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RESUMO

“REACOES LUMINESCENTES E COLORIMETRICAS PARA DETERMINAGAOQ
DE HIDROCORTISONA EM FARMACOS”

Aluna: Wilma Cristina Tavares Crivelente

Orientadora: Prof. Dr. Adriana Vitorino Rossi

Hidrocortisona, assim como seus derivados sintéticos, € um farmaco muito
utilizado em tratamentos para rea¢des alérgicas e inflamatérias. Entretanto, seu uso
improprio pode ser caracterizado como doping em alguns esportes e induz a
inumeros efeitos colaterais, o que pode ocasionar até a morte do paciente.
Atualmente, diversas técnicas analiticas vém sendo propostas na literatura para
determinac&o de hidrocortisona e derivados em medicamentos, buscando rapidez e
simplicidade de analise sem 6nus para a qualidade dos resultados e com baixo
custo. Neste trabalho, foram realizados estudos de dois sistemas de reagbes
quimicas que podem servir para a determinacdo de hidrocortisona: um baseado em
medidas de luminescéncia e outro baseado em medidas colorimétricas. A proposta
com medidas colorimétricas apresentou bons resultados para a determinacdo de
hidrocortisona em formulagdes farmacéuticas comerciais, com niveis de detecgéo
em 10°mol L™, resposta linear até 2,8x10" mol L™ e estimativa de desvio-padr&o na
ordem de 2%. O método desenvolvido também pode ser aplicado para substancias
derivadas da hidrocortisona, como acetato de hidrocortisona e acetato de
dexametasona, além de cortisona e acetato de cortisona, com bons resultados.
Modificagdes na proposta colorimétrica viabilizaram realizar leituras fotométricas em
equipamento portatil de medidas de grande simplicidade e baixo custo, o que
representa importante vantagem, ja que pode ser implementado com infra-estrutura
laboratorial muito simples. Além disto, o trabalho descreve algumas caracteristicas

das reagOes quimicas envolvidas, apresentando algumas propostas e discussdes.
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ABSTRACT

“ LUMINESCENT AND COLORIMETRIC REACTIONS FOR HYDROCORTISONE
DETERMINATION IN MEDICINES”

Author; Wilma Cristina Tavares Crivelente
Adviser; Dr. Adriana Vitorino Rossi

Hydrocortisone and other synthetic derivatives are widely used as anti-
inflammatory and anti-allergic drugs. However, their improper use can be
characterized as doping in some sports, as well as produce several side effects that
can even kill the patient. Several analytical techniques for the determination of
hydrocortisone and its derivatives in medicaments have been proposed in the recent
literature, aiming fast, simple and low cost analytical procedures without prejudice of
the quality of the results. In this work, two chemical reaction systems for
determination of hydrocortisone were studied: one based in luminescent
measurements and another basing on colorimetric measurements. The colorimetric
method presented good results for the determination of hydrocortisone in commercial
products, with detection limits in the 10 mo! L™ range, linear response up to 2.8x10°
®mol L™ and precision expressed as relative standard deviations in the order of 2%.
The developed method can also be applied for hydrocortisone derivatives such as
hydrocortisone and dexametasone acetates, with favorable results and in addition to
cortisone and cortisone acetate. After modification, the colorimetric method was
employed with portable photometer with great simplicity and low cost, which is a
significant improvement, since it does not require sophisticated instrumental. Finally,
this work describes some characteristics of the chemical reactions involved,

presenting some proposals and discussions.
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1.1 Hidrocortisona no organismo humano

O cértex adrenal € uma glandula localizada na parte superior do rim
humano (figura 1.1), por essa razdo ela também recebe o nome de glandula
supra-renal. Esta glandula e responsavel pela produg¢do de hormdnios essenciais
para a regulacdo do metabolismo e do equilibrio hidroeletrolitico do homem’,

dentre eles o hormoénio chamado hidrocortisona.

Glandula adrenal Giandula adrenal
ay o

cortex adrenal PR centex adrenal

Figura 1.1. Localizac&o da gtandula adrenal no homem,

A atividade do cortex adrenal € controlada, no organismo humano, pela
corticotropina (ou ACTH — Adrenocaorticotropic Hormone), que é liberada pelo
cérebro’. Niveis elevados desta substancia no sangue determinam maior secrecéo
de hormdnios por parte do cértex adrenal. Os horménios produzidos pela glandula,
que sd@o em grande parte sintetizados a partir do colesterol (figura 1.2), s&o

comumente chamados de hormanios corticdides ou corticosterdides?,

Figura 1.2. Estrutura do colesterol.
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Os horménios secretados pelo cortex adrenal podem ser classificados em
trés tipos, de acordo com a regido da glandula em que s&o sintetisados®. Essas
regides recebem 0 nome de zonas ou camadas histoldgicas, s&o elas:

(A} Camada glomerular externa
(B) Camada fascicular média
(C) Zona reticular intermna

A camada glomerular externa € responsavel pela secrecdo dos horménios
de atividade chamada mineralcorticoide, que atuam primariamente como
substancias reguladoras do balango eletrolitico e aquoso do organismo humano.
Os compostos mais representativos desta classe sdo aldosterona e desoxicortona
(figura 1.3). O excesso destas substancias no organismo pode causar aumento na

retencdo de sddio e na excregdo de potassio pelos tubulos renais.

(A) (B)

Fitgura 1.3. Estruturas: {A) Aldosterona (B) Desoxicortona.

A camada fascicular media secreta horménios de atividade chamada
glicocorticdide, primariamente envolvidos no metabolismo de carboidratos, mas
que também apresentam atividade antiinflamatéria. Os representantes principais
desta classe de hormonios sdo a cortisona e a hidrocortisona (figura 1.4), que é o
principal glicocorticéide produzido pelo homem® A administracdo externa de
glicocorticoides aumenta a glicogenese, ajuda na manutengao do ténus muscular,
tem acdo antiinflamatoria e altera a excrecdo de calcio, além de outros efeitos
bioldgicos. Devido a sua influéncia em diversos mecanismos fisioldgicos, estas
substancias podem otimizar o desempenho de atletas em determinados esportes,
o que caracteriza doping®, e isso tem estimulado estudos para o desenvolvimento

de métodos analiticos para o controle em amostras biolégicas®.
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A (=)
Figura 1.4. Estruturas: (A) Cortisona (B) Hidrocortisona

Além da camada glomerular externa (produz os mineralcorticoides), e
fascicular media (produz os glicocorticdides), ha também a chamada zona reticular
interna, responsavel pela secre¢do dos hormodnios sexuais, também chamados
androgéniose. Em resumo, os principais produtos de secregdo do cortex adrenal
humano sdo os hormdnios aldosterona, hidrocortisona e androgénios. Dentre
estes, a hidrocortisona (também chamada de cortisol) tém sido muito estudada
devido a sua ag&o no tratamento de reagdes inflamatodrias do organismo.

Para entender a fungdo dos corticosterdides, mais especificamente os
glicocorticoides, e sua indicagdo em tratamentos terapéuticos (corticoterapia), €
importante conhecer um pouco seu mecanismo de acdo no homem. Vale lembrar
gue os corticosterdides s&o horménios naturais constituintes do ser humano e,
portanto, suas fungbes ja sdo normalmente realizadas, independente de uma
terapéutica complementar.

No organismo, a hidrocortisona liga-se a uma substancia chamada
transcortina (ou CBG — Cortisol binding globulin} e a albumina, que funcionam
como carreadoras®. Apenas 5% da hidrocortisona circulante apresenta-se sob a
forma livre. A partir deste momento, os efeitos biolégicos e farmacoldgicos da
hidrocortisona acontecem nas celulas alvo apos uma interagao do horménio com
estruturas localizadas no citoplasma (receptores de glicocorticdides), formando o
complexo corticdide-receptor. Este complexo sofre algumas alteragdes adaptativas
e dirige-se para o nucleo da célula, onde se liga em elementos especificos do
DNA. Ocorre, entdo, a ativagéo da transcrigdo de RNA-mensageiros especificos,

que estimulam a sintese de proteinas que sdo as responsaveis pelos efeitos dos
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glicocorticoides®. Ao fim do processo, tanto os horménios produzidos pelo homem
quanto os administrados na forma de formulagbes farmacéuticas, sé&o
metabolizados nas células dos tecidos-alvo ou no figado, num periodo de 1 a 2
horas. O figado é o principal local de metabolizacdo da hidrocortisona®, onde
ocorre reducdo a dihidro e tetrahidro-hidrocortisona e, posteriormente, conjugacéo
ao acido glicurénico para aumentar a solubilidade e facilitar a excreg¢do urinaria.
Menos de 1% da hidrocortisona humana € excretada na urina (40 a 80 mgldia)s.

A sequéncia descrita esta ilustrada na figura 1.5. E importante ressaltar aqui
que este mecanismo, mostrado de maneira simplificada, ainda ndo esta totalmente
elucidado®. Ainda se encontram descritos na literatura trabalhos a respeito das

diversas fungdes e mecanismos bioldgicos envolvendo hidrocortisona’ '2.

Flasma: gibyrminacis )

CORTISOL { CBG (80%)
Live(5 %)

BAS e RERE
¥ CORTISOL(THF) T ‘?‘f 38 - Glicuronidato
LY de THF

L] Gt

17- OHCTS
URINARIOS

Figura 1.5. Mecanismo de agdo da hidrocortisona (cortisol) no homem: (E) Esterdide (R) Receptor

1.2 Hidrocortisona e derivados sintéticos

Thomas Addison, em 1885, foi o primeiro a reconhecer que as glandulas
adrenais desempenham funcdo essencial no organismo'>. Por essa razdo, a
doenga conhecida como hipoadrenalismo, que causa deficiéncia na atividade
produtiva dos horménios pela glandula adrenal, foi durante muito tempo chamada
de Mal de Addison.
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Em 1927, Rogoff e Stewart'* comprovaram que as glandulas adrenais s&o
indispensaveis a vida, observando que extratos destas glandulas eram eficazes
para conservar vivos caes cuja atividade adrenal havia sido paralisada. Em 1930,
Swingle e Pfiffner'®'® confirmaram os resultados de Rogoff e Stewart com novas
pesquisas em gatos sem, contudo, identificar a(s) substancia(s) responsavel(is)
por essa caracteristica. O isolamento e identificagdo dos principios ativos
responsaveis pela atividade nos extratos das glandulas adrenais foram realizados
no periodo de 1935 a 1937 por varios pesquisadores: Wintersteiner, Kendall,
Reichstein e colaboradores'”®, Em 1937, Reichstein sintetizou a desoxicortona®’
{figura 1.3B) e, em 1948, Sarett sintetizou a cortisona® (figura 1.4A).

Em 1949, Hench, Kendall e colaboradores introduziram a terapia a base de
cortisona para o fratamento de artrite reumatdide®™?*. Esta aplicagdo clinica
estimulou a extragdo de outros horménios e também a sintese de andlogos e
derivados dos horménios naturais. Atualmente, os corticdides utilizados sdo
obtidos por sintese® ou por oxidag&o microbiolégica de substancias de origem
animal”® (colesterol, acido biliares, etc.) ou vegetal® (aplicacio de sapogeninas
encontradas em plantas da familia amarilidacea, dioscérea, liliacea, etc.).

Os corticosteréides adrenais e seus derivados sintéticos sdo usados tanto
na terapia de reposigio/substituicdo em insuficiéncia adrenocortical quanto no
tratamento de muitas condigdes clinicas, principalmente condig¢bes inflamatorias e
estados alérgicos®. Os glicocorticoides, especificamente, sdo eficazes contra a
febre reumatica, reacBes a drogas, soros e transfusdes, dermatoses, algumas
doengas oculares, edema cerebral e outros disturbios’. Entretanto, sdo perigosos
se forem usados impropriamente, pois induzem ao hipercorticismo, causador de

27,28

muitas reacbes adversas“ ", tais como atrofia da pele, agravamento de diabetes,

mudancas de personalidade, acne, distlirbios menstruais, hipertenséo, cefaléia,
supressac no crescimento e osteoporose, além de grande nimero de outros
efeitos colaterais. Em razdo disto, a Associacdo Médica Norte Americana
recomenda que “o uso prolongado de doses terapéuticas de corticosterdides deve
ser reservado para pacientes em perigo de vida ou com sintomas graves que nao

respondem satisfatoriamente a medidas paliativas mais suaves'”.



W.CT. CRIVELENTE Dissertacdo de Mestrado 8

A hidrocortisona € um horménio da classe dos glicocorticoides, muito
utilizada, junto com seus derivados sintéticos, em tratamentos de agao
antiinflamatoria. Desde a descoberta de sua sintese, modificagbes estruturais
especificas foram introduzidas na molécula para ressaltar alguma atividade
farmacologica®. A figura 1.6 ilustra a estrutura da hidrocortisona conhecida como
ciclopentanoperidrofenantrenos, gue tem seus carbonos numerados para uma

referéncia estrutural da posicéo onde a alteragéo € feita.

Figura 1.6. Estrutura da hidrocortisona € 0s carbonos do ciclopentanoperidrofenantreno.

Nesta formula, considerando-se um plano tridimensional da estrutura da
molécula as linhas pontilhadas refletem projecdes para baixo do anel molecular
(plano o) e indicam as chamadas substituicdes o. Ja as ligagbes de cadeias
laterais, mostradas com linhas continuas, representam projegdes para cima do
anel molecular (plano B) e indicam as substituicées . Possiveis diferencas entre o

e B do ponto de vista estrutural ndo estdo associadas com modificagdes

significativas no efeito terapéutico do produto, descritas na tabela 1.1.

" Radical ceto (=0)em Cy; | Inativac3o da atividade terapéutica Cortisona

Prednisona

| Dupla ligagdo entre C; e C; - Aumento da atividade glicocorticoide | Prednisolona

Aumento da atividade glicocorticoide
mas tambem em atividade . .
| Triamcinclona

!
Introdugao de um atomo de ‘\
| ) .
mineraicorticoide 1

fluor em Cg, no plano a

‘ .
Introdug@o de radical CH; em | e i pexametasona

| . Slano o ou B, em | Minimizam a atividade . (planc a)
15. P o ou B, mineralcorticoide | Betametasona

compostos Sa - fluor | . {(planoc B)
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Das relagdes estruturais mostradas na tabela 1.1. é importante comentar
alguns aspectos:

* Apresenca de um radical ceto (=0) na posicdo Cy; torna os glicocorticoides
menos ativos, como € o caso da cortisona. Para que esta se torne ativa, é
necessario que o radical desta posigdo Cy1 seja substituido por um radical
hidroxila (-OH), resultando na molécula da hidrocortisona. Desta maneira.
para que a cortisona administrada a um paciente torne-se ativa é
necessario que seja transformada em seu metabdlito ativo, a
hidrocortisona. Isto ocorre no figado (metabolizacéo hepatica).

e Aintrodugdo de um radical metila (-CH3) no carbono Cis , no plano o e no
plano . da origem a betametasona e dexametasona, respectivamente.
Apesar desta alteracfo espacial, betametasona e dexametasona nao

apresentam diferengas do ponto de vista farmacoldgico e terapéutico.

Modificagbes estruturais, como as descritas na tabeia 1.1, geram novos
glicocorticoides com estrutura molecular propria e, por isso, com um perfil
especifico de efeitos biologicos e farmacologicos. Por exemplo, em relacao a
hidrocortisona, que é o glicocorticoide natural, o analogo sintético dexametasona
apresenta® poténcia antiinflamatéria 20 a 30 vezes maior, efeito de retencao de

sodio ausente e duracdo de agdo mais prolongada.

