completa da ET em
etapas. Primeiramente, a solugdo foi eletrolisada em —1,1 V vs. Ag/AgClg, e, ap6s o final
desta eletrolise, aplicou-se —2,1 V vs. Ag/AgClg,. Estas eletrdlises forneceram um nimero
médio de 4 elétrons por mol do fadrmaco para ambos os processos. O espectro de H-RMN

relativo a fase organica desta eletrdlise € apresentado na Figura 78.
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Figura 78 - Espectro de H-RMN do residuo obtido apds extragdo da solugdo de ET eletrolisada em
ACN/TEABr 0,1 mol L, aplicando-se consecutivamente —1,1 V e —2,1 V em presenca de doador de
prétons. 300 MHz em CDCl;.

O espectro apresentado na Figura 78 também ¢ relativamente complexo e ndo permite
a identificagdo precisa de nenhum produto eletrogerado. Entretanto, neste espectro verifica-se

o completo desaparecimento do sinal relativo ao grupamento CHCI, e o aparecimento de dois
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singletos em 2,18 e 2,26 ppm, os quais estdo associados a metila do grupamento NCOCHj3.
Assim, embora o espectro apresentado na Figura 78 ndo permita a identificagdo precisa de
nenhum produto, ele mostra que durante as eletrdlises da ET ocorreu a quebra de ligacdes
C-Cl da molécula do farmaco, originando os grupamentos NCOCH3;. Verifica-se ainda neste
espectro, alteragdes nos sinais relativos aos hidrogénios aromaticos, o que sugere a conversao
do grupo nitro a hidroxilamina. Os voltamogramas ciclicos registrado apos estas eletrolises
estendendo-se o intervalo anoddico apresentaram o par de picos relativo a oxidacdo da
hidroxilamina. As andlises por CCD néo forneceram informag¢des adicionais sobre o numero
de produtos formados, pois novamente foram obtidas manchas difusas ao longo das placas
cromatograficas utilizando tanto acetato de etila quanto a mistura acetato de etila:éter de
petroleo (1:1 v/v). O espectro de H-RMN resultante da anélise da fase aquosa ndo apresentou
nenhum sinal além daqueles relativos a solventes utilizados na extragao.

Desta maneira, os estudos realizados com a ET na auséncia de um doador de protons
ndo permitiram a identificagdo precisa de nenhum de seus produtos de reducdo. Porém, os
espectros de H-RMN obtidos mostraram o desaparecimento dos sinais relativos ao
grupamento CHCl,, indicando que a redu¢do da ET envolve a quebra de suas ligagdes C-CI.
Na presen¢a de um doador de protons, além da quebra de ligagdes C-Cl, verificou-se também
a redu¢do do grupo nitro da ET a hidroxilamina.

Apesar dos resultados obtidos ndo permitirem que uma seqiiéncia reacional detalhada
seja proposta para a quebra redutiva das ligacdes C-Cl da ET, a irreversibilidade deste
processo aliada ao valor de o menor do que 0,5 sugerem que as transferéncias eletronicas
ocorram conjuntamente a quebra de ligagdes. O numero de elétrons encontrado mostra que a
quebra de cada uma das ligagdes C-Cl da ET envolve a transferéncia de dois elétrons,
sugerindo que os radicais formados sdo reduzidos aos correspondentes carbanions. Além
disso, o grande numero de produtos formados durante a redugdo eletroquimica da ET, indica
que o anion-radical R-NO,* e os carbanions desalogenados sofram uma série de reagdes
quimicas. Assim, estes resultados podem ser compilados em uma seqiiéncia reacional
mostrando a quebra redutiva de uma das ligacdes C-CI da ET, a qual ¢ apresentada no
Esquema 18. Esta seqiiéncia é também valida para a quebra redutiva da outra ligagdo C-Cl da

ET.
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Esquema 18 - Seqiiéncia reacional para a quebra redutiva de uma das liga¢des C-Cl da ET.

4.3a.4 - Métodos eletroanaliticos para a determinacdo da ET

Os estudos analiticos envolvendo a ET foram realizados por meio do monitoramento
do pico voltamétrico relativo a redug¢do do grupo nitro da molécula de ET. Este processo,
além de originar um pico mais definido do que o segundo, ocorre em potenciais mais
positivos, permitindo, portanto, o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos mais seletivos.
Além disso, a reducdo eletroquimica do grupo nitro em meio aprotico ocorre via uma
transferéncia eletronica reversivel, o que influencia positivamente na sensibilidade, pois as

técnicas voltamétricas sdo mais sensiveis para processos reversiveis.
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Os estudos visando o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para quantifica¢ao
da ET foram realizados utilizando a mesma metodologia empregada para o FD e para o TEC.
Para a construcdo das curvas analiticas e de adicdo de padrdo foi realizada a corre¢do de
volume, visando corrigir a dilui¢do sofrida pelo analito em fun¢do das sucessivas adigdes da
solucdo estoque de ET. Os métodos eletroanaliticos foram desenvolvidos utilizando as
técnicas de LSV, DPV e SWV. Previamente ao desenvolvimento dos métodos voltamétricos
para quantificacdo da ET, foi realizado um estudo de otimiza¢@o dos parametros operacionais
de cada técnica voltamétrica empregada. Estes estudos foram realizados utilizando a mesma
metodologia e critérios adotados para as outras duas dicloroacetamidas estudadas. Seguindo
esta metodologia foram obtidos os seguintes pardmetros otimizados: para LSV
v = 100 mV s'; para a DPV AE = 50 mV, t, =50 ms e v =10 mV s'; para SWV
AE =50 mV, f= 300 Hz, AE; = 4,0 mV, estes pardmetros correspondem a uma velocidade de
varredura igual a 1,2 V s'. Utilizando o parimetros otimizados, foram registrados
voltamogramas em diferentes concentracdes de ET, os quais foram utilizados para a
constru¢do de curvas analiticas. Os voltamogramas obtidos e as respectivas curvas analiticas

sdo apresentados nas Figuras 79, 80 e 81.
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Figura 79 - Voltamogramas de varredura linear registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™ em
diferentes concentragdes de ET. v =100 mV s™. (—) 0,0; (—) 0,5; () 1,0; (—) 2,0; () 3,0; (—) 5,0;
() 7,5; (—) 10,0 mmol L' de ET. Curva analitica inserida.
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Figura 80 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L' em
diferentes concentra¢des de ET. (—) 0,0; (—) 0,01; (—) 0,03; (—) 0,05; (——) 0,75; (—) 0,10;
(—) 0,25 mmol L' de ET. AE=50 mV, t,=50ms, v=10 mV s, Curva analitica inserida.

