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100 pg L™ de Sb(lll); (c) amostra diluida 10000x + 100 pg L™ de
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auséncia de acido citrico na HG e amostra diluida 100000x
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados diferentes métodos para a analise de
especiacao de Sb(lll) e Sb(V) em antimoniato de meglumina (NMG). Cromatografia a
liquido (LC) combinada, ou ndo, com a técnica de geracdo de hidretos (HG) foi
investigada para a separacéo de espécies de Sb. A espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) foi empregada como detector. Um sistema
de injecdo em fluxo (FI) em conjunto com HG (FI-HG) e acoplado a espectrometria
de absorcéo atdémica (AAS) foi também empregado para a determinacdo seletiva de
Sb(lll) na presenca de Sb(V). Duas colunas de troca aniénica (Dionex, lonPacAS14
e Hamilton, PRP-X100) foram avaliadas para separar as espécies de Sb por LC.
Parametros relacionados com a fase moével, tais como tipo (EDTA, ftalato de
potassio e EDTA + ftalato de potassio), concentracdo (0,5 a 10 mmol L™Y), pH (3,5 a
7,0), vazdo (0,25 a 1,75 mL min™*) e o modo de eluicao (isocratico e gradiente) foram
estudados. O volume de amostra injetada no cromatografo foi fixado em 200 pL.
Para a separacdo cromatogréfica, a fase mével que levou a melhores separacdes de
Sb(lll) e Sb(V) foi o EDTA nas concentracdes de 0,5 mmol L™ e 1,0 mmol L*, para
as colunas lonPac e PRP-X100, respectivamente. Os parametros relacionados com
o sistema FI-HG mais adequados foram também avaliados e escolhidos, tais como o
redutor do Sb(lll) (NaBH,4 0,1%, m/v), complexante do Sbh(V) (acido citrico 10%, m/v),
a agua como carregador da amostra, o percurso analitico (300 cm), volume de
amostra (100 pL), a vazdo total das solugdes (8,5 mL min™) e a vazdo do gas de
arraste (0,4 mL min™). Para a identificacdo e/ou quantificacdo das espécies de Sb
presentes no NMG, as amostras foram somente diluidas em agua. Com o emprego
de LC-ICP-MS foi possivel quantificar somente o Sb(V), ndo sendo detectada a
presenca da espécie Sb(lll). A determinacdo de Sb(lll) foi somente possivel
mediante as técnicas FI-HG AAS, FI-HG-ICP-MS e LC-HG-ICP-MS (esta mediante
combinacgao das condi¢des ajustadas para LC e FI-HG individualmente). Resultados
concordantes para Sb(lll) foram obtidos mediante as técnicas FI-HG AAS e FI-HG-
ICP-MS. Desta forma, foi possivel quantificar Sb(lll) e Sb(V) livres, enquanto que
possiveis compostos de Sb(lll) e/ou Sb(V) ligados ao NMG foram observados mas

nao puderam ser identificados e quantificados, principalmente por causa da falta de
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solugdes de referéncia e dificuldade de separacdo das possiveis espécies de Sb
observadas. A precisdo dos métodos de determinagéo de Sb(lll) e Sb(V) (expressa
como desvio padrdo relativo para 5 medi¢cdes consecutivas) foi cerca de 9% e 3%,
respectivamente. Como ndo havia materiais de referéncia certificados para avaliar a
exatiddo dos métodos desenvolvidos, foram feitos testes de recuperagéo de Sb(lll) e
Sb(V), sendo que as mesmas ficaram na faixa de 96 a 101% para o Sb(V) e de 85 a
104% para o Sb(lll). Além disso, os resultados obtidos foram comparados com
agueles obtidos por métodos oficiais para a quantificacao Sb(lll), Sb(V) e Sb total no

antimoniato de meglumina.
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ABSTRACT

In this study different methods for speciation of Sb(lll) and Sb(V) in meglumine
antimoniate (NMG) were evaluated. Liquid chromatography (LC) combined or not
with hydride generation (HG) was investigated for separation of Sb(lll) and Sb(V).
Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used as detector. A
flow injection system together with hydride generation (FI-HG) coupled with atomic
absorption spectrometry (AAS) was also employed for the selective determination of
Sb(lll) in presence of Sb(V). Two anion-exchange columns (Dionex, lonPacAS14 and
Hamilton, PRP-X100) were evaluated for Sb(lll) and Sb(V) separation by LC.
Parameters related to the mobile phase, such as type (EDTA, potassium phthalate,
and potassium phthalate + EDTA), concentration (0.5 to 10 mmol L™), pH (3.5 to
7.0), flow rate (0.25 to 1.75 mL min-1) and elution mode (isocratic and gradient) were
studied. The volume of sample injected into the chromatograph was set at 200 uL.
For the chromatographic separation, the mobile phase which led to improved
separations of Sb(lll) and Sb(V) was the EDTA in concentrations of 0.5 mmol L™ and
1.0 mmol L™ for the lonPac and PRP-X100 columns, respectively. The most
appropriate parameters related to the FI-HG system were also evaluated and set,
such as reductant of Sb(lll) (NaBH4 0.1%, m/v), complexant of Sb(V) (10% m/v citric
acid,), water as the sample carrier, analytical path (300 cm), volume of sample (100
uL), total flow rate of solutions (8.5 mL min™) and flow rate of carrier gas (0.4 mL
min™). In order to identify and/or quantify the species of Sb present in the NMG, the
samples were diluted in water only. Through the use of LC-ICP-MS it was only
possible to quantify the Sb(V), whereas the presence of Sb(lll) was not detected. The
determination of Sb(lll) was only possible through FI-HG AAS, FI-HG-ICP-MS and
LC-HG-ICP-MS (by combination of conditions set for LC and FI-HG individually).
Similar results for Sb(lll) were obtained through the techniques FI-HG AAS and HG-
ICP-MS. Thus, it was possible to quantify free Sb(lll) and Sb(V), while probable
compounds of Sb(lll) and/or Sb(V) bound to NMG were observed but could not be
identified and quantified, mainly because of lack of reference solutions and difficulty
in separating the observed Sb species. The precision of methods for determination of

Sb(lll) and Sb(V) (expressed as relative standard deviation for 5 consecutive
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measurements) was about 9% and 3% respectively. As there were no certified
reference materials to evaluate the accuracy of the developed methods, recovery
tests of Sb(lll) and Sb(V) were made, where they were in the range 96 to 101% for
Sb(V) and 85 to 104% for Sb(lll). Moreover, the results were compared with those
obtained by official methods to quantify Sb(lll), Sb(V) and Sb total in meglumine

antimoniate.



1. INTRODUCAO

Os beneficios causados pelo antiménio, com fins medicinais, sdo conhecidos
desde o século XVI, onde foi observado que os seus compostos possuiam efeito
terapéutico.™” Dentre os compostos de antimonio, destaca-se o antimoniato de
meglumina, farmaco de primeira escolha no tratamento da leishmaniose, doenca
causada por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), esta enfermidade atinge mais de 88 paises
com registro anual de cerca de dois milhdes de novos casos da doenca por ano.*®
Para o tratamento da leishmaniose sdo necessarias doses elevadas do farmaco
aplicado em regime continuo de forma a garantir uma concentracdo elevada de
antiménio nos tecidos e, assim, obter a resposta clinica satisfatéria.” Apesar do
antimoniato de meglumina ser utilizado no tratamento da leishmaniose por mais de
60 anos, a estrutura e a composi¢cdo do composto ainda ndo foram completamente
elucidadas, sendo critico 0 seu uso experimental e clinico devido a acao e toxicidade
diferenciada das diferentes espécies de Sb. Considerando os estados de oxidacao
do Sh, a espécie Sh(lll) exerce uma toxicidade, aproximadamente, dez vezes maior
do que a espécie Sb(V) e, geralmente, espécies inorganicas sdo mais toxicas que as
organicas.® A maior toxicidade do Sb(lll) pode estar relacionada com a afinidade
pelos grupos quimicos existentes nas células, pois o efeito da toxicidade do Sb
resulta de ligacdes estaveis de enzimas contendo grupos sulfidrila.” Neste caso, o
Sb(lll) tem maior afinidade por estes grupos e, consequentemente, esta forma
quimica contribui para a maior citotoxicidade.® Ao contrario, o Sb(V) permanece livre
no plasma e é excretado mais rapidamente do organismo.’® Em geral, somente
informacdes limitadas estéo disponiveis para avaliacdo do impacto de Sb na saude
humana. Esta limitacdo, em parte, deve-se a dificuldade de identificar e quantificar

as espécies de Sb presentes no antimoniato de meglumina.® A maioria dos métodos
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analiticos reportados na literatura para a avaliacdo de antimbnio baseia-se na

determinacdo de antimonio total**

ou permite, apenas, a determinagéo de Sb em um
dos estados de oxidacéo [Sb(lll) ou Sb(V)], sendo o outro determinado por diferenca
entre o antiménio total e a espécie previamente determinada.***® Contudo, o impacto
causado pela toxicidade do antimbnio ndo pode ser aceito somente pela
determinacdo da sua concentragdo total, pois 0s riscos bioldgicos dependem,
principalmente, da sua forma quimica.* Sendo assim, sdo relevantes os estudos de
analise de especiacdo de Sb, pois pode-se obter o maior conhecimento das
espécies do elemento em relagdo a composicao real do antimoniato de meglumina,
a sua estabilidade, seu ciclo biolégico, suas transformacdes e as possiveis
interacbes das espécies com o0 organismo. No entanto, nem sempre é possivel
conseguir todas as informacdes de interesse, por isto devem ser escolhidos quais os
objetivos mais importantes que se quer obter nos estudos de especiacdo quimica.
Neste sentido, a maioria dos métodos existentes permite separar e quantificar
somente as espécies Sb(lll), Sb(V) e alguns organoantimoniais.'®*® Porém, ha
relativamente pouca informacdo sobre as espécies de Sb, principalmente os
complexos presentes no antimoniato de meglumina.

A maioria dos estudos de especiacdo baseia-se no uso de duas técnicas
acopladas, uma com alta capacidade de separacdo das espécies de interesse e a
outra de detecgcdo com alta sensibilidade. Nos sistemas em linha (on-line), é feito o
acoplamento direto do sistema de separacdo ao detector, sendo a maior rapidez no
processamento das amostras, menor risco de contaminacdo e perdas do analito as
principais vantagens destes sistemas.”* Neste sentido, a espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem se tornado uma das técnicas de
preferéncia para associacdo com sistemas de separacdo cromatografica, pois tem
como caracteristicas a especificidade, ampla linearidade, baixos limites de deteccao
e facilidade de acoplamento, quando comparada a outras técnicas de deteccdo.?4°

Devido as inUmeras questdes relacionadas ao processo de oxi-reducao do
Sb e a probabilidade de haver varias espécies de Sb presentes e nao identificadas
no antimoniato de meglumina, assim como sua acao terapéutica e tdxica, a
especiacdo de Sb no antimoniato de meglumina é de suma importancia.?’
Entretanto, a maior dificuldade esta na separacao, quantificacao e identificacdo das

espécies de Sb presentes no farmaco.
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Dessa forma, neste trabalho foram estudados varios métodos e técnicas
para a especiacdo de antimbnio em antimoniato de meglumina. Os métodos
propostos envolvem a separacao e quantificacdo de Sb(lll) através das técnicas de
cromatografia a liqguido acoplada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (LC-ICP-MS), cromatografia a liquido com geracdo de
hidretos acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(LC-HG-ICP-MS), injecao em fluxo (FI) com geracédo de hidretos (HG) acoplada a
espectrometria de absorcdo atdomica (AAS) e injecdo em fluxo com geracdo de
hidretos acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(FI-HG-ICP-MS). A separacdo de espécies de Sb baseada na complexacao seletiva
do Sb com a 8-hidroxiquinolina imobilizada em vidro de porosidade controlada
(CPG-8HQ) também foi avaliada. O Sb total foi determinado pelo método oficial por
geracdo de hidretos acoplada & espectrometria de absorcdo atémica (HG AAS),®
bem como os resultados obtidos pelas metodologias propostas foram comparados

com aqueles obtidos por métodos oficiais.



2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura esta dividida em trés partes principais. Na primeira
parte, sdo abordados 0s aspectos gerais sobre as caracteristicas do Sb, assim como
seus aspectos toxicologicos, sendo este Ultimo relacionado com os antimoniais para
fins medicinais. Na segunda parte € abordada a doenca leishmaniose com o
farmaco antimoniato de meglumina no tratamento da mesma e 0s aspectos sobre 0s
provaveis mecanismos de acdo, toxicidade e estrutura molecular do farmaco. Na
terceira parte, sdo apresentados o0s assuntos relacionados com a analise de
especiacao de Sb, abordando os métodos cromatograficos e ndo-cromatogréaficos de
separacao, assim como as técnicas de deteccdo para especiacdo de Sb. Maior
énfase é dada aos métodos de separacdo nado-cromatograficos e cromatograficos

relacionados com a amostra utilizada neste trabalho.
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2.1. ANTIMONIO (Sb)

O Sb € um metaldide pertencente ao grupo 15 da classificacédo periddica dos
elementos, niumero atdbmico 51, massa atbmica 121,76 u, configuracdo eletrénica
[Kr] 4d® 5s®> 5p° podendo existr nos estados de oxidacdo
(-1, 0, Il e V). Porém, nos sistemas biolégicos e ambientais € usualmente

encontrado somente na forma de Sb(V) ou Sh(lll).?*#%3

2.1.1. Efeito toxicolégico do Sb

O efeito toxicolégico e bioldégico que um elemento exerce no ser humano
depende da sua forma quimica (espécie) e da concentracdo. O Sh, em particular, é
considerado um elemento ndo essencial ao ser humano, sendo considerado toxico
em determinadas concentracdes, bem como, em fun¢éo da sua forma quimica.3**

Considerando os estados de oxidacdo do Sh, a espécie Sb(lll) exerce uma
toxicidade aproximadamente dez vezes maior que a espécie Sh(V) e, geralmente,
espécies inorganicas sdo mais téxicas do que as organicas.® A maior toxicidade do
Sh(lll) pode estar relacionada com a afinidade pelos grupos quimicos existentes nas
células®, pois o efeito de toxicidade do Sb resulta da ligacéo irreversivel de enzimas
contendo grupos sulfidrilas, sendo que o Sb(lll) apresenta maior afinidade por estes
grupos. Ao contrario, o Sb(V) permanece livre no plasma e é excretado mais
rapidamente.*°

O Sb é considerado um agente clastogénico (provoca a perda de fragmentos
de cromossomos), mas ndo € mutagénico (ndo altera o DNA celular) no seu estado
trivalente. Ainda ndo foi comprovada a carcinogenicidade do antiménio em humanos,
embora o Sh,03 seja classificado, pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), como possivel carcindgeno humano.®* Por outro lado, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) e a Comunidade de Pesquisa
Alema listaram o Sb como um poluente de prioridade, mas nao foi classificado como
carcinogénico.*>%

Leonard e Gerber® relataram que a mutagenicidade, carcinogenicidade e
teratogenicidade de compostos de antiménio sdo baseadas em evidéncias

insuficientes e, particularmente, n&o sao relevantes.
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Entretanto, os beneficios causados pelo antiménio, com fins medicinais, sao
conhecidos desde séc. XVI, pois compostos de antimbnio apresentavam ampla
aplicacao para fins cosmeéticos e terapéuticos. No entanto, no século seguinte, foi
verificado que os compostos de Sb possuem efeitos toxicos e foram excluidos da
area médica. No Brasil, somente a partir da década de 1940, os compostos de
antimonio pentavalente foram empregados com eficiéncia comprovada como

farmaco para o tratamento da leishmaniose.*®

2.2. LEISHMANIOSE

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, nao-contagiosa, causada por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania.* A Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) tem ampla distribuicAo mundial e constitui um
problema de satide publica em 88 paises, distribuidos nas Américas, Europa, Africa
e Asia, com registro anual de 2 milhdes de novos casos da doenca, sendo de 1 a
1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose visceral. E
estimado que 350 milhfes de pessoas do mundo vivam em areas de risco de
infeccdo, sendo considerada pela OMS como a segunda doencga parasitaria em
importancia, depois da malaria.

No Brasil, a LTA é uma doenca com diversidade de agentes, hospedeiros
parasitados e vetores, apresentando diferentes padroes de transmissdo e um
conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos, tornando dificil o controle e
englobando um espectro de diversidades clinicas e epidemioldgicas. Além disso,
apresenta uma ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras. As regides Norte e Nordeste tem o maior niumero de casos, sendo
encontrados numa vasta area da Amazonia & Bahia.®

A principal forma de transmissdo da doenca é pela picada do inseto
flebotomineo fémea (vetor), protozoario do género Phlebotomus. A infec¢édo do vetor
ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem
macrofagos parasitados na forma amastigotas da Leishmania. No trato digestivo do
hospedeiro flebotomineo ocorre o rompimento dos macréfagos liberando as formas
amastigotas. Reproduzem-se por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em

formas flageladas denominadas de promastigotas, que também se reproduzem por
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processos sucessivos de divisdo binaria. As formas promastigotas transformam-se
em paramastigotas as quais colonizam o esofago e a faringe do vetor, onde
permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas
infectantes-promastigotas metaciclicas. O ciclo do vetor se completa em torno de
72 h. Apos este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um novo repasto
sangiineo em um hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas
formas sao fagocitadas por células dos sistemas mononucleareares fagocitarios. No
interior dos macréfagos, no vacuolo parasitéforo, diferenciam-se em amastigotas e
multiplicam-se intensamente até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberacéo
destas formas que serao fagocitadas por novos macréfagos num processo continuo,
ocorrendo entdo a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula éssea.
Enquanto a forma promastigota é flagelada e extracelular, a forma amastigota é
intracelular e sem movimento. No homem, a doenca acomete pele e mucosas
apresentando quatro formas clinicas principais: cutanea, mucocutanea, difusa e
visceral.®®

Outras formas de transmissdo também sdo descritas, tal como transmisséo
congénita, transfusional sangiiinea e por seringa contaminada entre usuarios de
substancias entorpecentes de uso intravenoso, caracterizando o ciclo antroponético
(pessoa infectada transmite a doenca a outra pessoa).*°

As formas mais comuns de leishmania tegumentar no Brasil sdo as causadas
por L. amazonensis, L. brasiliensis e a L. guyanensis. Todas estas espécies podem
produzir a lesdo na pele (forma cutdnea) e pode curar espontaneamente, apos
alguns meses ou semanas, mas pode deixar marcas permanentes. A forma
mucocutanea, inicia com ulceras simples de pele, mas pode evoluir para metastases
na regiao oronasal, causando destruicao tecidual, em alguns casos extremamente
mutilantes. A forma difusa produz lesGes cronicas e disseminadas, as quais se
assemelham as da lepra e sdo mais dificeis de curar. A forma visceral ocasiona
hipertrofia no figado e baco e, se ndo tratada pode desenvolver infecgbes

secundarias, freqiientemente provocando a morte.**
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2.3. FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DA LEISHMANI OSE

O uso de compostos de antiménio para diversos fins terapéuticos* é
conhecido desde a antiguidade, mas somente em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna,
pesquisador pioneiro em doenca de Chagas e leishmaniose, relatou a eficicia do
tartarato de potassio e antimoénio (complexo Sb(lll)-tartaro emético) no tratamento da
leishmaniose.** No entanto, o uso clinico deste composto foi interrompido por causa
de seus efeitos colaterais e da descoberta de novos farmacos menos téxicos,
fazendo com que os antimoniais trivalentes fossem substituidos por compostos
pentavalentes de Sb.*® A partir da década de 1940, complexos de antiménio
pentavalente comecaram a ser utilizados na terapéutica da leishmaniose, sendo o
estibogluconato de sédio (comercializado como Pentostan®, é utilizado nos Estados
Unidos e outros paises) e o antimoniato de meglumina (comercializado como
Glucantime®, é utilizado no Brasil, Franca e outros paises), os principais antimoniais

atualmente utilizados.**

2.3.1. Antimoniato de meglumina

No Brasil o antimoniato de meglumina é o medicamento de primeira escolha
para o tratamento da leishmaniose. Este farmaco requer administracdo cautelosa,
sob acompanhamento clinico e laboratorial, por ser cardiotoxico, hepatotoxico e
nefrotéxico. O composto € obtido sinteticamente através de mistura e reacao, a partir
do KSb(OH)s ou do SbCls e da N-metilglucamina, em agua deionizada, pH neutro e
temperatura de 60 °C.*> Apds esta etapa, o antimoniato de meglumina formado
precipita na presenca de acetona. O composto, de férmula estrutural ainda nao
completamente identificada, € solivel em agua e praticamente insoluvel em etanol,
éter etilico e cloroférmio.”® O antimoniato de meglumina é especialmente eficaz no
tratamento de leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral, provocando regressao
rapida das manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenca, bem como provoca a
destruicdo do parasita.*® A OMS preconiza que as doses de antimoniais ndo devem
ultrapassar 20 mg/kg/dia, ndo ultrapassando o limite de 850 mg de antimdnio, devido

a sua elevada toxicidade.®



Revisao da Literatura 9

7z

A forma de apresentacdo do antimoniato de meglumina é em solucdo
injetavel com ampolas de 5 mL de solucdo aquosa a 300 mg mL™, contendo 405 mg
de Sb(V), correspondendo a 81 mg mL™ de Sbh(V). A administracdo é feita por via
parenteral, intravenosa ou intramuscular.*’

Apébs a administracdo, o antimoniato de meglumina é rapidamente absorvido
e, praticamente, 80% do antimdnio é excretado nas primeiras 24 h pela urina na
forma inalterada.*” Em conseqiiéncia, faz-se necessaria a administracdo de doses
elevadas do farmaco, em regime continuo, para garantir um elevado teor de
antimoénio nos tecidos e, assim, obter a eficdcia do tratamento. Reacdes adversas
como dores musculares, nefrites, distirbios gastrintestinais, cardiovasculares e
respiratérios tém sido observados.’

Antimoniais pentavalentes sédo, geralmente, 10 vezes menos toxicos quando
comparados aos antimoniais trivalentes, utilizados primeiramente por Gaspar Vianna
em 1912. Em determinados casos, além de destruir o parasita, o medicamento
acaba por levar o paciente a 6bito.”**° Apesar do emprego do antimoniato de
meglumina no tratamento da leishmaniose por mais de 60 anos, a estrutura e a
composicédo do composto ainda permanecem indeterminados.”*® O mecanismo de
acdo ainda é desconhecido porque é limitada a informacéo sobre o metabolismo
intracelular do antiménio e os genes que regulam este processo.***'>* O que se
sabe é que o0 seu uso experimental e clinico € bastante critico. Na Figura 1 é

mostrada as rotas de acdo do antiménio na célula da leishmania.’