1.3 Técnicas analiticas para determinacao de hidrocortisona

A partir de 1949, com a introducdo da terapia de cortisona para o
tratamento de algumas doengas™** houve um estimulo na aplicagdo clinica da
hidrocortisona e derivades. Neste periodo, comecaram a ser descritos na literatura
diversos trabalhos para determinagao quantitativa de hidrocortisona em amostras
biolégicas e em extratos de tecidos humanos e bovinos?,

Em 1951 Seligman e Ravin®™ desenvolveram um método colorimétrico para
estimar a presenga de corticosteréides em urina. Trabalhos subseqlentes

apresentaram resultados semelhantes para amostras de pele humana, urina de
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porco®e tecido bovino™ usando, em geral, técnicas colorimétricas simples de
identificag@o de compostos organicos, como determinacaoc espectrofotométrica de
corticosterdides pelo monitoramento de seu produto de reagdo com sais de
tetrazolium®.

Durante a década de 60, determinagdes colorimétricas®' de hidrocortisona
passaram a oferecer resultados mais representativos quantitativamente, e
passaram a ser realizadas também em amostras de leite®**® e de antibiéticos™,
além de amostras biologicas®™*. Nesta época, entretanto, as determinacdes
colorimétricas simples comegaram a ser substituidas por procedimentos e técnicas
diferenciadas, como a fluorimetria®®, a espectrofiuorimetria®” e a cromatografia em
camada delgada“"'. Além disso, comegou a ser proposto o uso de métodos de
separacdo antes da identificacdo e quantificacdo® de hidrocortisona.

A partir de 1970, surgiram 0s primeiros trabalhos propondo o uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)*® para determinacio de
hidrocortisona e alguns derivados em amostras biologicas. Apesar das vantagens
como precisdo e eficiéncia de separagdo da cromatografia liquida, alguns
trabalhos ainda sustentavam o uso de outras técnicas, como polarografia por
pulso diferencial®™®, e cromatografia gasosa®. Runikis e colaboradores®
inovaram ao aplicar a derivatizagdo em cromatografia gasosa para a determinacéo
de hidrocortisona, que € um compostc nao volatil.

Apesar do intenso uso de CLAE, na década de 70 ainda surgiram trabalhos
que defendiam o uso de técnicas colorimétricas® ® para determinacdo de
hidrocortisona. Em 1977, Oteiza e colaboradores® publicaram um trabalho que
descrevia toda a cinética € mecanismo da reacio dos corticosterdides com o azul
de tetrazolium. Solugdes alcodlicas de corticosteréides mostraram-se capazes de
reduzir sais de tetrazolium na presenga de hidroxido de tetrametilaménio e formar
solugbes coloridas. A absorbancia da solugdo final era medida por apdés um
periodo pré-estabelecido® ou num monitoramento cinético da reagzo®'. O sucesso
desta proposta e sua simplicidade fizeram com que 0 método fosse considerado
referéncia para determinar a presenca de corticosterdides, conforme consta na
32edicio da Farmacopéia Brasileira®.
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Durante a década de 80, houve publicagdo de muitos trabalhos®™™ que
consagraram a CLAE como técnica oficial para determinagéo de hidrocortisona e

seus derivados. Nesta época, poucos trabalhos apresentavam propostas

74-75

colorimétricas ou com o uso de outras técnicas, como polarografia e

fluorimetria™®’®. Descobriu-se que hidrocortisona fluoresce em solugéo de &cido
sulfurico e pode ser determinada por espectrofluorimetria". Imunoensaios
gquimiluminescentes também foram desenvolvidos para quantificar cortisona e
outros corticosterdides em plasma ou soro”™>% A partir desta época, as
Farmacopéias Britanica® e Americana® passaram a recomendar esta técnica
como referéncia para determinagéo de hidrocortisona.

A partir de 1990, a maioria dos trabalhos publicados usando CLAE para
determinagdo de hidrocortisona®®° passou a utilizar diferenciais, como, por
exemplo, fratamento pré-analise com extracéio em fase solida®. Alguns trabalhos
com outros procedimentos retomaram métodos como coulometria® cromatografia
gasosa acoplada a  espectrometria de massas®,  colorimetria®,
espectrofotometria®® e quimiluminescéncia®%. Nesta época, Calokerinos e

g97.98

colaboradores apresentam um trabalho inovador. Eles propuseram a

quantificagdo de hidrocortisona e seus derivados baseada no efeito destas
substéncias sobre a intensidade de quimiluminescéncia de uma reacéo quimica,
obtendo bons resultados com um sistema simples em fluxo. Vale destacar que,
nesta época, a maicria das novas propostas analiticas envolvia amostras de
formulagdes farmacéuticas comerciais.

Desde o ano 2000, a maioria dos trabalhos apresentados para
determinacéo de hidrocortisona envolve o uso de técnicas como cromatografia

liquida de alta eficiéncia em fase reversa®'?" cromatografia liquida micelar'®"%
eletroforese capilar'”, espectroscopia no infravermetho proximo'®, além de
109-112 111,112

espectrofotometria Neste udlitimo caso, Pezza e colaboradores
descreveram um sistema colorimétrico simples e interessante, baseado na reagdo
entre molibdato de amdnio e acetato de hidrocortisona, que foi usado para

quantificar hidrocortisona em formulagdes farmacéuticas comerciais.
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1.4 A luminescéncia do sistema Ce(lV) / SO5“

1.4.1 Reacdes de luminescéncia

Em um processo quimico, o fenémeno da luminescéncia é caracterizado
pela existéncia de uma substancia capaz de absorver energia, atingir um estado
excitado e em seguida decair emitindo radiacéo'™®. Se neste processo, a energia
de excitagao provém da transferéncia de energia de outras espécies quimicas do
sistema reacional, o fendmeno pode ser chamado de quimiluminescéncia. No
entanto, se a energia de excitagdo provém de uma fonte externa ao sistema
quimico, como por exemplo, uma fonte de radiagéo eletromagnética, o fenémeno
pode ser chamado fotoluminescéncia. Neste caso, o fendmeno pode ainda ser
caracterizado como fluorescéncia ou fosforescéncia'’®*, de acordo com as
diferentes transigbes eletronicas que ocorrem durante o processo de excitacdo e
emissao, o que se reflete na durag@o da emisséo, dentre outros aspectos.

Em fluorescéncia, ac contrério de fosforescéncia, a energia de transicéo
eletronica envolvida ndo acarreta mudancas no spin eletrdnico e envolve estados
excitados singletes. Por conseqiiéncia, a fluorescéncia é um fenémeno com tempo
de vida bastante curto (<107 s) e a emissdo praticamente se limita ao periodo de
excitagéo da amostra. Ja a fosforescéncia, envolve mudangas no spin eletrénico e
estados excitados tripletes, o que caracteriza a manuten¢do da emissdo por
periodos relativamente longos apés a interrupgao da excitacdo da amostra'™®.

Em luminescéncia, o que geralmente se observa € que o decaimento
energetico de um intermedidrio ou produto em estado excitado ocorre pela
transferéncia de energia a uma substancia do préoprio meio reacional, denominada

fluordforo!

, qQue é capaz de se excitar e decair emitindo radiacdo. Neste contexto,
define-se''* sensibilizador como qualquer substancia quimica externa ao sistema
reacional que, de alguma forma, é capaz de intensificar a duracdo efou
intensidade da emissdo. Um sensibilizador pode ainda ser denominado
sensibilizador fluoréforo, quando é capaz de absorver energia e decair emitindo
sua propria radiacdo; ou sensibilizador modificador, quando trata-se de uma
substancia que, mesmo n&o sendo capaz de se excitar e emitir radiago propria

favorece a luminescéncia, pela simples interagdo em alguma etapa do mecanismo
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da reagdo. A tabela 1.2 resume alguns desses conceitos abordados no estudo da
luminescéncia do sistema Ce(IV) / SO3~.

Tabela 1.2.: Resumo de alguns conceitos envolvidos no estudo’™

o

IGRNigcan S ph= ! oy

E capaz de absorvelrhenergia, excitar-se
Fiuoroforo Participa e decarr emitindo radiacdo
. = . N&o é capaz de se excitar e decair
Modificador N&o participa o .
Sensibilizador emitindo radlaggo -
E capaz de absorver energia, excitar-se
Fluoréforo Nao participa e decair emitindo radiacao

Técnicas baseadas em fendmenos de luminescéncia tém se tornado uma
poderosa ferramenta analitica, com larga aplicagdo em diversas areas devido a
sua sensibilidade, aplicabilidade e simplicidade de instrumentacdo'’>. Métodos
analiticos luminescentes geralmente produzem resultados rapidos e sensiveis,

vantagens de grande valor para a quantificacdo de insumos farmacéuticos''®.

1.4.2 A reacao de luminescéncia Ce(lV) / SO;~

Em 1975, estudos para determinacdo de tracos de SO, na atmosfera''®
mostraram que a presenga de Fe(lll} em solugdes aquosas de sulfito com oxigénio
era acompanhada por quimiluminescéncia. Como a emissdo de luz da reacéo
entre Fe(lll) e SO:* ndo era reprodutivel, outros oxidantes foram estudados,
MnOs, Ce(lV) e HO, em meio aquoso foram encontrados como agentes
oxidantes capazes de produzir uma emissdo de luz reprodutiva (figura 1.7). Neste
trabalho''®, MnO4 foi utilizado como agente oxidante e a luminescéncia foi
proporcional a quantidade de sulfito presente.

MnO, ou .
Ce (IV) + SO Produtos + LUMINESCENCIA
ou H202

Figura 1.7. Esquema de reacdo entre alguns agentes oxidantes e SO5~.

O sistema luminescente MnQ4 / SO5% apresentou algumas desvantagens
como baixa intensidade de emissdo e limitagbes na concentragdo de MnOg4

(devido & sobreposi¢io dos espectros de absor¢do e de emissao)!'’. Outra
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desvantagem do sistema MnO4 / SOs” é a instabilidade das solugdes de SOs%
que s&o rapidamente oxidadas pelo ar. Para estabilizar as solucées de SOs%,
varios compostos podem ser adicionados, como tetracloromercurato de potassio
(K2[Hg(C1)4]) € compostos carbonilicos'®.

Num estudo sobre estabilizagdo de solugdes de SOs, Wheatley e
colaboradores''® adicionaram ciclohexanona, um composto carbonilico, ao
sistema MnQ4 / SOs%. Com solugdes de ciclohexanona 102 mol L™, a intensidade
de radiac&o do sistema diminuia. Entretanto, para solucdes de ciclohexanona mais
diluidas, em torno de 10 mol L™, a intensidade obtida foi maior que o dobro da
esperada. Em virtude destas observacdes, o efeito de outros compostos
carbonilicos também foi investigado''®. Compostos como p-benzoquinona,
acetona e acetaldeido diminuiram a intensidade de emiss&o quando presentes em
qualquer concentragio. Por isso considerou-se a possibilidade da parte ciclohexil
do composto (e n&o a funcdo carbonilica) ser a responsavel pelo aumento na
intensidade de emiss&o, conforme ilustra a figura 1.8.

compostos .
MnO, + SOs° + contendo grupo ( ) —» Produtos + QUIMILUMINESCENCIA
ciclohexil

Figura 1.8. Esquema de reacdo entre MnO, e SO;* na presenga de compostos contendo o grupo
ciclohexil

Varios compostos contendo o grupo ciclohexil foram estudados, dentre eles,
o &cido 3-ciclohexilaminopropanosulifénico - CAPS, o 4cido ciclohexanocarboxilico,
a ciclohexilamina, o ciclohexanol, a ciclohexanona, a 2-metil-ciclohexanona e o
ciclohexano-1,4-diol. Todos produziram um aumento na intensidade de radiagdo
do sistema MnO4 / SO5%, sendo o maior aumento observado com CAPS.

O mecanismo de atuagZo destes compostos, chamados sensibilizadores
modificadores, ainda & pouco entendido. Entretanto, sua aplicacdo e a dos
sensibilizadores fluoréforos tém sido Gtil para o desenvolvimento de métodos
analiticos. Como exemplos, podem ser citados trabalhos para determinacgdo de
S0:'"® e S0O,'® utilizando como sensibilizadores rodamina 6G e flavina
mononucleotideo, respectivamente, em sistemas micelares.
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Ainda com base na reagéo quimiluminescente MnQ4 / SOs7, alguns autores

propuseram a substituicdo do sulfito pelas catecolaminas epinefrina, L-dopa,

norepinefrina e dopamina'®

e algumas substancias usadas como anestésicos
locais (benzocaina, butacaina, butoférmio, procaina e tetracaina)'®. Surgiram
também trabalhos propondo o uso de outros oxidantes, como KBr, Mn(IIN'> e
Ce(IV)""*"** em substituicdo ao MnOs em reacdes quimiluminescentes. Como o
uso de MnOy4 apresenta limitagdes (ndo é estavel e sua concentracdo no meio
deve ser minimizada para que a banda de absorgdo néo sobreponha a banda de
emissdo'*%), sua substituicdo & interessante.

Semelhante ao sistema MnQOs / SO;*, a reducdo de Ce(IV) pelo SOs%
tambem apresenta fraca emisséo de luz. Entretanto, o uso de Ce(IV) no lugar de
MnO4 néo tem a limitagdo de concentracdo do agente oxidante. E possivel
trabalhar com alta concentragédo de Ce(lV), o que pode favorecer a emisséo, sem
problema de sobreposicdo da banda de absorgdo do oxidante com a banda de
emisséo dos produtos, uma das principais desvantagens do sistema MnO, / SO3>.
Além disso, solugdes de sulfato de Ce(lV) s&o relativamente mais estaveis.

A intensidade da emissdo do sistema Ce(IV)/SOs:> também pode ser
amplificada pela presenca de varios compostos, como por exemplo o CAPS e
compostos com estrutura similar''*. O efeito de CAPS no sistema Ce(lV) / SOs% é
semelhante ao produzido no sistema MnOg4 / SOs%, mas a natureza da emiss&o
ainda ndo esta bem estabelecida. O Ce(lll), formado pela reducéo de Ce(lV), é um
ion com propriedades fluoréforas reconhecidas'®'® e, portanto, um possivel
responsavel pela quimiluminescéncia. Alguns trabalhos'®’ defendem que a
formagdo da espécie SO.*, que emitiia um féton quando decai aoc estado
fundamental, é a principal fonte de emiss&o do sistema quimico Ce(IV) / SOs%. Por
outro lado, ha autores que propde a formagdo da espécie Ce(ll)* como
responsavel pela quimiluminescéncia da reacdo'®'?. Qutros agentes redutores
como nitrito, oxalato, e haletos ndo geram quimiluminescéncia com Ce(IV)'¥®. Isto
sugere que a simples formagéo e decaimento de Ce(lll)* ndo explica o fenémeno.

O efeito sensibilizador dos compostos contendo grupos ciclohexil na

intensidade de emiss&o da reagio quimiluminescente Ce(IV) / SOs> foi estudado e
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aplicado na determinagdo de sulfito'®'®". Quando CAPS é empregado como
sensibilizador, nitratos interferem severamente na determinagio de SO:'®, ¢ que
nao acontece quando quinina é o sensibilizador fluoréforo usado. Isto reforca
ainda mais a idéia de diferentes mecanismos de acdo entre os sensibilizadores
fluoroforos, no caso a quinina, e os sensibilizadores modificadores como o CAPS.