V

180
150

120
< 9
"o 60
30

8,0 020406 08 10 12
C.,/mmol L’

-30F
60}
90+

<
~ 120}
-150}
-180
-1

4

12 10 08 06 -04
E7V vs. Ag/AgCI_

Figura 81 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em meio de ACN/TBABF; 0,1 mol L' em
diferentes concentragdes de ET. (—) 0,0; (—) 0,05; (——) 0,075; (—) 0,1; (-—) 0,25; (—) 0,5; (- ) 7,5;
(—) 1,0 mmol L' de ET. AE =50 mV, f= 300 Hz, AE, = 4,0 mV. Curva analitica inserida.

A Tabela 11 apresenta uma comparacdo entre os parametros analiticos obtidos com as

técnicas de LSV, DPV e SWV para a ET em ACN/TBABF,40,1 mol L
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Tabela 11 - Pardmetros analiticos obtidos com as técnicas LSV, DPV e SWV para a determinago de
ET em ACN/TBABF,0,1 mol L.

Equagao da reta LR S LD Detectabilidade
Técnica . | X X 1 1
i, / pA e Cgr/ mol L / umol L /uAmol" L /molL /mol L
ip = 0,48 + 8,9 x 10° Cr, X 5 ,
LSV 100 — 10000 8,9x 10 24x 10 1,0x 107
R =0,9996
ip=0,11+ 1,8 x 10" Cgr, . . P
DPV 10— 1500 1,8x 10 4,6 x 10 1,0x 10
R =0,9994
i,=021+ 1,6 x 10° Cgr, 5 ; ]
SWv 2,5-1000 1,6 x 10 8,7x 10° 2,5x 107
R =0,9995

* L.R. — Intervalo linear.

A Tabela 11 mostra que todas as técnicas voltamétricas estudadas mostraram-se
sensiveis, apresentando baixos valores de LD e um amplo intervalo linear (superior a uma
década de concentracdo). Estes resultados sugerem que as técnicas voltamétricas sao
promissoras para serem empregadas na determinagdo de ET em formulagdes farmacéuticas. A
sensibilidade obtida com a técnica de SWV foi aproximadamente dez vezes maior do que a
apresentada pela técnica de DPV, a qual, por sua vez, foi cerca de duas vezes mais sensivel do
que a LSV. A técnica de SWV foi também a que apresentou o menor valor de LD, o qual foi
mais de duas ordens de grandeza mais baixo do que o obtido com a LSV e cerca de meia
ordem de grandeza mais baixo do que o obtido com a DPV. O desempenho analitico
marcadamente superior apresentado pela técnica de SWV € uma conseqiiéncia da
reversibilidade do processo eletrédico no qual é baseada a detecgdo eletroquimica, o que faz
com que a corrente reversa tenha numa grande contribui¢do na corrente resultante, causando
sua intensificagdo. Os pontos das curvas analiticas correspondem ao valor médio de trés
medidas. Em todos os casos, os desvios padrdo relativos de cada ponto das curvas analiticas
foram menores do que 3,0 %, indicando que os métodos voltamétricos desenvolvidos
apresentam uma repetitividade adequada. A detectabilidade determinada para as diferentes
técnicas voltamétricas estudadas corresponde ao primeiro ponto da curva analitica, uma vez
que menores concentragdes da ET ndo apresentaram qualquer pico voltamétrico ou aumento
significativo do sinal do branco.

As técenicas voltamétricas estudadas foram empregadas para a determinacdo de ET em

uma amostra comercial de formulagdo farmacéutica, cujo teor nominal de ET ¢ de 500 mg por
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comprimido. Para a determinagdo de ET nesta formulagdo farmacéutica, cinco comprimidos
foram macerados, sendo o solido resultante dissolvido em ACN/TBABF4 0,1 mol L!e
submetido a andlise empregando-se o método de adi¢do de padrdo. A massa média dos
comprimidos foi determinada, sendo obtido o valor de 0,5454 g. Para a determinacdo de ET
pela técnica de LSV uma massa de 0,0233 g do soélido resultante foi dissolvida em 50 mL de
ACN/TBABF; 0,1 mol L'l, conduzindo a uma concentracio nominal de ET de
1,0 x 10° mol L. Aliquotas de 10 mL desta solugdo foram transferidas para a célula
eletroquimica e submetidas a andlise. Para a determina¢do de ET pelas técnicas de DPV e
SWV uma massa de 0,0093 g do sélido obtido pela maceracdo dos comprimidos foi
dissolvida em 100 mL de ACN/TBABE; 0,1 mol L”, conduzindo a uma concentragdo
nominal de ET de 2,0 x 10 mol L. Aliquotas de 10 mL desta solucdo foram transferidas
para a célula eletroquimica e submetidas a andlise. As curvas voltamétricas da amostra de ET
e das sucessivas adigdes de padrdo obtidas pelas técnicas de LSV, DPV e SWV sao
apresentadas nas Figuras 82, 83 e 84. Nestas figuras sdo apresentadas também as respectivas

curvas de adi¢do de padrao.

1/ WA

20 40 00 1:01 2.0
C.,/ mmol L

12 10 08 w06
E/Vvs. Ag/AgCI__

Figura 82 - Voltamogramas de varredura linear registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L a
100 mV s™. (—) Amostra comercial. (---) Sucessivas adi¢des de 50 pL de uma solucio estoque de ET
0,1 mol L™ a 10 mL de solugo. Curva de adigdo de padrio inserida.
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Figura 83 - Voltamogramas de pulso diferencial registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L™
(—) Amostra comercial. (---) Sucessivas adi¢des de 100 pL de uma solugdo estoque de ET

10 mmol L™ a 10 mL de solugdo. Condi¢des: AE = 50 mV, t,=50ms, v=10 mV s”. Curva de adi¢io
de padrio inserida.
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Figura 84 - Voltamogramas de onda quadrada registrados em meio de ACN/TBABF, 0,1 mol L.
(—) Amostra comercial. (---) Sucessivas adi¢des de 100 pL de uma solugdo estoque de ET
1,0 x 10 mol L™ a 10 mL de solucdo. Condi¢des: f =200 Hz, AE = 50 mV, AE; = 2,0 mV. Curva de
adicdo de padrio inserida.