Enzima-Sb(TS,)
2

Tripanotiona )
redutase (TR) ATP 1

b) T Tiol-Sb(TS »)
T(SH2) T(S-S) T(SH,) P

p\ % 0
Sb(V) =——p  Sb(lll) ——p Sb(II)(TSy)

Reducéo por T(SH) » complexagédo d)
ou ' nucleosideos

ATP

Sh(V)

Sh(Il(TS>)

Figura 1. Proposta de mecanismo de acdo do antimbnio na forma amastigota da Leishmania. Ver

significado das indicag6es de a) até d) no texto.>®
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Conforme mostrado na Figura 1, o Sb(V) é transportado para o interior da
célula, mediante ligagdo com o ferro presente nas proteinas lactoferrina, sendo que
somente o Sb(V) tem afinidade com esta proteina. O mecanismo proposto para o
metabolismo do Sb na célula pode ser resumido como: a) o antimoénio atravessa a
membrana da célula mediante auxilio da lactoferrina; b) ocorre a redugéo intracelular
do Sb(V) para Sb(lll) pela interagdo com a tripanotiona [T(SH),] ou também pela
interacdo do Sb(V) com nucleosideos (bases do DNA) representados pela
tripanotiona dissulfeto [T(S-S)], reduzindo o Sb(V) para Sb(lll) através da enzima
tripanotiona redutase (TR) em pH 5,0; c) ocorre a complexacdo do Sb(lll) pela
[T(SH),] para formar Tiol-Sb(TS;) e atingir as proteinas pela substituicdo do grupo
tiol por enzimas; d) o complexo Sb(lll)(TS,) pode ser bombeado para fora da célula
ao se ligar ao trifosfato de adenosina (ATP), evidenciando a resisténcia do parasita
aos antimoniais pentavalente; ou e) atingir o ndcleo da célula Leishmania, destruindo
a mesma.>

Estudos relatam que o Sb(V) possa ser uma pro-droga, sendo convertido por
grupos tidis presentes na biomolécula glutationa (GSH) a Sb(lll) apdés sua
administracdo, como mostrado na Figura 2 (modelo 1). Este pode interferir no
processo de B-oxidacdo de acidos graxos e glicélise do parasita, levando a uma

deplecéo dos niveis de ATP intracelular.*®

Macrofago

Parasita
SE(V)+tiol-» Sblll)
bH 5

Sb{V) +tiol» Shill)

Sb(V)-nucleosideo

Figura 2. Dois modelos propostos para o mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes.
O modelo (1) envolve a reducédo de Sb(V) a Sh(lll) pelos tidis; o modelo (2) envolve a

formacao de complexo Sb(V)-ribonucleosideo.*®
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Por outro lado, foi demonstrado que a GSH promove a reducao do Sb(V)
para Sb(lll) in vivo, mas a reducdo somente acontece em pH éacido, diferente do pH
do citosol onde a glutationa é encontrada. Assim, a reducdo do Sb(V) é lenta
comparada com a habilidade de complexacédo do antimoniato de meglumina com a
GSH, protegendo o Sb(V) da reduc&o.’**’

Ha indicios de que o Sb(lll) possui maior atividade do que o Sh(V) contra as
formas promastigotas e amastigotas de pelo menos trés espécies de Leishmania.
Essas caracteristicas reforcam a hipotese de uma conversdo metabdlica
intramacrofagica do Sb(V) para Sh(lll), sendo neste caso, o Sb(lll) a espécie tdxica
as leishmanias no estado intracelular.*®>* Além disso, ha a hip6tese de que o Sh(V)
nao é toxico para a Leishmania, mas € reduzido enzimaticamente, provavelmente
pelo macréfago, para Sb(ll).***° Por outro lado, ha relatos de que o Sh(V) é
diretamente téxico para amastigotas, portanto ndo havendo a necessidade da
reducdo do Sb(V) por macrofagos, jA& que também foi demonstrado que o Sb(V)
forma complexos com nucleosideos (Figura 2, modelo 2) e que essa interacao
poderia ter implicagdes no mecanismo de acdo dos antimoniais. Entretanto, estes
dados, implicam a possivel reducao intracelular do Sb(V) para Sb(lll) e assim o
Sh(lll) é diretamente toxico para amastigotas, ou que ambos os estados de oxidacao
de antiménio s&o ativos contra amastigotas da Leishmania.>*

Miekeley et al.?

verificaram que, apds administracdo intramuscular de
antimoniato de meglumina em pacientes com leishmaniose, ocorre a biorreducéo
metabdlica in vivo do Sb(V) para Sb(lll), corroborando outros estudos que
evidenciam o mesmo, ou seja, a provavel toxicidade e atividade terapéutica do
farmaco causado pelo Sb(lll).

Varios autores apresentaram estudos sobre a tentativa de caracterizacédo do
antimoniato de meglumina.®®®* Roberts et al.*® reportaram a razdo molar média de
Sh:NMG, como sendo de 1:1,37 e que varios complexos entre o Sb e NMG

coexistem em solucdo. Demicheli et al.®

sintetizaram o antimoniato de meglumina e
sugeriram, através de estudos empregando ressonancia magnética nuclear (H-RMN)
de proton, que ha duas formas distintas para Sb-NMG. E estas duas moléculas de
Sb-NMG sédo coordenadas com um atomo de Sb de carga positiva. Na Figura 3 é

mostrada uma das possiveis estruturas do antimoniato de meglumina.®?
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Figura 3. Proposta de estrutura para o antimoniato de meglumina obtida por H-RMN.%

Embora este modelo de estrutura seja atualmente aceito, ainda existem
varios dados contraditérios na literatura, pois a predominédncia de espécies
1:2 Sb:NMG né&o é condizente com a razdo molar na faixa de 1,4:1 Sb:NMG
encontrada no antimoniato de meglumina. Além disso, através da medida da
osmolaridade de solucdo altamente concentrada de antimoniato de meglumina
(85 g L) pode ser concluido que ha uma razdo molar média de aproximadamente
1,4 a 2,0 4tomos de Sb por particula. Além disso, a estrutura proposta de espécies
catibnicas com uma massa molar de 507 Da, ndo esta de acordo com os resultados
obtidos com titulacdo potenciométrica na sintese do antimoniato de meglumina, o
qual indica a existéncia de dois protons dissociados, um atribuido ao grupo amino
(pKa = 10,3) e o outro ao antimoniato (pKa = 2,1).6%°3

A predominancia de complexos de antiménio com o grupo antimoniato de
meglumina de carga negativa (desprotonado) e o grupo amino de carga positiva
(protonado) foram propostos a partir de medi¢cdes de condutividade, indicando o
comportamento do antimoniato de meglumina como um eletrélito fraco. Os
complexos de antimoniato de meglumina, quando predomina a razao molar de 1:1
Sb:NMG séao zwitterion (composto neutro apresentando grupos funcionais de cargas
opostas), principalmente em pH fisioldgico (na faixa de 5,5 a 7,5).%

Estudos relatam que o antimoniato de meglumina consiste de uma mistura de
compostos com diversas férmulas (Sb-NMG),-NMG (compostos maiores; peso
molecular = 507, 820, 1132 e 1144) e (Sb-NMG), (compostos menores; peso
molecular = 314 e 627).* Em outro estudo® foi utilizada a espectrometria de massa

com ionizacao por electrospray (ESI-MS) e foi identificado o ion com carga negativa
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de Sb:NMG, apresentando quatro espécies de complexos de Sb:NMG, como 1:1
(m/z 364) 1:2 (m/z 541), 2:2 (m/z 765), 3:2 (m/z 881). Além disso, de acordo com a
estrutura proposta por estes autores (Figura 3), o composto com razao média de 1:2
Sb:NMG consiste de um grupo antimoniato de carga negativa (desprotonado) e de
dois grupos amino de carga positiva (protonados). O complexo identificado na razéo
média de 1:1 (Sb:NMG) séo espécies de m/z 314, as quais consistem de um grupo
amino de carga positiva (protonado) e um grupo antimoniato de carga negativa
(desprotonado). Contudo, o peso molecular das espécies de m/z 314 estdo de
acordo com o complexo de Sb(lll), mas ndo com o complexo de Sb(V). A presenca
de Sb(lll) residual no antimoniato de meglumina foi determinada em niveis inferiores
a 0,1% (m/m), sendo considerado como fragmento devido as condi¢des utilizadas na
determinacdo destas espécies, como a aplicacdo de alta diferenca de potencial,
resultando na alta intensidade para esta espécie. Com estes dados, os autores
reportaram a existéncia de razdo molar média de 1:1 Sb:NMG com o ion Sb de
carga negativa e a mesma proporcao de razdo molar média Sb:NMG, porém com o
ion Sb de carga positiva. Aléem disso, os valores de pK, estavam de acordo com o
que foi reportado por Robert et al.*®, ou seja, a presenca de um grupo amino e um
grupo antimoniato, predominando a forma zwitterion em pH fisiolégico. Dessa forma,
esses dados indicam a importancia de uma reavaliagédo das estruturas e composi¢céo
deste farmaco, pois o conhecimento das diferentes caracteristicas podera contribuir

para uma melhor compreensao da acao farmacologica e toxicidade.

2.4. ANALISE DE ESPECIACAO

A andlise de especiacdo tem como objetivo principal a obtencdo de maior
conhecimento de um elemento em relacdo a sua composi¢cdo, sua massa, sua
estabilidade, seu ciclo biolégico e ambiental, suas transformacfes e as possiveis
interacOes das espécies com 0s seres vivos. No entanto, nem sempre é possivel
conseguir todas as informacdes de interesse, por isto devem ser escolhidas quais as
mais importantes conclusbées que se quer obter nos estudos de especiacao
quimica.®*®’

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)®® preconiza o

uso correto de terminologias comum em quimica, para facilitar a comunicagao entre
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cientistas de diferentes areas e evitar interpretacdo errbnea. Segundo a IUPAC o
termo “especiacdo” € definido como sendo a distribuicdo de diferentes espécies
quimicas de um elemento em uma amostra, enquanto que o termo “analise de
especiacdo” é definido como um processo que conduz a identificacdo e
determinacdo de diferentes formas quimicas e fisicas de um elemento existente em
uma amostra.®® Quando se refere as transformacdes que ocorrem com elementos
quimicos durante um ciclo, a IUPAC recomenda o uso do termo “transformacao de
espécies”. O termo “espécie quimica” refere-se a uma forma especifica de um
elemento, definido como um estado de oxidagao ou estrutura nuclear, complexo ou
molecular.®®

Dessa forma, a analise de especiacao possui aplicacbes em diversas areas,
tais como;31-%% 70
v’ estudos de ciclos biogeoquimicos dos elementos;
v avaliacdo da toxicidade e ecotoxicidade relativa de elementos
especificos;
controle de qualidade de produtos alimenticios;
controle de medicamentos e produtos farmacéuticos;

controle de processos tecnoldgicos;

AR NERNEEN

estudo de exposi¢cao ocupacional;
v/ andlises clinicas.

Deve-se salientar que em analise de especiacdo, o0 equilibrio quimico
estabelecido entre as formas existentes na amostra de um elemento de interesse
tem que se manter inalterado desde a coleta até a analise propriamente dita. Dessa
forma, para se obter sucesso em estudos de especiacdo, a metodologia empregada
precisa garantir a preservacao da integridade das espécies de interesse na amostra
durante todos 0s passos analiticos, ou seja, durante a amostragem, armazenagem,
pré-tratamento e determinacio das espécies.?* "

Na maioria dos estudos de especiacdo sdo utilizadas duas técnicas
acopladas, uma com alta capacidade de separacdo das espécies de interesse e a
outra de deteccdo com alta sensibilidade e seletividade. Nos sistemas em linha é
feito o acoplamento direto dos sistemas de separacdo ao detector. Geralmente,
entre as principais vantagens destes sistemas em linha, pode ser citada a maior
rapidez no processamento das amostras e menor risco de contaminacao e perdas

do analito.”* Neste sentido, a ICP-MS tem se tornado a técnica de preferéncia para
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associagdo com sistemas de separacdo cromatografica, pois tem como
caracteristicas a especificidade, linearidade, baixos limites de deteccdo e a

facilidade de acoplamento, quando comparada a outras técnicas de detec¢&o.??°

2.4.1. Andlise de especiacao de Sh

A anadlise de especiacdo de Sb tem se tornado indispensavel em estudos
biogeoquimicos, industriais, nutricionais e farmacéuticos para avaliagdo dos efeitos
benéficos e téxicos dos elementos. Diversas metodologias analiticas tém sido
desenvolvidas com técnicas hifenadas que envolvem o acoplamento de separacdes
seletivas com detectores elementares e sensiveis.’*?° Entretanto, a especiagéo do
antiménio em outras matrizes é fundamental, visto que a toxicidade e o
comportamento biolégico sdo dependentes do estado de oxidacdo.’

A maioria dos meétodos reportados na literatura permite apenas a
determinacdo de Sb em um dos estados de oxidacdo, sendo o outro determinado
indiretamente, por diferenca entre o antiménio total e a espécie previamente
determinada. Entretanto, a maioria das técnicas hifenadas permite,
simultaneamente, separar e quantificar as espécies Sb(lll), Sb(V) e
organoantimoniais diminuindo, assim, a possibilidade de ocorrer erros, que podem
acontecer na determinacdo por diferenca. O uso de técnicas hifenadas representa
uma tendéncia atual no desenvolvimento de metodologias analiticas, entre as quais
se destacam a cromatografia a liquido de alta eficiéncia com geracdo de hidretos
acoplada a espectrometria de fluorescéncia atbmica (HPLC-HG-AFS), cromatografia
a liquido de alta eficiéncia com geracdo de hidretos acoplada a espectrometria de
absorcdo atomica (HPLC-HG-AAS) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia com
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS).%41°

Embora existam mais de 3000 compostos organicos de Sb relatados na
literatura, somente duas formas inorganicas [Sb(lll) e Sb(V)], e duas espécies
organicas (a4cido metilestibdnico e acido dimetilestibbnico) tém sido detectado em
aguas naturais.*®

Também, pouco se conhece sobre a estabilidade dos compostos de
antiménio em solucdes.?® Ainda ndo ha consenso a respeito da forma quimica dos

compostos organicos de antiménio em agua. Além disso, ha limitacdes referentes
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aos dados de especiacdo existentes na literatura, principalmente devido a
inexisténcia de materiais de referéncia certificados, necessarios para a validagcéo de
novos métodos analiticos.®

Devido as inumeras questdes relacionadas ao processo de oxi-reducdo e a
probabilidade de haver varias espécies presentes e nao identificadas no antimoniato
de meglumina, assim como sua agdo terapéutica e toxica, sdo necessarias
investigacdes mais detalhadas. Neste contexto, a especiacédo de Sb neste farmaco &
de suma importancia, principalmente no sentido de elucidar as formas de Sb que
estdo sendo administradas no paciente. Consequentemente, estudos mais precisos
deverdo ser feitos empregando espécies especificas de Sbh para avaliar o seu efeito
no tratamento da Leishmaniose. As espécies presentes no antimoniato de
meglumina podem ser procedentes da matéria-prima, da sintese, de possivel
degradagdo durante a armazenagem, transporte e manuseio inadequado do
produto.?’

Metodologias analiticas reportadas na literatura para a determinacdo de
antiménio em farmacos recomendam, principalmente, métodos volumétricos e/ou
potenciométricos. Os métodos volumeétricos sdo baseados na reducédo do Sb(V) para
Sb(lll), geralmente iodeto em meio &cido, sendo o Sb(lll) determinado por
iodometria. Essa metodologia ndo é a mais adequada, visto que permite apenas a
determinacao de Sb(lll) e depois total. Além disso, esta sujeita a erros decorrentes
da eliminacdo incompleta do iodo formado anteriormente & determinacdo do Sb(llll).°

Entretanto, nos dltimos anos, a geragdo de hidretos tem sido empregada para
a geracdo seletiva de espécies de antiménio em amostras de 4guas naturais, tecidos
de figado, sangue e farmacos injetaveis.”’” A espécie volatil de Sb gerado pode ser
quantificada por uma técnica adequada, como a AAS, ICP-MS e entre outras.

Outra alternativa para a determinacdo de espécies de Sb em diferentes
matrizes envolvem separacdes cromatogréficas, geralmente com deteccdo por
ICP-MS."®

Entretanto, a separacdo simultdnea de espécies inorganicas e organicas,
ainda é um grande desafio. O principal problema esté relacionado com a dificuldade
de encontrar um método cromatografico simples que possa separar eficientemente
as espeécies de Sb, pois geralmente ha variagbes na estrutura quimica, carga e,

consequentemente, alteracdes nos tempos de retencado das espécies.”®
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2.5. METODOS NAO CROMATOGRAFICOS PARA ESPECIACAO

O emprego de métodos ndo cromatograficos para especiacdo se restringe
basicamente, na diferenciacdo de diferentes estados de oxidacédo. Entre as técnicas
ndo cromatograficas mais utilizadas na espectrometria atbmica, destaca-se a

geracéo de hidretos.*®

2.5.1. Geracgao de hidretos

A técnica de geracado de hidretos é um processo de derivatizagcdo quimica que
produz hidretos de um determinado elemento pelo tratamento da amostra com um
agente redutor, em meio acido. Caso o hidreto formado seja volatil, este pode ser
conduzido do frasco de reacdo até uma técnica capaz de detectar o elemento ou a

espécie do elemento.?8!

Entre as principais caracteristicas da geracéo de hidretos pode-se citar:**8%8!

v separacao do analito da matriz da amostra,

v relativamente livre de interferéncias, em virtude da separagdo do
analito da amostra,

v' possibilidade de pré-concentracdo pelo uso de trapeamento do analito
em microcolunas ou outros procedimentos,

v' permite a determinacdo seletiva de espécies de um elemento pelo
controle de pH,

v elevada eficiéncia de introducdo da amostra, podendo chegar a 100%,
consequentemente, podem ser alcancados limites de detec¢éo (LD) de
cerca de 100 vezes melhores aos obtidos em técnicas que empregam
a nebulizacao pneumética.

A espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacdo em tubo de quartzo
(QT-AAS), espectrometria de absorcdo atbmica com vaporizacdo eletrotérmica
(ET AAS), espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES), espectrometria de fluorescéncia atomica (AFS) e ICP-MS sdo as
técnicas mais empregadas como detectores na HG.8® A grande maioria das
metodologias citadas na literatura utiliza a HG acoplada a espectrometria de

absorcdo atbmica, sendo uma das técnicas analiticas mais utilizadas para a



Revisao da Literatura 18

determinacdo de Sb total. >’® Atualmente, devido ao desenvolvimento de métodos
analiticos e o surgimento de diversas técnicas instrumentais, varios sistemas de
atomizacéo vém sendo amplamente utilizados.”>"*

De um modo geral, na temperatura ambiente os hidretos encontram-se na
forma gasosa, apos a etapa de geracdo estes sdo conduzidos por um fluxo de gas
até o atomizador que, normalmente, € uma cela de quartzo aquecida, sendo
decompostos no atomizador para a formacdo do vapor atdmico e a obtencdo do
sinal analitico. Esta técnica tem sido utilizada para a determinacdo de elementos
como As, Bi, Ge, Pb, Se, Sn, Sb e Te.®

A HG também pode ser usada para a geracdo seletiva de espécies de
antimoénio, através de ajuste de pH da solucdo amostra, gerando estibina (SbH3) a
partir de Sb(lll) e Sb(V).>#®% Em meios com acidez alta (pH < 2,0), converte-se
tanto a espécie Sb(ll) como a Sb(V) em SbHs;. Por outro lado, o Sb(lll) é
seletivamente reduzido a SbH3 na presenca de Sb(V) em meio 4cido citrico a pH = 2
ou em meio de acido tartarico a pH = 4 ou ainda em tampéao de borato em pH entre 7
e 8.88’90

Devido a cinética de formacao da estibina geralmente € necessario o uso de
um agente pré-redutor para converter todo Sb(V) para Sb(lll) antes de determinacéo
por HG. Com agente redutor, o tetraidroborato de sédio (NaBH,) é o mais utilizado,
devido a sua cinética de reacao favoravel, boa reprodutibilidade das determinacdes
e a eficiéncia de geracdo de hidretos é de, aproximadamente, 90% em uma ampla
faixa de pH, tanto para sistemas em fluxo quanto para sistemas em batelada,
independente do sistema de deteccdo empregado.'®®® Também, pode-se utilizar
acido citrico devido a sua propriedade complexante seletiva para Sb(V), como meio
para estudos de especiacéo na determinacdo de Sh(lll) e Sb(V) por HG AAS .}

Cabe ressaltar que além de diferentes estados de oxidacdo, os elementos
formadores de hidretos podem existir ligados a diferentes radicais organicos, seja
em amostras ambientais ou biolégicas. Como estas diferentes formas podem
apresentar distintas cinéticas de reducdo e mesmo formacdo de hidretos, faz-se
necessario liberar o analito completamente destes radicais para a determinacdo do
seu conteldo total.%?