Neste contexto, uma interessante aplicacdo analitica da reacao
quimiluminescente Ce(IV)/S0s* é a determinacdo quantitativa de substancias
que atuam como sensibilizadoras desta reacdo™**'% uma vez que, sob certas
condigdes, a intensidade de luz emitida é diretamente proporcional a quantidade
de sensibilizador presente. Esta caracteristica foi utilizada no desenvolvimento de
metodo analitico de determinago de ciclamato de s6dio'™ de 1,00 a 50,0 ug mL™",

Compostos esteroidais apresentam em suas estruturas grupos ciclohexil e,
como esperado, aumentam a intensidade de emissdo de luz da reacao
Ce(IV) / SOs*. Cortisona e hidrocortisona emitem radiagdo em solugbes de acido
sulfurico, podendo ser determinadas por espectroflucrimetria”’®'3®, Esta
caracteristica foi aplicada na sensibilizagdo da reacdo Cef IV) / SOs* para
determinac&o de esterdides em formulagdes farmacéuticas”. Esterdides no
fluorescentes, que apresentam grupos ciclohexil em sua estrutura, também
aumentam a intensidade de emissao de luz da reacdo, mas em menor extensao
que a hidrocortisona. Métodos rapidos e automatizados foram desenvolvidos para
determinacéo de hidrocortisona e esterdides em formulagdes farmacéuticas®™%

1.5 O sistema quimico Mo(Vl) / H,SO,

1.5.1 A rea¢do Mo(Vl) / H;SO,

Em 2000, Aman e colaboradores'* apresentaram um estudo para
determinacéo colorimétrica de cloridrato de amitriptilina, um conhecido
antidepressivo, baseado na sua reacdo com Mo(V1) em meio H,SO4. O produto
desta reac&o (figura 1.9) foi descrito apenas como sendo de coloragao verde com
absorbancia maxima em 660 nm. A reagio foi descrita como inédita e parte de
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uma série de estudos''® para desenvolver procedimentos colorimétricos para
analise de substancias de uso farmacéutico.

a9

_CHg

Ay

Ha  _HCI + H,50, + Mo(Vl) —p Produte de coforagio verde com
Absorbancia maxima em 660 nm

Figura 1.9. Esquema de reacéo entre Mo(V!), H.SO, e cloridrato de amitriptilina™

O trabalho de Aman'** ainda destacou que o produto formado poderia ser
resultante da agdo oxidante do Mo(VI) sobre a amitriptilina. Outros agentes
oxidantes como KMnQ4, K2Cro0+, KoCrO4, KiQs, Nal, Ho0», NaNQs e NaNO, foram
testados e ndo produziram complexos coloridos.

Quando se misturou amitriptilina e Mo(VI) sem adi¢do de H.S0,, houve a
formacgao de um precipitado amarelo, que se dissolveu em H.SO,4 e a solucéo
mudou de coloragdo amarela para verde. A formagao do precipitado foi atribuida &
presenca de uma amina tercidria, que usualmente leva a formagdo de
precipitados'* em reagbes. Na adic&o de H,SO4, a presenca de ions H* levaria a
formag&o de N(R)4", que reagiria com o Mo(VI) formando um complexo verde de
transferéncia de carga com absorbancia méxima em 660 nm.

Em 2001, Pezza e colaboradores aplicaram o sistema Mo(VI) / H.SO4 com
acetato de hidrocortisona''""'?. O produto de reagdo também apresentou
coloragéo verde, porém com absorbancia maxima em 409 nm (figura 1.10).

+ H,50, + Mo(Vl)—»  Produto de coloragio verde com
absorbancia maxima em 409 nm

Figura 1.10. Esguema de reagio entre Mo(VIl) / H,S0, e acetato de hidrocortisona’ "' °

Assim como no caso da amitriptilina, o sistema Mo(VI) / H.SO, / acetato de
hidrocortisona gerou uma metodologia colorimétrica simples, rapida e eficiente

para quantificar este composto em formulagdes farmacéuticas. Ainda ndo se
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encontram trabalhos com informagdes relevantes para a explicacdo da reacdo

entre Mo(VI), H2804 e glicocorticoides. Além disso, apenas no trabalho de Pezza e

111,112

colaboradores o sistema foi aplicado para desenvolvimento de metodologia

analitica, a despeito de seu consideravel potencial aplicativo.

1.5.2 Métodos ndo usuais de medidas fotométricas

Dentre as diversas técnicas para andlise quantitativa de espécies quimicas,
a fotometria merece destaque pois, embora apresente limitagdes, a qualidade dos
resultados fotométricos faz com que a técnica seja amplamente difundida’*.

Métodos fotométricos podem ser colorimétricos e espectrofotométricos’*e.
Os métodos colorimétricos estdo praticamente restritos a regido do visivel e
utilizam detectores visuais ou instrumentais, com filtros (para isolar faixas de
comprimentos de onda) ou diretamente a luz branca. JA os métodos
espectrofotométricos podem ser aplicados também a regido do ultravicleta e
utilizam aparelhagem mais elaborada, com uso de radiagdo monocromatica obtida
por prismas ou grades de difragdo em sistemas Opticos de sofisticacdes
variadas'®. A espectrofotometria, apesar da aparelhagem mais elaborada, ndo
deixa de ser uma aplicagdo de “colorimetria”, dada semelhanca do sinal medido: a
diferenca fundamental estd na instrumentagdo que, além de usar radiagio
monocromatica, permite registrar todo o espectro’'¥ da substancia.

Encontram-se na literatura trabalhos com propostas alternativas para
aplicagao da colorimetria, que n&o atingem o grau de sofisticacdo nem o custo dos
espectrofotémetros comerciais'®'>. Como exemplo, ha o trabalho de Rossi e
colaboradores', que desenvolveram um medidor colorimétrico simples e de baixo
custo para rapidas determinagbes com medidas de resisténcia elétrica. Neste
trabalho, os autores usaram um sensor optico de medidas de resisténcia com
comportamento que pode ser considerado andlogo ao de dispositivos de medidas
colorimétricas. O detector utilizado foi um resistor LDR (Light Detector Resistor),
cujo valor de resisténcia varia com a intensidade de luz que incide sobre sua

superficie, acoplado a um multimetro para a leitura dessa resisténcia.
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O dispositivo portatil consistiu de um LDR montado numa cela de TEFLON®
grafitado (capacidade para 62 uL de solucdo). A figura 1.11 ilustra a cela do

dispositivo de medidas colorimétricas desenvolvido'>.
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Figura 1.11. Diagrama esquematico do dispositivo utilizado por Rossi e colaboradores'™’, com
detalhe para as pegas com as dimensdes em mm (A, B e C) e ilustracdo da cela montada (D).

O resistor ao fundo da coluna recebe continuamente iluminagéo de uma
lampada de 15W e sua resisténcia é mostrada no multimetro. Quando a coluna é
preenchida com solug¢do, a quantidade de luz que chega ao LDR muda e o valor
da resisténcia é alterado. Na figura 1.11 é possivel identificar o caminho 6ptico, a
coluna que é preenchida com a solugéo colorida (A). Uma janela de vidro €
colocada em a e abaixo desta o dispositivo LDR é colocado em b. As pecas (A) e
(B) se encaixam pressionando o LDR e a janela de vidro. O LDR & conectadb em
(C) e encaixados em (B), para o contato elétrico entre o LDR e o multimetro.

Este sistema serviu para determinagdo de vanadio em efluentes'®, onde as
leituras de resisténcia foram relacionadas com a concentracdo de um complexo
colorido de vanadio, sendo diretamente proporcionais, de acordo com a equacao
1, obtida empiricamente:
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AR =k x G; Equacdo 1
onde: AR = Variacdo de resisténcia indicada no multimetro, C; = Concentragao do
analito na solugdo e k = constante de proporcionalidade

Entretanto, foi considerado que o valor de resisténcia do sensor LDR
diminui em fung&o da diminuig@o de intensidade de luz que recebe e que é correto
supor que a relagdo entre a resisténcia (R;) e a intensidade de luz sobre a solugao
(I;) & exponencial, podendo ser descrita conforme equacao 2.

Ri=R.-kxlog]; Equacédo 2
onde: ¥ = Constante de proporcionalidade e R.. = valor de resisténcia méxima do
sensor obtida quando I; tende a zero (total auséncia de luz incidindo no LDR)

Seja Ry a resisténcia da solugao usada como branco dada pela equagdo 3.

Ro=R.-xloglp Equacédo 3

Pode-se subtrair o valor de R, do valor medido para a amostra (Ri) e
rearranjar a equacao, obtendo-se a seguinte equacéo:

Ri=Rp-x log (Ii/ Ip) Equacéo 4

Uma vez que a transmitancia (T) de uma solugéo é dada por Li/l,e-log T
& a absorbancia (A =g b C; ), entdo a equagéo 4 tambéem pode ser descrita por:

Ri=Rp+xe b G Equacdo 5
onde ¢ = absortividade molar e b= comprimento do caminho &ptico.

Considerando kx e b = k, a equagéo 5 pode ser rearranjada e tornar-se a
equagido 1, obtida empiricamente. Demonstrou-se assim, matematicamente, a
correlacdo das medidas de resisténcia com medidas colorimétricas.

Este tipo de medidor simples e de baixo custo vem de encontro as
necessidades de estabelecimentos com poucos recursos, come por exemplo,
laboratdrios de pequeno porte e farmacias de manipulacdo.No caso das farmacias
de manipulagao, a legislagao atual'>* requer a realizagéo de controle de qualidade
dos produtos manipulados, © que pode encarecer o0 processo e acarretar 6nus
tanto para o estabelecimento quanto para o produto final. Neste contexto, uma
proposta com procedimentos simples e de baixo custo, como a utilizagdo do

dispositivo portatil, pode ser de interesse.
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo estudar e desenvolver
procedimentos analiticos com medidas de luminescéncia e colorimétricas para
determinagdo de hidrocortisona.

Para o estudo de luminescéncia os objetivos foram:

. Estudar a quimiluminescéncia do sistema quimico Ce (IV) / SOs%, obtendo-se
espectros de quimiluminescéncia para avaliar o efeito da varia¢do na
concentragéo dos reagentes.

) Investigar as provaveis espécies responsaveis pela quimiluminescéncia.

» Verificar as eventuais propriedades de fluorescéncia do sistema quimico
Ce(IV) / SOs% e o efeito da variacdo na concentragao dos reagentes.

e \Verificar a influéncia da adicdo de hidrocortisona na luminescéncia do
sistema Ce(IV) / SO:% e sua aplicabilidade para precedimento analitico para
determinagéo de hidrocortisona.

No estudo colorimétrico, os objetivos foram:

» Investigar o sistema quimico Mo(VI1) / H.SO4/ hidrocortisona por analogia
com o sistema Mo(Vi) / HSO, / acetato de hidrocortisona.

. Desenvolver e validar metodologia analitica colorimétrica para determinagéo
de hidrocortisona em formulagdes farmacéuticas comerciais.

e  Adaptar o método colorimétrico desenvolvido para usc em dispositivo portatil
de grande simplicidade e baixo custo.

. Estudar o comportamento do sistema quimico Mo(V1) / H.SO4 na presenca
de algumas substéncias derivadas da hidrocortisona, discutindo aiguns
aspectos da reacao envolvida.

= Avaliar a metodologia analitica colorimétrica na determinacdo de
hidrocortisona em formulagdes farmacéuticas comerciais.
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3.1 Reagentes

Para preparar todas as solugbes utilizadas neste trabalho, foram utilizados
reagentes de pureza analitica, marcas Merck, Sigma e Nuclear e agua destilada
(destilador de vidro).

Segue a descricdo do procedimento de preparc de todas as solugdes
estoque utilizadas que foram padronizadas, nos casos recomendados pela
literatura’®. Em funcgdo dos resultados obtidos ao longo do desenvolvimento deste

trabalho, optou-se, em alguns casos, pelo preparo didrio de algumas solugdes.

3.1.1 Solugdo de sulfato de cério (IV) amoniacal

A solugéo de sulfato de cério amoniacal 1,00x1072 mol L foi preparada pela

dissolugdo do sal (NH4)4Ce(S04)4.2H,0 (massa molar 632,58 g mol™') em solucéo
de &cido sulfdrico 0,10 mol L™

3.1.2 Solucédo de sulffito de sédio

A solugdo de sulfito de sodio 1,00x10 mol L™ foi preparada pela dissolucéo
do sal Na,SO; (massa molar 126,04 g mol™'} em agua destilada.

3.1.3 Solugao de hidrocortisona em H,S04 0,10 mol L’

Para o preparo da solug&o estoque de hidrocortisona 2.79x10™ mol L™ em
cido sulfarico 0,10 mol L™, pesou-se 0,0506 g do reagente CHa0Os (massa
molar 362,47 g mol™"). A massa foi transferida quantitativamente para um baido
volumétrico de 500 mL contendo cerca de 300 mL de solugdo de acido sulfirico
0,10 mol L™ Agitagio constante ou ultra-som foram utilizados no processo de

dissolucdo do reagente e a seguir completou-se o volume com solucgdo de 4cido
sulfdrico 0,10 mol L™

3.1.4 Solugdes de acido sulftrico

SolugSes 0,10 mol L e 9,00 mol L' de acido sulftrico foram obtidas por
diluig&o do acido concentrado (18 mol L™) com agua destilada.
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3.1.5 Solucdo de molibdato de aménio

A solugao de molibdato de aménio foi preparada pela dissolugdo de 2,00 g
do sal (NH4)sM07024.4H,0 (massa moiar 1163,80 g mol™) em 100 mL de agua
destilada, originando uma solugzo 1,62x102 mol L.

3.1.6 Solucao de hidrocortisona em cloroférmio

Esta solugdo foi preparada pela dissolugdo de 0,0100g de CxH30s
(massa molar 362,47 g mol™), em balao volumétrico de 10 mL, com cloroférmio,

originando uma solugéo 2,80x10° mol L™,

3.1.7 Solucédo de acetato de hidrocortisona

Esta solugdo foi preparada peia dissolucdo de 0,0100 g de CosH3:06
{massa molar 404,50 g mol™), em baldo volumétrico de 10 mL com cloroformio,
originando uma solugdo 2,50x10" mol L.

3.1.8 Solucéo de cortisona

Esta solugdo foi preparada pela dissolucdo de 0,0100 g de Ca1H05
(massa molar 360,45 g mol™"), em baldo volumétrico de 10 mL, com cloroférmio,

originando uma solugéo 2,80x106™ mol L™,

3.1.9 Solugao de acetato de cortisona

Esta solugio foi preparada pela dissolucdo de 0,0100 g de Cx3H300s
(massa molar 402,49 g mol™), em baldo volumétrico de 10 mL, com cloroférmio,

originando uma solugéo 2,50x10° mol L™,

3.1.10 Solucédo de acetato de dexametasona
Esta solugdo foi preparada pela dissolucdo de 0,0100 g de Co4HzFOg
(massa molar 434,51 g mol™'), em baldo volumétrico de 10 mL, com cloroférmio,

originando uma solugéo 2,30x10° mot L.
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3.2 Equipamentos utilizados

Nos estudos da quimiluminescéncia e fluorescéncia do sistema
Ce(IV) / SO5%, utilizou-se um espectrofluorimetro Aminco SPF-500C (figura 3.1)
acoplado a um banho termostatico Lauda RC6 e cubetas de quartzo com caminho
optico de 1,0 cm.