Verifica-se que os voltamogramas registrados na amostra comercial sdo idénticos
aqueles registrados em presenga do padrio de ET. Estas observacdes mostram que os
excipientes presentes na formulacdo farmacéutica nio interferem significativamente na
determinagdo voltamétrica da ET, indicando que as técnicas voltamétricas sdo apropriadas

para a determinacdo deste farmaco em formulacdes farmacéuticas. Os voltamogramas
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apresentados obtidos com as trés técnicas voltamétricas estudadas foram utilizados para
construir as curvas de adicdo de padrdo. Para cada técnica utilizada foram realizadas cinco
determinagdes a fim de se avaliar a repetitividade dos métodos eletroanaliticos desenvolvidos.
Foram obtidas as seguintes equacdes de reta para as curvas de adicdo de padrdo: para LSV
i, (MA) =8,9+89x 10° Cgr (mol L) com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9997;
para DPV i, (HA) =3,6 + 1,9 x 10* Cgr (mol L) com coeficiente de correlago linear igual a
0,9999; para SWV 1, (nA) = 33,8 + 1,7 x 10° Cgr (mol L) com coeficiente de correlagio
linear igual a 0,9988. As equacdes de reta obtidas mostram que os coeficientes angulares das
curvas de adicdo de padrdo foram muito proximos aos das curvas analiticas construidas com o
padrdo puro do farmaco, independentemente da técnica utilizada. Este resultado confirma que
a formulacdo farmacéutica ndo apresenta qualquer efeito de matriz.

Os resultados da determinagdo de ET no medicamento comercial bem como os

resultados dos estudos de adi¢do e recuperagdo sio apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da determinagdo de ET na formulagao farmacéutica comercial e dos estudos de
adicdo e recuperacdo utilizando os diferentes métodos eletroanaliticos desenvolvidos.

Técnica Encontrado® Adicionado Recuperado b Recuperacdo
t
mg / comprimido /mol L™ /mol L™ ! %
LSV 496 + 14 5,00x 10™ (4,94 +0,10)x 10 1,3 98 +4
DPV 494+ 13 1,00 x 10 (1,02 +0,03)x 10 1,5 102 +3
SWV 506+ 16 1,00 x 10 (0,99 +0,02) x 10 1,1 99 +2

*Média de cinco determinagdes. btcrmco =2,78 (P =0,05, 4 graus de liberdade) [76]. Teste-t corresponde
a comparagdo estatistica entre os valores adicionados Vs. recuperados.

A Tabela 12 mostra que os teores de ET determinados foram muito proéximos ao
conteudo nominal do farmaco na formulacdo farmacéutica para todas as técnicas
voltamétricas estudadas. Este resultado indica que a amostra comercial encontra-se dentro das
especificagdes em relacdo ao teor do principio ativo. As porcentagens de recuperagdo foram
préximas a 100 % para todas as técnicas voltamétricas estudadas, indicando a validade destas
técnicas para a quantificagdo da ET nesta formulacdo farmacéutica. Os desvios padrdo
relativos dos valores recuperados variaram entre 2,0 ¢ 3,0 % para os diferentes métodos

desenvolvidos, indicando que estes apresentam uma repetitividade bastante adequada. A
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comparacdo estatistica pelo teste-t entre os teores adicionados e recuperados revelou que nao
existem diferengas estatisticas entre estes teores para nenhum dos métodos voltamétricos
desenvolvidos, uma vez que em nenhuma situag@o os valores de t excederam o valor critico.
Este resultado mostra também que ndo sdo encontradas evidéncias da presenca de erros
sistematicos nos resultados obtidos pelos métodos voltamétricos desenvolvidos. Este conjunto
de resultados mostra que as técnicas voltamétricas podem ser empregadas com éxito na
determina¢do de ET nesta formulagdo farmacéutica sem a necessidade de qualquer etapa de

pré-tratamento da amostra, permitindo uma quantificacdo de maneira simples e rapida.
4.3b - Estudo da reducio eletroquimica da ET em meio misto

Para o estudo da redug¢do eletroquimica da ET sobre carbono vitreo em meio misto, a
mistura ACN:tampao B.R. foi preparada de modo a se utilizar a menor porcentagem possivel
de ACN sem comprometer a solubilidade do farmaco. Desta maneira, foram realizados
estudos de solubilidade, nos quais uma massa de ET foi adicionada a misturas ACN:tampao
B.R. em diferentes propor¢des, de modo a serem obtidas solugdes 0,5 mmol L' de ET.
Observou-se que a porcentagem minima de ACN que permite o preparo de uma solucdo
0,5 mmol L' de ET sem a subseqiiente precipitagio do farmaco é 40 %. Assim, esta
porcentagem de ACN foi empregada para o estudo da redugdo eletroquimica da ET em meio

misto.
4.3b.1 - Experimentos voltamétricos

O comportamento voltamétrico da ET na mistura ACN:tampédo B.R. (40:60 v/v) foi
estudado em diferentes valores de pH*, no intervalo de 1,0 a 14,0 Neste estudo, foram
registrados voltamogramas ciclicos no intervalo de 0,0 V até a observacdo do inicio do
processo de descarga catodica do sistema solvente/eletrolito. Os voltamogramas ciclicos

registrados em presencga de ET em diferentes valores de pH* sdo apresentados na Figura 85.
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Figura 85 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio da mistura ACN:tampao B.R. (40:60 v/v) em
diferentes valores de pH*. v = 50 mV s', Cer = 0,5 mmol L. (—) pH* = 1,0; (—) pH* = 4,0;
(—) pH* = 8,0; (—) pH* = 10,0; (—) pH* = 12,0,

A Figura 85 mostra que em todos os valores de pH* estudados a ET apresentou um
unico pico catddico sem o correspondente pico anddico na varredura reversa. Este pico, a
exemplo do observado em ACN na presenca de um doador de protons, pode ser atribuido a
redu¢@o do grupo nitro da ET a hidroxilamina. O estudo da redugdo eletroquimica da ET em
ACN mostrou que neste solvente foi possivel observar também o pico voltamétrico relativo a
quebra redutiva das ligacdes C-Cl da ET. Em meio misto néo foi possivel a visualiza¢do deste
pico em nenhum dos pH* estudados. Neste meio, provavelmente, a quebra redutiva das
ligagdes C-Cl ocorre junto a descarga catodica do sistema solvente/eletrolito, o que impede a
visualizacdo do pico voltamétrico relativo a este processo.