Espécies organicas de antiménio também podem ser convertidas em
espécies gasosas por reacdo de geracdo de hidretos. Entretanto, ha evidéncias

experimentais de que a espécie (CH3)sSb permite reacdes de perda de metila
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(desmetilagéo) durante o processo de geracdo de hidretos, formando, assim os
hidretos SbHs, CH3SbH,, (CH3),SbH.** %3

Para se obter uma eficiéncia adequada na geracao de hidreto de antimonio,
nao depende somente das condicbes experimentais mas, também, do sistema de
geracdo empregado. Isso pode ser mostrado pelas diferencas na seletividade
reportados na literatura, mesmo quando as mesmas condicdes de reacdo sao
empregadas.’® Apesar das vantagens conhecidas da HG, essa é afetada por
diferentes tipos de interferéncias na etapa da reacdo de geracdo de vapor. Para
solucionar este problema, as condig@es fisicas e quimicas para geracao de hidretos
devem ser criteriosamente avaliadas.’® Além disso, muitos dos procedimentos s&o
baseados na determinacdo do antiménio total e Sh(lll), enquanto que o Sh(V) é
calculado pela diferenca entre o Sb total e Sb(lll), sendo que este procedimento
pode ser uma fonte de erro.*°

Para melhorar a sensibilidade do sistema, o acoplamento HG e ICP-MS,
possibilita a introducéo direta de espécies volateis no plasma, apresentando uma
alta eficiéncia no transporte do analito e minimiza a perda do analito e
interferéncias.’*

No sistema de injecdo em fluxo (FI), a amostra é injetada em um fluxo
continuo de uma solu¢do denominado carregador. Uma ou mais solu¢des contendo
reagentes podem confluir continuamente ou de forma intermitente com o carregador.
A zona de amostra injetada sofre dispersdo, sendo misturada com as solucdes
carregadora e reagentes. Geralmente, as solugdes séo transportadas por tubulagdes
de pequeno diametro (d.i. < 1 mm) com o auxilio de bomba peristaltica que atua
como propulsora das solugdes. A dispersdo ou a diluicdo da zona da amostra pode
ser controlada ou adaptada as andlises requeridas pela otimizacdo de varios fatores,
tais como volume de amostra injetado, as vazdes do carregador e dos reagentes e o
comprimento da bobina de reac&o.”® Estes sistemas sdo amplamente usados para
gerar hidretos volateis, os quais podem ser separados da solucdo utilizando um
separador G/L.%" Estes sistemas possuem como caracteristicas a facilidade de
misturar reagentes e amostra em ambiente fechado (dentro das tubulagdes),
minimizar problemas com perdas do analito e contaminacdo, serem menos
tolerantes a interferéncias se comparado a HG em batelada, tornando a técnica mais
seletiva. Isto pode levar a obtencdo de menores limites de deteccdo do que os

obtidos em batelada.*®
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Quando o sistema FI-HG é acoplado ao instrumento de AAS pode apresentar
algumas vantagens, tais como maior eficiéncia de geracdo do hidreto, redugcao do
efeito dos interferentes (uma vez que o tempo de contato entre amostra e reagente é
relativamente pequeno e, assim, por exemplo, os elementos formadores de hidretos
sdo convertidos as suas espécies volateis antes que os metais de transicdo possam
reagir com o agente redutor). Além disso, também, apresenta a simplicidade de
operacédo, elevada frequéncia de analise, menor risco de contaminacdo e menor
consumo de reagentes e amostras.?® 1%

Como na espectrometria de absorcéo atdmica, os sistemas FI-HG podem ser
facilmente acoplados a outras técnicas, tais como a ICP-MS podendo oferecer as
mesmas vantagens citadas para FI-HG AAS.*®

Um procedimento automatizado para extracao e especiacédo de Sb por FI-HG
AAS em tecidos biolégicos de bovinos e ratos infectados pelo parasita
L. garganhami, tratados com antimoniato de meglumina foi proposto por Petit de
Pefia et al.” Utilizaram &cido sulfarico (0,5 mol L™) e &cido acético (1,5 mol L™) para
extracdo de Sb(V) e Sb(lll), respectivamente. A L-cisteina foi empregada para a
reducéo do Sb(V) para Sb(lll). O LD obtido foi de 1 pg L™ para Sb(lll) e 0,5 ug L™
para Sb(V). A concentracdo do Sb total foi obtida pela soma da concentragdo do
Sb(V) e Sb(lll) e comparada com a concentragao obtida por ET AAS.

Flores et al.'®* desenvolveram um sistema FI-HG AAS para a determinagéo
seletiva de Sb(lll) em antimoniato de meglumina. As condi¢cdes de analise utilizadas
foram as seguintes: acido citrico 20% (m/v), NaBH,; 2,0% (m/v), 180 cm de percurso
analitico e 125 pL de volume de amostra. O LD para Sb(lll) foi de 0,95 ng e a massa
caracteristica (m,) de 55 pg. Com o sistema foi possivel quantificar o Sb(lll) em
antimoniato de meglumina, sendo o Sb total determinado por F AAS e o Sb(V) por
diferenca entre o Sb total e o Sb(lll).

Gallignani et al.ro3

propuseram um sistema de injecdo em fluxo com
geracdo de hidretos acoplada a espectrometria no infravermelho com transformada
de Fourier (FI-HG-FTIR) para determinagcdo de Sb total em antimoniato de
meglumina. O método baseia-se na mineralizacdo/oxidacdo em linha de antimoniais
organicos presentes na amostra e pré-reducéo do Sb(V) para Sb(lll) com K,S,0g e
Kl, respectivamente. Apdés, é feita a geracdo de SbHj3;, sendo este separado da
solugcdo no separador G/L e transportado pelo gas de arraste (nitrogénio) até o

detector, onde é adquirido espectro por infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR). A regido de 1893 cm™ foi utilizada para a quantificacdo de Sb. O LD
estabelecido foi de 0,9 mg L™ para o Sb total.

Figueiredo et al.'® propuseram um procedimento espectrofotométrico com
injecdo em fluxo para a determinacéo de Sb total e Sb(lll) em farmacos. As espécies
volateis formadas (SbH3) sdo separadas e transportadas até o detector com auxilio
de ar. Entdo, a solucdo de K,Cr,O; em meio acido € adicionada no sistema,
permitindo a reducéo de Cr(VI) para Cr(lll). A determinacéo indireta de Sb foi feita
em 610 nm. A faixa linear é de 200 a 1000 mg L™ de Sb, o limite de quantificacdo
(LQ) de 70 mg L™ e freqiiéncia de anélise de 40 h™. A exatiddo do método para
Sh(lll) foi determinada através de testes de recuperagdo do analito, a qual ficou na
faixa de 96 a 105%. Para o Sb total, os resultados foram comparados com aqueles
obtidos por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama. Os farmacos foram
analisados e a média da concentracdo obtida foi de 5,39 mg mL™ para o Sb(lll) e
110 mg mL™ para o Sb total.

Lima et al.*®® desenvolveram um método espectrofotométrico com um sistema
com zonas coalescentes para a determinacdo de Sb(lll) e Sb(V) em farmacos
utilizados para o tratamento da leishmaniose. O procedimento baseia-se na reacao
seletiva entre Sb(lll) e vermelho de bromopirogalol (BPR) em meio contendo Triton
X-100 em pH 6,8. H& a diminuigdo da absorvancia em 555 nm apos a formagéo do
complexo Sb(ll)-BPR. A concentracdo de Sb(V) foi calculada por diferenca apos
determinacao de Sb total por F AAS. A concentracdo de Sb total para trés amostras
de antimoniato de meglumina foi de 78,5 +1,9 a 95,5 £ 3,5, Sb(V) 76,7 + 3,2 a 92,6
+ 4,9 mg mL™. A concentracdo de Sb(lll) determinada nestas amostras foi na faixa
de 2,30+ 0,11 22,95+ 0,10 mg mL™,

Almeida et al.'® propuseram um sistema de injecdo em fluxo com deteccéo
por espectrofotometria (UV-VIS) para a determinacdo de Sb(lll) e Sb total em
farmacos para tratamento da leishmaniose. O método esta baseado na reacgdo
seletiva entre o Sh(lll) e o vermelho de bromopirogalol com deteccdo em 555 nm. A
concentracdo de Sb total foi determinada apés reducdo de Sbh(V) para Sb(lll) com
iodeto de potassio e acido ascorbico. Triton X-100 foi utilizado para aumentar a
sensibilidade. Sob condi¢des otimizadas até 63 amostras poderiam ser processadas
por hora com LD de 29 ng mL™. Os valores encontrados para 3 lotes do farmaco
foram de 2,23 + 0,05 mg mL™ a 3,01 + 0,08 mg mL™ para Sb(lll), 75,2 + 3,5 mg mL™*
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a 84,0 +3,2mg mL™ para Sb(V) e 78,1 + 2,0 mg mL™" a 86,3 + 3,6 mg mL™ para Sb
total.

2.6. METODOS CROMATOGRAFICOS PARA ESPECIACAO

As técnicas de separacdo sao fundamentais na analise de especiacdo, sendo
desejavel uma boa resolucéo entre as espécies. Entre as técnicas mais empregadas
na analise de especiacdo estdo a cromatografia a gas (GC), LC, eletroforese capilar
(CE) e cromatografia a fluido supercritico (SFC). Entretanto a LC € uma das técnicas
mais utilizadas para analise de especiacéo, principalmente devido ao bom poder de
separacdo das espécies de muitos dos elementos de interesse e devido a
possibilidade de separar espécies pouco volateis e compostos termolabeis, haja
vista que a GC apresenta diversos incovenientes para a analise de amostras

contendo estes tipos de compostos.

2.6.1. Cromatografia a liquido

A cromatografia a liquido possui boa capacidade de separar estruturas
complexas de compostos organicos e inorganicos, compostos idnicos, substancias
de baixa e alta massa molar, sem apresentar problemas de decomposi¢do térmica
ou quimica, além da possibilidade de automacéo.® **

Os estudos para o acoplamento de técnicas cromatograficas com detectores
elementares foram iniciados por Suzuki e Van Loon.**"*°® Durante muito tempo a
F AAS foi amplamente usada como uma técnica robusta para analise elementar total
em niveis de concentracdo na faixa de pyg L™ a mg L™ para muitos elementos.
Também, a LC foi uma técnica consolidada somente no final da década de 70,
originando assim o primeiro acoplamento LC com F AAS para estudos de
especiacdo.’®” O acoplamento destas técnicas é relativamente simples, sendo a
conexdo direta da saida da coluna do LC ao sistema de nebulizagdo do
equipamento de AAS. Entretanto, o LD n&o é suficientemente baixo para muitas
aplicacoes. Portanto, muitos pesquisadores focalizaram seus estudos para melhorar

a eficiéncia de introdugdo da amostra desenvolvendo sistemas de pré-
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199 e geracdo de hidretos em linha.'*%'** Melhores LDs foram obtidos

concentracao
gquando a LC foi acoplada a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). No entanto, devido a baixa eficiéncia no
transporte da amostra até o plasma (< 5%) os LDs também eram relativamente
elevados. Com o intuito de melhorar os LDs, diferentes nebulizadores foram
desenvolvidos (por exemplo, nebulizadores ultrassénicos),'* bem como a geracéo
de espécies volateis'*® para posterior introduc&o no plasma.

Entretanto, o acoplamento da LC a técnica de ICP-MS foi possivel bem mais
tarde. A ICP-MS, além da capacidade multielementar de analise, possui alta
sensibilidade, permitindo alcancar LDs da ordem de pg L™ a ng L™ para a maioria
dos elementos e fornece informacdes isotOpicas, que podem ser utilizadas para
identificacdo e quantificacdo das espécies.'®8314

Entre as principais caracteristicas da LC-ICP-MS, pode-se citar a simples
conexdo da saida da coluna cromatografica ao nebulizador, vazdo compativel da
fase mével com o sistema de nebulizacdo e baixos LDs.**® Contudo, a viabilidade do
acoplamento LC-ICP-MS muitas vezes pode ser afetada pela composicédo da fase
moével usada na separacdo cromatogréafica, pois a presenca de solventes organicos,
sais e a composicao das solugbes tampéo podem ocasionar entupimento do cone de
amostragem e skimmer, causando instabilidade do plasma e diminuindo a
sensibilidade.'*23116.H7

Devido as caracteristicas, a LC-ICP-MS tem apresentado uma ampla
aplicacdo para determinacdes qualitativas e quantitativas de espécies quimicas em
diferentes tipos de amostra, principalmente devido a sua boa capacidade para
separar as espécies e os baixos LDs. 1%

A LC-ICP-MS tem sido empregada para a analise de especiacdo de diversos
elementos, entre eles pode-se destacar a especiagcdo de Sbh, principalmente de

Sb(lll), Sb(V) e espécies metiladas, em diferentes tipos de amostra.*>*>#1%3
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2.6.1.2. Cromatografia de ions

A cromatografia de ions (IC) é uma das técnicas amplamente usadas para
separar espécies quimicas facilmente ionizaveis, tanto para especiacdo de ions
organometalicos e inorganicos.?® Isto tem tornado esta técnica como uma das
melhores para especiacao, principalmente quando acoplada a ICP-MS.

A IC é, frequentemente, subdividida em cromatografia de troca anibnica e
cromatografia de troca catidnica, dependendo do grupo funcional presente na fase
estacionaria, sendo que as resinas do tipo divinilbenzeno-poliestireno contendo
grupos funcionais amina quartenaria (troca aniénica) ou sulfonado (troca catibnica)
sdo as mais empregadas.’® A troca iénica baseia-se na atracdo eletrostatica entre
cargas (positivas ou negativas) do sitio ibnico presente na superficie da fase
estacionaria, que deve ser de carga oposta a carga do analito (anion ou cétion). lons
de carga oposta na fase moével mantém a neutralidade eletrostatica na coluna
cromatografica. De maneira geral, o tempo de retencdo de um analito aumenta com
o aumento da forca eletrostatica com a fase estacionaria. Os mecanismos de
separacdo sao altamente dependentes do pH, da forga idnica, da fase moével e da
natureza do trocador i6nico.’®?>!?® Geralmente, a fase movel utilizada na
cromatografia por troca i6nica envolve o uso de solu¢cdes aquosas de sais
inorganicos ou agentes complexantes.®**?’

Diferentes procedimentos tém sido publicados para analise de especiagéo de
antiménio em amostras ambientais (aguas, sedimentos, material particulado, biota) e
biomédicas (urina e plasma) baseados no emprego de colunas ibnicas. Também,
cada vez mais a IC esta sendo utilizada com detectores multielementares e de alta
sensibilidade analitica, como o ICP-MS.*®

Em solugdes aquosas, geralmente o Sb(V) esta presente na forma anidnica
com carga -1, ou seja [Sb(OH)g]. O Sh(lll) (como tartarato) também se encontra na
forma anidnica, porém com carga -2, [Sb,(C40sH-),]*. O Sb também forma diversas
espécies organometalicas, dentre elas a espécie trimetilada, que esta presente em
solugdes aquosas na forma catiénica, [TMSbOH]". Dessa forma, devido ao
comportamento de muitas espécies de Sb em solugcdes aquosas ser idnica, a

cromatografia de fons é geralmente utilizada na especiacdo desse elemento.®
10,120,121
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Para a especiacdo de Sb, especialmente a separagcdo de Sh(V) e Sb(lll),
empregando coluna de troca anibnica € necesséria a conversdo em uma espécie
com carga negativa.**?"%3%4121 A reacdo entre o Sh(lll) e agentes complexantes, tais
como o EDTA, acido ftalico ou acido tartarico, converte a espécie em um complexo
anionico. Entretanto, a separacao é relativamente dificil devido a irreversibilidade da
interacdo do Sb(lll) com a fase estacionaria, aumentando o tempo de retencado e
tornando o pico mais alargado.****! Isto ocorre, provavelmente, devido & influéncia
da carga dupla das espécies anibnicas formadas, as quais tém grande afinidade
pela fase estacionaria.'** Assim, o uso de um agente complexante como fase mével
tem sido proposto como alternativa para amenizar os problemas associados a
eluicdo do Sb(ll1).**® Além disso, o Sb(V) e o EDTA também formam complexo com
caracteristicas semelhantes. Dessa forma, a escolha do agente complexante é de
fundamental importancia para a separacdo de Sb(lll) e Sb(V) em coluna aniénica.>*
Além disso, a eluicdo por gradiente deve ser evitada, jA que misturando os
complexos de Sb com agentes complexantes, outros anions também podem ser
formados durante a separacéo cromatogréafica.?®

Colunas de troca catidnica e de fase reversa para a separacdo de compostos
inorganicos e organicos de Sb também tém sido utilizadas. No entanto, compostos
organicos de Sb ndo sdo separados em colunas de troca cationica. Colunas de fase
reversa, somente podem ser utilizadas em condi¢des alcalinas e, dessa forma, os
compostos organicos interagem fracamente com a coluna, eluindo préximo do
volume morto.*?! Devido as possiveis alteraces dos compostos de Sb na presenca
da fase movel e por estes apresentarem um equilibrio de particdo bastante
complexo, a separacdo de compostos organicos e inorganicos de Sb ainda
representa um grande desafio, principalmente, devido a variacdes na estrutura
quimica e carga, afetando, consequentemente, o tempo de retencdo destas
espécies.? 120129

Outro problema para especiacdo de Sb, € a falta de materiais certificados de
compostos organicos de Sb para avaliar a exatiddo do meétodo. Somente o
trimetilantimoénio esta disponivel comercialmente. Além disso, ainda néo foi possivel
sintetizar compostos soluveis mono e dimetilados de Sb, devido a tendéncia destes
compostos polimerizarem apods a solubilizacdo e ndo serem estaveis a temperatura

ambiente, os quais poderiam ser usados nos estudos de especiacéo.’
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O acoplamento LC com HG-AAS foi empregado por Smichowski et al. ** para
a determinacdo de espécies inorganicas de Sb. O método proposto foi aplicado para
a determinacédo das espécies de Sb em agua, sendo feitos testes de recuperacéo
dos analitos e comparacdo com LC-ICP-MS para avaliar o seu desempenho. Os LDs
foram de 5,0 e 0,6 ng de Sb(lll) e Sb(V), respectivamente, inje¢cdo de 100 pL de
amostra. Para melhorar os LDs foi utilizada a LC-HG-ICP-MS. Assim, os limites de
deteccado foram de 0,004 e 0,008 ng para o Sb(lll) e Sb(V), respectivamente. Apesar
dos baixos LDs, o método ndo permitiu a determinacdo de Sb em aguas naturais,
sendo aplicado somente para a determinacdo de Sb em 4guas contaminadas.

Lintschinger et al."** desenvolveram um método para a determinacdo de
Sb(lll) e Sb(V) utilizando IC com troca anibnica acoplada a
F AAS ou ICP-MS. Para a separacdo de Sb(lll) e Sb(V) dos compostos organo-
antimonio, como o (CH3)3SbCl, e o (CH3)3Sb(OH),, foram testadas colunas de troca
anionica, catibnica e de fase reversa e diferentes fases moveis como:
KH,PO4/K;HPO4 0,5 a 5,0 mol L™ em pH 5,0 a 8,0, KHCO3/K,CO3 1 a 50 mmol L™
em pH 7,8 a 10,8, KOH 1 a 10 mmol L™, KHP/KCgHsO4 1 a 5 mmol L™ em pH 5,0.
Os autores observaram que em solugéo aquosa (pH 2,7 a 10,4), o Sb(V) apresenta
uma carga negativa [Sb(OH)¢] e o Sh(lll) é neutro, sendo, portanto, faciimente
separados neste tipo de coluna, com eluicao de Sb(lll) na frente do solvente e Sb(V)
retido mais fortemente na coluna e eluido posteriormente. No entanto, na pratica
observaram a eluicdo do Sb(V) na frente do solvente com retencédo de Sb(lll) na
coluna, para todos os eluentes testados. A razao € que o Sb(lll) reage com ftalato da
fase mével formando um complexo de carga negativa. Boa separacao foi obtida para
as espeécies organicas [SbMe3SbCl,, MeSb(OH),] e Sb(V), usando hidroxido de
potassio como fase mével ou solugcédo tampéao de carbonato. Além disso, ou autores
observaram que nao houve nenhuma diferenca significativa nos tempos de retencéo
entre as espécies organicas. Como as espécies organicas eluiram na frente do
solvente, os autores concluiram que em solucdo aquosa as espécies sao cationicas
ou neutras. Utilizando as mesmas condi¢bes cromatograficas, testaram o EDTA (5 a
50 mmol L™* em pH 4,3 a 7,0) e &cido piridina 2,6 dicarboxilico (PDCA) (5 a 20 mmol
L™ em pH 5,0) como fase mével, ambos complexantes para cations di e trivalentes.
Era esperado que ocorresse a formagcdo de complexos solUveis com uma carga
negativa. No entanto, quando utilizaram PDCA como fase movel, o Sb(lll) [como

SbCl; ou tartarato de Sh(lll)] ndo foi eluido da coluna. Quando utilizaram EDTA 5
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mmol L? como fase mével, o Sb(lll) foi eluido, mas com picos alargados e
assimétricos. Melhor separacéo foi obtida quando adicionaram ftalato de potéssio ao
EDTA, com pH na faixa de 4,3 a 5,0. Dessa forma, a melhor separacéo entre Sb(lll)
e Sb(V) é obtida com fase mével contendo EDTA 20 mmol L™ e ftalato de potéssio 2
mmol L™*. N&o encontraram, também, diferencas na separacdo entre cloreto de
Sh(lll) e tartarato de Sb(lll), indicando que Sb(lll) é preferencialmente complexado
pelo EDTA, mesmo na presenca de outro ligante, como o tartarato. Melhores
condicbes de separacdo foram obtidas com a coluna de troca aniénica em meio
alcalino. Troca cationica e fase reversa nao foram adequadas para a separacéo dos
compostos.

al.”®® fizeram modificagdes no método anterior’® e

Lintschinger et
compararam o desempenho das colunas de troca anibnica lonPacAS4A-SC
utilizando como fase moével o hidréxido de tetrametil aménio (TMAH) 3 mmol L™ e
PRP-X100 com fase mével TMAH 12 mmol L™ para a separacdo cromatografica de
Sb(V) e TMSbCl,. Para as duas colunas observaram um alargamento do pico do
Sb(V) em funcdo do aumento da concentracdo de NaCl na fase mével de 0,1% a
0,5%. A mudanca do comportamento cromatografico de Sb(V) deve-se,
provavelmente, ao grau de saturagéo da coluna por ions cloreto.

Ulrich et al.*** propuseram um método em linha para determinacéo de Sb(lll),
Sb(V) e TMSbO. Para a separacéo foi utilizada a IC com coluna aniénica PRP-X100.
O volume de amostra injetado foi de 100 pL e a fase movel composta de acido ftalico
2 mmol L™ em 2% de acetona a pH 5,0 e vaz&do de 1 mL min™. Os LDs obtidos foram
de 51 pg para Sb(V), 59 pg para TMSbO e 311 pg para Sb(lll).

Ulrich et al.?” desenvolveram um método para a separacéo e quantificacéo de
Sb(lll) e Sb(V) usando IC-ICP-MS em extratos celulares de Leishmania donovani, a
qual foi incubada com o Sb(lll) e Sb(V) para avaliar o metabolismo destas espécies
nas células de Leishmania. As condi¢cfes otimizadas para a separacdo de espécies
de Sb foram estabelecidas com a fase mével acido nitrico 15 mmol L™, pH 6,0 e
coluna de troca aniénica (PRP-X100). O LD para Sbh(V) foi de 0,06 ug L™ e 0,29 ug
L™ para Sb(lll). Também avaliaram a influéncia do pH sobre o Sb(lll)-tartarato, ndo
sendo separado do Sb(V). Em pH entre 3,0 e 7,0 o Sb(lll) forma complexo de carga
dupla, possivelmente, um atomo de Sb coordenando com duas moléculas de
tartarato. Em meio alcalino (pH > 7,0) forma moléculas carregadas e clusters que

sao dificeis de serem eluidos da coluna. Assim, os autores recomendam trabalhar
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na faixa de pH entre 3,0 e 7,0, sendo a mais apropriada para separar espécies de
antimoénio por IC.