Figura 3.1. Espectrofluorimetro Aminco SPF-500C

A figura 3.2 ilustra o sistema optico do espectrofluorimetro, indicando pela
letra A as fendas de passagem de radiagdo com larguras ajustaveis (0 a 15 nm).
Além disso ilustra a lampada de xendnio 250W, usada como fonte de excitagéo, e
o dispositivo indicado pela letra B, que foi usado para barrar a incidéncia de
radiacdo sobre a amostra no caso de estudos de quimiluminescéncia, uma vez

que o espectrofluorimetro ndo funciona com a fonte de excitagéo desligada.

Referéncia
Intarna

Registrador

Compartimento
da amostra

e T | I

Figura 3.2. Sistema 6ptico do espectrofluorimetro Aminco SPF-500C
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Nos estudos colorimétricos da reag@o de hidrocortisona e Mo(V1) / H2SO4
utilizou-se um espectrofotdmetro UV/Vis Pharmacia Biotech modelo Ultrospec
2000 e cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. Nesses estudos
colorimétricos também se utilizou um dispositivo de medidas portatil, montado
anteriormente'® (figura 3.3a) e com cela de medidas adaptada para este trabalho
com o uso de tubos de vidro (tipo Duran'®®) com capacidade para 1,4 mL
(figura 3.3b).

1,4 mL de solugdo
|
Tubo de
Duran
LDR Janela de
" Light Vidro
Detector
Resistor Cela
de
PTFE
Contate
Elétrico

Figura 3.3. Dispositivo portatil de medidas: (a) Montagem utilizada para realizar medidas
fotométricas incluindo A -fonte de luz (luminaria com lampada de 15W), B -multimetro,
c-dispositivo de medidas fotométricas e uma régua de 15 cm para dar idéia da dimensé&o. (b)
Esquema da cela de medidas confeccionada em TEFLON?® grafitado.

Este dispositivo é andlogo ao descrito por Rossi e colaboradores'™.
Entretanto, neste dispositivo, a solug&o n&o preenche o caminho &ptico do tubo de
TEFLON®, ela é acondicionada em tubos de Duran (removidos do dispositivo apds
cada medida para limpeza e troca de solugéo) e o volume de solugao utilizado &
de 1.4 mL. Assim como no trabalho de Rossi'®®, também foi utilizado uma fonte de
luz incidindo continuamente sobre o sistema, para evitar outras variagdes de |uz
sobre o LDR, além das ocasionadas pelas solugdes coloridas no caminho 6ptico.
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3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Estudo com reacéo de luminescéncia
Inicialmente, trabathou-se com o sistema Ce(IV)/S0s> que, conforme

descrito no item 1.3, foi proposto por Calokerinos e colaboradores®

para
determinac&o em fluxo de hidrocortisona, baseado em seu efeito sensibilizador
sobre a quimiluminescéncia da reacdo. No presente trabalho, o sistema foi
estudado em modo estacionario com modificagdes nas concentragdes iniciais dos
reagentes usados por Calokerinos® *®. O procedimento experimental consistiu em
injetar, com um sistema manual de injecdo simultanea ' (figura 3.4-1C), 1,0 mL
da solugo $0s* 1,00x10?% mol L™ e 1,0 mL da sclugdo hidrocortisona em H.SO4
0,10 mol L simultaneamente sobre a solugéo de Ce(lV), conforme figura 3.4-2.

Solugao Solugdo de
de —> "o, = <— Hidrocortisona

rar
!

Suifito N {erm ac. sulflrico
H ! G100 mol L1

[S W
. e
- Solugas de
\ . X
- Ceno (1)
(ermac. sulfurico
010 meol L)

Figura 3.4. Descricao esquematica do procedimento de injecdo na cela de reacéo

A emissao do sistema foi registrada imediatamente apos a injecdo, de 300 a
500 nm, a 25,0+0.1 °C, com largura de fenda de emissdo 7,5 nm. Nesta abertura
de fenda foi obtida a melhor relacdo sinal/ruido. O tempo total de registro de
emissdo foi de aproximadamente 5 s. Seguindo este procedimento, foram obtidas
solugdes: Ce(1V) 3,33x10% mol L™, SO3% 3,33x10° mol L, H,804 6,7x102 mol L™
e hidrocortisona 0a8,4x10° mol L. Este procedimento foi realizado para

obtengao dos espectros de emissaoc de quimiluminescéncia e de fluorescéncia.
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Nos estudos de quimiluminescéncia, o espectrofluorimetro foi utilizado
mantendo-se fechado o dispositivo indicado pela letra B na figura 3.2, a fim de
evitar incidéncia de radiagio na solugéo. No estudo de fluorescéncia, as fendas de
excitagcdo e emissdo foram mantidas em 7.5nm (melhor relagdo sinal/ruido
encontrada) e trabalhou-se com radiagdo de excitagdo em 290 nm. Todos os
ensaios no estudo de luminescéncia foram efetuados pelo menos em duplicata e

as diluicdes necessarias foram feitas com agua destilada ou H2S04 0,10 mol L

3.3.2 Estudo com reacdo colorimétrica

Nesta etapa, trabalhou-se com o sistema Mo(VI) / H.SO4 e hidrocortisona.
O procedimento experimental para obtencéo do produto de reag&o foi 0 mesmo

descrito por Pezza e colaboradores’''"?

no estudo do sistema Mo{VI) / H.SO4 e
acetato de hidrocortisona. O procedimento consistiu em transferir, com pipetas
automaticas SciTech, 250 uL de solugdo hidrocortisona (0,50 a 2,80)><1O‘3 mal L7
em cloroférmio (descritas na tabela 3.1), 750 uL de agua destilada, 3,00 mL de
solugdo H.S0s 900 molL' e 1,00 mL de solugdo de molibdato de aménio
1.62x102 mol L' para tubos de ensaio de 10 mL, nesta ordem de adi¢ao, sempre
mantendo os tubos fechados com tampas de borracha. Nesta etapa ocorre a
formacgdo de duas fases (agua / cloroformio) no tubo de ensaio. Foram preparados
3 tubos de ensaio para cada concentragao de hidrocortisona (triplicatas).

Os tubos de ensaio foram aquecidos em banho-maria a 94°C por 40
minutos, substituindo-se as tampas de borracha dos tubos por fitas de TEFLON®
perfuradas, para permitir a lenta evaporacdo do CHCls. Nesta etapa, o
aguecimento inicia a reag&o para formagéo de um preduto de coloragéo amarela.
Apds o aquecimento, 0s tubos foram resfriados em banho de gelo por 10 minutos
e mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos para, em seguida, registrar o
espectro da solugdo resultante de 300 a 800 nm. Durante esta etapa de
resfriamento, a colorag&o do produto de reagéo passava de amarela para verde.

E importante destacar que durante a etapa de aquecimento, a presenca da
fita de TEFLON® garante que ocorra uma lenta evaporagdo da fase orgéanica, de

forma que a hidrocortisona passe lentamente para a fase aquosa, reagindo com o
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Mo(V1). A figura 3.5 ilustra o procedimento experimental descrito para obten¢do do
produto de reacgdo. Nesta ilustracdo, indica-se a observacdo de separacéo de
fases no tubo de reagdo, o que se desfazia durante a etapa de aquecimento.

250 WL 750 L 3mL 1mL

Solugio padrio iy Acido sulfiirico Molbdato de amdmo
HIDROCORTISONA Agua detonzada 11 (wha) 2% (mfe)

£ — £ = F)

- —
S quecimento Resfiiamento

40 minutas 10 minutos

T=94°C Banho de gele

Figura 3.5. Esquema simplificado do procedimento analitico colorimétrico para hidrocortisona.

A tabela 3.1 descreve as quantidades de solugdo de hidrocortisona
2,80x10°mol L' e cloroférmio, adicionadas em cada tubo de ensaio para
obtencédo de 250 uL de solucdes com diferentes concentracdes de hidrocortisona

para construcdo da curva de calibragéo, lembrando que foram preparados 3 tubos
de ensaio para cada concentracao de utilizada (triplicata).

Tabela 3.1. Preparo da soluc3o de hidrocortisona para curva de calibragcao

0 250 0
50 200 0,50
75 125 0,80

100 150 1,10
125 s 1,40
200 50 2,20
250 0 2,80

Além das medidas espectrofotométricas, as solug¢des resultantes da reacao
entre Mo(VI), H2SO4 e hidrocortisona também foram medidas fotometricamente,
utilizando-se dispositivo portatil descrito no item 3.2. O procedimento experimental

consistiu em, primeiramente, ajustar valor de resisténcia 3,00x10°Q no
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multimetro, pelo adequado posicionamento da fonte de luz, cerca de 30 cm acima
da cela de medida contendo apenas o tubo de vidro Duran vazio. Este valor foi
considerado como “branco”. Em seguida, com uma pipeta automatica SciTech,
adicionou-se 1,40 mL da soluc&o amostra no tubo de vidro e a medida da
resisténcia foi feita apds 2 minutos, quando a leitura foi estabilizada. Uma vez que
as solugdes utilizadas foram as mesmas medidas por espectrofotometria, também
foram obtidos resultados em triplicata para cada concentracdo de hidrocortisona.
E importante ressaltar que este procedimento foi otimizado guanto a
posicdo da lampada sobre o equipamento, o valor usado como “branco” e o tempo

de espera antes da leitura no multimetro.

3.3.2.1 Figuras de mérito

Na seqiéncia, descrevem-se procedimentos de obtencdo de algumas
figuras de mérito da proposta analitica com medidas espectrofotométricas para

determinacao de hidrocortisona.

3.3.2.1.1 Precisdo das medidas

Para avaliar a precisdo das medidas, foi realizado um ensaio de
repetibilidade'® de resultados. Para isto, foram preparadas 10 amostras contendo
hidrocortisona 1,10x10™ mol L™ (diluicdo de 100 L da solugéo 2,80x10° mol L™
de hidrocortisona padréo para 250 ulL com cloroférmio) e aplicou-se procedimento
descrito no item 3.3.2. A seguir mediu-se a absorbancia em 409 nm das solugdes
contendo © produto de reacdo e calculou-se a quantidade de hidrocortisona

aplicando-se a curva de calibragdo cuja construcéo é descrita no item 3.3.2.

3.3.2.1.2 Limites e linearidade

Q limite de detecgdo, determinacédo e a linearidade foram obtidos e/ou
calculados a partir dos resultados do procedimento descrito no item 3.3.2, de

construg&o da curva de calibragdo.



W.C.T. CRIVELENTE Dissertacdo de Mestrado 35

3.3.2.1.3 Fator de recuperacéo

O teste de recuperagéo foi realizado por fortificagdo de uma formulagdo
farmacéutica comercial (amostra liquida contendo hidrocortisona em suspensao) a
niveis de 17,4%, 30,9% e 40,1% sobre o valor nominal descrito no rétulo.

As amostras fortificadas foram tratadas seguindo procedimento analitico
descrito no item 3.3.2 e o fator de recuperagé&o foi calculado considerando 100% a
quantidade de padrédo hidrocortisona adicionado.

3.3.2.2 Estudos com derivados da hidrocortisona

O procedimento realizado no estudo do sistema Mo(VI) / H,SO4 e acetato
de hidrocortisona foi o mesmo utilizado para a hidrocortisona (item 3.3.2).

Para cortisona, acetato de cortisona e acetato de dexametasona, o volume
de solugdo padréo adicionado ao tubo de ensaio foi 750 pL (ao invés de 250 pL).
Esta alteragdo no volume de solugdo padrdo adicionado teve como objetivo
otimizar a curva de calibragdo destes derivados. O procedimento de adigdo de
solugées no tubo de ensaio de 10 mL ficou: 750 uL de solugdo padrdo em
cloroférmio, 750 uL de agua destilada, 3,00 mL de solugdo H.S04 9,00 mol L™ e
1,00 mL de solugdo de Mo(VI) 1,62x10? mol L™, nesta ordem de adic3o.

As tabelas 3.2 a 3.5 descrevem diluicdes da solugdo padrdo de cada

composto para construgdo da curva de calibragcdo, partindo-se das respectivas
solucdes-estoque.

ra curva de calibracdo

50 200 0,50
75 125 0,70
100 150 1,00
125 75 1,20
200 50 2,00
250 0 2,50
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Tabela 3.3. Preparo da solugdo de oorti para curva calibrao

750

500 0,90

380 1,40
500 250 1,90
620 130 2,30
750 0 2,80

Tabela 3.4. € cortisona para curva de calibragéo

750 0
250 500 0,80
370 380 1,20
500 250 1,70
620 130 2,00
750 0 2,50

Tabela 3.5. Preparo da solugdo de acetato de dexametasona para curva de calibracdo

0 750 0
250 500 0,80
370 380 1,10
200 250 1,50
620 130 1,90
750 0 2,30

Para avaliar a absorbancia dos produtos de reacédo de cada corticoide (na
mesma concentragédo em mol L) preparou-se solucdes de hidrocortisona, acetato
de hidrocortisona, cortisona, acetato de cortisona e acetato de dexametasona,
todas 1,34x10°mol L. Em seguida, estas solugdes foram utilizadas,
separadamente, no procedimento descrito no item 3.3.2 (também em triplicatas) e

as solucdes resultantes tiveram suas absorbancias registradas de 300 a 800 nm.

3.3.2.3 Teste com medicamentos comerciais
Foram testadas duas amostras de formulacdes farmacéuticas comerciais:
uma amostra liquida contendo hidrocortisona em suspens3o e uma amostra na

forma de pomada (base oleosa) contendo acetato de cortisona. Nenhum dado da
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158-163

literatura consultada indicou reatividade com Mo(VI) / HoSO, para qualquer

um dos demais constituintes das duas formulacdes.

3.3.2.3.1 Hidrocortisona

A primeira etapa dos testes com amostra de formulacdo farmacéutica
comercial foi buscar na literatura'® uma amostra que pudesse ser utilizada
diretamente no procedimento analitico descrito no item 3.3.2 e que apresentasse
em sua formula outras substancias além da hidrocortisona. Para preservar o
produto e a Empresa, o medicamento escolhido foi descrito como “amostra
comercial”. Entretanto, vale ressaltar que trata-se de um medicamento liguido
(suspens&o) contendo hidrocortisona em associagdo com outros principios ativos,
0s quais nao atuam como interferentes no sistema reacional 1%,

Primeiramente construiu-se uma curva de adicdo de padrdo com medidas
por espectrofotometria; para isto, aliquotas de 25 ul da amostra comercial foram
adicionadas a cada tubo de ensaio antes da adicdo das demais solugdes no
procedimento analitico descrito no item 3.3.2. Esses 25 uL, de acordo com as
especificagbes do fabricante, deveriam conter 2,70x10 mol L™ de hidrocortisona.