Verificou-se que os valores de E, ¢ i, relativos ao pico de redu¢do da ET sofrem
influéncia do pH*, indicando a presenc¢a de reagdes de protonagdo acopladas as transferéncias
eletronicas, o que € concordante com a redugdo do grupo nitro em meio protico. A Figura 86

apresenta a variacdo de i, € E, do pico relativo a redugdo da ET em fungdo do pH*.
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Figura 86 - Influéncia do pH* sobre os valores de i, e E, relativos a redu¢do da ET em meio misto.

A Figura 86 mostra uma dependéncia linear entre E; e o pH* no intervalo de 1,0 a 9,0,
acima deste valor verifica-se que os valores de E, tornam-se praticamente constantes. Os
valores de i, permanecem praticamente inalterados até o pH* de 9,0 e a partir deste valor
sofrem uma acentuada diminui¢do, assumindo o formato de uma curva de dissociagdo, o que
indica que a etapa determinante da velocidade do processo eletrodico € precedida por um
equilibrio 4cido-base [78]. Foi observada uma dependéncia linear entre E, e pH* no intervalo
de 1,0 a 9,0 de acordo com a equagdo: E, (V) = —0,21 — 0,054 pH*, com coeficiente de
correlacdo linear igual a —0,9986. Esta dependéncia linear é conseqiiéncia direta de uma
relacdo Nernstiniana, na qual o potencial depende de um termo que ¢ o produto de uma
constante e do logaritmo da atividade do ion hidrogénio [79].

La Scalea et al. [52] encontraram uma dependéncia linear entre E, ¢ pH* nesta mesma
regido de pH* para a redugdo eletroquimica do metronidazol, processo que envolve a redugao
do grupo nitro. Os autores estudaram a reducdo deste farmaco na mistura
dimetilformamida:tampdo B.R., entretanto, neste trabalho foi observado que a redugdo
eletroquimica do metronidazol origina dois picos voltamétricos, um de carater reversivel
envolvendo um elétron, correspondendo a redu¢do do grupo nitro ao correspondente anion-
radical e outro de carater irreversivel envolvendo trés elétrons, correspondendo a reducdo do
anion-radical a hidroxilamina. Assim, os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 85

mostram um comportamento distinto do observado para o metronidazol. Aparentemente, o
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grupo nitro da ET ¢ reduzido diretamente a hidroxilamina em uma unica etapa envolvendo
quatro elétrons.

O coeficiente angular de um grafico de E, vs. pH pode, a principio, ser utilizado para
se estimar o nimero de prétons envolvidos em um processo eletrodico. Para um sistema
reversivel este coeficiente angular deve ser igual a 0,059 m/n, onde m € o nimero de protons e
n o niamero de elétrons envolvidos na etapa determinante da velocidade. O valor do
coeficiente angular do grafico de E,(V) vs. pH* foi de 54 mV, o que € proximo a 59 mv,
sugerindo um processo eletrédico envolvendo o mesmo niimero de protons e elétrons. Este
resultado é concordante com a redug@o do grupo nitro a hidroxilamina, processo que envolve
quatro prétons e quatro elétrons. Entretanto, esta afirmacdo é valida somente se for
considerado que todas as transferéncias eletronicas envolvidas no processo eletrddico
estudado sejam reversiveis. Para sistemas irreversiveis, a determina¢do do nimero de protons
envolvidos na etapa determinante ¢ mais complexa, e segundo Elving [79], a literatura
freqiientemente apresenta tais determinagdes realizadas de maneira questionavel. A
dificuldade na determinag¢do do numero de protons envolvidos na etapa determinante para
sistemas irreversiveis surge devido ao fato do coeficiente angular do grafico de E, (V) vs. pH
depender de a, formalmente: 0,059 m/on. Para compostos organicos, procedimentos para a
determinagdo de o com adequado rigor exigem uma completa elucidacdo da cinética
eletrodica das transferéncias eletronicas envolvidas no processo em estudo, ou a0 menos da
etapa determinante da velocidade. Assim, o coeficiente angular do grafico de E, (V) vs. pH
permite a determinacdo do numero de protons envolvidos na etapa determinante de um
processo eletrddico irreversivel somente se o pardmetro o puder ser adequadamente
determinado. Isto nem sempre ¢é possivel ou ¢ realizado utilizando procedimentos
demasiadamente simplificados.

Visando a obtencdo de mais informagdes sobre a redugdo eletroquimica da ET em
meio misto, foram registrados voltamogramas ciclicos em presenca deste farmaco em
diferentes velocidades de varredura nos diferentes pH* estudados. A Figura 87 apresenta os
voltamogramas ciclicos registrados em diferentes valores de v no pH* 4,0, cujo

comportamento € representativo do observado para os outros valores de pH*.
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Figura 87 - Voltamogramas ciclicos registrados em meio da mistura ACN:tampao B.R. (40:60 v/v) em

diferentes valores de v. pH* = 4,0; Cgr = 0,5 mmol L. (—) 10; (—) 25; () 50; (—) 100; () 200;
(—) 300; () 400; (—) 500 mV s Inserido: grafico de ip V. v
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Foi verificada uma relagdo linear entre 1, e v'? segundo a equacdo:
1, (MA) = 1,67 v [(mV s, com coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9996, indicando
um processo eletrodico controlado por difusdo. Os parametros voltamétricos obtidos em

diferentes velocidades de varredura no pH* 4,0 s3o apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Pardmetros voltamétricos determinados para a redugio eletroquimica de 0,5 mmol L™ de
ET na mistura ACN:tamp3o B.R. (40:60 v/v).

v/mVs' ~Epe (V) ipe (MA) ipe/V!"? (A/(mV s)'"?)
10 0,381 5.1 1,60
25 0,396 8,2 1,65
50 0411 12,4 1,75
100 0,430 18,3 1,83
200 0,448 27,3 1,93
300 0,460 34,2 1,98
400 0,469 40,1 2,00
500 0,478 45,7 2,04

1000 0,506 66,4 2,10
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A Tabela 13 mostra uma dependéncia da func¢do corrente com v, indicando a
ocorréncia de reagdes quimicas acopladas as etapas eletroquimicas, o que ¢ concordante com
as sucessivas reagdes de protonagdo envolvidas na redugdo eletroquimica do grupo nitro em
meio protico. Verifica-se que os valores de E; se deslocam para valores mais negativos com o
aumento de v, o que ¢ um comportamento tipico de um processo eletrodico irreversivel ou de
processo envolvendo uma etapa do tipo E,C; [60,61].