Zheng et al.'®

estudaram a especiacdo de Sb(lll) e Sb(V) em material
particulado do ar utilizando IC-ICP-MS e coluna de troca anidnica (Synchropack Q-
300), usando como fase mével uma mistura de 2 mmol L™ de &cido ftalico e 5 mmol
L' de EDTA a pH 4,5. Os LDs obtidos foram de 10 e 30 pg para Sbh(V) e Sb(lll),
respectivamente, injetando 100 pL de amostra. O efeito do pH na separacédo das
espécies de antimonio foi avaliado na faixa de 2,1 a 9,0, empregando solucdes
aguosas de Sb(lll) e Sb(V). Nesta faixa de pH a espécie Sh(V) ndo apresentou
mudancas no tempo de retencdo e na area integrada. Para a espécie Sb(lll), o
tempo de retencéo permaneceu constante na faixa de pH de 2,0 a 7,0, enquanto que
em pH 9,0, ocorreu uma alteracdo consideravel no tempo de retencédo, bem como
uma diminui¢cdo de cerca de 10% na area do pico. Segundo os autores, este efeito
foi causado por uma possivel oxidagdo do Sb(lll) para Sh(V).

Krachler et al.*? utilizaram a associacdo entre IC e ICP-MS para a
determinacao de espécies de antimdnio em urina, sem a necessidade de qualquer
etapa de tratamento da amostra. A alta concentragdo de cloreto na urina
impossibilitou a separacdo de Sb(lll) e Sb(V) em coluna de troca anidnica
(lonPacAS14) caracterizado por mudancas no tempo de retencdo, alargamento do
pico e supressdo do sinal. Este fato foi atribuido a formacao preferencial do
complexo entre antimoénio e cloreto em substituicdo ao complexo formado entre
antimoénio e EDTA (presente na fase mével). A substituicdo por uma coluna de troca
anidnica (PRP-X100), o aumento na concentracdo de EDTA e a introducdo de um
gerador de hidretos (em substituicdo ao nebulizador ultra-sénico), permitiu a
separacdo eficiente das espécies de Sb. Sendo assim, dois métodos
cromatograficos foram propostos para a separacdo de Sbh(V) e Sb(lll) utilizando
coluna de troca anidnica (PRP-X100) e EDTA 20 mmol L?, como fase mével, e
separacao entre TMSbCl, e Sb(V) utilizando a coluna ION-120 e uma mistura de
NH4COs 2 mmol L™ e 4cido tartarico 1 mmol L™ como fase mével. A coluna PRP-
X100 apresentou melhor desempenho, pois tolerou concentragdes de NaCl de 0,1 a
0,5%. Nos sistemas mencionados, compostos trimetilados de Sb apresentam
tempos de retencdo bastante similares ao volume morto da coluna, provavelmente,
devido a formacédo de espécies neutras ou positivamente carregadas na presenca

das fases moveis. Este fator provoca interferéncia na determinacédo das espécies em
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matrizes de urina e plasma, onde o sodio esti presente em altas concentracdes e
elui no mesmo tempo de retengcdo do analito, o que ndo € desejavel para
separaces cromatogréficas. A concentracdo de Sb(V) foi de 20 ng L*, para
TMSbCI, foi del2 ng L™ e para Sb(lll) foi de 8 ng L™* em urina. O procedimento
proposto por IC-HG-ICP-MS foi aplicado para a determinacéo de espécies de Sb em
urina de pessoas expostas e ndo expostas ocupacionalmente. Somente
concentracdes muito baixas (ug L™) de Sb(lll) foram detectados e a concentracédo de
Sb(V), Sb(lll) e TMSbCI, em amostras de urina foi na faixa de 51 a 78% do Sb total.

Krachler et al.'* desenvolveram metodologia utilizando LC-HG-AAS para
determinar as formas organicas e inorganicas de antimoénio. Testaram cinco colunas
de troca anibnica e obtiveram melhores resultados com a coluna lonPacAS14 para a
separacéo de Sb(V) e Sb(lll) usando como eluente EDTA 1,25 mmol L a pH 4,7 e
coluna de troca anibnica (ION-120) para separar TMSbCl, e Sb(V), usando como
eluente NH,CO3; 2 mmol L™ e &cido tartarico 1 mmol L™ a pH 8,5. O LD obtido foi de
1,0 ug L™, 0,7 yg L e 0,4 pg L™ para Sb(lll), Sb(V) e TMSbCl,, respectivamente.

Em trabalho posterior, Krachler et al.”® utilizaram as mesmas condicdes
otimizadas no trabalho anterior**. No entanto, a técnica utilizada foi ICP-MS com
nebulizacdo ultra-sbnica. O uso deste nebulizador de alta eficiéncia melhorou o LD
para 14, 12 e 9 ng L™ para Sb(lll), Sb(V) e TMSbCI,, respectivamente.

Morita et al.'®3

propuseram um método para especiacdo simultdnea de
arsénio e antimonio por LC-ICP-MS usando coluna de troca anibnica em agua e
peixes, sendo que as espécies Sb(lll) e Sb(V) foram separadas com fase moével de
tartarato de amonio 50 mmol L™, ajustado a pH 2,5 com &cido sulfirico. O LD para
cada espécie de Sb foi de 0,5 ng mL™.

Miekeley et al.®

desenvolveram um método para especiagédo de antiménio em
pacientes com leishmaniose tratados com antimoniato de meglumina, relatando
indicios de que ocorre a biorreducao do Sb(V) para Sb(lll). No entanto, ainda néo se
tem informacdes sobre o mecanismo de desintoxicacdo em seres humanos, porém a
biometilacdo € uma das hipoteses a ser considerada. Neste trabalho foi utilizada
coluna de troca anidnica (PRP-X100) e como fase mével o EDTA (2 ou 20 mmol L™,
pH 4,7). A técnica de IC-ICP-MS permitiu a separacdo e deteccdo das espécies
trivalente e pentavalente de antiménio em urina, plasma sangtineo e no antimoniato
de meglumina. A concentrac&o obtida para Sb total no farmaco foi de 72,6 +1,5g L™

e a fracdo de Sh(V) foi de 6,4 + 0,5%. A presenca de Sb(lll) s6 foi detectada por HG-
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ICP-MS, sendo inferior a 1% em relacdo ao Sb total. Porém, esta fragdo de Sb(lll)
em relacdo ao Sb total pode ser formada na reacdo de reducdo do Sb(V) pelo
NaBH,.

Nash et al.'?°

utilizaram I1C-ICP-MS usando diferentes colunas de troca
anibnica com grupos amodnio quartenario como a Phenomenex-SAX-SB e Altec-
HAAX. Investigaram uma série de eluentes para a separacdo das espécies Sbh(lll),
Sb(V) e a espécie organica TMSbCI, em solu¢des sintéticas. As condicdes analiticas
para a separacao das espécies foram avaliadas injetando 200 pyL de solucéo, fase
moével de tartarato de aménio em pH controlado. O modo de elui¢cdo isocratico
favoreceu a boa separacdo entre as espécies inorganicas. No entanto, para a
separacdo das espécies inorganicas e espécie organica, foi necessario utilizar o
modo de eluicdo por gradiente. A melhor resolucéo de pico obtida para as espécies
Sh(V), Sb(lll) e TMSDb foi utilizando a coluna HAAX a 20 °C e fase movel tartarato de
amonio a 100 mmol L™ com eluicéio por gradiente de pH, ou seja, variando o pH da
solucéo de 3,0 para pH 1,2, embora nestas condi¢des, foi observado a co-eluicdo do
TMSb, ndo sendo possivel a determinacdo desta espécie. Aléem disso, os autores
verificaram que a ordem de eluicdo das espécies Sb(V), Sb(lll) e TMSb invertia
guando a temperatura da coluna HAAX foi aumentada de 20 para 60 °C. Dessa
forma, utilizaram outra condi¢cao de eluicdo por gradiente de pH comegando em 2,3
para 1,5, obtendo boa separacdo das espécies de Sbh, evitando a co-eluicdo da
espécie TMSb e favorecendo a quantificacdo da espécie organica de Sb. Comparam
as duas colunas e obtiveram uma boa resolucdo das espécies Sb(V) e Sb(lll) na
separacdo por eluicdo isocratica. No entanto, o Sb(lll) tem maior afinidade pelas
fases estacionarias das HAAX e SAX-SB do que o Sb(V). Provavelmente a menor
afinidade do Sb(V) pela fase estacionaria é devida a formacéo do ion [Sb(OH)g]. O
Sb(lll) tem maior afinidade pela fase estacionaria possivelmente devido a formacéo
anion Sb(lll)-tartarato hidratado com carga negativa. As caracteristicas de retencéo
para o Sb(V) e Sb(lll) sdo provavelmente influenciadas, em parte, por mecanismos
de troca de carga negativa, embora mecanismos de complexacdo também possam
contribuir na retencdo devido a alta concentracdo do tartarato presente na fase
movel. Isto possibilita, a formacdo de complexos na superficie da fase estacionaria.
O ajuste das condicGes de separacdo da espécie organica, TMSb, foi mais dificil,
pois 0s mecanismos de troca anibnica para esta espécie sdo improvaveis e, ainda

desconhecidos, dificultando a explicacdo do tempo de retencdo observado para esta



Revisao da Literatura 31

espécie. Possivelmente isto possa ser devido a formacdo de espécie catidnica ou
neutra. O método proposto apresentou melhor separacdo das espécies inorganicas
e organicas de Sb, favorecendo a quantificacéo destas por eluicdo gradiente de pH e
fase moével tartarato de aménio a 100 mmol L™ com a utilizacdo da coluna HAAX,
podendo ser empregado para diferentes amostras ambientais, como aguas

contaminadas, solos lixiviados e agua de rio.

2.6.2. Separacdo das espécies de Sbh empregando CPG- 8HQ

A 8-hidroxiquinolina (8-HQ) reage com mais de 60 ions metalicos, através da
complexacdo dos ions metalicos pela formacdo de um complexo entre o nitrogénio

béasico do anel e o grupo fendlico. A estrutura da 8-HQ é mostrado na Figura 4.%341%
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Figura 4. Estrutura molecular da 8-hidroxiquinolina.

A 8-HQ possui algumas caracteristicas para ser usada como agente quelante.
Pode ser usada para pré-concentracdo (principalmente quando imobilizado sobre
vidro de porosidade controlada-CPG), tais como:

v" boa estabilidade em meio &cido.

v alta constante de estabilidade para quelatos metdlicos, aumentando a
especificidade para diversos metais.

v rapida cinética de complexacado, permitindo o uso de altas vazdes das
solugbes durante a etapa de pré-concentracdo, sem perda da
eficiéncia da coluna.**®*®

Santos'® desenvolveu um método para a determinacdo de Sb(lll) com
extracdo em fase solida e determinacdo por injecdo em fluxo acoplada a
espectrometria de absorcdo atébmica com chama (FI-SPE-F AAS). A espécie de

interesse [Sb(lll)] foi retida em CPG-8HQ. Os principais parametros experimentais
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estabelecidos foram: pH de complexacéo (5,8); HCI (2 mol L™) como eluente. O LD
foi de 0,1 mg L™ e a freqiiéncia de determinacdo de 9 h™. As determinacdes de
Sb(lll) foram feitas em dois lotes de antimoniato de meglumina, cujas concentracdes
variaram de 2,65 a 2,97 mg mL™, o que corresponde a aproximadamente a 3,5% de

Sb(lll) com relagédo a concentracao total de antiménio.

2.7. METODOS DIVERSOS PARA ESPECIACAO DE Sb EM ANTI MONIATO DE
MEGLUMINA

Petit de Pefia et al.'*° desenvolveram um método para a determinacdo de
Sb(V) e Sb(lll) por HG AAS em amostras de soro sanglineo e urina de pacientes
com leishmaniose que foram tratados com antimoniato de meglumina. A
determinacao seletiva de ambas as espécies foi baseada na dependéncia da acidez
para a formacdo dos hidretos, sendo utilizado &cido sulftrico 0,5 mol L™ para a
determinacdo de Sb total e &cido citrico 2 mol L™ para a determinacéo de Sh(lll).
Pré-reduziram o Sb(V) foi pré-reduzido para Sb(lll) com KI 10% em meio H,SO,4 0,5
mol L™, permitindo assim a determinacdo de Sb total. A concentracdo da espécie
pentavalente foi obtida pela diferenga entre o Sb total e o Sb(lll). O LD do método foi
de 0,15 yg L™* e 0,10 pg L™ para Sh(lll) e Sb total respectivamente.

Rath et al.'* desenvolveram método espectrofotométrico para a
determinacao seletiva de Sh(lll) e Sb(V) em fa&rmacos para leishmaniose. O método
€ baseado na reacao do Sh(lll) com vermelho de bromopirogalol (BPR) em solucao
neutra. O complexo Sb-BPR formado absorve em 560 nm, cuja intensidade diminui
proporcionalmente com o aumento da concentracdo de Sb(lll) na solugcdo. O Sb(V)
foi determinado apés reducdo do Sb(lll) por iodeto. A concentracdo do Sb total foi
determinada em antimoniato de meglumina, sendo encontradas na faixa de 85,91 +
1,07 a 99,50 + 0, 31 mg mL™*, enquanto a concentracéo de Sbh(V) foi de 75,40 + 0,97
a 94,47 + 1,0 mg mL™. A concentracdo de Sh(lll) foi na faixa de 5,19 + 0,16 a 10,52
+0,15 mg mL™.

Figueiredo et al.*** desenvolveram um atomizador de hidreto metalico para
espectrometria de absorcdo atdbmica, para avaliar o desempenho na atomizacao de
hidretos. Para este proposito a estibina era usada como modelo de composto volatil

e a determinagdo de antiménio em agua de rio, sedimento de lago e em antimoniato
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de meglumina. A concentracdo de Sb total no farmaco foi de 92 + 3 a 108 + 4 mg
mL™.

Flores et al.”

propuseram um método para a especiacdo de Sb por
HG AAS. O procedimento foi baseado na geracao seletiva de hidreto de Sb(lll) na
presenca de &cido citrico. O &cido citrico inibe a formacdo de hidreto a partir do
Sb(V). Apoés otimizagdo das condi¢des, o LD do método foi de 1,5 ng de antiménio e
a concentracdo de Sb total, determinado por F AAS, foi de 83,5 a 110,3 mg mL™.

Cabral et al.'®®

utilizaram geracédo de hidretos acoplada a espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado para a determinagéo de Sh(lll)
e ICP OES para a determinacdo do Sb total em oito formulagbes diferentes de
antimoniato de meglumina. Para determinar seletivamente o Sb(lll), apos ajuste das
condic¢@es, utilizaram acido citrico (30%, m/v) como agente complexante do Sh(V) e
NaBH, (2%, m/v) como redutor do Sb(lll). A formulagdo escolhida foi a proporcéo de
20:80 propilenoglicol/dgua, respectivamente. E, esta formulacdo tem a concentracao
de 77,1 + 1,3 mg mL™ de Sb total e 1,57 + 0,16 mg mL™ de Sh(lll), sendo que a
concentracdo de Sb(V) foi obtida pela diferenca da concentracdo de Sb total pelo
Sb(ll).

Trivelin et al.*** utilizaram um sistema de FI com extrac&o liquido-liquido (FI-
LLE) com deteccao espectrométrica para a determinacdo de Sb(V) em antimoniato
de meglumina. O Sb(lll) foi determinado por polarografia e o Sb total por ICP OES. A
concentracdo de Sb(V), apos extracdo, foi comparada com o resultado da diferenca
da concentracao de Sb total pelo Sb(lll). A concentracdo do Sb(V) foi de 85 + 4 a
109 + 6 mg mL™, obtida por diferenca de Sb total por ICP OES e Sh(lll) por
polarografia, a concentracédo de Sb(V) obtida por FI-LLE foide 89+ 1 a 112 +1 mg
mL™, a concentracdo do Sh(lll) foi < 10 mg mL™ por polarografia e a concentracdo
do Sb total por ICP OES foi de 89 a 110 mg mL™.

Na Tabela 1 pode ser observado o resumo dos diferentes trabalhos de
determinacdo de Sb total, Sb(V) e Sb(lll) em antimoniato de

: 60,74,102,104,105,106,139,141,142,143-144
meglumina.
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Tabela 1. Resumo dos principais trabalhos sobre a determinacdo de espécies de antiménio em

antimoniato de meglumina.

Autores Técnicas Sbtotal (mgmL )  Sb(V) (mg mL %) Sh(Ill) (mg mL %)
Rath etal.** FI-UV-VIS 86+1a995+0,3 75+1a94+1 52+0,2a105+0,1
(1997)
Flores et al.” HG AAS
(2002) Sb total - Sh(lll) 1,740,1a3,1+0,4
F AAS 83+2a110+2
Miekeley et al.® IC-ICP-MS 73+1 5
(2002)
HG-ICP-MS 0,72
Flores et al.' FI-HG AAS 1,5+0,1a3,0+0,1
(2003) Sb total - Sb(lll)
F AAS 82+1a103+3
Figueiredo et al.*® FI-UV-VIS 5,4
(2005) Sb total - Sb(lll)
F AAS 110
Lima etal.*® FI-UV-VIS 23+0,1a29+0,1
(2006) Sb total - Sb(lll)
F AAS 78+2a95+3
Santos, E. P. ** FI-SPE-F AAS - - 26+0,2a3,0+0,2
(2006)
Trivelin etal.** Polarografia <10
(2006)
FI-LLE-UV-VIS 89+1all2+1
ICP OES 89 a 110
Almeida et al. % FI-UV-VIS 78+2a86+4 2,23+0,05a3,0+0,1
(2007) Sb total - Sb(lll)
Figueiredo et al.'* F AAS 92+3a108%4 --- ---
(2007)
Cabral et al.*® HG-ICP OES 16+0,2a3,0+0,3
(2008) Sb total - Sb(lll)
ICP OES 77+2a79+1
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2.8. TECNICAS DE DETECCAO

Dentre as técnicas de deteccdo mais utilizadas na analise de especiacao
inorganica estdo a espectrometria de absorcdo atbmica e a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado. Entretanto, na analise de especiacédo
de compostos de antiménio € mais comum o uso da ICP-MS, principalmente devido
aos melhores limites de deteccao obtidos e a possibilidade de monitorar os is6topos

de antiménio.>" 8127

2.8.1. Espectrometria de absor¢cédo atdmica

A AAS j4 é uma técnica bem consolidada e de uso difundido, pois é utilizada
para a determinacgao de diferentes elementos em uma ampla faixa de concentracao.
As técnicas F AAS e GF AAS séo as mais aplicadas, podendo ser empregadas para
a determinacao de mais de 50 elementos. Ja a HG AAS ¢ limitada a determinacao
de elementos que formam hidretos volateis, tais como As, Bi, Ge, In, Pb, Sb, Se, Sn
e Te, enquanto a CV AAS é empregada apenas para adeterminacéo de mercurio.**
No entanto, a sensibilidade da técnica convencional de F AAS é limitada por fatores
como a dispersao dos atomos dos analitos gerados na chama, que passam rapida e
continuamente atraves da regido analitica durante a aspiracdo da amostra e a baixa

eficiéncia do sistema de nebulizacdo pneumatico que é de, no maximo, 10%.°

2.8.2. Espectrometria de massa com plasma indutivam  ente acoplado

A ICP-MS é uma técnica muito sensivel e seletiva para analise elementar e
isotopica. A partir de 1980, quando surgiram 0s primeiros instrumentos comerciais,
expandiu-se rapidamente, tanto em relacdo ao numero de usuarios e aplicacdes,
quanto aos fabricantes e modelos, sendo hoje considerada uma técnica de rotina.**’

Em geral, o instrumento € constituido de um sistema de introducdo de
amostra, o plasma indutivamente acoplado (ICP), operando em temperaturas de
6000 a 9000 K e mantido por um gerador de radiofreqiéncia de 27 ou 40 MHz, a
interface, o separador de massas, o detector e um sistema de aquisicdo de dados.*
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O principio da técnica de ICP-MS baseia-se na alta eficiéncia do ICP como
fonte de ionizagéo, gerando preferencialmente ions positivamente carregados (M"),
0S quais sao separados no espectrdmetro de massa. A amostra, geralmente na
forma liquida, é introduzida no plasma ap6s ser nebulizada. Os jons M* gerados no
plasma sdo amostrados pela interface por diferenca de pressdo. A interface é
constituida pelo cone de amostragem e pelo skimmer. Apds o skimmer os ions séo
conduzidos, através da lente idnica, ao espectrometro de massa, pela aplicacédo de
potenciais elétricos adequados. No separador de massa, 0s ions sdo separados de
acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) e conduzidos até o detector.?>*4®
A técnica de ICP-MS é de grande aplicacdo em diferentes areas e tem sido
introduzido na pesquisa farmacéutica para a determinagdo quantitativa de diversos
elementos em farmacos.**® Entre as principais caracteristicas da técnica de ICP-MS
na area farmacéutica podem-se citar a melhor sensibilidade, capacidade
multielementar de andlise, relativamente livre de interferéncias, baixos limites de
deteccdo e boa precisdo se comparado aos métodos convencionais estabelecidos
nos compéndios oficiais. Além disso, requer pequenas quantidades de amostra para
andlise.™®®*! Desta forma, esta técnica foi sugerida para testes limites de metais
pesados em substancias ativas e matérias-primas de farmacos, ao invés de métodos
descritos nas farmacopéias, como a Farmacopéia Americana, Britdnica e

Européia.**



3. OBJETIVOS

No Brasil, o antimoniato de meglumina (Sb ligado a NMG) é o farmaco de
primeira escolha no tratamento da leishmaniose. Porém, é conhecido que a
toxicidade e acdo das espécies de Sb presentes neste farmaco séo diferenciadas.
Portanto, € necessario dispor de metodologia analitica para identificar e quantificar
as espeécies de Sb presentes no farmaco. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi desenvolver metodologia para identificacdo e quantificacdo das
diferentes espécies de Sb em antimoniato de meglumina. Foi avaliado o uso de
cromatografia a liquido, empregando colunas de troca anidnica, combinada ou ndo
com a técnica de geracdo de hidretos (HG) para separar e gerar seletivamente
hidretos das espécies de Sh. A técnica de HG, como meio de gerar estibina a partir
do Sh(lll) na presenca de elevadas concentracfes de Sb(V) também foi avaliada.
Além disso, foi investigada a separacdo das espécies de Sb(lll) de Sb(V) por
complexacdo com 8-hidroxiquinolina imobilizada sobre vidro de porosidade
controlada. As determinagOes de Sb foram feitas por espectrometria de absorgéo
atbmica com geracao de hidretos (HG AAS) e por espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), tanto de forma on-line como off-line.