O mesmo medicamento utilizado para obtencdo da curva de adicdo de
padrao foi usado para quantificar hidrocortisona aplicando-se a curva de
calibragdo. Dentre todos os compostos constituintes da amostra real, tanto
principios ativos quanto excipientes, somente a hidrocortisona apresenta
solubilidade em cloroférmio. Em razdo disto optou-se por fazer a extracdo da
hidrocortisona utilizando cloroférmio como solvente extrator. Desta forma, a
solucdo resultante pode ser utilizada diretamente como “solugac de
hidrocortisona” no procedimento analitico ja descrito no item 3.3.2

O procedimento consistiu em adicionar, com uma pipeta automatica
SciTech, 1,00 mL de amostra e 5,00 mL de cloroférmio em funil de separagéo para
extrag&o da hidrocortisona presente em suspensdo. Foram realizadas 3 extragtes
consecutivas e a fase contendo clorofdrmio foi recolhida em baldo volumétrico,
com volume completado a 25,00 mL com cloroférmio. Este procedimento originou

uma solugo que deveria conter hidrocortisona na faixa de (0,9 2 1,2)x10~ mol L™,
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segundo especificagdes do fabricante do medicamento. Esta solugéo foi utilizada
como solugéo de hidrocortisona no procedimento descrito no item 3.3.2, realizado
em triplicata, e a absorbancia do produto final foi medida por espectrofotometria.
A soluggo resultante também teve sua resisténcia medida no dispositivo
portatil e aplicada sobre a curva de calibracdo fotométrica, obtendo-se também
uma determinagdc fotométrica para eventual comparacdo com os resultados
obtidos por espectrofotometria. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

3.3.2.3.2 Acetato de cortisona

Com base nos resultados obtidos para as curvas de calibragao por
espectrofotometria das substancias derivadas da hidrocortisona, que foram
obtidas neste trabalho (item 4.2.2), optou-se por testar a quantificagdo de acetato
de cortisona, j& que sua curva de calibragio apresentou, dentre os derivados
testados, melhor linearidade.

Ha atualmente no mercado um medicamento contendo esta substancia
como principio ativo, também em associagdo com outras substancias que nao
apresentam reatividade com Mo(VI) / H,S0,"°*'® Do mesmo modo que foi feito
para hidrocortisona, também se optou por preservar o nome do produto e do
fabricante, sendo o mesmo descrito apenas como “amostra comercial”.

Para a amostra de formulagdo farmacéutica comercial (pomada) contendo
acetato de cortisona como principio ativo, o procedimento de preparo consistiu em
solubilizar 1,3448 g de amostra em 5,00 mL de cloroférmio. Este procedimento
originou uma solugéo que deveria conter acetato de cortisona na faixa de (1,20 a
1,47)x10~ mol L™, segundo especificagcdes do fabricante do medicamento. Um
volume de 750 ulL desta solugéo foi adicionado ac tubo de ensaio e submetido ac
procedimento analitico descrito no item 3.3.2, realizado em triplicata.

A solug@o resultante, quando necessario, foi submetida a filtragio com
papel comum e teve sua absorbancia registrada de 300 a 800 nm e sua
resisténcia medida no dispositivo portatil. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata.



CAPITULO 4:
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Estudo com reagdo de luminescéncia

4.1.1 Comportamento de quimiluminescéncia

Neste trabalho, o sistema em fluxo descrito por Calokerinos® * foi
adaptado para medidas em sistema estacionario. Isto permitiu  obter
experimentalmente espectros de quimiluminescéncia do sistema Ce(IV) / SOs™
(figura 4.1) e também atestou que a quimiluminescéncia deste sistema dura pelo

menos por 5 s.
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Figura 4.1. Perfil de emisséo de quimiluminescéncia de solugdes, a 25,040,1°C:
(largura de fenda de emisséo 7,5 nm)
—_Ce(IV) 1,00x10” mol L™ e H,S04 0,10 mol L
_ Ce(IV) 3.33x10° mol L', SO5> 3,33x10° mol L' e H,80, 6,7x10” mol L

A figura 4.1 mostra o espectro de emissdo da solugdo Ce(IV) 3,33x10°
mol L' e SO5% 3.33x10° mol L, em meio H2S04 6,7x107° mol L, com largura de
fenda de emissdo 7,5nm. Apos a injegdo da solugdo de SOs”, notou-se o
aparecimento de duas regides com aumento significativo na emissdo, em 370 nm
e 690 nm. Entretanto, somente a regido em 370 nm foi considerada em estudos
posteriores, por representar a emissao mais intensa.

125,126

Com base em trabalhos da literatura , pode-se perceber que este

espectro apresenta um perfil semelhante ao espectro de emissao de fluorescéncia
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da espécie Ce(lll). Uma vez que esta espécie também é apontada'*'*

em alguns
trabalhos como sendo a especie responsavel pela emissdo quimiluminescente do
sistema Ce(IV)/SO3%, este resultado representa importante contribuicdo para

futuramente identificarem-se as possiveis especies responsaveis pela emissdo.

4.1.1.1 Estudo da estabilidade dos reagentes
Estudos iniciais avaliaram a quimiluminescéncia do sistema Ce(lV) / SO:*
com solucdes recém preparadas. A figura 4.1, apresentada anteriormente, mastra

o espectro de emissao do sistema Ce(IV) / SOs% com solugdes recém-preparadas.
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Figura 4.2. Perfil de emissio de quimiluminescéncia de solugdes, a 25,0+0,1°C:
(largura de fenda de emiss&o 7,5 nm)
— Ce(IV) 1,00x10? mol L e H,SO, 0,10 mol L
—Ce(IV) 3,33x10° mol L, H,S046,7x10? mol L' e SO.* 3,33x10° mol L' “envelhecida”.

Em seguida, realizou-se um estudo para de verificar a estabilidade das
solugdes de Ce(lV) e SOs%. A figura 4.2 mostra o espectro de emiss&o de uma
solugdo Ce(IV) 3,33x10™ mol L™, SO3* 3,33x10° mol L e H2S04 6,7x10% mol L™,
obtido com largura de fenda de emissao 7,5 nm. Neste caso, a solucéo de Ce(lV)
foi preparada no dia da medida e a solugéo de SOs* foi preparada no dia anterior,
sendo descrita como “envelhecida’. Observou-se que o espectro de emissdo apos

a injecdo das solucbes praticamente ndo se altera, ndo ocorrendo variagdo na
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intensidade de emissdo em 370nm, nem em 690nm. Este fato nao apenas
evidencia a influéncia deste reagente na reagdo de quimiluminescéncia como
também confirma a conhecida instabilidade das solugdes de SOs* '**, que podem
gerar HSO5 e OH '®* Para nao comprometer o resultado dos experimentos, optou-
se pelo preparo diario da solucéo de SOs%.

A figura 4.3 mostra o espectro de emissao de uma solugdo Ce(IV) 3,33x107
mol L™, 8Os 3,33x10 mol L' e H2S04 6,7x102 mol L™, obtido com largura de
fenda de emissdo 7,5 nm. Neste caso, ao contrario do ensaio anterior, a solugao
de Ce(lV) foi preparada no dia anterior (“envelhecida®) e a solugdo de SO:* foi
preparada no dia da medida. Observou-se que apesar de ocorrer 0 aumento na
intensidade de emissdo em 370nm e em 690nm, este foi menos intenso, indicando
que o envelhecimento da solugdo de Ce(lV) em apenas 24h tambem pode

comprometer os resultados, 0 que ainda ndo havia sido descrito na literatura.

Intensidade de emissdo (unidade arbitraria)
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Figura 4.3. Perfil de emissao de quimiluminescéncia de solugdes, a 25,0£0,1°C:
(largura de fenda de emissao 7,5 nm)
—Ce(IV) 1,00x10% mol L e H,S0, 0,10 mol L™
S04 3,33x10° mol L, H,S0,4 6,7x10% mol L' e Ce(IV) 3,33x10™ mol L “envelhecida®.

Tambeém foi observado o aparecimento de um precipitado em solugbes de
Ce(IV) em meio H2SO4 0,10 mol L' mantidas em frascos fechados, ao abrigo da

luz, por um tempo de 15 dias. Estas observagdes foram contrarias a estudos
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anteriores'?* que apontaram a solugdo de Ce(lV) como estéavel, podendo ser
preparada a partir de solugdo-estoque concentrada, capaz de manter as
condicbes de uso por semanas. Para o presente estudo, optou-se pelo preparo

diario da solucdo de Ce(lV), a fim de ndo comprometer os resultados

4.1.1.2 Efeito da varia¢cdo na concentracdo dos reagentes

Nesta etapa, efetuou-se um estudo com o objetivo de verificar o
comportamento da quimiluminescéncia do sistema quando submetido a variagéo
na concentracdo de Ce(lV) e SO5%. Inicialmente, estudou-se a variagido na
concentracdo de SO;%. A figura 4.4 mostra o espectro de emissao (obtido com
largura de fenda de emissdo 7,5 nm) de uma solugé&o Ce{lV) 3,33x10° mol L e

H,S04 6,7 %102 mol L', com variacdo na concentragio de solugéo de SOz~
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Figura 4.4. Efeito da variacdo da concentracio de S0,% nos espectros de quimiluminescéncia, a
25.0+0,1°C, de uma solugdo Ce(lV) 3,33x10° mol L™ e H,S0, 6,7x107 mol L™, Largura de fenda
de emisso = 7,5 nm. Concentragio de SO;* em mol L': (A) 2,33x107  (B) 2,66x107
(C) 3.00<10” (D) 3,33x10°

Para facilitar a comparacao visual dos dados, adotou-se 0 uso da emiss&o

normalizada (En) para as representagdes dos espectros:
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Emiss&o medida
En=

= — —— 100
Emisséo maxima

Equacdo 6

Observando a figura 4.4, foi possivel notar uma diminuicdo no comprimento
de onda de emissdo maxima em funcdo do aumento na concentragdo de SO
Para concentragdes maiores de SO5% (pontos C e D), o comprimento de onda de
emissdo maxima passou de 370 nm para cerca de 360 nm. A figura 4.5 descreve
a variacdo da intensidade de quimiluminescéncia do sistema, em 370 nm, em
func&o da concentracdo de S04 presente, com “tendéncia” linear (r = 0,848).
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Figura 4.5, Efeito da variagdo da concentracéo de SO,7, em 370 nm, na quimiluminescéncia, a
25,0£0,1°C, de uma solugo Ce(IV) 3,33x10° mol L e H,SO. 6,7x107 mol L. Largura de fenda
de emiss&o = 7,5 nm. Concentragdo de SO, em mot L™ (A) 2,33x10° (B) 2,66x10°
(C) 3,00x10° (D) 3,33x10°

Ja o comportamento da quimiluminescéncia do sistema guando submetido
a variagdo na concentragcio de Ce(IV) é mostrado na figura 4.6, com solucdo SO%
3,33x10™ mol L' e Hz80, 6,7x102 mol L. Quando se variou a concentragio de
Ce(lV), também se notou um ligeiro deslocamento no comprimento de onda de
emiss@o maxima em funcio da concentracgéo. Entretanto, neste caso ocorre
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deslocamento para comprimentos de onda maiores, ou seja, o comprimento de

onda de emissdo maxima aumenta com o aumento da concentracéo de Ce(lV)
(pontos F, G, H e | da figura 4.6).
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Figura 4.6. Efeito da variacio da concentragio de Ce(lV) nos espectros de quimiluminescéncia, a
25,0+0,1°C, de uma solugio SO+” 3,33x10” mol L' e H,S0. 6,7x10° mol L. Largura de fenda de
emisséo = 7,5 nm. Concentragéo de Ce(IV) em mol L' (A) 0,33x10° (B) 0,66x10 (C) 1,00x10°
(D) 1,33x107 (E) 1,66x10° (F) 2,00x10° (G) 2,33x10° (H) 2,66x10° (I) 3,33x10°

Além do deslocamento no comprimento de onda de emissdo maximo,
também foi observado na variagio da concentracio de Ce(lV) que houve um
aumento na emissdo em 370 nm em fungdo da variacdo na concentracao,
mostrado na figura 4.7.

Percebeu-se que, também neste caso, o comportamento segue uma
variagdo com “tendéncia” linear, como mostra a linha sobre os pontos (r = 0,996).
Esta tendéncia ndo é observada para toda a faixa de concentracéo (pontos G e
H), 0 que pode indicar que em alguns pontos, a variagdo na concentragdo de
Ce(IV) nao altera a quimiluminescéncia da reacao.
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Figura 4.7. Efeito da variacio da concentragao de Ce(lV), em 370nm na qu:mllummescencna a
25,0+0,1°C, de uma solugio SO5” 3,33x10° mol L' e HQSO‘; 6,7x10° mol L. Largura de fenda de
emissdo = 7.5 nm. Concentragao de Ce(lV) em mol L™ (A) 0, 33x10 (B) 0, 66x10 (C) 1,00x10°
(D) 1,33x10° (E) 1,66x10° (F) 2,00x10° (G) 2,33x10° (H) 2,66x10° o3 33x103

4.1.2 Comportamento de fluorescéncia

4.1.2.1 A fluorescéncia do sistema Ce(lV) / SO;*

Esta etapa do trabalho buscou avaliar a possibilidade de obtengio de
espectros de fluorescéncia do sistema Ce(IV) / SO:%, uma vez que até o momento
a literatura descreve apenas estudos de seu comportamento de
quimiluminescéncia. Considerando os resultados preliminares descritos no item
4.1.1 (espectro de quimiluminescéncia € semelhante ao de emissdo fluorescente
da espécie Ce(lll)), escolheu-se como comprimento de onda de excitagdo 290 nm
{(hexc = 290 NM), © mesmo descrito para excitagdo de Ce(lll) na literatura 22 A
figura 4.8 mostra o espectro de emiss&@o, mediante excitagdo em 290 nm, obtido
para uma solugio Ce(IV) 3,33x10° moi L', SO 3.33x10°mol L’ e H.SO,

6,7x107 mol L™, com fendas de excitacado e de emissao iguais a 7,5 nm.



W.C.T. CRIVELENTE Dissertacdo de Mestrado 48

4.0
3,54 {4
3,0 - -

P
25 .

! t
2,0 S
1,5 ) 1
1.0+ ! |

0,5 /

00 a T T \' T T T ¥ T v

300 400 500 §00 700 800
Comprimente de onda {nm)

Intensidade de emissdo (unidade arbitraria)

Figura 4.8. Perfil de emissio de fluorescéncia de uma solucdo, a 25,0+0,1°C:
(7exc=290 nm e larguras de fenda de excitacsio e emissdo = 7.5 Amy)
— Ce(1V) 1,00x10” mol L' e H,S0, 0,10 mol L™
— Ce(1V) 3,33x10° mo! L', H,80, 6,7x10% mol L' e S0,% 3.33x10" mo! L.

Na figura 4.8, observou-se que a emiss3o de fluorescéncia do sistema
também apresenta comprimento de onda de emissdo maxima em torno de 370 nm
mas n&o evidencia outro pico de emissdc em 690 nm. Além disso, a intensidade
de emiss&o em 370 nm é quase o dobro da emissdo de quimiluminescéncia (figura
4.1). O aumento na intensidade de emisséo e a alteracdo no perfil do espectro de
emiss&o podem indicar que a incidéncia de radiacéo de excitagdo em 290 nm influi
diretamente na quantidade de espécies excitadas efou no mecanismo de
excitagc@o. Este resultado também contribui para reforcar a idéia de que a espécie
Ce(lll) pode ser a principal espécie emissora na luminescéncia do sistema quimico
Ce(IV) / SOs*, uma vez que a incidéncia de radiagdo em 290 nm é indicada para

esta espécie em trabalhos descritos na literatura’?® 12

4.1.2.2 Efeito da variacdo na concentracao dos reagentes
Neste estudo buscou-se avaliar a fluorescéncia do sistema guando

submetido a variagio nas concentragbes de Ce(lV) e SOs* e eventualmente
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compara-io com o comportamento na quimiluminescéncia. Neste caso também se
optou por apresentar os dados na forma de emiss&o normalizada.