A variacdo do coeficiente angular do grafico de i, Vs. v"? em fungdo do pH* também
foi estudada. A Figura 88 apresenta os graficos de i, Vs. v'"? obtidos para 0,5 mmol L™ de ET

em diferentes pH*.
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Figura 88 - Graficos de 1, Vs. v!'"? obtidos a partir de voltamogramas ciclicos registrados em 0,5 mol L™
de ET na mistura ACN:tamp3o B.R. (40:60 v/v) em diferentes pH*.

A Figura 88 mostra que o coeficiente angular do grafico de i, Vvs. v permanece
constante na regido de 1,0 a 8,0, sofrendo uma diminui¢do para maiores valores de pH*. Estes
resultados sugerem que o nimero de elétrons transferidos na redugédo eletroquimica da ET
sofre variagdes com o pH*, assumindo que este parametro ndo influencie significativamente o
coeficiente de difus@o da ET. No intervalo de pH* de 1,0 a 8,0 o coeficiente angular médio do
grafico de i, Vs. v2 foi de 1,65 + 0,04, enquanto na regido de 9,0 a 14,0 foi de 1,0 + 0,1.
Assim, estes valores indicam uma ligeira diminui¢do de n para pH* maiores do que 8,0.

De acordo com o Esquema 10, a estabilidade do anion-radical R-NO,*" em solug¢des

aquosas deve aumentar com o aumento do pH*, uma vez que em meio alcalino as reagdes de
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protonagdo ocorrem em menor extensdo. Desta forma, os voltamogramas ciclicos registrados
em presenca de ET em velocidades de varredura suficientemente altas ¢ em meios
suficientemente alcalinos, deveriam apresentar um pico anddico referente a re-oxidagdo da
fragdo do anion-radical que ndo teve tempo suficiente para sofrer as sucessivas reagdes de
protonagdo. Nos estudos voltamétricos da ET em diferentes pH*, foram registrados
voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura, nos quais nao foi observado
pico anddico na varredura reversa para nenhum dos pH* estudados. Entretanto, utilizando a
técnica de voltametria de onda quadrada, verificou-se um pico anddico no voltamograma

reverso para valores de pH* maiores do que 9,0, conforme apresentado na Figura 89.
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Figura 89 - Voltamograma de onda quadrada registrado na mistura ACN:tampdo B.R. (40:60 v/v)

pH* = 9,0 contendo 0,5 mmol L de ET. Condigdes voltamétricas: f = 300 Hz, AE = 100 mV,
AE,=4,0 mV.

Desta maneira, a técnica de voltametria de onda quadrada mostrou o aumento da
estabilidade do anion-radical com o aumento do pH*, o que ¢ concordante com a reducdo do
grupo nitro a hidroxilamina. Para valores de pH* menores do que 9,0 ndo foi observado pico
anddico no voltamograma reverso mesmo utilizando altas freqiiéncias (1000 Hz), indicando
que, em pH* menores do que 9,0 as reagdes de protonacdo ocorrem em velocidades
extremamente altas. Verificou-se um aumento da razdo lieversa/ldirea COM 0 aumento da
freqliéncia, sendo que esta razio se aproxima de 1,0 para altos valores de freqiiéncia e de pH*.
A variagdo da razao leversa/ ldireta COM 0 aumento da freqii€ncia para diferentes valores de pH*

¢ apresentada na Figura 90.
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Figura 90 - Variagio da razao lieversa/laireta €m fungo da freqiiéncia para diferentes pH*.

Em todos os pH* estudados ndo foram observadas variagdes significativas entre os
valores de corrente de voltamogramas ciclicos registrados sucessivamente, indicando a
auséncia de processos de adsor¢do ou reagdes quimicas entre a ET e seus produtos de
redugdo. A Figura 91 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados sucessivamente em
presen¢a de 0,5 mmol L' de ET em pH* 4,0; cujo comportamento ¢ representativo do

comportamento observado nos demais valores de pH*.
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Figura 91 - Voltamogramas ciclicos registrados na mistura ACN:tampdo B.R. (40:60 v/v) pH* 4,0
contendo 0,5 mmol L™ de ET, v =50 mV s". (—) Ciclos sucessivos. (—) Registrado apds 30 s com
fluxo de N, na célula eletroquimica.
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O fato de ser observado apenas um pico catddico nos voltamogramas ciclicos
registrados em presenca de ET indica que o grupo nitro da molécula do farmaco esta sendo
reduzido ao grupo hidroxilamina em uma Unica etapa, uma vez que a reducdo até a amina
originaria um segundo pico catddico em potenciais mais negativos [49]. Visando confirmar se
o produto de redu¢do da ET apresenta em sua estrutura o grupo hidroxilamina, foram
registrados voltamogramas ciclicos nos quais o limite anddico foi estendido até valores
suficientemente positivos para se observar a oxidag¢do da hidroxilamina ao grupo nitroso. Os

voltamogramas ciclicos registrados nestas condi¢des sdo apresentados na Figura 92.
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Figura 92 - Voltamogramas ciclicos registrados na mistura ACN:tampdo B.R. (40:60 v/v) pH* 4,0
contendo 0,5 mmol L' de ET, v = 100 mV s. (---) Intervalo: 0,0 a +1,0 V vs. Ag/AgClg,.
(—) Intervalo: 0,0 a-1,0 V com potencial de inversdo anodico igual a +1,0 V vs. Ag/AgCly,.