4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utiizadas para o desenvolvimento deste trabalho. A seguir sdo descritas as
metodologias empregadas para a analise de especiacdo de Sb empregando
FI-HG AAS, FI-HG-ICP-MS, LC-ICP-MS, LC-HG-ICP-MS e a separac¢éo do Sb(lll) do
Sb(V) empregando a CPG-8HQ.
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4.1. INSTRUMENTACAO

4.1.1. Espectrometria de massa com plasma indutivam  ente acoplado

Para as determinacbes por ICP-MS foi empregado um espectrometro de
massa PerkinElmer SCIEX (ELAN” DRC I, http://www.perkinelmer.com, EUA),
equipado com nebulizador pneumético Meinhard"” (tipo A, http://www.meinhard.com,
EUA) com camara de nebulizagdo ciclonica Glass Expansion (Inc.,
http://www.geicp.com, Australia) e tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de
diametro interno. O plasma foi gerado a partir de argénio (99,998% de pureza, White
Martins, http://www.whitemartins.com.br, Brasil). Na Tabela 2 sdo mostrados o0s

parametros operacionais utilizados.

Tabela 2. Pardmetros operacionais do instrumento de ICP-MS.

ICP-MS
Parametros Condicdes
Poténcia RF, W 1300
Vaz&o de Ar, L min™: principal 12
intermediario 1,20
nebulizador 1,10
Cone de amostragem e “Skimmer” Pt
Resolucéo, u 0,7
m/z monitorado 121
Varreduras/leitura (Sweeps/reading) 1
Leituras/replicata 1
“Dwell time”, ms 250
Replicatas 7114
Lente ibnica “Auto lens off”
Modo de medida “Peak hopping”
Modo de operacéo do detector “Dual”

A avaliacdo e os ajustes das principais condicbes de operacdo do
equipamento de ICP-MS foram feitos diariamente. Para tanto, foi monitorada a

intensidade do sinal obtido para **°In* (o qual deve ser superior a 30.000 contagens
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s, cps), a menor formacdo de 6xidos, monitorada pela intensidade da espécie
poliatdmica *°LaO" (que deve ser inferior a 3% da intensidade obtida para o fon

139 a*) e a menor intensidade para o fon **Ba*™

(menor do que 3% em relacédo ao
138Ba") segundo recomendacdo do fabricante. Esta avaliacdo foi feita com uma
solucdo contendo 1 yg L™ de In e La e 10 pg L™ de Ba. Além disso, o ruido do
instrumento deve ser inferior a 2 cps em m/z 8,5 e m/z 220.'*? Qutros ajustes como,
calibracdo do detector e calibracdo do quadrupolo (calibracdo de massa), por
exemplo, séo feitos com menor frequéncia, mas também foram feitas quando

necessario, de acordo com as recomendacdes do fabricante.'?

4.1.2. Cromatografia a liquido

Para a separacdo das espécies de antiménio, utilizou-se um sistema
cromatografico composto por uma bomba quartenaria (PerkinElmer, modelo Series
200 LC Pump), um degaseificador a vacuo (PerkinElmer, modelo Series 200
Vacuum Degasser), uma valvula injetora manual com uma algca de amostragem de
polieteretercetona (PEEK) de 200 uL e coluna de troca anidnica. Duas colunas foram
avaliadas quanto a separacéo de espécies de Sb. Inicialmente uma coluna de troca
anibnica Dionex (lonPacAS14, 250 x 4 mm d.i., 9 um de didametro de particula,
http://www.dionex.com, EUA) e uma coluna guarda Dionex (lonPacAG14, 50 x 4 mm
d.i., 9 um de didametro de particula) preenchidas com resina de poliestireno divinil
benzeno (PSDVB) contendo grupos funcionais amoénio quartenario foi empregada.
Posteriormente, avaliou-se uma coluna de troca aniénica de maior “for¢a i6nica”
(Hamilton, PRP-X100, 250 x 4,1 mm d.i., 10 ym de diametro de particula,
http://www.hamiltoncompany.com, EUA), preenchida com resina de PSDVB com
grupos funcionais trimetilaménio. A saida da coluna cromatogréafica foi acoplada
diretamente ao nebulizador pneumatico do ICP-MS. Na Figura 7 esta mostrado o
sistema LC-ICP-MS empregado neste trabalho. A inje¢cdo das solugbes na alca de
amostragem do cromatografo foi feita com uma seringa (Henke-Sass Wolf GmbH,
http://mwww.henkesasswolf.de, Alemanha) com capacidade para 1 mL. Foram
utilizados tubos de PEEK (Upchurch Scientific, http://www.upchurch.com, EUA) com
0,007 mm de d.i. para interconectar a coluna cromatografica com a bomba do LC e o
nebulizador do instrumento de ICP-MS.
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4.1.3. Espectrometria de absor¢cao atomica

4.1.3.1. Espectrometria de absorcao atbmica com cha ma

Para a determinagéo de Sb total foi utilizado um espectrometro de absorcéo
atdmica (Analytik Jena, mod. Vario 6, www.analytik-jena.com, Alemanha) equipado
com queimador do tipo monofenda (10 cm de comprimento) para chama
ar+acetileno. O ajuste do instrumento foi feito de forma a obter a maior razéo
sinal/ruido para Sb. Acetileno comercial com 99,95% de pureza (White Martins) foi

utilizado.

4.1.3.2. Espectrometria de absor¢ao atbmica com ger  acgao de hidretos

O mesmo modelo de instrumento citado no item 4.1.3.1 foi utilizado, porém
equipado com uma cela de quartzo em forma de “T” (L = 16 cm e d.i. = 1 cm)
aquecida eletrotermicamente a 900 °C. Como fonte de radiagdo especifica para o
antiménio foi utilizada uma lampada de catodo oco (comprimento de onda: 217,6
nm; corrente da lampada: 9,0 mA) e fenda espectral de 0,2 nm. A correcao de fundo
foi feita empregando-se lampada de deutério. Argdnio (99,996%, White Martins) foi
utiizado como gas de arraste. As medicOes para estabelecer as condi¢cdes de
trabalho do sistema foram feitas em area e altura de sinal. Entretanto, para a
quantificacdo das espécies de Sb, as medi¢cbes foram feitas em éarea.

4.1.4. Sistema de injecdo em fluxo

O sistema FI, desenvolvido no préprio laboratorio, consiste de uma bomba
peristaltica de oito canais (Gilson, MiniPlus 3, http://www.gilson.com, Franca) para a
propulséo das solugdes, tubos de Tygon de diversos diametros e tubos de polietileno
(d.i. 0,8 mm) para conduzir as solu¢des, um separador G/L do tipo em “U” (L = 10
cm; d.i. = 1,5 cm) e um injetor-comutador (feito de acrilico) para a injecao da

amostra. O sistema FI foi acoplado a técnica de HG AAS e também a técnica de
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ICP-MS para avaliar a possibilidade de determinar seletivamente o Sb(lll). Os

sistemas estudados estdo demonstrados nas Figuras 5 e 6.

QT- AAS

B Ll....].. |

A 20mLmin" [ &
— o B EF LAY IF U 3 p) B1 B2
c, 4Smimin” 11 1L LI _XMAY
a Ar

R, 2,0 mL min’ L= = —»D
R, 2,0 mL min” . GIL

Figura 5. Sistema FI-HG AAS. A- amostra; C,- carregador da amostra; R;- acido citrico; R,- NaBHy;
B- bomba peristéltica; L,- alca de amostragem; D- descarte; a- 5 cm; B;- 300 cm; B,- 30
cm; x e y- confluéncias; Ar- gas de arraste (argonio); G/L- separador gas/liquido; QT-AAS-

espectrobmetro de absorcdo atbmica com tubo de quartzo. As setas indicam o sentido das

solugdes.
B
A 20mimin’f] [TEN)
c, 4.5 mL min’ X
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Figura 6. Sistema FI-HG-ICP-MS. MS- espectrdbmetro de massa. Demais parametros ver legenda da

Figura 5.
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4.2. REAGENTES

A &gua utilizada foi previamente destilada e deionizada em uma coluna de
troca idnica convencional e posteriormente purificada em sistema Milli-Q® (Millipore,
http://mwww.millipore.com, EUA), produzindo agua com resistividade minima de 18,2
MQ cm.

As solugbes de referéncia para a determinacao de Sb total foram preparadas
a partir de solucéo de calibragdo multielementar (SCP 33 MS, PlasmaCAL, EUA) em
HNO3 5% (v/v) contendo 10 mg L™ de Sb. As solu¢des de calibracdo foram feitas na
faixa de 1 pg L™ até 20 pg L™ por ICP-MS.

Solucdes estoque individuais com 1000 mg L™ de Sb(lll) e Sb(V) foram
preparadas a partir de C4H;KO7Sb.0,5H,0 e K[Sb(OH)s], respectivamente, ambas
em agua. Estas foram armazenadas (por no maximo 3 meses) sob refrigeracéo e
protegidas da luz. Para preparar solucbes de calibracdo, foram feitas diluicbes
adequadas destas solu¢cbes estoque em agua.

A fase movel foi preparada diariamente a partir da dissolugdo de acido
etilenodiaminotetracético sal-dissodico (CioH14N2Na,0g.2H,0), (Merck, p.a, Titriplex
I, http://mww.merck.com.br, Alemanha) ou de ftalato acido de potassio (CgHsKO?7),
(Merck, p.a), dissolvidos em agua. O pH da fase moével foi ajustado com acido
cloridrico concentrado destilado (Carlo Erba, http://www.carloerbareagenti.com,
Itélia), o qual foi previamente bidestilado em sistema de sub-ebulicdo Milestone
(modelo duoPUR® 2.01 E, http://www.milestonesci.com, Italia) ou hidréxido de
amoénio a 25% m/m (Merck, p.a). Para a calibracdo do potencidmetro foram
utilizadas solu¢des tampao (CertiPUR, Merck) com valores de pH 4,00 + 0,02 (20 °C)
e 7,00 £ 0,02 (20 °C).

Solucdo de tetraidroborato de sodio (NaBH;) 0,1% m/v (Vetec,
http://www.vetecquimica.com.br, Brasil) foi preparada diariamente em solucdo de
hidroxido de sédio (NaOH, Vetec) 0,05% m/v.

Solucédo de acido citrico 10% (m/v) foi preparada a partir de acido citrico
anidro (CgHgO7, p.a., Synth, http://www.labsynth.com.br, Brasil), em agua. A solucéo
de sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S0O4)..6H,0] (Vetec) utilizada como titulante
para a determinagdo de Sb(V) por titulacdo potenciométrica, foi preparada em agua

na concentracdo de 0,05 mol L™,
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Solucao de acido sulftrico 98% m/m (H,SO,, Vetec), utilizada na preparacéo
do titulante para a determinacdo de Sb(V) por titulacdo potenciométrica, foi
preparada em agua na concentracado de 50% (m/v).

Acido orto-fosforico (HsPO4) 85% m/m (Merck, p.a) foi utilizado na titulagéo
potenciométrica para determinacao de Sb(V).

A solucdo de bromato de potassio (KBrOs, Vetec), foi preparada em agua e
usada como titulante para determinacdo de Sb(lll) por titulacdo volumétrica, na
concentracéo de 0,00833 mol L™.

O indicador utilizado para titulacdo volumétrica de Sb(lll) foi o alaranjado de
metila (C14H14N303SNa, Merck, p.a).

4.3. MATERIAIS DIVERSOS

O separador G/L utlizado foi feito no Laboratério de Hialotecnia do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

Toda vidraria utilizada neste trabalho foi descontaminada por imersédo em
HCI 6,0 mol L™ por um periodo de 48 h e, posteriormente, enxaguada com agua.

Para a diluicdo e armazenamento das amostras foram utilizados frascos de
polipropileno (Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha) com capacidade
maxima de 50 mL.

O pH das solugbes foi determinado em potencibmetro digital (Metrohm,
modelo 781 pH/lon Meter, http://www.metrohm.com, Suica), com resolucdo de 0,01
unidades de pH, equipado com eletrodo de vidro combinado (Metrohm, modelo
6.0258.010) e com sensor de temperatura.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca digital Shimadzu, com
resolucdo de 0,0001 g e capacidade de 220 g (modelo AY 220,
http://www.shimadzu.com, Japéao).

Para a determinacdo de Sb(V) por titulacdo potenciométrica, foi utilizado um
titulador automatico (modelo 836 Titrando, Metrohm) equipado com maédulo de
agitacdo magnética (modelo 803 Ti Stand, Metrohm) e eletrodo de platina (modelo
8.109.1306, Metrohm).

O controle da vazdo do gas de arraste foi feito com um fluxdmetro da Key

Instruments (2A13, http://www.keyinstruments.com, EUA).
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Para a quantificacdo da é&rea dos picos cromatograficos foi utilizado o
software WINFAAS (EUA).

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software Graph Pad
Software®, Inc. (Insttat 2.1).

4.4. AMOSTRA

O medicamento, antimoniato de meglumina, utilizado para o desenvolvimento
do presente trabalho, é comercializado em ampolas de 5 mL com concentracdo
declarada de 81000 mg L™ de antiménio pentavalente em solucdo aquosa. As
amostras comerciais do medicamento serdo denominadas neste trabalho de lotes
“A” e “B” . As mesmas foram diluidas em agua, sendo o fator de diluicdo de acordo
com as caracteristicas de cada técnica utilizada. Desta forma, as diluibes foram de
50000x para FI-HG AAS, 100000x para FI-HG-ICP-MS, 200000x (coluna lonPac) e
400000x (coluna PRP-X100) para LC-ICP-MS, 10000x para LC-HG-ICP-MS,
utilizando a coluna de troca anidnica lonPacAS14 e 4000x utilizando a coluna de
troca anidnica PRP-X100. As diluicdes das amostras foram necessarias para
minimizar os problemas de interferéncia da matriz, tendo em vista que o antimoniato
de meglumina possui uma elevada concentracdo de Sh(V), bem como grande

quantidade de matéria organica e a propria concentracao do analito.
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4.5. ESPECIACAO DE Sbh EMPREGANDO LC-ICP-MS

O sistema LC-ICP-MS empregado pode ser visualizado na Figura 7.

10

9
8
MS &%ﬁ% 6 5
4

Figura 7. Sistema LC-ICP-MS. 1- fase mével; 2- degaseificador a vacuo; 3- bomba de LC; 4- injetor e
alca de amostragem; 5- coluna guarda (troca anidnica); 6- coluna de troca anibnica; 7-

nebulizador; 8- cAmara de nebulizacao; 9 e 10- ICP-MS.

4.5.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA S EPARACAO
DAS ESPECIES DE Sb

Para o ajuste dos principais parametros que influenciam na separacdo das
espécies de Sb utilizando colunas de troca anibnica e para a obtengdo do melhor
desempenho do sistema LC-ICP-MS, foram utilizadas solucdes de referéncia de
Sb(lll) e Sb(V) e solucdes diluidas de antimoniato de meglumina.

Os estudos iniciais foram feitos com a coluna lonPac, sendo avaliados os
seguintes parametros: tipo, concentracdo, pH, vazado e condicdo isocratica da
eluicdo. Em funcdo da separacao das espécies de Sb e da elevada concentracao de
Sb(V) na amostra, foi feito uma avaliacao da diluicdo adequada da amostra.

8,11,12,60,121,130 haste trabalho foram testados

De acordo com dados da literatura,
trés tipos de fases méveis (EDTA, ftalato de potassio e a combinacdo de EDTA e
ftalato de potassio) para avaliar a influéncia da interacdo da fase mével com as
espécies de Sb. Apos a escolha da fase movel, foi avaliada a influéncia da
concentracdo entre 0,5 mmol L™ a 10 mmol L™. A vaz&o da fase mével foi variada na

faixa de 0,25 a 1,75 mL min™ com a finalidade de avaliar a influéncia na separacéo
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das espécies de Sh. Para a separacdo das espécies de Sb, foi estudada a influéncia
do pH na faixa de 3,5 a 7,0 sobre o tempo de retengcédo e ordem de eluicdo das
espécies.

Com a finalidade de se obter melhor separacéo e tempo de eluicdo menor, a

eluicao foi avaliada no modo isocrético e gradiente.

4.6. DETERMINACAO DE Sb EMPREGANDO FI-HG AAS

Para a determinacdo seletiva de Sb(lll) foi desenvolvido um sistema de
injecdo em fluxo descrito no item 4.1.4 com geracdo de hidretos acoplada a
espectrometria de absorcéo atbmica descrito no item 4.1.3.2. O sistema FI-HG AAS

proposto neste trabalho esté representado na Figura 5.

4.6.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA DETERMINACAO
DE Sb(lll) NO SISTEMA FI-HG AAS

Para o ajuste dos principais parametros que influenciam na determinacao de
Sb(lll) e para a obtencdo do melhor desempenho do sistema FI-HG AAS os
seguintes parametros foram ajustados: concentracdo do redutor, concentracdo do
acido citrico e tipo de carregador da amostra, assim como a vazéo das solugdes e
do gas de arraste, o comprimento do percurso analitico e o volume de amostra
injetada. Também, foi avaliada a influéncia da concentracdo do Sb(V) no sinal
analitico para Sb(lll), uma vez que na amostra ha predominancia do Sb(V). Para
tanto, foram utilizadas, tanto solucbes de referéncia de Sb(lll) e Sb(V), quanto

solucdes diluidas de antimoniato de meglumina.

4.7. DETERMINACAO DE Sb EMPREGANDO FI-HG-ICP-MS

Para a determinacdo de Sb foi utilizado o sistema desenvolvido e descrito no

item 4.1.4. Foram, também, empregadas as mesmas condi¢des do sistema FI-HG
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AAS (item 4.6.1), exceto a vazao do gas de arraste (Ar). O sistema FI-HG-ICP-MS
proposto neste trabalho esta representado na Figura 6.

Os parametros operacionais do ICP-MS utilizados quando o sistema FI-HG foi
acoplado ao ICP-MS sdo os mesmos descritos na Tabela 2, com excecdo do

namero de leituras/replicata (700) e do dwell time (40 ms).

4.8. DETERMINACAO DE Sb POR LC-HG-ICP-MS

Foram utilizadas as mesmas condi¢des otimizadas do sistema FI-HG descrito
no item 4.1.4 e LC-ICP-MS descrito no item 4.5, porém a geracéo de hidretos é feita
de modo continuo. O sistema LC-HG-ICP-MS proposto neste trabalho esta

representado na Figura 8.

R, _2omimint. b L AAAMAA—TAM— =35> [ Ms

R,_20mL min* L
—D

Figura 8. Sistema LC-HG-ICP-MS. Ver legendas das Figuras 5 e 7 para o significado das letras e

ndmeros.

4.9. SEPARACAO DAS ESPECIES DE Sbh EMPREGANDO CPG-8H Q

Tendo-se em vista a complexacdo seletiva de Sb(lll) com a 8HQ' foi feito
um estudo para avaliar a possibilidade de reter seletivamente o Sb(lll) em uma micro
coluna com cerca de 10 mm de comprimento e com 3 mm de diametro interno. A

coluna foi preenchida com 30 mg de CPG-8HQ. As variaveis que podem influenciar
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no processo de retencdo do Sb(lll) na CPG-8HQ foram avaliados empregando
solugdes de referéncia de Sb e amostra adequadamente diluida. O eluato, bem
como o residuo obtido das solu¢cbes submetidas na coluna CPG-8HQ, apds ajuste
adequado do pH, foram injetados no cromatégrafo para avaliar a separacdo das
espécies de Sb pela CPG-8HQ. Foram utilizadas duas colunas anibnicas, a PRP-
X100 (LC-ICP-MS) e a lonPacAS14 (LC-HG-ICP-MS), sendo as condicdes

cromatograficas empregadas descritas no item 5.1.3 e item 5.2, respectivamente.

4.10. METODOS OFICIAIS DE DETERMINAGCAO DE Sh(lll), Sh(V) E Sb TOTAL
EM ANTIMONIATO DE MEGLUMINA

4.10.1. Determinagao da concentracao de Sb total po r F AAS

Segundo a Farmacopéia Brasileira,”® a determinacdo de Sb total em
antimoniato de meglumina é feita por F AAS conforme no item 4.1.3.1. A curva de
calibracéo, na faixa de 10 a 40 mg L™ de Sb, foi feita a partir de solucdo estoque de
Sb(ll) a 1000 mg L™. A curva de calibracdo e as amostras (diluidas 2500x) foram

preparadas em HCI 6,0 mol L™.

4.10.2. Determinacéo da concentracdo de Sb(lll) por HG AAS

A determinagcédo de Sb(lll) no antimoniato de meglumina foi feita de acordo
com a monografia da Farmacopéia Brasileira,”® que recomenda o uso da HG AAS
(descrito no item 4.1.3.2). Resumidamente, o método consiste da geracao seletiva
de Sb(lll) na presenca de Sb(V) pela complexacdo do Sb(V) com acido citrico. Ou
seja, em determinadas condic¢des, principalmente da concentracdo do redutor, do
acido citrico e do tempo de reagdo de complexacdo, somente a estibina é gerada a
partir de Sb(lll).

A curva de calibracéo foi feita a partir da diluicho adequada de uma solucéo
estoque de Sb(lll) a 1000 mg L em &gua. A solucdo de NaBH; a 1% (m/v)
preparada e diluida com NaOH 0,1% (m/v) foi empregada para a geragdo de



Materiais e Métodos 50

hidretos. Para a geracdo de hidretos foram utilizados 10 mL de acido citrico a 4%
(m/v), 500 pL da amostra diluida (50000x) ou solucdes de referéncia de Sh. Apés a
adicdo da amostra no frasco de reacdo esperou-se exatamente 5s até adapta-lo ao
sistema HG. O sistema foi purgado com Ar durante 10s e entdo foi feita a medicéo
do Sb(lll).