A figura 4.9 mostra os espectros de fluorescéncia de solugdes de Ce(IV)
3,33x10° mol L™ e H804 6,7x102 mol L', com diferentes concentracdes de
S0;%, obtidos mediante excitacgdo em 290 nm e com larguras de fenda de
excitacdo e emissao iguais a 7,5 nm.
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Figura 4.9. Efeito da variagio da concentragio de SO;~ nos espectros de fluorescéncia, a
25,0+0,1°C, de uma solugio Ce(IV) 3,33x10° mol L' e H,50,6,7x102 mol L™, (hee=290 nm e
larguras de fenda de excitacfio e emiss&o = 7,5 nm). Concentragdo de SO,> em mol L™":
(A) 2,00x10° (B) 2,33x10° (C) 2,66x10° (D) 3,.00x10° (E) 3,33x10°

Analogamente ao efeito observado na quimiluminescéncia, a fluorescéncia
em 370 nm também aumenta com o aumento da concentracdo de SO;% até um
limite de concentragao (figura 4.10), seguindo uma “tendéncia” linear ( r = 0,803).

Assim como na quimiluminescéncia, esta “tendéncia’ ndo é observada para
toda faixa de concentragdo estudada, o que pode ser melhor observado
comparando-se a figura 4.5 com a figura 4.10 (ambas descrevem a variag&o da
emissao em 370 nm em fungdo da variagdo na concentracéo de SOs%, no estudo
da quimiluminescéncia e da fluorescéncia do sistema, respectivamente).

N&o foram realizados testes para concentragdes de SOs;> acima de
3,33x10° mol L.
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Figura 4.10. Efeito da variagio da concentracio de SO+%, em 370nm, a 25,040,1°C, na
fluorescéncia de uma solucio Ce(lV) 3,33x10° mol L e H.S0,6,7x10% mol L. (Fe=290 nNmM &
larguras de fenda de excitag&o e emissdo = 7,5 nm). Concentragdo de SO;* em mol L™
(A) 2,00x10° (B) 2,33x10° (C) 2,66x10° (D) 3,00x10° (E) 3,33x10°

Os resultados até entdo descritos demonstraram gue tanto a fluorescéncia
quanto a quimiluminescéncia do sistema Ce(lV) / SOs% s&o sensiveis a variagbes
na concentracéo de SOs%. Entretanto, em condigbes de fluorescéncia, a reacio
com SOs 2,00x10™° mol L' gerou emisséo detectavel (ponto A da figura 4.10).
Isto ndo ocorreu na quimiluminescéncia, fenémeno para o qual a concentra¢éo
minima de SOs* para detectar emissao foi de 2,66x10" mol L™! (ponto B da figura
4.5). Este pequeno aumento na sensibilidade da reacao reforga a idéia de que a
excitacdo do sistema em 290 nm influi diretamente na quantidade de espécies
excitadas e/ou no mecanismo de excitacio.

Além deste aumento na sensibilidade, quando se estudou a fluorescéncia
do sistema (em fung&o do aumento na concentragdo de S03%), observou-se que o
deslocamento no comprimento de onda de emissdo méxima (para valores
menores) observado na figura 4.4 ocorre de forma mais acentuada. isto significa
que quando se aumenta a concentrago de SOs% (pontos C, D e E da figura 4.9),

0 comprimento de onda de emiss3o maxima (esperado em torno de 370nm)
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também diminui para valores em torno de 360 nm. Ainda se observou gue para as
concentragSes mais baixas de SO5”, 2,33x10° mol L™ e 2,00x10° mol L' (pontos
A e B da figura 4.9), o comprimento de onda de emissdo maxima chegou a
430 nm (ponto A figura 4.9).

Em seguida, verificou-se a fluorescéncia do sistema Ce(IV) / SO3* quando
submetido a variagio na concentracéo de Ce(IV). A figura 4.11 mostra o espectro
de emiss&o de uma solugio SOs* 3,33x10° mol L™ & H,$04 6,7x10°2 mol L, com
diferentes concentracdes de Ce(IV) mediante excitagdo em 290 nm e com largura
de fenda de excitagdo e emissdo 7,5 nm.
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Figura 4.11. Efeito da variac8o da concentraggio de Ce(iVino espectro de fluorescéncia, a
25,0+0,1°C, de uma solucao SO;* 3,33x10° mol L™ & H,S0, 6,7x107 mol L. (=290 nm e
larguras de fenda de excitagdo e emissao = 7.5 nm).Concentragéo de Ce(IV) em mol L™
(A) 0,50x10° (B) 1,00x10” (C)2,33x10° (D) 2,66x10° (E) 3,00x10° (F) 3,33x10°

Na figura 4.11, a variagéo da intensidade de emiss@o em 370 nm (mediante
excitagdo em 290 nm) diminuiu em funcdo do aumento na concentragao de
Ce(IV), fato contrario ao observado para a quimiluminescéncia (figura 4.8). Este
fato também ¢ ilustrado quando se compara a figura 4.9 com a figura 4.12.

Ainda na figura 4.12, verificou-se que a presenca de Ce(lV) 0,50x10

mol L' apresenta um comportamento diferenciado. Estas observacdes sugerem
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que, apesar dos espectros de quimiluminescéncia e fluorescéncia serem muito

semelhantes, o mecanismo de reagdo da fluorescéncia deva ser diferente da
quimiluminescéncia.
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Figura 4.12. Efeito da variagdo da concentragio de Ce(IV), em 370nm, na fluorescéncia, a
25,020,1°C, de uma solugio SO5™ 3,33x10° mol L e H,S04 6,7x102 mol L. (7.ec=290 nm e
larguras de fenda de excitagdo e emissao = 7,5 nm). Concentracdo de Ce(lV) em moi L:
(A) 0,50x10° (B) 1,00x10” (C) 2,33x10° (D) 2,66x10° (E) 3,00x10° (F) 3,33x10°

Ainda com base no efeito da variagdo da concentracdo de Ce(lV) no
espectro de fluorescéncia (figura 4.11), observou-se que o deslocamento no
comprimento de onda de emissdo maxima para valores maiores também ocorre,
como observado para quimiluminescéncia (figura 4.6). Neste caso, notou-se que
os pontos E e F da figura 4.11 representam as maiores concentragdes de Ce(lV) e
as emissdes sdo méximas em valores ligeiramente maiores que 370 nm.

A tabela 4.1 descreve em resumo os resultados obtidos nos estudos de
variacdo na concentracdo dos reagentes para o comportamento de
quimiluminescéncia e fluorescéncia do sistema Ce(lV)/ SOs*. Em ambos,
observou-se variaco na intensidade de emiss&o em 370 nm e deslocamento no

comprimento de onda de emissdo méxima com o aumento na concentracdo dos
reagentes.
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Tabela 4.1. Resumo dos resultados obtidos na variacdo da concentracdo dos reagentes Ce(lV) e
SO;”, em quimiluminescéncia e em fluorescéncia.

Intensidade de emissao em

370 nm Aumenta Aumenta Diminui Aumenta
Direcao de deslocamento
e ogr: rimento de onda (1) Valores Valores Valores Valores
pranioy < menores maiores menores maiores
de emissdo maxima

Quando se aumentou a concentragdo de SOs“ nos estudos de
quimiluminescéncia e fluorescéncia, os resultados apontaram para um
deslocamento no comprimento de onda de emissdo maximo para valores maiores.
Este fato pode ser devido a ocorréncia de fendmenos de reabsorg¢do e reemisséo,
0 que sempre acarreta em perda de energia do sistema e desloca a emissao para
comprimentos de onda maiores, que s&o menos energéticos.

No aumento na concentragdo de Ce(lV) nos estudos de quimiluminescéncia
e fluorescéncia, os resultados apontaram para um deslocamento no comprimento
de onda de emissdo maximo para valores menores. Nao ha na literatura
consultada, casos de fendbmenos que acarretem em um deslocamento para
valores maiores de comprimento de onda, podendo-se supor que 0 mecanismo de
reac&o seja bem mais complexo e dependente da quantidade de Ce(lV).

4.1.3 Efeito da hidrocortisona sobre a fluorescéncia

O efeito sensibilizador da hidrocortisona sobre a intensidade de emissao
quimiluminescente do sistema quimico Ce(lV) / SOs* é descrito na literatura®™* e
foi aplicado para desenvolvimento de metodologia analitica em fluxo para
quantificacdo desta substancia em formulagbes farmacéuticas comerciais.No
presente trabalho, optou-se por investigar o efeito da hidrocortisona sobre a
fluorescéncia de sistema Ce(IV) / SOs*, uma vez que esta apresentou emissoes
mais intensas que a quimiluminescéncia.

Estudos iniciais avaliaram a possibilidade de se trabalhar com solugbes de
hidrocortisona em meio aquoso, o0 que acarretaria em uma diluicdo na quantidade
de H2S04 no sistema reacional apés a injegéo das solugdes.
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Conhecendo-se o comportamento da filuorescéncia do sistema frente a
variagado na concentracdo de Ce(lV), avaliou-se o comportamento frente 8 uma
variacdo na concentra¢éo de H,S04, mantendo-se a proporgdo Ce(lV) / H,SO0.,.
Para isto, realizou-se diluigbes da solugdo de Ce(lV) com agua destilada. As
figuras 4.13 e 4.14 ilustram a fluorescéncia do sistema (hexe = 290 nm) com
diferentes concentragbes de Ce(lV) e HSO4, mantendo-se a proporgdo entre os

reagentes, com largura de fenda de excitagio e emissdo 7,5 nm.

Emiss&do Normalizada

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.13. Efeito da variacdo da concentracdo de Ce(IV) e H,SO, no espectro de fluorescéncia,
a 25,0+0,1°C, de uma solugdo SOs~ 3,33x10° mol L. (he=290 nm e larguras de fenda de
excitagdo € emissdo = 7,5 nm). Concentragéio de Ce(1V) e H.SO,, respectivamente, em mol L™
(A) 0,33x10° e 0,7x107  (B) 0,66x10° e 1,3x107? (C) 1,00x107 e 2,0x107? (D) 1,33x107 ¢
2,7x107 (E) 1,66x10° e 3.4x10? (F) 2,00x10° € 4,0x10% (@) 2,33x10° ¢ 4,7x107
(H) 2,66x107 e 5,4x102 (]) 3,00x10° & 6,0x102 (J) 3,33x102 e 6,7x107

A figura 4.13 ilustra os espectros de fluorescéncia (Aex = 290 nm) de
diferentes diluicbes na concentragdo da solugdo de Ce(lV). Notou-se que ©
sistema segue a mesma tendéncia de comportamento (aumento da intensidade de
emissao em fungdo do aumento na concentragdo dos reagentes) observado em
condigbes de concentragdo de H,SQ4 constante (figuras 4.10 e 4.11), ou seja,
quando as dilui¢bes foram realizadas com solugéo de H>S04 0,10 mol L™
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A figura 4.14 ilustra o efeito da variacdo na concentragdo dos reagentes na
intensidade de emiss&o em 370 nm, indicando que a alteragdo na concentracéo
de H>S04, na faixa estudada, ndo afeta o comportamento da fluorescéncia do
sistema Ce(IV)/S0s*. Entretanto, comparando-se as figuras 4.12 e 414
observou-se que na variacdo de Ce(lV) e H,S804 mesmo mantendo-se a
proporgao dos mesmos, houve maior dispersdo dos resultados, o que pode estar
relacionado com a variagdo na quantidade de H.SO, presente no meio reacionai.
Com base nestes resultados optou-se pelo estudo da influéncia da presenga de

hidrocortisona na fluorescéncia mantendo-se constante a quantidade de H>SO..
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Figura 4.14. Efeitc da variacdo da concentragdo de Ce(lV) e H,50,, em 370nm, a 25,0+0,1°C, na
fluorescéncia de uma solugio 8032‘ 3,33x10° moi L. (Lexe=290 nm e largura de fenda de
excitagdo e emisséo = 7,5 nm). Concentracdo de Ce(IV) e H,SO,, respectivamente, em mol L™:
(A) 0,33x10% e 0,7<107 (B) 0,66x107 e 1,3x10° (C) 1,00x10° e 2,0x10% (D) 1,33x107 e
2,7x107 (E) 1,66x10° € 3,4x107 (F) 2,00x107 e 4,0x107 (G) 2,33x10° e 4,74107
(H) 2,66x10° e 5,4x10° (1) 3,00x10° e 8,0x10° (J) 3,33x10° & 6,7x107

A investigacdo do efeito sensibilizador da hidrocortisona no sistema
Ce(lV) / SOs* forneceu os dados descritos nas figuras 4.15(a) e 4.15(b), onde se
percebeu que a hidrocortisona altera a intensidade de emissdo da fluorescéncia

do sistema Ce(IV) / SO3* quando em concentracdes acima de 10° mol L™
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Figura 4.15. Efeito da presenca de hidrocortisona na fluorescéncia, a 25,0+0,1°C, de solugdes
Ce(IV) 3,33x10° mol L', SO5™ 3,33x10° mol L, H,S0O, 6,7x10 mol L' e hidrocortisona variavel,
com excitagdo em 280 nm e larguras de fenda de excitacio e emissdo = 7,5 nm.

A figura 4.15(a) mostra que a intensidade de fluorescéncia do sistema
Ce(IV) / S0s> / hidrocortisona praticamente ndo se altera para concentragdes de
hidrocortisona entre 10® a 10° mol L. Para concentragées de hidrocortisona
maiores que 10° mol L', observou-se que a intensidade de fluorescéncia
aumentou bruscamente. Este aumento foi verificado para concentragées de
hidrocortisona até 2,79x10™ mol L™, concentracdo maxima em que se obteve
solugdes homogéneas de hidrocortisona em H2:SO,; 0,10 mol L' (acima desta
ocorreu precipitagao de soluto). A figura 4.15(b) descreve a faixa de concentragao
(4,7x10° a 8,4x10° mol L) em que a presenca de hidrocortisona alterou de forma
linear (r = 0,961) a intensidade de fluorescéncia do sistema Ce(IV) / SO3”.

A figura 4.16 ilustra o efeito sensibilizador da hidrocortisona nos espectros
de fluorescéncia do sistema Ce(IV) / SOs*. Os resultados ilustrados nas figuras
415 e 4.16, mostram que a intensidade de emissao de fluorescéncia do sistema
Ce(lV)/ SOs*, assim como a de quimiluminescéncia®”® sofre acdo
sensibilizadora da hidrocortisona, podendo ser base para o desenvolvimento de
metodologia analitica com medidas de fluorescéncia para quantificar esta
substancia em formulacdes farmacéuticas.
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Figura 4.16. Efeito da variagdo da concentrar,:ao de hldrocortlsona na fluorescéncia, a 25, 0+0 1°C,
de solugdes Ce(lV) 3,33x10™ mol L 803 3,33x10° mol L e H,80,46,7x102 mal L™,
Concentra(;ao de hidrocortisona, em mol L™": (A) 4 7x10° (B) 5,6x10° (C)6,5x10° (D)7, 4x10°
(E) 8,4x10°, com excitagdo em 290 nm e larguras de fenda de excitagfo e emissdo = 7,5 nm.