A Figura 92 mostra que o voltamograma ciclico registrado em presenca de ET no
intervalo de 0,0 a +1,0 V vs. Ag/AgClg, ndo apresenta qualquer pico voltamétrico, indicando
que o farmaco ndo apresenta processo de oxidacdo neste intervalo de potencial. Entretanto,
quando o voltamograma ciclico ¢ iniciado em 0,0 V com potencial de inversdo catddico de
—1,0 V vs. Ag/AgClg, com posterior varredura anddica até +1,0 V vs. Ag/AgCl, observa-se
um par de picos de carater reversivel com Ep, = +0,34 V vs. Ag/AgCly,. Este resultado ¢
concordante com a re-oxida¢do do grupo hidroxilamina ao grupo nitroso. Assim, o
comportamento voltamétrico observado na Figura 92 indica que o grupo nitro da molécula de
ET seja reduzido diretamente ao grupo hidroxilamina. Foram registrados voltamogramas

ciclicos nos quais o limite anddico foi sistematicamente estendido até o inicio do processo de
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descarga anodica do sistema solvente/eletrdlito. Estes voltamogramas ciclicos nado
apresentaram outros picos anddicos além daquele observado na Figura 92. Este resultado
também ¢ concordante com a auséncia do grupo amina no produto de reducdo da ET, uma vez
que aminas sdo oxidadas entre +1,0 e +1,5 V vs. Ag/AgClg, [61].

Assim, o conjunto de resultados obtidos nos estudos voltamétricos da ET em meio
misto permitem concluir que a redugdo eletroquimica deste farmaco na mistura ACN:tampao

B.R. (40:60 v/v) envolve a redu¢do do grupo nitro a hidroxilamina.

4.3b.2 - Eletroélises a potencial controlado

Visando determinar o numero de elétrons envolvidos no processo de reducdo
eletroquimica da ET em meio misto, foram realizadas eletrdlises a potencial controlado em
pH* 4,0. Estas eletrdlises foram realizadas aplicando-se —0,65 V vs. Ag/AgClg,, sendo
eletrolisados 15 mL de uma solucdo 2,0 mmol L™ de ET. As eletrdlises foram realizadas em

triplicata, sendo as curvas amperométricas obtidas apresentadas na Figura 93.
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Figura 93 - Curvas amperométricas obtidas para as eletrélises de 2,0 mmol L de ET em meio da

mistura ACN:tampdo B.R. (40:60 v/v) pH* 4,0. E = -0,65 V vs. Ag/AgClg. Veletrolisado = 15 mL.
Eletrodo de trabalho: placa de carbono vitreo com 2 x 2 cm.

A integracdo das curvas amperométricas apresentadas na Figura 93 forneceram um

valor médio de carga, ja descontada a carga residual, de 11,6 + 0,5 C, o que corresponde a um
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numero de elétrons transferidos por mol de ET igual a 4,0 + 0,2. Este resultado ¢ concordante
com a redug¢d@o do grupo nitro ao grupo hidroxilamina.

Verificou-se, apds a realiza¢do das eletrdlises, o completo desaparecimento do pico
relativo a reducdo da ET, confirmando que todo o farmaco foi consumido durante a eletrdlise.
Antes e ap0s as eletrédlises da ET em meio misto, foram registrados voltamogramas ciclicos

estendendo-se o limite anddico. Estes voltamogramas sdo apresentados na Figura 94.
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Figura 94 - Voltamogramas ciclicos registrados na mistura ACN:tampao B.R. (40:60 v/v) pH* 4,0,
v=50mV s, (-—) Antes da eletrdlise; Cgr = 2,0 mmol L™, (—) Apos a eletrélise.

A Figura 94 mostra que apos a eletrdlise observa-se um pronunciado aumento dos
valores de i, do par de picos associado a oxida¢do da hidroxilamina. Novamente foram
registrados voltamogramas ciclicos cujos potenciais de inversdo anddico foram
sistematicamente estendidos. Nestes voltamogramas ndo foram observados novos picos
anddicos, indicando que também em condi¢des de eletrdlise o grupo nitro da ET ndo ¢é
reduzido a amina.

Assim, o estudo da reducdo eletroquimica da ET em meio misto demonstrou que a
redu¢do do farmaco envolve a redug¢do do grupo nitro ao grupo hidroxilamina em um
processo envolvendo quatro elétrons. Nao foram encontradas evidéncias da redu¢do do grupo
nitro a amina, ou da quebra redutiva das ligacdes C-Cl da molécula de ET. Provavelmente
estes processos ocorrem em potenciais muito negativos, os quais nao sdo acessiveis devido a

limitada janela util de potencial apresentada pela mistura ACN:tampdo B.R..
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Nao foram realizados estudos de identificagdo dos produtos de eletrolise da ET em
meio misto devido a dificuldade da eliminacdo da agua do meio reacional. Além disso, a
reducdo eletroquimica da ET em meio misto ocorre de maneira muito similar ao observado
em ACN contendo doador de protons, condicdo esta cujos produtos eletrogerados foram

submetidos a estudos de identificagdo.
4.3b.3 - Métodos eletroanaliticos para a determinagdo da ET

Os métodos analiticos desenvolvidos para a determinag¢do da ET em meio misto foram
realizados em pH* 4,0 utilizando as técnicas de LSV, DPV e SWV. Nestes estudos,
empregou-se a mesma metodologia adotada para as outras dicloroacetamidas estudadas.
Apesar dos resultados analiticos satisfatorios obtidos para a ET em ACN, a utilizagdo de um
meio misto ACN:4agua apresenta algumas vantagens que tornariam os métodos voltamétricos
ainda mais atrativos para a quantificacdo da ET. Além de diminuir a quantidade de ACN, a
qual apresenta alta toxicidade e um custo relativamente alto, a utilizagdo do meio misto
tornaria os métodos voltamétricos ainda mais sensiveis, uma vez que neste meio a redug¢do do
grupo nitro envolve quatro elétrons e ndo apenas um como observado em ACN.

Previamente a constru¢do das curvas analiticas, foi realizado um estudo de otimizacéo
de todos os parametros operacionais envolvidos nas técnicas voltamétricas avaliadas. Assim,
foram obtidos os seguintes pardmetros otimizados: para a LSV: v = 100 mV s™'; para a DPV:
AE = 100 mV, t, = 10 ms, v = 10 mV s para a SWV: f = 100 Hz, AE = 25 mV,
AEs = 4,0 mV. Os parametros analiticos obtidos nas condi¢des otimizadas para cada uma das

técnicas voltamétricas estudadas sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Pardmetros analiticos obtidos com as técnicas LSV, DPV e SWV para a determinago de
ET em meio misto.