4.10.3. Determinacdo da concentracdo de Sb(lll) por  método volumétrico e

Sb(V) por método potenciométrico

Para a determinacgéo de Sb(lll) e Sb(V) no antimoniato meglumina injetavel foi
utilizado o procedimento descrito na Farmacopéia Britanica™® para o farmaco
estibogluconato de sédio, também utilizado no tratamento da leishmaniose. Para a
determinacao de Sb(lll) foram utilizados 2 mL da amostra, adicionados de 30 mL de
adgua e 15 mL de HCI concentrado. A titulagdo foi feita com bromato de potassio
0,0083 mol L, utilizando alaranjado de metila como indicador.

Para a determinacdo de Sb(V) foram utilizados 0,5 mL da amostra,
adicionados de 30 mL de HCI concentrado e 70 mL de A&cido orto-fosforico
concentrado. A titulacéo foi feita com de sulfato de ferro(ll) amoniacal 0,05 mol L™.

4.11. AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS METODOS PROPOSTOS PARA A
ANALISE DE ESPECIACAO DE Sb

Os meétodos propostos foram avaliados através de teste de recuperacédo das
espécies de Sb estudadas [Sb(lll) e Sb(V)] no antimoniato de meglumina. Para a
recuperacdo das espécies de Sb, foram adicionadas concentracBes diferentes de
cada espécie, dependendo da diluicio empregada e da concentracdo de cada

espécie de Sh previamente determinada.



Materiais e Métodos 51

4.12. RESUMO DOS METODOS AVALIADOS PARA A DETERMINA CAO DE
Sh(lll) E Sh(V)

No fluxograma da Figura 9 estdo mostradas, resumidamente, as principais
etapas envolvidas na determinacdo de espécies de Sb no antimoniato de meglumina

pelos diferentes métodos investigados.
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AMOSTRA
(ANTIMONIATO DE MEGLUMINA SOLUCAO INJETAVEL)

DILUICAO EM AGUA

TECNICAS

-ICP-MS CPG-8HQ

Determinacédo de Sb(V) Determinacéo de Sb(lll)

| Determinacéo de Sb(lll) |

Mesmas condicoes:

Determinacéo de Sb(lll)

OTIMIZACOES

['f'a_BH“] _ FI-HG
[Acido citrico] LC-ICP-MS
Carregador da amostra

- lonPac
Vazdao das solugbes

- PRP-X100

Vazao do gas de arraste

Comprimento do percurso analitico

Volume de amostra injetada

LC-ICP-MS5 LC-HG-ICP-MS

Sl PRP-X100 lonPac

As mesmas condi¢c des com a coluna

lonPac, exceto a concentracdo da

fase movel

OTIMIZACOES

Escolha do tipo e concentragéo da fase moével
Escolha do pH da fase movel
Escolha da vazéo da fase movel

Escolha do modo de eluicao da fase movel

Figura 9. Métodos avaliados para a especiacdo de Sh em antimoniato de meglumina.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os topicos relacionados aos
ajustes das condi¢des para o estudo de especiagcédo de antimbnio no antimoniato de
meglumina. Serd dada énfase nas questdes relacionadas aos procedimentos e
técnicas empregados para separar e quantificar as espécies de Sb presentes na
amostra. Com esta finalidade, foram utilizadas as técnicas de LC-ICP-MS,
LC-HG-ICP-MS, FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS. Além disso, foi avaliada a separacéo
do Sb(lll) do Sb(V) empregando a CPG-8HQ.
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Diversas técnicas foram avaliadas para a especiacao de Sb em antimoniato
de meglumina devido a dificuldade na determinagcédo seletiva das espécies de Sb
presentes na amostra, principalmente em decorréncia da elevada concentracédo do
Sb(V) em relacdo ao Sb(lll), onde os sinais sdo parcialmente ou totalmente
sobrepostos nas analises cromatogréficas. Assim, foram feitas investigacdes sobre a
separacdo das espécies de Sb empregando sistemas cromatograficos e néo-
cromatograficos. Em todos os casos, foram feitas avaliagcbes detalhadas dos
parametros que influenciam na separacao das espécies de Sb. Resultados obtidos
empregando métodos oficiais (determinacdo de Sb(lll) por HG AAS e Sb total por
F AAS segundo a Farmacopéia Brasileira® e determinacéo de Sb(lll) por titulacéo
volumétrica e Sb(V) por titulacdo potenciométrica segundo a Farmacopéia
153

Britanica™°) foram empregados para comparar os resultados.

5.1. AJUSTE DO SISTEMA LC-ICP-MS

5.1.1. Ajuste do instrumento de ICP-MS

Todas as medicdes de Sb por ICP-MS foram feitas monitorando o **'Sb,
is6topo mais abundante e com menor possibilidade de interferéncias espectral. O
instrumento de ICP-MS foi inicialmente ajustado no modo convencional de
introducédo de solugdes (nebulizagdo pneumética), com a finalidade de obter méxima
sensibilidade, conforme descrito no item 4.1.1. Quando o sistema de LC foi acoplado
ao instrumento de ICP-MS, a otimizacédo de cada parametro foi feita separadamente,
onde a vaz&o da solugéo introduzida no nebulizador foi fixada em 1,50 mL min' e a
poténcia da radiofreqiiéncia em 1300 W. A vazao do gas de nebulizacdo foi avaliada
de 0,90 a 1,30 L min™? e fixada em 1,12 L min™, considerando a vazdo onde se

obteve a melhor raz&o sinal/ruido para o Sb.
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5.1.2. Especiagédo de Sb empregando sistema LC-ICP-M S

Neste caso, 0 acoplamento LC-ICP-MS foi feito diretamente, ou seja, a saida
da coluna de troca anibnica foi conectada ao nebulizador pneumatico do
instrumento. O tipo, concentracdo, pH, vazao e condi¢do da eluigdo isocratica foram
avaliados de forma a obter o melhor desempenho na separacao e quantificacdo das
espécies de Sb. O volume injetado de solucéo foi de 200 pL para todos os testes
realizados. Em funcéo da separacéo das espécies de Sb e da elevada concentracdo
de Sb(V) na amostra, foi feita uma avaliacdo em relacéao a diluicdo da amostra, apos
as otimizacdes feitas com solucbes de referéncia de Sb. Os estudos iniciais foram
feitos para amostra e solugbes de referéncia diluidas na fase movel (EDTA),
tomando-se como base os parametros estabelecidos por Miekeley et al.®® No
entanto, amostra e solucdes de referéncia foram diluidas em agua, uma vez que nao
apresentou mudanca no perfil do sinal cromatografico, quando as mesmas foram

diluidas em agua, ao invés de EDTA.

5.1.2.1. Escolha da coluna de troca anibnica

Na cromatografia de ions, a separacdo é dependente da afinidade das
espécies pela fase estacionaria de acordo com as caracteristicas da mesma, como a
estrutura molecular, polaridade e carga, além das caracteristicas do proprio analito.

Em relagdo ao Sb, de acordo com dados da literatura®'%*

, ainda ha algumas
caracteristicas que ndo estao totalmente esclarecidas para as espécies inorganicas
de Sb presentes em solucdes aquosas. O Sb(V) é facilmente soluvel em agua, o
qual esta presente como hexaidréxido de antiménio ([Sb(OH)e],, pKa 2,7). O Sb(lll)
apresenta um comportamento que indica a formagdo de um composto né&o
dissociada, a qual esta presente como triidroxido de antiménio [Sb(OH)s]. A forma
Sbh,03 é soluvel somente na presenca de certos acidos organicos, como o0 acido
tartarico, onde forma o complexo [Sb,(C4OgH>)-]>. Assim, em solucdes aquosas de
pH 2,7 a 10,4, o Sb(V) possui uma carga negativa e o Sb(lll) € uma espécie neutra,
a ndo ser quando este forma complexo com acidos organicos. Assim, a separacao

de Sh(V) e Sb(lll) pode ser facilmente realizada com coluna de troca anidnica.**
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A partir de dados da literatura®*#*4120:130

sobre a separacdo das espécies
inorganicas de Sb, optou-se por avaliar o desempenho da coluna de troca anionica
(lonPac) para a especiacao de Sb, por permitir trabalhar em ampla faixa de pH (0 a
12), por resistir a pressdes relativamente altas e baseado nas possiveis espécies de

Sb presentes no antimoniato de meglumina.

5.1.2.2. Escolha do tipo e concentracdo da fase mov el

Primeiramente, foi avaliada a fase mével, ja que essa influencia na separacao
das espécies de Sh. Além disso, a fase movel deve ser compativel com a técnica
empregada (ICP-MS). Neste sentido, geralmente evita-se utilizar fases moveis com
alto teor de sais (> 2% de sélidos totais dissolvidos), uma vez que pode ocasionar o
entupimento do nebulizador e deposicdo de sais na interface, alterando a
transmissdo dos ions no decorrer da andlise. Também, foi evitado o uso de
solventes organicos como fase mavel, pois causam instabilidade no plasma,
podendo extingui-lo, e deposicdo de carbono na interface.*®%>1261%* Assim, foram
testadas solucbes de EDTA, ftalato de potassio, EDTA + ftalato de potassio como
fase movel.111227:60.121.130-132 N3 Figura 10 sdo mostrados os cromatogramas obtidos

a partir de solucdes referéncia de Sb e da amostra, com as trés fases moveis.
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Figura 10. Influéncia da fase movel na separacdo das espécies de Sb com coluna lonPac.
Cromatogramas obtidos a partir de solu¢gfes contendo 5 pg L de Sb(V) + 5 pg L™ de
Sb(lll) e amostra diluida 2000000x; pH 4,5 da fase movel. (a) e (a;) EDTA 0,5 mmol L™
(b) e (by) ftalato de potassio 0,25 mmol L™; (c) e (c;) EDTA 0,5 mmol L™ + ftalato de

potassio 0,25 mmol L™. (a), (b) e (c) solucBes de referéncia e (a,), (b1) e (c,) amostras.

Como pode ser observado na Figura 10, os cromatogramas sao bastante
semelhantes para as trés fase moveis testadas, levando a uma boa separacao, tanto
da amostra com das solu¢des contendo Sb(lll) e Sb(V). Entretanto, com o EDTA
como fase mével, a repetitividade (em relacdo ao tempo de retencdo das espécies
de Sb) é melhor. Comportamento semelhante também foi reportado em outros
trabalhos.11'12'15'60'130
Como mostrado na Figura 10(a), (b) e (c), a espécie com maior tempo de

retencdo é o Sb(lll), apresentando picos menos simétricos, com cauda.
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Possivelmente a interacdo do Sb(V) com a fase estacionaria da coluna é mais
fraca, consequentemente apresentando picos mais estreitos e menor tempo de
retencdo. Provavelmente estas caracteristicas sdo decorrentes da formacdo de
complexos entre as espécies inorganicas de Sb com o EDTA, sendo que o complexo
EDTA-Sb(lll) possui maior densidade de carga (carga 2-), enquanto que o complexo
EDTA-Sb(V) possui menor densidade (carga 1-).2°'? Além disso, o nimero de
coordenacao do Sh(V) é 6 e a geometria é octaédrica, o que pode levar a interacdes
mais fracas com a resina, permitindo uma eluicdo mais facil. Por outro lado, como o
Sb(lll) esta complexado com o tartarato e possui numero de coordenacdo 4, a
interacdo com a resina é mais forte, aumentando o tempo de retengcdo e o pico é
mais alargado. Também, deve-se salientar que o Sb(lll) utilizado neste trabalho,
mesmo estando complexado com tartarato de potassio, pode ser complexado pelo
EDTA. E impotante mencionar que as espécies de Sb podem ser interconvertidas,
onde o Sb(lll) é facilmente oxidado a Sb(V). Portanto, apesar da solucéo referéncia
de Sb(lll) estar na forma de tartarato, o EDTA pode complexa-lo e
consequentemente auxiliar na preservacédo das espécies em solucéo.*?! Entretanto,
para as trés fases moveis testadas pode-se observar que o tempo de retencdo dos
dois picos obtidos para a amostra é bem inferior ao tempo de retencdo obtido para o
Sb(lll) e Sb(V) nas solugbes de referéncia. Este comportamento pode ser
ocasionado devido a forma com que as espécies estdo presentes na amostra,
possivelmente como complexos. Inclusive a interacdo do Sb relativo ao primeiro
sinal deve ser muito fraca, pois € eluido logo apés o volume morto da coluna.
Também, em principio, poder-se-ia inferir que o segundo pico da amostra
corresponde ao Sh(V).

Como com o EDTA obtiveram-se melhores caracteristicas de separacao,
optou-se por trabalhar com esta fase movel. Assim, foi avaliada a influéncia da sua
concentragcdo na separagdo das espécies de Sb. Os resultados estdo mostrados na

Figura 11.
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Figura 11. Influéncia da concentracdo do EDTA na fase moével (pH 4,5) na separacao das espécies

de Sb com a coluna lonPac. Cromatogramas obtidos a partir de solu¢Bes contendo 5 g
L™ de Sb(V) + 5 pg L™ de Sb(lll) e amostra diluida 2000000x. (a) e (a;) EDTA 0,2 mmol
L™ (b) e (b,) EDTA 0,5 mmol L; (c) e (c;) EDTA 1,0 mmol L'; (d) e (d;) EDTA 4,0 mmol
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L™ (e) e (ey) EDTA 8,0 mmol L™ (a), (b), (c), (d) e (e) solucdes de referéncia e (ay), (by),

(cy), (dy) e (e;) amostras.

De acordo com a Figura 11, pode-se observar que a concentracdo de EDTA
que leva a uma melhor separacao e resolucdo dos picos, tanto para as solucdes de
referéncia de Sb, quanto para a amostra, foi de 0,5 mmol L™ [Figura 11 (b) e (by)].

Dessa forma, optou-se por usar EDTA 0,5 mmol L™ para os estudos subseqtientes.

5.1.2.3. Escolha da vazao da fase moével

A vazéo da fase movel pode influenciar na separagcédo das espécies e, além
disso, deve ser compativel com o sistema de introducdo de amostra no plasma. Na
Figura 12 sdo mostrados os cromatogramas obtidos para solucdes de referéncia e
amostra em diferentes vazdes da fase movel. Melhor separacédo das espécies de Sh
foi observada com vazdo de 1,5 mL min™. Além disso, com esta vazao, a resposta
do instrumento nao foi prejudicada. Vazées maiores de 1,75 mL min™, ndo foram
testadas, pois a pressdo do sistema aumenta muito (pressédo da coluna superior a
2850 psi), 0 que pode danificar a coluna. Como pode ser observado na Figura 12,
em vazdes baixas ha um aumento no tempo de retencado e na largura dos picos, ndo

ocorrendo uma melhor separacao entre as espécies.
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Influéncia da vazao da fase mével (EDTA 0,5 mmol LY, pH 4,5) na separacdo das
espécies de Sb com a coluna lonPac. Cromatogramas de solucéo referéncia de 5 pg L™
de Sb(V) + 5 pg L™ de Sb(lll) e amostra diluida 2000000x, respectivamente, da fase
moével. (a) e (a;) vazdo da fase mével de 0,25 mL min™; (b) e (by) 0,50 mL min™; (c) e (cy)

1,0 mL minY; (d)e(d) 1,5mL min™t e (e) e (e)) 1,75 mL min™.
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5.1.2.4. Escolha do pH da fase mével

A retencdo de espécies de Sb em coluna de troca ibnica também é
influenciada pelo pH. Isto €, o pH altera a forca ibnica da fase movel, podendo
modificar o processo de separagdo, bem como influencia a forma em que as
espécies de Sb se encontram em solugcdo. Ou seja, a distribuicdo das espécies
inorganicas de Sb depende do pH do meio.?” Assim, a carga do complexo Sb(lll)-
tartarato, em pH < 3, permanece com uma carga negativa, ndo separando do Sh(V).
Em pH entre 3 e 7, o Sb(lll) forma um complexo com duas cargas negativas,
possivelmente, na propor¢cdo de um atomo de Sb para duas moléculas de tartarato.
Em pH > 7 forma moléculas carregadas e aglomeradas que séo dificeis de serem
eluidos da coluna.?’ Na Figura 13 s&o mostrados os cromatogramas obtidos para

solucdes de referéncia e amostra em diferentes pH da fase movel.
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Figura 13. Influéncia do pH da fase mével (EDTA 0,5 mmol L™) na separacdo das espécies de Sb
com a coluna lonPac. Cromatogramas de solucéo referéncia de 5 pg L' de Sb(V) + 5 pg
L de Sb(lll) e amostra diluida 2000000x, respectivamente. (a) e (a;) pH da fase mével de
3,5; (b) e (by) 4,0; (c) e (c1) 4,5; (d) e (d1) 5,0; () e (e1) 6,0; (f) e (f1) 7,0. (a), (b), (c), (d),

(e) e (f) solucdes de referéncia e (a;), (b1), (c1), (d1), (e1) e (fy) amostras.
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De acordo com os resultados obtidos em relagdo ao pH da fase mével, foi
observado que a melhor faixa € entre 4,0 e 5,0, tanto para as solu¢des de referéncia
como amostra. Para a amostra em pH > 5,0, a separacdo das espécies €
prejudicada, e para as solucdes de referéncia, os sinais estdo praticamente
sobrepostos. Acredita-se na possibilidade de oxidac&do do Sb(lll) para Sb(V), j& que
o sinal para o Sb(lll), diminuiu consideravelmente e aumentou para Sb(V).
Comportamento semelhante foi observado por Morita et al.**®

Dessa forma, o pH escolhido foi 4,5, sendo este o mais adequado para
separacdo de espécies de Sbh, tanto para as solu¢gbes de referéncia, quanto para a

8-10,12-13

amostra. Alguns autores recomendam a faixa de pH entre 3,0 e 7,0 como a

mais apropriada para separar espécies de antimdnio por cromatografia de ions. A

mesma observacéo foi feita por Zheng et al.**

guando estudaram o efeito do pH na
separacdo das espécies de antimbnio. A espécie Sb(V) ndo apresentou mudancas
no tempo de retencdo e na area do pico nesta faixa de pH. Para a espécie Sb(lll), o
tempo de retencdo permaneceu constante na faixa de pH entre 2,0 e 7,0 enquanto
que, em pH 9,0, observaram uma mudanca no tempo de retencédo e diminuicdo da
area do pico de 10%. Isto foi atribuido a uma possivel oxidagdo do Sb(lll) para
Sb(V). No entanto, outros trabalhos foram feitos utilizando os mesmos valores de
pH.?"** Porém, segundo Lintschinger et al.*** a melhor faixa de pH para a
separacao de espécies de Sb, utilizando EDTA como fase movel, € de 4,3 a 5,0. Isto

€, a mesma conclusao que foi obtida no presente trabalho.

5.1.2.5. Escolha do modo de eluicdo da fase mével

A eluicdo das espécies de Sb da coluna foi avaliada no modo isocratico e
gradiente. No modo gradiente, a separacéo das espécies de Sb foi melhor, conforme
pode ser observado na Figura 14. Porém, ndo foi possivel a quantificacdo das
espécies, pois a integracdo da area do pico € dificultada porque a linha base é
bastante instavel. Com eluicdo no modo isocratico, obteve-se boa separacdo das
espécies e a linha base foi estavel durante o tempo de elui¢cdo, favorecendo a
integracdo da area do pico. Dessa forma, a eluicao isocratica foi preferida a eluicao

gradiente.
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Figura 14. Influéncia do modo de eluicdo (gradiente) com a coluna lonPac. EDTA (pH 4,5), condicdo
de eluicdo: 0,5 mmol L*/10 min; 10 mmol L™*/10 min. Cromatograma de solucao referéncia
de Sb(V) 5 ug L™+ Sb(lll) 5 pg L ™.

5.1.2.6. Condicionamento da coluna cromatogréfica

Para uma separacao reprodutivel das espécies de Sb foi necessaria uma
etapa de condicionamento da coluna cromatografica, pois, ao contrario, foi
observado que a linha base aumentava com o tempo. Isto ocorre, possivelmente,
devido ao tempo insuficiente de eluicdo de constituintes da amostra provenientes da
analise anterior. Tendo em vista este efeito, foi necessario condicionar a coluna por
cerca de 5 min com a fase movel.

Depois de feitos 0os ensaios descritos anteriormente e a escolha das
condicbes experimentais mais adequadas para a separacao das espeécies de Sb,
estas foram aplicadas para a quantificacdo das espécies de Sb na amostra. Na
Tabela 3 estdo relacionados os parametros e as condi¢cdes utilizadas para
especiacdo de Sb em antimoniato de meglumina por LC-ICP-MS. Na Figura 15

estdo mostrados os cromatogramas obtidos nestas condic¢des.
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Tabela 3. Pardmetros operacionais para o instrumento de LC, empregando coluna de troca

anidnica lonPac.

Parametros Condicoes
lonPacAS14, Dionex
Coluna
(250 x 4,0 mm d.i., 9 um de didmetro de particula)
Fase Mével EDTA 0,5 mmol L, pH 4,5, isocrética

Vazao da Fase Mdével

Volume de Amostra

Pressao

1,5 mL min*
200 pL
2500 psi
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ApoOs os ajustes dos parametros cromatograficos, o método foi aplicado para
a andlise do medicamento, onde se observou uma boa separacdo dos picos das
espécies de Sb. Além disso, observou-se que o tempo de retencdo do primeiro pico
de Sb na amostra ndo corresponde a nenhuma das espécies usadas como
referéncia [Sb(V) e Sb(lll)]. Somente o segundo pico da amostra, conforme mostrado
na Figura 15, tem o tempo de retencdo semelhante com o Sb(V) da solugao de
referéncia e, aparentemente, ndo ha sobreposicdo com outra espécie. Mesmo
assim, nao se tem certeza que realmente este sinal corresponde ao Sb(lll).

Tendo em vista estas observagfes e limitagbes quanto a quantificacdo das
espécies de Sb, foi testada a coluna de troca aniénica PRP-X100. Esta coluna, como
foi mencionada anteriormente no item 4.1.2, apresenta maior forca de troca aniénica
do que a coluna lonPac. Com isto espera-se uma melhor separacéo das espécies de
Sb.

5.1.3. Coluna de troca anidnica PRP-X100

Os testes iniciais com a coluna PRP-X100 foram feitos nas mesmas
condi¢cdes anteriores (Tabela 3), exceto a concentracdo da fase mével que foi
ajustada para tentar obter a melhor separacdo das espécies de Sh. A concentracéo
da fase mével escolhida foi de 1,0 mmol L™ de EDTA, porém foi necessério diluir a
amostra 400000x para ndo exceder a capacidade de troca anidnica da coluna. Na
Tabela 4 sdo mostradas as condi¢des instrumentais utilizadas para a especiacao de
Sb no antimoniato de meglumina, empregando a coluna de troca anidénica PRP-
X100.
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Tabela 4. Parametros operacionais para o instrumento de LC, empregando coluna de troca
anidnica PRP-X100.