4.2 Estudo com reacao colorimétrica

Este estudo foi realizado em colaboracio com a Prof. Dr. Helena R. Pezza
e seu orientado André Vicentin, do Instituto de Quimica da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), que forneceram subsidios iniciais para o desenvolvimento do
trabalho, a partir de sua proposta de quantificagiio de acetato de hidrocortisona’ 2

4.2.1 Desenvolvimento analitico espectrofotométrico

Nesta etapa, a reagdo entre Mo(Vi), H.SO,4 e acetato de hidrocortisona

111,112

descrita na literatura para quantificagéo deste corticodide em formulacbes

farmacéuticas, foi testada para hidrocortisona. A figura 4.17 mostra o espectro de
absorcdo do produto de reag&o de Mo(V1) 3,24x10° mol L™ e H,S04 5,40 mol L™,
na auséncia e presenga de hidrocortisona 0,14x10 mo! L. Observou-se que o
produto de reagdo com hidrocortisona apresentou aumento na absorbancia em

111,112

409 nm, analogo ao descrito para reac&o com acetato de hidrocortisona.
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Figura 4.17. Espectro de absor¢io do produto de reacio entre Mo(VI) 3,24x10° moi L™,

H,S0,540moi L e:

(A) Ausente de hidrocortisona  (B) 0,14x10” mol L™ de hidrocortisona

Em seguida, avaliou-se a absorbancia do produto de reagdo em funcdo da
concentragao de hidrocortisona em solug&o inicial. A figura 4.18 mostra o espectro
de absorcéo do produto de reagio de Mo(V1) 3,24x10° mol L. H,SO, 5,40 mot L™
e hidrocortisona 0,50 a 2,80x10 mol L,
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Figura 4.18. Es1pectro de absorgo do produto de reagio entre Mo(V1) 3,24><10'3 mgl L'W, )
H,S0O, 5,40 mol L™ e hidrocortisona: (A) Ausente (B) 0,50x10° mol L™ (C) 0,80x10" mol L’

(D) 1,10x10” mot L.”

(E) 1,40x10° mol L™ (F) 2,20x10° moi L (G) 2,80x10° mol L’
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Na figura 4.18 observou-se que a absorbancia do produto de reagdo
aumentou com a concentragdo de hidrocortisona até 2.80x10°> mol L. Construiu-
sé uma curva de calibragdo de determinagdo de hidrocortisona, (figura 4.19),
descrita pela equaco 7, com coeficiente de correlagao linear (r) 0,999.

A =0,003 + 0,237xC Equagéo 7

(A = Absorbancia em 409 nm, C = Concentragdo de Hidrocortisona x10™ mol L)

1.0
08

0,8 1

0.7 -
0.6
0.5~

04

A em 409 nm

0.3+
0.2 » -

OJj L

G0 T T ¥ T T T T T T T T

00 a5 1.0 1.5 20 25 3,0

C (10% mol L'

Figura 4.19. Curva de calibragdo com medidas espectrofotométricas para hidrocortisona

4.2.2 Desenvolvimento analitico fotométrico

Neste estudo, utilizou-se o equipamento portatil (item 3.3.2) para medir a
resisténcia do LDR em fungdo da colora¢do da solugéo contendo o produto de
reagdo de Mo(VI) 3,24x10° mol L™, H2804 5,40 mol L™ e hidrocortisona 0,50 a
2,80x10° mol L™, cuja coloragao (proporcional & concentragio) afeta a incidéncia
de luz sobre o LDR. A resisténcia, portanto, € proporcional a concentracdo da
espécie colorida. A figura 4.20 mostra as leituras de resisténcia em fungdo da
variagdo na concentrag&o de hidrocortisona inicialmente adicionada, descrita pela
equacé@o 8, com coeficiente de correlagdo linear (r) = 0,993. Vale dizer que as
solucbes medidas foram as mesmas que originaram a curva de calibragéo
espectrofotométrica da figura 4.19.
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R=2,56 + 1,14xC Equacéo 8

(R= Resisténcia em 10°Q, C= Concentragéo de Hidrocortisona x10 mol L)

6,5

s,o-J
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4,5?

4.0

R (10%2)

35

3.0+

25 T T T ! N T T T T ’
0.0 05 10 15 2,0 235 3.0

C (107 mol L

Figura 4.20. Curva de calibragdo com medidas fotométricas para hidrocortisona

Comparando-se as curvas de calibragido por espectrofotometria e por
fotometria, notou-se estas apresentaram diferenca na dispersdo dos resultados
(barras verticais no grafico). Apesar de se utilizarem as mesmas solugdes, as
medidas espectrofotométricas apresentaram dispersdc na ordem de 2%,
enquanto as medidas fotométricas chegaram a +9% em alguns pontos.

Entretanto, mesmo com a perda na precisdo das medidas fotométricas,
obteve-se coeficiente de comelagéo linear 0,993 para curva de calibracdo do
dispositivo portatil. Este resultado indica que o dispositivo fotométrico também
pode ser utilizado para determinag@o de hidrocortisona, porém com um custo
menor que por espectrofotometria, uma vez que o custo de montagem de todo o
sistema fotométrico (luminaria, LDR, muitimetro, vidro de Duran, TEFLON®
grafitado, contatos elétricos e mao-de-obra para montagem) é cerca de R$ 500,00,
enquanto o sistema espectrofotométrico (espectrofémetro e cubetas de quartzo)
tem um custo de no minimo R$ 5.000,00. Dependendo da precisio desejada para

a medida, pode ser uma boa opgéo em termos de custo / beneficio.
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4.2.3 Figuras de Mérito

Neste trabalho foram estudadas e discutidas algumas figuras de mérito do
meétodo espectrofotométrico: estimativa de desvio-padrdo, precisdo, limite de

determinagéo, limite de deteccéo, faixa linear de resposta e fator de resposta.

4.2.3.1 Precisdo das medidas

Qualquer medida experimental esta sujeita a um erro, ou seja, ha sempre
uma diferenga entre os valores, mesmo em amostras obtidas em triplicata. No
presente trabalho, a amplitude da variagdo das medidas em replicata foi medida a
partir de um ensaio de repetibilidade'®’.

A tabela 4.2 descreve os resultados obtidos para 10 replicatas padréo
contendo 1,10x10°mol L' de hidrocortisona, submetidas ao procedimento
descrito no item 3.3.2.

Tabela 4.2. Resultados obtidos para amostras contendo 1,10x10° mol L' de hidrocortisona,
_____submetidas ao ensaio de repetibilidade _

1,080
X2 0,976
X3 1,060
X4 0,993
X5 0,972
X6 0,971
X7 1,050
X8 1,060
X9 0,973
X10 1,050

Com os dados da tabela 4.2 calculou-se a estimativa de desvio-padrio'®
(equagdo 9), que representa a amplitude dos desvios das medidas geradas pelo
procedimento em relagdo a4 média, que foram causados por erros indeterminados.

ATl
s=1ﬁz—(:(§1£ Equacédo 9
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s =4x10°mol L

(X= média aritmética das concentragOes de hidrocortisona, X= concentracao de
hidrocortisona em cada replicata, n= ntimero de replicatas e s = estimativa de
desvio-padrao)

O resultado das medidas descritas na tabela 4.2 pode ent&o ser escrito:

X =(1,02+0,04)x10> mol L

Este valor representa a média das medidas em replicata e a amplitude de

variagéo (estimativa de desvio padréo), cerca de +4%.

4.2.3.2 Limites e Linearidade

O limite de detecgdo de um método analitico é caiculado como sendo 3
vezes o nivel de ruido médio medido com a soluggo “branco” "% Neste caso,
refere-se as leituras espectrofotométricas de solugdes livres de hidrocortisona, que
foram submetidas ao procedimento analitico descrito no item 3.3.2.

Pela curva de calibragdo (figura 4.19), o nivel de ruido representaria uma
quantidade de hidrocortisona 0,083x10° mol L™ e, portanto, o método proposto
apresenta limite de deteccao de 0,28x10° mol L.

Ja o limite de determinacdo é dado peio menor valor, dentro de erros, que
pode ser atribuido & presenca do analito'®, sendo este 0,50x107 mol L™

Além disso, a curva analitica descrita na figura 4.19 também indica que a
faixa linear de resposta para do método proposto para determinacio de
hidrocortisona é de 0,50 a 2,80x10° mol L.

4.2.3.3 Fator de recuperacédo
O fator de recuperag&o foi obtido por comparacéo direta da concentracio
de hidrocortisona de uma amostra fortificada com a concentracéo obtida pela

curva de calibragdo. Assim sendo, o fator de recuperagéo para o método proposto
foi dado por:



W.C.T. CRIVELENTE Dissertacdo de Mestrado 63

Ar x100

Fator,, =
Al

=1012 Equacéo 10

(Ar= analito padrao recuperado e Ai= analito padrao introduzido, em 10° mol L)

A tabela 4.3 ilustra algumas figuras de meérito obtidas para o método

analitico proposto para determinacéo de hidrocortisona. Além destas, também se

obteve a precisdo das medidas , sendo + 4 %.

Limite de detecgéao

Limite de determinagéo

0.50x10° mol L™

Faixa linear de resposta

(0,50 a 2,80)x 10 mol L™

Linearidade

0,999

101,2%

L Fator de recuperacgao

4.2.4 Estudos com derivados da hidrocortisona

Estudos subsequentes avaliaram a reagdo de Mo(VI), H.SO,4 e substancias
derivadas da hidrocortisona. As substancias cortisona, acetato de cortisona,
acetato de hidrocortisona e acetato de dexametasona foram utilizadas e seus
produtos de reacdo apresentaram espectros de absor¢gdo com perfil semelhante
ao obtido para hidrocortisona, com maximo de absorgcéo em torno de 410 nm.

Em seguida, verificou-se a viabilidade de relacionar a absorbancia maxima
do produto de reagcdo com a concentracdo de cada corticdide em solug&o. A figura
4.21 mostra o efeito da variagédo da concentragdo dos corticoides na absorbancia
em 409 nm.

As equacgbes 11 a 14 indicaram relagdo linear da concentragdo dos
corticéides em 10° mol L'(C) com absorbancia em 409 nm (A). O termo (r)
representa o coeficiente de correlagdo linear.

A =- 0,0156 + 0,229>(Ccortignna Equa@éo 11
(r) = 0,998
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A = 0,0050 + 0,261 xCjcetato de cortisona Equagao 12
(r) = 0,999
A=- 0,0290 + 0,271 ><Cat:etato de hidrocortisona EqanéO 13
(r) = 0,994
A=- 0;0363 + 05488><Cacetato de dexametascna Equagéo 14
(r) = 0,995
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Figura 4.21. Curvas de calibrag@o com medidas espectrofotométricas para cortisona, acetato de

cortisona, acetato de hidrocortisona e acetato de dexametasona.

Resultados semelhantes aos espectrofotométricos foram obtidos com as

medidas fotométricas dessas solugdes (figura 4.22). As relagdes obtidas entre a

concentragédo dos corticdides (C, em 102 mol L™ e a resisténcia (R, em 10°Q) do

LDR em fung&o da coloragdo da solugaoe contendo o produto de reagédo (que afeta

a incidéncia de luz sobre o resistor) sdo descritas pelas equagbes 15 a 18. O

termo (r) representa o coeficiente de correlagdo linear:

R = 2,44 + 1,09xC ortisona
{r) =0,987

Equacdo 15
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R =2,78 + 1,78xCcetato de cortisona Equagao 16
(ry = 0,990
R = 2,89 + 1,57 xCcetato de hidrocortisona Equagac 17
(ry=0,954
R= 1,94 + 4,37>< Cacetato de dexametasona EqanéO 18
(r) = 0,956
20
18 |
L ®m Cortisona
18 - 2 Acet Cortisona
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Figura 4.22. Curvas de calibracdo com medidas em dispositivo portatil para cortisona, acetato de
cortisona, acetato de hidrocortisona e acetato de dexametascona

Em seguida avaliou-se a absorbancia méxima dos produtos de reagdo entre
Mo(VI) 3,24x10™ mol L, H.S04 5,40 mol L™ e 1,34x10° mol L' de cortisona,
acetato de cortisona, hidrocortisona, acetato de hidrocortisona e acetato de
dexametasona, separadamente.

A figura 4.23 mostra o espectro de absorgdo de solugdes contendo

produtos de reagéo de cada corticdide e suas respectivas estruturas.
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Figura 4.23. Espectros de absorbancia de solucdes Mo(Vl) 3,24x10™ mol L', H,S0, 540 mol L' e

corticoide 1,34x10™ mol L.
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Observou-se que os produtos de reagdo de hidrocortisona e de acetato de
hidrocortisona apresentaram espectro de absorgdo semelhante, indicando que a
presenca do radical acetato ndo afeta a absortividade molar do produto. Isto
também ocorre com produtos de reagdo da cortisona e do acetato de cortisona.
Entretanto, quando comparados os espectros de absorgdo dos produtos de reacéo
da cortisona e da hidrocortisona, percebeu-se que a presenca do radical hidroxila
no lugar do radical ceto aumentou a absortividade molar do produto. Este efeito
tambeém foi observado quando se comparou o espectro dos produtos de reacdo de
acetato de dexametasona e hidrocortisona, indicando que a introducéo de radicais
metita e flior diminuem a absortividade molar do produte.

Quando o grupo de Aman'** estudou o sistema Mo(V1) / H>SO. / Cloridrato
de amitriptilina, destacou-se que o produto de reacdo poderia ser resuitante da
acao oxidante do Mo(VI) sobre a amitriptilina. Além disso, também foi enfatizado
gue o produto colorido poderia ser atribuido a formagao da espécie N(R)4", que
reagiria com o ion molibdato formando um complexo verde de maxima
absorbancia em 660 nm. No presente estudo, observou-se que o produto de
reagao entre Mo(VI)/ H2804 e cortisona, acetato de cortisona, hidrocortisona.
acetato de hidrocortisona e acetato de dexametasona, também apresentou
coloracdo verde, porem com absorbancia maxima variando de 403 a 409 nm.

Encontram-se descritos na literatura'>*'®® diversos trabalhos envolvendo
reacdes de molibdénio em meio acide com formagdo de compostos coloridos.
Dentre estas, a reagao de Mo(VI) em meio acido com jons SCN para a formacao
de um complexo laranja-avermelhado tornou-se classica para determinacéo
colorimétrica de Mo(VI)'®®. Avaliando a configuracéo eletrénica do molibdénio no
estado fundamental (d°s"), com orbitais semi-preenchidos estaveis, pressupde-se
que formem compostos com o metal nos estados de oxidag&o entre (+1) e (+VI). O
estado mais estavel do molibdénio é (VI), embora existam compostos de Mo(V)
estaveis em agua'®®. Dentre as coloracdes apresentadas pelos complexos de
molibdénio, somente o Mo(V1) & descrito na literatura como de coloragio verde'™.