Técnica Equagdo da reta, LR S LD  Detectabilidade
i, / uA e Cgr/ mol L™ /pmol L' /pAmol'L  /molL" /mol L™
s 4
Lsy = 003#44x10TCern g o 44x10°  33x10° 1,0x 10°
R =0,9998
LA 5
ppy  p O0IHL2X10Cer, 1y 5 400 12x10°  4,1x107 1,0 x 10°
R =0,9991
SR 5
swy 7002+ LIX10Cr 55 g0 1,2x 10° 2,1x10° 7,5x 10
R =0,9992

*L.R. — Intervalo linear.

A Tabela 14 mostra que as técnicas voltamétricas apresentaram pardmetros analiticos
muito promissores para a determinacdo de ET em formulagdes farmacéuticas. A técnica de
DPV foi a que apresentou os melhores valores de S e LD superando até mesmo a técnica de
SWV. Novamente a detectabilidade encontrada ¢ coincidente com o primeiro ponto da curva
analitica para todas as técnicas voltamétricas estudadas. O desempenho analitico da técnica de
SWV ¢ prejudicado, pois, nas condi¢cdes experimentais adotadas o produto eletrogerado ¢
rapidamente consumido por reagdes de protonacdo, conseqiientemente, ndo hé contribui¢do da
corrente reversa para a corrente resultante. Verifica-se que, de modo geral, os parametros
analiticos obtidos em meio misto s@o superiores ao obtidos em meio aprotico (Tabela 11).

A maior sensibilidade das técnicas voltamétricas em meio misto € uma conseqii€éncia
direta do maior niimero de elétrons envolvidos no processo eletrodico no qual se baseia a
detec¢do. Em meio misto ocorre a redu¢do do grupo nitro a hidroxilamina, envolvendo quatro
elétrons, enquanto em meio de ACN a redu¢do do grupo nitro envolve apenas um elétron
gerando o anion-radical. E interessante observar, entretanto, que a técnica de SWV apresentou
maior sensibilidade e menor LD em ACN. Isto pode ser atribuido as diferengas no processo
de reducdo da ET em ACN e em meio misto. Em ACN, o grupo nitro sofre uma reducio
reversivel sem reagdes quimicas acopladas. Nestas condi¢des, o estudo de otimizagdo dos
parametros mostrou que elevadas velocidades de varredura podem ser empregadas sem perda
de definicdo ou intensidade do sinal voltamétrico. Assim, em ACN foi possivel utilizar uma

velocidade de varredura de 1,2 V s (f=300 Hz, AE; = 4,0 mV). Em meio misto, o0 aumento
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de f prejudicou o perfil voltamétrico da ET, além promover apenas um ligeiro aumento nos
valores de corrente.

Desta forma, em meio misto, o estudo de otimizagdo de pardmetros mostrou que a
maxima velocidade de varredura que pode ser empregada sem prejudicar o perfil e
intensidade do sinal voltamétrico foi de 400 mV s (f = 100 Hz, AEs = 4,0 mV). Assim, o
melhor desempenho da técnica de SWV em ACN deve-se a maior velocidade de varredura
empregada, o que compensa o menor niumero de elétrons envolvidos na reducdo da ET neste
meio. Em meio misto, as sucessivas reacdes quimicas acopladas impedem que elevadas
velocidades de varredura sejam empregadas. Assim, utilizando a técnica de SWV em altas
freqliéncias em meio misto, provavelmente, ndo ha tempo para que todas as reagdes de
protonagdo ocorram, fazendo com que a freqiiéncia ndo tenha um efeito expressivo sobre a
intensidade do sinal voltamétrico.

Na discussdo da Figura 89, afirmou-se que as reagdes de protonag¢do ocorrem em
velocidades extremamente altas para pH* menores do que 9,0, pois nesta situacdo ndo se
observa um pico anddico no voltamograma reverso. Entretanto, ¢ importante ressaltar que
para ndo se verificar o pico anodico no voltamograma reverso basta que a primeira reacdo de
protonagdo seja rapida, enquanto que para a SWV apresentar um ganho de sensibilidade
devido ao maior nimero de elétrons € necessario que todas as reagcdes de protonagdo ocorram
em velocidades extremamente altas.

As técnicas voltamétricas estudadas foram empregadas para a determinacdo de ET em
uma formulagdo farmacéutica comercial, cuja concentracdo nominal de ET é de 500 mg por
comprimido. Para a determinacdo de ET na formulagdo farmacéutica, cinco comprimidos
foram macerados, sendo o solido resultante dissolvido em ACN/TBABF; 0,1 mol L' e
submetido a andlise empregando-se o método de adicdo de padrio. Foi observado que as
curvas voltamétricas registradas em presenga da amostra comercial foram idénticas aquelas
registradas em presenga do padrdo de ET. Este comportamento mostra que os excipientes
presentes na formula¢do farmacéutica ndo interferem significativamente na determinacdo
voltamétrica da ET. Para cada técnica utilizada foram realizadas cinco determina¢des a fim de
se avaliar a repetitividade dos métodos voltamétricos desenvolvidos. Foram obtidas as
seguintes equacdes de reta para as curvas de adicdo de padrio: para LSV

ip (LA) = 0,92 + 4,5 x 10* Cgr (mol L) com coeficiente de correlagio linear igual a 0,9996;
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para DPV i, (A) =2,8 + 1,4 x 10° Cgr (mol L) com coeficiente de correlagdo linear igual a
0,9995; para SWV i, (WA) =2,7 + 1,3 x 10° Cgr (mol L") com coeficiente de correlagio
linear igual a 0,9994. As equagdes de reta obtidas mostram que os valores de S das curvas de
adicdo de padrdo foram muito proximos aos valores obtidos para as curvas analiticas,
indicando que a formulagdo farmacéutica ¢ isenta de efeitos de matriz. Os resultados da

determinag@o de ET no medicamento comercial sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados da determinacdo de ET na formulacdo farmacéutica comercial e dos estudos de
adi¢do e recuperacdo utilizando os diferentes métodos eletroanaliticos desenvolvidos em meio misto.

Técnica Encontrado® Adicionado Recuperado b Recuperacdo
t
mg / comprimido /mol L' /mol L-1 /%
LSV 493 + 12 500x10° (4,97 +0,04)x 107 1,7 99 +3
DPV 505+ 8 1,00x 10°  (1,02+0,03)x 107 1,5 101 +4
SWV 497 + 11 1,00x 10° (1,04 +0,06) x 10” 1,5 103+ 5

*Média de cinco determinagdes. btcrmm =2,78 (P =0,05, 4 graus de liberdade) [76]. Teste-t corresponde
a comparagdo estatistica entre os valores adicionados Vvs. recuperados.