Parametros Condicdes

PRP-X 100, Hamilton

Coluna
(250 x 4,1 mm d.i., 10 um de didmetro de particula)
Fase Mével EDTA 1,0 mmol L, pH 4,5, isocrética
Vazdo da Fase Mével 1,5 mL min*
Volume de Amostra 200 pL
Presséo 1500 psi

Na Figura 16 sdo mostrados os cromatogramas obtidos empregando as

condi¢cbes descritas na Tabela 4.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos empregando a coluna PRP-X100 para especiacdo de Sb em
antimoniato de meglumina. (a) amostra diluida 400000x; (a;) idem (a) e ampliacdo de 3x
na escala de tempo; (b) amostra + 50 pug L™ de Sb(lll); (b;) idem(b) e ampliacdo de 10x;
(c) amostra + 50 g L' de Sb(V); (cy) idem (c) e ampliacdo de 10x; (d) sobreposicdo de
amostra diluida 400000x (em azul)-ampliagcdo de 15x e solucao referéncia de 50 ug L de

Sb(V) + 50 ug L de Sh(lll) (em vermelho) e ampliacéo de 15x e 0 mesmo cromatograma

com ampliacdo de 120x.
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De acordo com os cromatogramas mostrados na Figura 16, pode-se observar
que o perfil cromatografico dos picos com coluna PRP-X100 é diferente aqueles
obtidos com a coluna lonPac. Alteracbes nos tempos de retencdo das espécies de
Sb e separacdo parcial do primeiro pico em dois picos foram observadas.
Possivelmente, esta separacéo é devida a presenca de mais do que uma espécie de
Sb. Este comportamento ja tinha sido verificado em outros trabalhos e pode ser
atribuido & presenca de espécies de complexos de Sb.*°

Para tentar identificar as espécies de Sb na amostra, adicionou-se
quantidades conhecidas de solucdo de referéncia de Sb(V) e Sb(lll),
separadamente. Os resultados estdo mostrados nos cromatogramas da Figura 16
(b), (b1), (c) e (ci). Pode-se verificar que nenhuma das espécies presentes na
amostra tem o mesmo tempo de retencdo do Sb(lll). Na Figura 16(c) e (c;) esta
mostrado o cromatograma obtido apés a adicdo de Sb(V). Como pode ser visto, h4
um aumento da altura do terceiro pico, devido a sobreposi¢cdo com o pico do Sb(V)
na Figura 16(d). Portanto, possivelmente este pico na amostra é devido a presenca
de Sb(V).

Tendo em vista, o pequeno tempo de retencdo do primeiro pico, foi
necessario verificar o tempo morto do sistema cromatografico. Para tal, foi utilizado
litio (Li). O primeiro pico (tr 0,96 min) e o segundo pico (tr 1,3 min) foram eluidos
muito proximo do tempo de retencéo Li (tr 1,04 min). Isto indica que na amostra,
possivelmente, ha presente uma mistura de espécies Sb de natureza catibnica ou
neutra, com fraca interacdo com a coluna.

E importante salientar que pode haver interferéncia em espécies que saem no
tempo morto, ou proximo deste, quando da presenca de elementos como o sadio.
Neste caso, geralmente, ha a supressdo do sinal. No caso da amostra estudada,
apesar da presenca de metabissulito de sodio (utilizado na formulacdo do farmaco),
a concentracdo é relativamente baixa para interferir. O préprio EDTA, usado como
fase movel, contém soédio. Foi observado que durante a eluicdo o plasma muda de
cor, ficando amarelo claro. Entretanto, a concentracdo de sddio nao foi suficiente
para ocasionar uma alteracdo na sensibilidade do instrumento de ICP-MS, bem
como afetar na separacdo das espécies de Sb. Krachler et al.'? avaliaram a
influéncia do Na no tempo de retencdo das espécies de Sb, ja que este esta
presente em concentracdes relativamente elevadas na amostra estudada (urina). Foi

observado que o Na, por ser um cation, foi eluido da coluna de troca aniénica no
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tempo morto. Também, como a concentracdo de Na é elevada na amostra, o plasma
fica com coloragcdo amarela quando esta chega no plasma.

Como mencionado anteriormente, a coluna PRP-X100 é uma resina de troca
anibnica mais forte do que a lonPac. Possivelmente devido a estas caracteristicas
da coluna obteve-se uma melhor separacdo entre o segundo e o terceiro pico da
amostra, o que também foi verificado por Krachler et al.*?. Porém, o primeiro pico
nao foi adequadamente separado em relacdo ao segundo pico.

Como foi constatado (a partir do tempo de retencdo) hd uma possivel
presenca de diferentes espécies de Sb(V) na amostra. Desta forma, fez-se uma
investigacdo no sentido de tentar identificar as espécies do primeiro e segundo
picos, bem como do Sb(lll). Para tal, partindo do principio que a 8-hidroxiquinolina

forma complexo somente com Sh(ll1),**°

esta foi usada com objetivo de separar esta
espécie da amostra, antes da analise por cromatografia. Esta avaliacdo esta descrita

na secao 5.1.4.

5.1.4. Separacgdo das espécies de Sb empregando CPG- 8HQ

Uma vez que a 8-HQ forma complexo preferencialmente com Sb(lll), foi
avaliada a possibilidade de reter seletivamente esta espécie huma coluna contendo
a CPG-8HQ. Para tanto, um determinado volume da solucéao de referéncia de Sb ou
amostra diluida foram processadas na coluna. O residuo e o eluato (eluicdo do
Sb(ll) feita com HCI 2 mol L) foram analisados por cromatografia. Em principio sé o
Sb(V) e suas espécies devem estar presentes no residuo obtido apds separacédo na
coluna CPG-8HQ. Ao contrario, somente o Sh(lll) ou suas espécies devem estar
presentes no eluato da coluna CPG-8HQ.*>**® As condi¢des empregadas para a
separacédo das espécies de Sb com a CPG-8HQ estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5. Condi¢des utilizadas para a separacdo de Sb(lll) empregando a

CPG-8HQ.
Parametros Condicdes
Vazéo da solugédo amostra 1,2 mL min?

Tempo de condicionamento da coluna 3 min com agua

Tempo de pré-concentracdo 5 min

Limpeza do sistema 1 min com agua
Eluicéio do Sb(lll) HCI 2 mol L™
pH da amostra 5,8

Na Figura 17 sao mostrados os cromatogramas obtidos do eluato e do
residuo da coluna CPG-8HQ, apds ajuste adequado do pH destas solugdes.



Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

74

~
400000 + 2 ()
(a)
2 300000 -
o
-]
£ 200000 | Sh(V)
g
£ 100000 { 1(?)
0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Tempo, min
_Sh(V) ?
1000000 - Sh(V) Sh(v) 2 ©
12000
800000 - 9
o 9000
8 g
o @
s 600000 - S 6000
3 3
ke £ 3000
2 400000
£ 0
c T 1
- 0 7 ¥ 21 28 35
200000 Tempo, min
o L ‘ ‘ ‘ ‘
0 7 14 21 28 35
Tempo, min
1200 - Sh(lll) ? (e)
1000 1NMG ?
2]
S 800 |
-]
S 600
2]
g 400 -
£
200 -
0
0 7 14 21 28 35
Tempo, min
800 - (9)
9 600 Sh(ll) ?
o
£
5 400
2]
c
I
£ 200 4
0 T T T T !
0 7 14 21 28 35
Tempo, min

Intensidade, cps

Intensidade, cps

2(?)
e

400000 -
300000 -
200000 -

Sb(V)

100000 { ||

0

(b)

0 2 4

1000000 $b(V) ?

800000 -

600000 -

Intensidade, cps

400000 -

200000 -

6 8 10 12

Tempo, min

Sh(V) ?

12000

(d)

9000
6000

3000

Sb(lin ?

0

0 7 1 21 28 35

Tempo, min

NMG ?
600 -

500 -
400 -
300
200 +

Intensidade, cps

100 +

14 21 28 35
Tempo, min

(f)

1200 4
1000 +
800 -
600 -
400 +

Intensidade, cps

200 +

14 21 28 35
Tempo, min
(h)

Shlll) ?

14 21 28 35
Tempo, min

Figura 17. Cromatogramas obtidos com coluna PRP-X100 apés tratamento das solucdes de
referéncia e amostra com a CPG-8HQ. (a) residuo da coluna obtido da solugdo amostra
diluida 400000x, apés submetida na CPG-8HQ); (b) sobreposicdo da amostra (azul) +
residuo da coluna obtido da solucdo amostra submetida na CPG-8HQ (vermelho); (c)
residuo da coluna obtido da solucéo de referéncia de Sh(V) + Sb(lll) submetida na CPG-
8HQ e ampliacdo de 83x; (d) eluato (coluna CPG-8HQ) da solucédo referéncia de Sh(V) +
Sb(lll) e ampliacdo de 83x; (e) solucdo referéncia de Sb(lll) + NMG diluida 200000x
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injetada direto no cromatégrafo; (f) residuo da coluna obtido da solucado referéncia de
Sh(lll) + NMG diluida 200000x apés sumetida na CPG-8HQ; (g) eluato da coluna obtida
da solucéo referéncia de Sb(lll) + NMG diluida 200000x apds submetida na CPG-8HQ);
(h) sobreposicdo de solucéo referéncia de Sb(lll) + NMG diluida 200000x (azul) com
aquecimento e injetado direto no cromatégrafo e solucéo referéncia de Sh(lll) + NMG
diluida 200000x (verde) sem aquecimento e apds submetida na CPG-8HQ e ampliacao
de 40x.

Conforme mostrado na Figura 17(a) pode-se concluir que houve uma reducao
significativa do pico duplo (pico 1). Entretanto, a outra parte deste pico duplo (pico 2)
foi parcialmente reduzida, indicando que pode ser um complexo de Sb(lll), o que
possivelmente dificulta a complexacéo do Sb(lll) pela 8-HQ e consequiente retencao
na CPG-8HQ. Dessa forma, podemos inferir que estes dois picos possivelmente séao
espécies de complexos de Sh(lll) e Sb(V). No entanto, no cromatograma 17(b) pode-
se observar que a sobreposicdo da amostra sem submeter a CPG-8HQ (azul) e o
residuo da coluna obtido da amostra submetida na coluna (vermelho) tem 0 mesmo
perfil cromatogréfico. O tempo de retencdo também €& praticamente o mesmo,
confirmando o que foi observado no cromatograma da Figura 16, ou seja, a possivel
existéncia da espécie Sb(lll) na forma de complexo. Também, no pico representado
como sendo Sb(V), ndo houve modificagcdes significativas apés submeter a amostra
na CPG-8HQ. No cromatograma 17(c), que representa a condicdo onde a solucao
de referéncia de Sb(V) + Sb(lll) foi submetida na coluna de CPG-8HQ, pode-se
observar que o Sb(lll) ficou totalmente retido na coluna. No entanto, o Sb(V) néo
ficou retido na coluna CPG-8HQ, conforme pode ser observado pelo cromatograma.
No cromatograma 17(d), correspondente ao eluato do material retido na coluna
CPG-8HQ ap0s processar a solucdo de referéncia de Sb(lll) + Sb(V), pode-se
observar um pico no mesmo tempo de retencdo do Sbh(V) e outro no do Sb(lll). O
sinal para o Sb(lll) mostra que esta espécie foi retida na CPG-8HQ e o Sb(V) foi
eluido provavelmente devido a efeito de memoria.

ApOs estes resultados e para avaliar a possivel influéncia da meglumina na
retencdo e separacao das espécies de Sh, foi feita uma solucdo contendo Sh(lll) +
NMG (260 g L™, diluida 200000x, o que corresponde & composicédo da amostra de
antimoniato de meglumina) e submetida a analise. No cromatograma 17(e) esta
mostrado o resultado obtido na analise direta da solucdo por LC-ICP-MS. O pico

observado no cromatograma pode ser devido a uma espécie de Sb(lll) ligado a
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NMG, pois ndo corresponde ao tempo de retengcdo observado para o Sb(lll). O
tempo de retencdo estd mais préximo a um dos sinais observados para o farmaco.
No cromatograma 17(f), correspondente ao residuo obtido apds submeter a solugéo
Sb(lll) + NMG na coluna CPG-8HQ, fica evidenciado que o sinal € devido ao Sh(lll).
No cromatograma 17(g), correspondente ao eluato da solugcao Sb(lll) + NMG
submetida na coluna CPG-8HQ, pode ser observado que o Sb(lll) ficou retido na
CPG-8HQ. No cromatograma 17(h) € mostrada a sobreposicdo da solucéo
referéncia de Sb(lll) + NMG diluida 200000x (azul) com aquecimento e injetado
direto no cromatégrafo + solugdo referéncia de Sb(lll) + NMG diluida 200000x
(verde) sem aquecimento e apds submetida na CPG-8HQ.

A partir destes testes, foi evidenciado que o Sb(lll) € retido na CPG-8HQ,
sendo, portanto, seletiva para esta espécie de Sb. No entanto, para amostra,
conforme mostrado na Figura 17(a), houve uma diminuicdo da intensidade do
primeiro pico, isto implica na possivel existéncia de uma mistura de espécies na
forma de complexo [por exemplo, Sb(V) + Sb(lll) + NMG], com carga neutra ou
catidnica.

ApOs esta etapa, avaliou-se o comportamento do Sh(V) + NMG frente a sua
retencdo na CPG-8HQ. Para isto, foi feito uma mistura de Sbh(V) (80000 mg L) +
NMG (260 g L™), a qual foi diluida 200000x e injetada no cromatégrafo. Na Figura

18, estdo mostrados os cromatogramas obtidos a partir desta mistura.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos com a coluna PRP-X100 e a CPG-8HQ. (a) Sb(V) + NMG; (b)
residuo da coluna obtida da solugdo Sbh(V) + NMG submetida na CPG-8HQ; (c) eluato da
mistura Sb(V) + NMG submetida na CPG-8HQ.

Pode-se observar que o cromatograma da Figura 18(a) € semelhante ao
cromatograma da amostra mostrado na Figura 16(a). Como pode ser observado, o
pico que desaparece apdés submeter a mistura na CPG-8HQ corresponde ao
primeiro pico do cromatograma 18(b). Entretanto, como a CPG-8HQ é seletiva para
o Sb(lll), esta espécie pode ser Sb(lll) ligado a NMG. O Sh(lll) livre pode ser devido
a uma contaminacdo do préprio Sb(V) ou Sb(lll) que formado a partir do Sb(V)
durante o manuseio das solucfes. A partir do cromatograma 18(c), correspondente
ao eluato do material retido do tratamento do Sb(V) + NMG na CPG-8HQ, pode-se
verificar que o tempo de retencdo é muito proximo do segundo pico [Sb(V) + NMG].
Sendo assim, pode-se concluir que esta espécie ndo foi eluida completamente ou
nao foi retida totalmente, principalmente pela CPG-8HQ ser seletiva ao Sb(lll).

Com base nestes dados, foram feitos testes com uma mistura de Sb(V)
(80000 mg L™) + Sh(lll) (5000 mg L™ + NMG (260 g L™, diluida 200000x), com e
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sem a solucéo a ser submetida na CPG-8HQ. Essa mistura sintética é semelhante a

amostra. Na Figura 19 estdo mostrados os cromatogramas obtidos a partir desta

mistura sintética.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos com coluna PRP-X100 e a CPG-8HQ. (a) Sb(V) + Sb(lll) + NMG,
e ampliacdo de 10x; (b) residuo da coluna obtida da solugdo Sb(V) + Sb(lll) + NMG
submetida na CPG-8HQ e ampliacdo de 10x; (c) sobreposicdo do (Sb(V) + Sb(lll) + NMG,
em azul) e (Sb (V) + Sb(lll) + NMG, em vermelho) apds submetida na CPG-8HQ e

ampliacédo de 10x.

Conforme mostrado na Figura 19(a), o cromatograma obtido da mistura de

Sb(V) + Sb(lll) + NMG é semelhante ao da amostra. No cromatograma 19(b) é

observado que o pico do Sb(lll) desapareceu, significando que esta espécie ficou

retida na CPG-8HQ, de acordo com o constado anteriormente. No cromatograma

19(c), correspondente a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos a partir da

mistura sintética ndo submetida na CPG-8HQ e da amostra sintética submetida na

CPG-8HQ, pode-se confirmar a presenca de Sh(lll).
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Na Figura 20, estdo mostrados as sobreposicoes dos cromatogramas da
mistura sintética ndo submetida e mistura sintética submetida na CPG-8HQ, e

também, o cromatograma da amostra.
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Figura 20. Cromatogramas obtidos com a coluna PRP-X100 e a CPG-8HQ. (a) sobreposicédo de Sh(V)

+ Sb(lll) + NMG (azul) e amostra diluida 400000x (vermelho) e ampliacdo de 66x; (b)
sobreposigdo do residuo da coluna obtido da mistura Sb(V) + Sb(lll) + NMG apos
submetida na CPG-8HQ (azul) e amostra diluida 400000x e ampliacdo de 100x; (c)
sobreposi¢do de residuo da coluna obtido da mistura Sb(V) + Sb(lll) + NMG (azul) apos
submetida na CPG-8HQ e amostra diluida 400000x e ampliacdo de 100x; (d)
sobreposicdo do residuo da coluna obtido da amostra + solucao referéncia de Sh(V) +

Sh(lll) + NMG (azul) e residuo da coluna obtido da amostra 400000x diluida, submetida na

CPG-8HQ e ampliacdo de 100x.

De acordo com o cromatograma mostrado na Figura 20(a), pode ser
observada a semelhanca dos cromatogramas da amostra sintética com a amostra
de antimoniato de meglumina. Pode ser observado, que o Sb(lll) inorganico néao
pode ser identificado na amostra. Entretanto, os tempos de reten¢do dos sinais das

espécies de Sb na amostra sintética foram muito semelhantes com aqueles das
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espécies de Sb no antimoniato de meglumina. No cromatograma 20(b) pode ser
verificado que os tempos de retencdo entre os picos de Sb nas duas amostras
também foram semelhantes, assim como o perfil dos picos. E, a partir do
cromatograma 20(c), pode se concluir que nao é possivel a identificacao de Sb(lll)
na amostra, ja que o tempo de retencdo deste ndo foi igual a nenhum outro pico. No
cromatograma 20(d) pode-se verificar a semelhanca entre 0os cromatogramas
obtidos a partir do residuo da coluna CPG-8HQ da solucao de Sb(V) + Sb(lll) + NMG
e amostra submetida na CPG-8HQ com o cromatograma obtido a partir da solucéo
de Sb(V) + Sb(lll) + NMG submetida na CPG-8HQ com a amostra, [cromatograma
20(c)]. Isto significa que com estes testes pode ser identificada somente a presenca
de Sb(V).

A partir destes resultados, pode-se também considerar que ha uma
semelhanca no perfil cromatografico entre o antimoniato de meglumina e a amostra
sintética. Entretanto, com estes testes foi possivel identificar, por LC-ICP-MS e CPG-
8HQ, somente a espécie de Sb(V). Também, com a utilizacdo da coluna CPG-8HQ),
pode-se observar que esta € seletiva somente para a espécie Sb(lll), dificultando a

elucidacéo da espécie de Sb(lll) ligada & meglumina.

5.2. DETERMINACAO DE Sb(lll) EMPREGANDO SISTEMA LC- HG-ICP-MS

A geracdo seletiva de hidreto de antimdnio é possivel em determinadas
condicbes de reac&o.’®® Assim, pode-se gerar estibina somente a partir de Sb(lll)
na presenca de &cido citrico, conforme sera mostrado posteriormente (item 5.4.1.1).
Portanto, com o intuito de determinar seletivamente Sb(lll) na amostra, foi
desenvolvido um sistema para geracao de hidretos a partir do eluato da coluna
cromatografica empregando as condi¢cdes estabelecidas no item 5.4 (Tabela 6).
Portanto, apds a separacdo das espécies de Sb na coluna cromatografica, somente
sera detectado o Sb(lll) presente na amostra. Isto favoreceria a seletividade e
melhoraria o limite de detec¢&do. Na Figura 21 estdo mostrados os cromatogramas
obtidos a partir do Sb(lll) e Sb(V) e da amostra, utilizando o sistema LC-HG-ICP-MS.
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Figura 21. Cromatogramas obtidos por LC-HG-ICP-MS com a coluna lonPac. (a) amostra diluida
10000x; (b) amostra diluida 10000x + 100 pg L™ de Sb(lll); (c) amostra diluida 10000x +
100 pg L™ de Sh(V); (d) amostra diluida; (€) Sb(V) 50 ug L™ + Sb(lll) 50 ug L™, sem acido
citrico; (f) amostra diluida 100000x, sem &cido citrico e ampliacdo de 16x; (g) 800 ug
L™ de Sh(V) com &cido citrico 10% e (h) 50 pg L™ de Sb(lll) com &cido citrico 10%.
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Tendo-se em vista que o Sb(V) ou suas espécies nao geram hidretos na
presenca de acido citrico, esperava-se que um dos sinais do cromatograma obtido
para a amostra deveria desaparecer. Entretanto, conforme pode ser observado na
Figura 21(a) (amostra diluida 10000x), houve somente uma supressdo da
intensidade do primeiro pico. Possivelmente, isto significa que hd uma mistura de
espécies de Sb(V) e Sb(lll) que tem praticamente o mesmo tempo de retencgéo.

No cromatograma 21(b), correspondente a adicéo de 100 ug L™ de Sb(lll) na
amostra, o pico com tempo de retencdo de aproximadamente 6,6 min é referente ao
Sb(lll). No entanto, ndo se pode afirmar que a eficiéncia da geracao de hidreto da
espécie de Sb correspondente ao primeiro pico (possivelmente um complexo de
Sb(lll) com a meglumina) € a mesma que a do terceiro pico [Sb(lll) livre]. Também,
com a finalidade de identificar o Sb(V), esta espécie foi adicionada a amostra na
concentracdo de 800 pg L™ de Sb(V). O resultado estad mostrado no cromatograma
21(c), onde pode ser verificado novamente que para 0 primeiro e o terceiro picos
nao houve mudanca significativa na intensidade dos picos, da mesma forma para o
segundo pico (tempo de retengcdo de aproximadamente 4,4 min), o qual pode ser
considerado como um sinal devido ao Sb(V). Desta forma, verifica-se a eficiéncia do
acido citrico (10%, m/v) na complexacao seletiva com o Sbh(V), suprimindo o sinal
completamente, mesmo em concentracdes relativamente elevadas.