Quando solugdes de Mo(Vl) sdo acidificadas, ocorrem reacdes de

condensagao e a formag&o de uma série de polimolibdatos de Mo(V), sendo que



W.C.T. CRIVELENTE Dissertacdo de Mestrado , 68

abaixo de pH 1 pode ocorrer precipitagdo de &xidos hidratados MoQs5.H:0, de
coloragdo amarela. Durante a etapa de aquecimento, o produto de reagao
apresenta coloragao amarela, porém & soluvel, o que descarta a possivel

formacgéo do oxido hidratado. Também é descrito na titeratura'®®

que, em meio
fortemente &cido, pode ocorrer formagao de cétions molibdenil MoO?* e MoO®, nos
estados de oxidacdo (VI) e (V), respectivamente. Uma vez que a maioria dos
complexos de Mo(V) sdo amarelos'® e de Mo(V1) sdo verdes, considerou-se que
no presente trabalho deva ocorrer a formacdo de cations molibdeni!, que
formariam complexos com os corticéides estudados, apresentando colorac&o
amarelada durante a etapa de aquecimento e verde em temperatura ambiente.

Nec presente estudo, avaliou-se a absortividade molar dos produtos de
reacdo com diferentes corticdides (figura 4.23), e todos apresentaram
caracteristicas espectrais semelhantes. Estes resultados indicam que a reagio
deva ocorrer em um ponto comum a todos os corticoides estudados, gerando um
produto de estrutura similar no que diz respeito aos grupos cromoforos. Os
possiveis pontos reativos na estrutura dos corticdides seriam nas ligacbes
carbonilicas, uma vez que o meio fortemente acido causa protonacgéo destas

170,171

especies A figura 4.24, mostra a molécula da hidrocortisona com os

possiveis pontos de ligagéo para formacéo de complexos com Mo(V!) destacados.

Figura 4.24. Estrutura da hidrocortisona: destaque para provaveis pontos de interagio com Mo(VI)

Os espectros da figura 4.23 indicam que algumas substituigdes na molécula
da hidrocortisona (derivados sinteticos) alteram a absortividade molar do produto,
assim como o comprimento de onda de absorgdo maximo. Quando foram
comparados 0s espectros de absorcédo dos produtos de reacao da cortisona e da

hidrocortisona, percebeu-se que a presenga do radical hidroxila no lugar do radical
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ceto em Cq1 aumentou a absortividade molar do produto. Este resultado indica que
a protonacdo em Cq; pode contribuir para a formag&o do complexo com Mo(Vl)
efou alterar o complexo formado, uma vez que o comprimento de onda de
absorcdo maximo passou de 4089 nm para 405nm. Este mesmo raciocinio
também pode ser usado na comparacgéo da absortividade molar e do comprimento
de onda de emissdo maximo da hidrocortisona e do acetato de dexametasona.
Notou-se que a introducéo de radicais metila e filor diminuem a absortividade
molar do produto. Neste caso, a alteracé@o na estrutura ndo afetou diretamente os
possiveis pontos de reagdo, mas foi suficiente para reprimir e/fou alterar a

formagéo do complexo com Ma(VI), que possui maximo de absorgdo em 403 nm.

4.2.5 Teste com medicamentos comerciais

Duas formulagbes farmacéuticas foram testadas: uma com hidrecortisona
como principio ativo e outra com acetato de cortisona. Comparou-se os resultados

espectrofotométricos e fotométricos entre si e com obtido por adig&o de padréo.

4.2.5.1 Hidrocortisona
A curva de calibragdo por adicdo de padréo para a denominada “amostra
comercial” é apresentada na figura 425 e descrita pela equagéo 19, com

coeficiente de correlagdo linear (r) = 0,999.

L 3 B : :
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C (107 mol L)

Figura 4.25. Curva de calibragéo por adigdo de padréo para hidrocortisona em amostra comercial.
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A =0,599 + 0,229xC Equagéo 19
(A = Absorbancia em 409 nm, C = Concentragéo de Hidrocortisona x10° mol L™)

O valor obtido para a concentragdo da amostra (2,60x10° mol L") é
préximo ao esperado (2,70x10° mol L"), com diferenca percentual de - 4%. Isto
significa que a “amostra comercial’ contém 9,42 mg mL™' de hidrocortisona.

O medicamento utilizado para construgéo da curva de adigio de padrio foi
também analisado quanto a quantidade de hidrocortisona por comparacdo da
absorbancia (em 409 nm) de seu produto de reag&o com a curva de calibragéo. A
figura 4.26 mostra o espectro de absor¢do do produto de reacdo entre a
hidrocortisona extraida da amostra (extracdo liquido-liquido) e Mo(V1) / HzSOy4,
seguindo procedimento analitico (em triplicata) descrito no item 3.3.2.

0.8

Absorbancia

0.4 3y

0.2 o 1?:-__.,\\_\

T,
B S

0.0

- r T —r - r r
300 400 500 s00 700 a0o0
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.26. Espectros de absorbancia do produto de reag&o entre Mo(VI) / H.SOs e a
hidrocortisona extraida da amostra real (triplicata).

Observou-se que o espectro apresentou perfil semelhante ao obtido quando
a reagao é feita a partir de solucdo de hidrocortisona padrio. A tabela 4.4 traz os
resultados aplicando-se as curvas de calibracdo por espectrofotometria e
fotometria. Além disto, também traz os dados da quantidade de hidrocortisona na
amostra segundo especificagdes do fabricante e pela curva de adicdo de padrao.

Foram analisadas amostras de dois frascos (denominados A e B) da
formulagao farmacéutica comercial com diferentes “idades” a partir das datas de
fabricac&o, sendo o prazo de validade estipulado no rétulo de 24 meses:

(A) 30 meses
(B) 2 meses
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Tabela 4.4. Resultados obtidos para determinagdo de hidrocortisona em amostra comercial.
untamente com estimativa de desvio-padréo

T Medidas Medidas
Fabricante Curva de Siiea espectrofotométricas fotométricas
de padrao A B A B
09 a 12 1,04* 0,886 £ 0,009 | 1,02 £+ 0,01 09+0,3 1,0£0,2

*Este valor refere-se & concentragao esperada usando como referéncia dados obtidos na curva de
adicdo de padréo, construida com amostra B.

Pela tabela 4.4 notou-se que o medicamento utilizado fora do prazo de
validade apresentou resultados abaixo do valor minimo determinado por adicéo de
padrdo. Isto pode indicar que, a principio, possiveis produtos de degradacéo da
hidrocortisona n&o sejam determinados pelo método proposto. Também se
observou que resultados obtidos com medidas fotométricas apresentaram menor
precisdo, com estimativa de desvio-padrao chegando a +20 %, enquanto que
para as medidas por espectrofotometria o desvio ndo superou a + 2 %.

Utilizando o valor determinado pela curva de adicdo de padrdo como
referéncia, a analise do medicamento dentro do prazo de validade apresentou
diferenca percentual entre os valores de cerca de +2 % para o método proposto
com medidas por espectrofotometria e + 3 % para as medidas fotométricas.

Comparando-se os resultados obtidos por espectrofotometria com os
obtidos por fotometria, empregou-se o teste t de Student'”? para verificar se a

diferenga entre as médias dos conjuntos é significativa, considerando nivel de
confianga 95%:

KA_XB
S: +Sp
n-1

t= Equacéao 20

Onde: X, = média aritmética obtida pelo método espectrofotométrico, X, = média
aritmética obtida pelo método fotométrico, n= nimero de medidas, s = estimativa
de desvio padréo do método espectrofométrico (sa) e fotométrico (s).

O valor de t encontrado (1,412) & menor que o valor tabelado'’? (2,350), o
que garante que os dois meétodos fornecem resultados estatisticamente
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semelhantes, considerando nivel de conftanga de 95%. Dentre todos os resuitados
obtidos, comparados com o estipulado pelo fabricante (pelo teste t), somente os

resultados espectrofotométricos apresentaram-se significantemente semelhantes.

4.2.5.2 Acetato de cortisona

Nesta etapa, avaliou-se o desempenho do método quando aplicado a
amostra comercial {(na forma de pomada) contendo como principio ativo um
derivado da hidrocortisona, ¢ acetato de cortisona. E tmportante ressaltar que,
segundo dados fornecidos por email pelo faboratorio responsavel pelo
medicamento, o fabricante utiliza cromatografia em camada delgada (CCD) para
extracdo do principio ativo e que, no presente trabalho, procedimentos (item
3.3.2.3.2) sem prévia extrago do principio ativo foram adequados para obtengéo
de resultados dentro da faixa de concentracéo estipulada pelo fabricante. A tabela
4.5 traz os resultados obtidos em medidas por espectrofotometria e por fotometria.

Tabela 4.5. Resultados obtidos para determinagio de acetato de cortisona em amostra comercial
(luntamente com estimativa do desvio-padréo para n = 3).

Concentragéo de Acetato de Concentragao obtida pelo método proposto
Cortisona forecido pelo (10° mol L)
fabricante Medidas Medidas
(10° mol L") espectrofotométricas fotométricas
1,20a 147 1,420 + 0,008 1,46 £ 0,02

Os resultados da tabela 4.5 indicam que o método proposto neste trabalho
para determinac&o de hidrocortisona em medicamentos comerciais forneceu
resultados dentro das especificaces estipuladas pelo fabricante. Entretanto, para
que se possa assegurar que o método possa ser aplicado para determinacao
desta substancia é fundamental que também seja realizado um ensaio de
recuperacao.

Quando comparados os resultados espectrofotométricos com os
fotométricos (com base no teste t '"%), também foram obtidos resultados

estatisticamente semelhantes, considerando nivel de confianca de 95 %.
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5.1 Estudo com reagdo luminescente

Pelo estudo de desenvoivimento analitico de luminescéncia foi possivel

concluir que:

>

O trabalho proposto apresentou avancos no estudo da luminescéncia do
sistema quimico Ce(IV) / SOs%, uma vez que foram obtidos os espectros de
emissdo da quimiluminescéncia do mesmo em regime estaciondrio,
caracteristicas ainda nao descritas na literatura.

O trabalho também apresentou um estudo da fluorescéncia do sistema
Ce(lV) / SOs*, ndo descrito na literatura consuitada, o que representa
importante contribui¢éo na elucidagdo da(s) espécie(s) responsavel(is) pela
emissa@o, pois se pode observar que o sistema apresenta espectro de
emissao de fluorescéncia bastante semelhante ao descrito na literatura para
a espécie Ce(lll)*, mediante excitagdo em 290 nm.

A semelhanga do efeito da variagdo na concentragdo de sulfito nos
espectros de emiss&o tanto na fluorescéncia quanto na quimiluminescéncia,
que tém perfis analogos, pode indicar que a incidéncia de radiaggo
representa uma contribui¢do favoravel a formagéo de espécies excitadas
em maior quantidade ou ao processo de decaimento emissivo, ja que a

intensidade aumenta na fluorescéncia.

Estudando-se o efeito da variagdo da concentragdo de Ce(lV) nos
espectros de emiss&o de quimiluminescéncia e fluorescéncia, observou-se
uma tendéncia inversa de resultados, ou seja, enquanto a emiss&o nos
espectros de quimiluminescéncia aumenta com o aumento na concentrac&o
de Ce(fV), os méximos de emissdo de fluorescéncia diminuem. Isto indica
que a incidéncia de radiagdo pode levar a alteragdes no mecanismo de
reacao de luminescéncia.
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»

Nas condicbes estudadas de fluorescéncia, pequenas variagdes na
concentragdo de H,SO; e de Ce(lV), ndo alteram a tendéncia de
comportamento observada nas reagbes com concentragio de H,SQ,

constante. Entretanto, introduz-se grande dispersac nos resultados obtidos.

Os diferentes comportamentos de alteragdo no comprimento de onda de
emissao maximo, observados na quimiluminescéncia e na fluorescéncia,
indicam que o mecanismo de emissdo de fluorescéncia deve ser mais

complexo e diferente que o de quimiluminescéncia.

Para fins de desenvolvimento de aplicagio analitica de luminescéncia para
determinac&o de hidrocortisona, a condi¢do de fluorescéncia pode ser
vidvel, ja que a intensidade de emissdo é proporcional a concentragio do
corticoide.

5.2 Estudo com reagdo colorimétrica

Para os estudos de desenvolvimento analitico colorimétrico foi possivel

concluir que:

>

O sistema reagente iniciaimente proposto para determinagao de acetato de
hidrocortisona responde de maneira semelhante quando este é substituido
por hidrocortisona, cortisona, acetato de cortisona e acetato de
dexametasona.

A adaptagcdo do método analitico espectrofotométrico para leituras em
equipamento portatit de medidas com grande simplicidade é possivel. Isto
pode estimular a realizagdo de andlises para controle de dosagens de
corticdides em farmacias de manipulacéo.
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>

As figuras de mérito obtidas para o método analitico por medidas de
espectrofotometria para determinagdo de hidrocortisona em formulagbes
farmacéuticas comerciais indicam a validade da metodologia proposta.
Alem disso, quando os resultados obtidos por espectrofotometria e por
fotometria foram comparados, obteve-se concordancia significativa em teste
estatistico.

Quando aplicado & amostra comercial contendo como principio ativo o
acetato de cortisona, 0 método analitico também forneceu resultados
estatisticamente semelhantes por medidas espectrofotométricas e
fotométricas.

A semelhanca entre os espectros de absor¢&o do produto de reacdo de
todos os corticdides testados indica que a reag@o entre estes e o Mo(VI) em
meio fortemente acido depende de uma estrutura comum a todos.

Algumas diferencas estruturais entre os corticdides ndo alteram o
comprimento de onda de absorbancia maxima do produto (como é o caso
da presenca do radical acetato), enquanto que outras alteram (radical ceto
da cortisona por radical hidroxila na hidrocortisona e a introdugéo de
radicais metila e flllor no acetato de dexametasona). Estas observacdes
indicam que os produtos de reagéo entre os corticoides estudados, embora
apresentem uma estrutura principal em comum, devem diferir nos pontos
onde os derivados s30 substituidos.



CAPITULO 6:
PERSPECTIVAS

79



W.CT. CRIVELENTE Dissertacio de Mestrado 81

6.1 Sistemma Ce(IV) / SO;*

e A luminescéncia do sistema quimico Ce(lV) / SOs* foi estudada em sistema
estacionario, trazendo informagdes que podem ser Uteis para complementar
estudos futuros da quimiluminescéncia deste sistema.

) Descobriu-se que o sistema possui propriedades de fluorescéncia, que
podem estar relacionadas com a formacdo da espécie excitada Ce(lll)*, o

que pode contribuir para elucidar o mecanismo de reagdo deste sistema.

. O sistema também tem sua intensidade de emisséo de fluorescéncia alterada
pela presenga de hidrocortisona, ¢ que aponta para a possibilidade de o
desenvolvimento de método analitico para anédlise desta substancia
sensibilizadora também com base em propriedades de fluorescéncia.

6.2 Sistema Mo(VI) / H.SO4

. Este sistema também pode ser aplicado para hidrocortisona, o que permitiu
desenvolver metodologia analitica para determinagdo de hidrocortisona e
traz perspectivas futuras de desenvolvimento de proposta analitica para
outras substancias derivadas deste corticoide.

. O estudo adaptou o método analitico desenvolvido para medidas em
equipamento fotométrico simpies e de baixo custo, abrindo oportunidades
para o desenvolvimento de metodologias analiticas rapidas e baratas para
andlise de hidrocortisona e substancias correlatas em medicamentos.

. DiscussGes a respeito da reagdo entre Mo(VI) / H.SO4 e alguns corticides
trazem novas perspectivas para identificagdo do produto da reaco e
também de aplicagio deste sistema para desenvolvimento de metodologia
anatitica para determinagao de substancias com estruturas similares.
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