A Tabela 15 mostra que os teores de ET determinados foram muito préximos ao
conteudo nominal do farmaco na formulacdo farmacéutica para todas as técnicas
voltamétricas estudadas. Este resultado indica que a amostra comercial encontra-se dentro das
especificagdes em relacdo ao teor do principio ativo. As porcentagens de recuperagdo foram
proximas a 100 % para todas as técnicas voltamétricas estudadas, indicando a validade destas
técnicas para a quantificagdo da ET nesta formulacdo farmacéutica. Os desvios padrdo
relativos dos valores recuperados variaram entre 0,8 e 6,0 % para os diferentes métodos
desenvolvidos, indicando que estes apresentam uma repetitividade bastante adequada. A
comparacdo estatistica pelo teste-t entre os teores adicionados e recuperados revelou que nao
existem diferencgas estatisticas entre estes teores para nenhum dos métodos voltamétricos
desenvolvidos, uma vez que em nenhuma situag@o os valores de t excederam o valor critico.
Este resultado mostra também que ndo sdo encontradas evidéncias da presenca de erros
sistematicos nos resultados obtidos pelos métodos voltamétricos desenvolvidos. Este conjunto

de resultados mostra que as técnicas voltamétricas podem ser empregadas com éxito na
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determinagdo de ET nesta formulacdo farmacéutica utilizando um meio misto como solucao
de leitura.

Os resultados da determinagdo de ET na formulacdo farmacéutica utilizando meio
misto foram praticamente os mesmos que os obtidos em meio de ACN, ndo existindo
diferengas estatisticas entre ambos os conjuntos de resultados. Isto ocorre devido a alta
concentracdo de ET na amostra de modo que, apesar da sensibilidade obtida para as técnicas
voltamétricas em ACN ser menor do que a obtida em meio misto ela ainda € suficiente para a
determinag¢do de ET na amostra comercial. Entretanto, a utilizacdo do meio misto apresenta
algumas vantagens, como reduzir a quantidade de ACN. Além disso, em meio misto, a
reducdo do grupo nitro ocorre em potenciais menos negativos do que em meio de ACN, o que
melhora a seletividade do método. Assim, o conjunto de resultados obtidos mostraram que a
determinag@o de ET em formulagdes farmacéuticas pode ser realizado com éxito empregando

a mistura ACN:tamp3o B.R..



5 - Conclusées
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a reducao eletroquimica de
todas as dicloroacetamidas estudadas envolve a quebra de suas ligacdes C-Cl. Verificou-se
que este processo origina picos voltamétricos entre —1,8 e —2,2 V vs. Ag/AgCly, para as
diferentes dicloroacetamidas avaliadas. Assim, o FD apresentou um pico voltamétrico de
carater composto em —2,0 V vs. Ag/AgClg,, o qual provavelmente esta associado a quebra
consecutiva das duas ligagdes C-Cl do farmaco. O TEC apresentou dois picos voltamétricos
em —1,8 e 2,2 V vs. Ag/AgCly. Para a ET, além de um pico voltamétrico em
—1,8 V vs. Ag/AgClg, relativo a quebra de suas ligagdes C-Cl, observou-se também um par de
picos relativo a reducdo de seu grupo nitro. Na presenca de um doador de prétons, foi
observado que o grupo nitro da ET é reduzido a hidroxilamina em uma tnica etapa
envolvendo quatro elétrons.

Verificou-se que as etapas envolvidas na quebra redutiva das ligagcdes C-Cl diferem
ligeiramente de uma dicloroacetamida para outra. Assim, para o FD e para a ET observou-se
que a quebra de cada ligacdo C-Cl envolve a transferéncia de dois elétrons, sugerindo a
redu¢do dos radicais eletrogerados aos respectivos carbanions. Para o TEC foi observado que
a quebra de cada uma de suas ligacdes C-Cl envolve a transferéncia de apenas um elétron.
Este resultado sugere que o radical formado apds a quebra das ligagcdes C-Cl sofre uma série
de reagdes quimicas, as quais ndo permitem que estes radicais sejam reduzidos aos
correspondentes carbanions. Na presenca de um doador de protons, verificou-se que os
radicais eletrogerados na redug¢do do TEC sofrem exclusivamente reacdes de hidrogenacéo,
sendo verificado que seu primeiro pico voltamétrico reduz seus grupos CHCl, a CHCI,
enquanto o segundo pico promove a redu¢do dos grupos CH,Cl a CH;. Outra diferenca
observada na quebra redutiva das ligagdes C-ClI das dicloroacetamidas foi o fato da redugdo
eletroquimica do FD envolver pelo menos uma transferéncia eletronica reversivel, sugerindo
uma quebra seqiiencial, enquanto nenhuma reversibilidade foi detectada para o TEC e para a
ET, sugerindo que a quebra das ligacdes C-Cl destes compostos ocorrem conjuntamente as
transferéncias eletronicas.

Do ponto de vista analitico, verificou-se que todas as metodologias eletroanaliticas
desenvolvidas se mostraram apropriadas para a quantifica¢do das dicloroacetamidas. Embora
os métodos voltamétricos ndo tenham sido aplicados para a determinagcdo de FD em uma
amostra real, os pardmetros analiticos obtidos sugerem que estes sdo potencialmente

aplicaveis para a determinag@o de FD em formulagdes farmacéuticas. O desempenho analitico
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da técnica de SWV para a determinacdo de FD foi similar ao de outros métodos propostos na
literatura para a quantificacdo deste farmaco. Os métodos eletroanaliticos desenvolvidos para
o TEC e para a ET foram empregados com éxito para a determinacdo destes farmacos em
formulagdes farmacéuticas. Verificou-se que os excipientes destas amostras nio interferem na
determinagdo das dicloroacetamidas pelos métodos eletroanaliticos desenvolvidos, o que
dispensou etapas de pré-tratamento da amostra. Assim, os métodos desenvolvidos permitiram
a determinacdo do TEC e da ET em formulagdes farmacéuticas de maneira rapida, simples e

com um custo instrumental relativamente baixo.
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