Para certificar qual é o sinal correspondente ao Sb(V) na amostra foram feitos
testes de geracdo de hidretos na presenca e auséncia de &cido citrico. A partir da
analise de uma solucdo mista de Sb(V) e Sb(lll), observou-se (Figura 21) que o
cromatograma 21(e), sem a presenca de acido citrico, o tempo de retencédo para
Sb(V) é de aproximadamente 4,4 min, sendo muito semelhante com o tempo de
retencdo do segundo pico do cromatograma da amostra, mostrado no cromatograma
21(f). Também, o tempo de retencdo do Sb(lll), de aproximadamente 6,9 min,
mostrado no cromatograma 21(e) é semelhante com o terceiro pico (tempo de
retencdo de aproximadamente 6,8 min) da amostra, mostrado no cromatograma
21(a).

No cromatograma 21(g) pode-se verificar que o sinal do Sb(V) foi totalmente
suprimido quando da geracdo de hidretos na presenca de acido citrico. No
cromatograma 21(h) é mostrado o sinal do Sb(lll) na solucéo referéncia, onde pode-

se observar que ndo ha interferéncia do Sb(V). O tempo de retencéo (6,9 min) para
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o Sb(lll) na solugéo referéncia é proximo do tempo de retencéo (6,6 min) do Sb(lll)
na amostra. Isto comprova a presenca de Sb(lll) na amostra.

Com o proposito de identificar a espécie de Sb(lll) na amostra os
cromatogramas obtidos com a coluna de troca anidonica lonPac pelo sistema

LC-HG-ICP-MS estdo mostrados na Figura 22.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos por LC-HG-ICP-MS com coluna lonPac. (a) sobreposicdo da
amostra diluida 10000x (azul) e 50 g L™ de Sb(V) + 50 ug L™ de Sh(lll) (vermelho); (b)

idem (a) e ampliacdo de 2,5x; (c) sobreposi¢gdo da amostra diluida 10000x (azul) e solugéo
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referéncia de 800 pg L™ Sh(V) (vermelho) e ampliacdo de 8x; (d) sobreposicio de residuo
da coluna obtido da amostra diluida 10000x (azul) apds submetida na CPG-8HQ e da
amostra diluida 10000x (vermelho); (e) sobreposicdo da amostra diluida 100000x (azul) e
50 pg L™ de Sb(V) + 50 pg L™ de Sh(lll) (vermelho) na auséncia de &cido citrico 10% na
HG e ampliacdo de 10x; (f) sobreposicdo da amostra diluida 100000x (azul) na auséncia
de acido citrico na HG e amostra diluida 100000x (vermelho) na presenca de acido citrico
10%.

Nos cromatogramas (a) e (b) da Figura 22, correspondente a amostra (azul) e
referéncia de Sb(V) 50 pug L™ + Sb(lll) 50 pg L™ (vermelho), pode-se confirmar a
presenca de Sb(lll) na amostra, através dos tempos de retencédo. No cromatograma
22(c) pode-se verificar que o sinal do Sb(V) na solucdo referéncia (vermelho) é
totalmente suprimido, enquanto um pequeno sinal residual aparece no
cromatograma da amostra (azul). Portanto, pode-se concluir que o sinal que foi
suprimido corresponde ao Sb(V) na amostra. No cromatograma 22(e) estédo
mostrados os cromatogramas da amostra (azul) e do Sb(V) + Sb(lll) na solucao
referéncia (vermelho) com geracéo de hidretos na auséncia de &cido citrico. Pode-se
verificar que a presenca de Sb(lll) na amostra ndo é evidenciada (em diluicdes
maiores que 10000x), ja que no tempo de retencdo do Sb(lll) da solucdo de
referéncia ndo é observado nenhum pico na amostra. O tempo de retencéo do Sb(V)
para amostra e solugéo referéncia foram praticamente 0s mesmos. Isto confirma a
presenca de Sb(V) na amostra.

De qualquer modo, apos este estudo, ainda permanece a incerteza quanto a
espécie referente ao primeiro pico da amostra. Acredita-se que seja uma espécie de
Sb(lll), uma vez que foi gerado hidreto na presenca de acido citrico. Entretanto, ndo
se pode afirmar que a geracao do hidreto a partir desta espécie € quantitativa, pois
pode ser de uma espécie ligada a meglumina do farmaco. Por esta razao, testes
foram feitos empregando a CPG-8HQ com a finalidade de verificar a retencéo desta
espécie. Desta forma poder-se-ia afirmar se € ou ndo Sb(lll). Portanto, apos
processamento da amostra na CPG-8HQ a amostra foi submetida a analise no
sistema LC-HG-ICP-MS.

Na Figura 23 estdo mostrados os cromatogramas obtidos pelo sistema LC-

HG-ICP-MS empregando a coluna lonPac apds submeter a amostra na CPG-8HQ.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos por LC-HG-ICP-MS com coluna lonPac apds submeter as
solucdes da amostra na CPG-8HQ. (a) residuo da coluna obtido da amostra diluida
10000x submetida na CPG-8HQ; (b) eluato obtido da amostra diluida 10000x adicionada
de 100 pg L™ de Sb(lll) submetida na CPG-8HQ; (c) solucao referéncia de Sh(V) 50 pg
L™ + Sb(lll) 50 pg L™ submetida na CPG-8HQ.

De acordo com a Figura 23(a) pode-se verificar que somente o pico referente
ao Sh(lll) foi suprimido, ou seja, somente esta espécie ficou retida na CPG-8HQ. O
primeiro pico nao foi retido na CPG-8HQ, nédo se podendo obter uma conclusao
definitiva, pois se esperava que a combinacdo da HG com acido citrico e o
tratamento da solucdo com CPG-8HQ resultaria na supressao total do sinal.
Possivelmente esta espécie de Sb pode ser um complexo de Sb(lll) com a
meglumina que né&o interage com a CPG-8HQ. No cromatograma 23(b), foi
observado que tanto o terceiro pico, que seria o Sb(lll) da amostra, quanto o pico do
Sb(lll) na solucéo referéncia, foram suprimidos quando a solucdo € submetida na
CPG-8HQ. No cromatograma 23(c) foi suprimido o sinal para o Sb(V) e o Sb(lll) na
solucdo referéncia, mostrando a eficiéncia do sistema HG com acido citrico na
supresséo do Sh(V) e a CPG-8HQ na retencao do Sb(lll).
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Com base nestes ensaios nao foi possivel identificar o primeiro pico da
amostra, ja que a espécie de Sb nao ficou retida na CPG-8HQ e nem a HG na
presenca de acido citrico suprimiu o sinal. Dessa forma, a Unica conclusado que pode
ser feita € a de que a espécie referente ao primeiro pico seja uma espécie de Sb(lll)
ligada a NMG.

No entanto, cabe destacar, a importancia desta metodologia para identificar a
espécie Sb(lll) inorganica presente na amostra, pois somente foi identificada
utilizando o sistema LC-HG-ICP-MS combinada com o tratamento da amostra com
CPG-8HQ.

A partir destas conclusfes, optou-se por testar a coluna PRP-X100 para
avaliar a separacao das espécies de Sb e tentar identificar a espécie Sb(lll) na
amostra diante do sistema LC-HG-ICP-MS.

Na Figura 24 estdo mostrados os cromatogramas obtidos com o sistema LC-
HG-ICP-MS utilizando a coluna de troca aniénica PRP-X100.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos por LC-HG-ICP-MS com a coluna PRP-X100. (a) amostra diluida
4000x; (b) 50 pg L™ de Sb(V) + 50 pg L™ de Sb(lll); (c) amostra diluida 4000x + 100 ug L™
de Sb(ll); (d) amostra diluida 4000x + 100 ug L™ de Sb(V); (e) 800 ug L™ de Sb(V); ()
amostra; (g) sobreposi¢do da amostra diluida 4000x (azul) e 50 pg L™ de Sb(V) + 50 pg

L™ de Sh(lll) (vermelho); (h) cromatograma (g) e ampliacdo de 4x.
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De acordo com a Figura 24, pode-se observar através dos cromatogramas
(@), (b) e (c) a presenca da espécie Sb(lll) na amostra. A Figura 24(f), onde é
mostrado o cromatograma da amostra em diferentes diluicbes, confirma a presenca
de Sb(lll). Além disso, também foi observado outro pico em aproximadamente 3 min,
0 que corresponde a uma espécie de Sb(lll), pois 0 Sb(V) é suprimido nas condi¢cdes
empregadas. Entretanto, possivelmente é uma espécie de Sb(lll) ligada & NMG. No
cromatograma 24(d), onde foi adicionado Sb(V) a amostra, é observado que o tempo
de retencéo e a intensidade do primeiro pico e terceiro pico ndo alteraram, ou seja,
da mesma forma que anteriormente, o sinal para Sb(V) foi totalmente suprimido. No
cromatograma 24(e) verifica-se que o sinal do Sb(V) (800 pg L™), cujo tempo de
retencdo de aproximadamente 4,5 min, foi totalmente suprimido, evidenciando a
eficiéncia de complexagédo do Sb(V) pelo &cido citrico. Além disso, deve-se salientar
que apareceu um pico no tempo de retencdo do Sb(lll), o qual pode ser devido a
presenca de Sb(lll) na solucéo referéncia de Sb(V). No cromatograma 24(g) pode-se
verificar novamente a presenca de Sb(lll) na amostra, pois coincide com o tempo de
retencdo do Sb(lll) da solucéo de referéncia. Porém, o primeiro pico ndo apresentou
0 mesmo tempo de retencao da solucao referéncia de Sb(lll), confirmando o que foi
constatado anteriormente.

Portanto, a partir dos cromatogramas mostrados pode-se afirmar novamente
que ainda € pouco conclusiva a identificacdo do primeiro pico da amostra, j4 que
este ndo foi totalmente retido na CPG-8HQ e nem suprimido na HG com acido
citrico. Porém, comparado com os dados das duas colunas utilizadas, pode-se
afirmar que o primeiro pico pode ser de uma espécie de Sh(lll) ligada a NMG, a qual
nao € complexada e retida na CPG-8HQ. Também, por este motivo, o tempo de
retencdo do primeiro pico é completamente diferente do Sb(lll) presente na solucao
referéncia, bem como da espécie Sb(lll) da amostra.

Assim, foram feitos outros estudos para verificar a possibilidade de identificar
mais espécies de Sb presentes na amostra. A seguir serdo descritos os testes feitos
para avaliar mudancas no estado de oxidacdo das espécies de Sb mediante

aguecimento de solucdes de amostra.
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5.3. EFEITO DO AQUECIMENTO DAS SOLUCOES SOBRE A EST ABILIDADE
DAS ESPECIES DE Sb NO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA

Para avaliar o efeito do aquecimento sobre a estabilidade do Sb as solucdes
foram analisadas por LC-ICP-MS com coluna de troca anionica PRP-X100. Para o
aquecimento das solu¢des foi utilizado um forno de microondas doméstico, onde as
amostras foram aquecidas durante 50s, cuja temperatura alcangou cerca de 90 °C.

Na Figura 25 estdo mostrados os cromatogramas obtidos da amostra com e

sem aquecimento.
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Figura 25. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS com a coluna PRP-X100 nos testes de
aquecimento da amostra. (a) amostra diluida 400000x (sem aguecimento); (b) idem (a),

mas com aquecimento; (c) sobreposicdo da amostra (sem aquecimento) + amostra (com

aguecimento).
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Através da Figura 25 é observado que 0s picos no cromatograma (a), a
amostra sem aquecimento, e no cromatograma (b), a amostra com aquecimento,
possuem o mesmo perfil cromatografico, assim como, praticamente o0 mesmo tempo
de retencdo. Além disso, ndo houve alteracao significativa em relacdo a intensidade
dos picos das espécies, 0 que poderia ser um indicativo da alteracdo das espécies
de Sb presentes na amostra. Assim, testes foram feitos também na presenca de

Sb(lll). Na Figura 26 estdo mostrados os cromatogramas destes testes.
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Figura 26.

800000 -

Intensidade, cps

0

800000 -

400000 +

Intensidade, cps

0

800000 +

Intensidade, cps

0

800000 +

Intensidade, cps

0

600000 -

400000 -

200000 4

600000 -

200000 +

600000 4

400000 -

200000 -

600000 -

400000 -

200000 -

(a)
1e2(?)
Sb(V)
Sb(ll1)

0 5 1‘0 1‘5 2‘0 25 3“0 ?;5
Tempo, min
1e2(?) (c)

Sb(V)
Sh(lll)

0 5 10 15 20 25 30 3
Tempo, min
le2(?) (e)

Sbh(V)
Sh(lll)

0 5 10 15 2 25
Tempo, min
1e2(?) 9)

Sbh(V)
Sh(lll)
0 5 :L‘O £5 20 2‘5 3‘0 :;5

Tempo, min

Intensidade, cps

1000000 +
1e2(?) (b)
800000 -
600000 -
400000 -
200000 1|  Sb(V)
Sb(III)
ol
0O 5 10 15 20 25 30 35
le2(?) Tempo, min
30000 - o (d)
" 24000 4
oy Sb(V)
y 18000 4
2 Sh(ll
k=]
‘2 12000 -
i)
=
— 6000 4
0
0 15 20 25 30 35
Tempo, min
le2(?
30000 - ( ) Sb(“l) (f)
g 240001 Sh(V)
(&)
o 18000 -
he]
[]
=]
‘@ 12000 -
g
[
— 6000 -
0+~ T T : T T ]
0 5 10 15 20 25 30
Tempo, min
1e2(?)
30000 + (h)
» 24000 1 Sb(V)
)
& 18000 | Sb(li
3
‘2 12000
i)
c
— 6000
0
0 10 15 20 25 30 35
Tempo, min

Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS com a coluna PRP-X100 nos testes de aquecimento

das solucdes. (a) amostra diluida 400000x + Sb(lll) 50 pg L™ (com aquecimento); (b) idem (a),

mas sem aquecimento; (c) sobreposicdo da amostra diluida 400000x + Sh(lll) 50 pg L™ (com

aquecimento) (vermelho) e amostra diluida 400000x (sem aquecimento) (azul);

(d)

cromatograma (c) e ampliagdo de 26x; e) sobreposi¢do da amostra diluida 400000x + Sh(lll)

50 pg L™ (com aquecimento) (vermelho) e amostra diluida 400000x + Sh(lll) 50 pg L™ (sem

aquecimento) (azul); (f) cromatograma (e) e ampliagdo de 26x; (g) sobreposi¢cdo da amostra
diluida 400000x (com aquecimento) (azul) e amostra diluida 400000x + Sb(lll) 50 pg L™ (com

aguecimento) (vermelho); h) cromatograma (g) e ampliacéo de 26x.
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De acordo com os cromatogramas da Figura 26(a) e (b), onde é mostrado o
resultado da amostra com a adicdo de Sb(lll), com e sem aquecimento,
respectivamente, pode-se observar um aumento na intensidade do sinal para o pico
do Sb(V) quando a solucdo é aquecida. Isto mostra que uma das espécies de Sb(lll)
provavelmente é oxidada a Sb(V). Pode ser observado também que o primeiro pico,
provavelmente de um complexo de Sb, bem como o pico do Sb(lll) adicionado
diminuiram de intensidade, enquanto o pico relativo ao Sb(V) (segundo pico)
aumentou de intensidade. A partir da sobreposicdo dos cromatogramas 26[(e) e (f)]
pode-se visualizar estes efeitos mais claramente, ou seja, possivelmente o Sb(V)
pode ter aumentado em altura devido a oxidacdo de parte das espécies de Sh(lll) e
também pelo fato do primeiro pico ter diminuido em altura. Entretanto, também pode
ser proposto que pode ter ocorrido a quebra de um possivel complexo de Sb(V) com
NMG, aumentando assim a intensidade do sinal do Sb(V).

No cromatograma 26(c) é mostrada a sobreposicdo dos sinais da amostra
com aquecimento e com adicdo de Sb(lll) (em vermelho) e a amostra sem
aguecimento e sem adicdo de Sh(lll) (em azul). Com base nestes cromatogramas
percebe-se que a amostra submetida a aquecimento e com Sb(lll) adicionado, a
alteracdo é pouco significativa, pois no primeiro pico obteve-se somente um
pequeno aumento na altura do pico. No cromatograma 26(d) pode ser verificado que
nao houve nenhum sinal para Sb(lll), mesmo com aquecimento da solu¢cdo amostra.
No cromatograma 26(g) € mostrada a sobreposicdo da amostra submetida a
aguecimento e adicdo de Sb(lll) (vermelho) e a amostra submetida a aguecimento
sem adicdo de Sb(lll) (azul), onde novamente é confirmado o que foi destacado para
o cromatograma 26(d), ou seja, ndo ha alteracao das espécies de Sb nas condi¢cdes
de aquecimento testadas.

Cabe destacar, novamente, que o Sb(lll) na solugéo referéncia utilizada esta
na forma de complexo com tartarato de potassio, possivelmente prevenido a
mudanca do estado de oxidacéo desta espécie.™

Na Figura 27, sdo mostrados os cromatogramas obtidos com aquecimento
das solucbes e utilizando o mesmo sistema LC-ICP-MS com a PRP-X100,
destacando o perfil cromatogréfico para a espécie Sb(V).
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Figura 27. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS com a coluna PRP-X100 nos testes de aquecimento
das solucdes. (a) amostra diluida 400000x + Sbh(V) 50 pg L™ (com aquecimento); (b) idem (a),
mas sem aquecimento); (c) sobreposicéo da amostra diluida 400000x + Sb(V) 50 ug L™ (com
aquecimento) (vermelho) e amostra diluida 400000x (sem aquecimento) (azul); (cy)
cromatograma (c) e ampliagdo de 26x; (d) sobreposicdo da amostra diluida 400000x + Sb(V)
50 pg L™ (com aquecimento) (vermelho) e amostra diluida 400000x + Sb(V) 50 pg L™ (sem
aquecimento) (azul); (d;) cromatograma (d) e ampliacdo de 4x; (e) sobreposicdo da amostra
diluida 400000x (com aquecimento) (azul) e amostra diluida 400000x + Sb(V) 50 pg L™ (com

aquecimento) (vermelho); (e;) cromatograma (e) e ampliacdo de 2,6x.
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Conforme mostrado nos cromatogramas da Figura 27(a) e (b), ha uma
diminuicdo na intensidade do primeiro pico, provavelmente referente a uma espécie
organica de Sb e o aumento do sinal para o pico do Sb(V). Assim, pode-se propor
que a espécie desconhecida possa ser o Sh(lll) ligado a NMG e que apdés o
aguecimento da solucédo tenha sido rompida o complexo do Sb com a NMG e este
ser oxidado a Sb(V). No cromatograma 27(c) e (ci;) pode-se visualizar a
sobreposicdo destes cromatogramas, observando as consideracdes ja
mencionadas.

No cromatograma 27(d) e (d;) houve uma diferenca pouco significativa,
comparando o0 cromatograma da amostra adicionado de Sb(V) submetido a
aguecimento (em vermelho) com o cromatograma da amostra sem ser aquecida (em
azul). No segundo pico (desconhecido) houve um pequeno aumento na intensidade.
Para o pico do Sb(V) nédo houve grande evidéncia de mudanca de sinal. O aumento
do sinal do Sh(V) deve-se ao Sh(V) adicionado a amostra.

No cromatograma 27(e) e (e;) € mostrada a sobreposicédo dos sinais para a
amostra com aquecimento e sem adicdo de Sb(V) (em azul) e a amostra com
aguecimento e adicao de Sb(V) (em vermelho). Nestes cromatogramas novamente
pode ser concluido que ndo houve alteragdo nas espécies de Sb presentes na
amostra. A mudanca na altura do sinal para o Sb(V) é devida ao Sbh(V) adicionado a
amostra.

Sendo assim, pode-se afirmar que a espécie Sh(V) pode ser identificada com
sistema LC-ICP-MS, enquanto a espéice Sb(lll) pode ser identificada por LC-HG-
ICP-MS. Entretanto, cabe destacar a dificuldade de identificar os outros sinais para o
Sb, possivelmente complexos de antimonio, tais como, Sb(lll) ligada a NMG ou
Sb(V) ligada a NMG. Além disso, por ndo existirem materiais certificados para os
complexos de Sb, devido a baixa estabilidade destes compostos no processo de

sintese e durante a andlise®!*?

ndo é possivel obter maiores informacdes a respeito
da identificacdo e quantificacdo destes sinais para o Sb com o0s procedimentos

investigados.
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5.4. DETERMINACAO DE Sb(lll) EMPREGANDO SISTEMA FI- HG AAS

Para a determinacéo seletiva de Sb(lll) foi utilizado um sistema de injecdo em
fluxo (descrito no item 4.1.4) com geracao de hidretos acoplado ao espectrémetro de
absorcao atdomica (descrito no item 4.1.3.2).

As variaveis fisicas e quimicas do sistema foram otimizadas. Para tal, foram
estudados os seguintes parametros: concentracdo do redutor, concentracdo do
acido citrico e tipo de carregador da amostra, assim como a vazao das solucdes e
do gas de arraste, o comprimento do percurso analitico e o volume de amostra
injetada. Também, foi avaliada a influéncia da concentragdo do Sb(V) no sinal do
Sb(lll), uma vez que na amostra ha predominancia do Sb(V). Para tanto, foram
utilizadas solucdes de referéncia de Sb(lll) e Sb(V) com concentracdo proxima do

valor determinado no farmaco, obtido segundo o método oficial.?®

5.4.1. Estudo das variaveis quimicas do sistema FI- HG AAS

5.4.1.1. Efeito da concentracdo de NaBH 4

A concentracdo de NaBH, é um dos parametros importantes, influenciando,
principalmente, na cinética da reacdo de formacao de hidretos. Além disso, como a
geracdo de estibina depende do estado de oxidacdo de Sb e da forma como o
mesmo esta na solugcdo (espécies inorganicas ou complexos), a concentracdo do
redutor poderd influenciar na formacdo da estibina. Para verificar a influéncia da
concentracéo do NaBH,4 na geracao de estibina a partir de solugdes de referéncia de
Sb(lll) e Sb(V) pelo sistema FI-HG, foi feito um estudo com concentragdes na faixa

de 0,05 a 0,3% (m/v). Os resultados sdo mostrados na Figura 28.
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Figura 28 . Influéncia da concentracdo de NaBH, na determinacao do Sb(lll) e Sb(V) por FI-HG AAS.
Acido citrico: 20% (m/v); carregador da amostra: HCI 1,0 mol L™ vazdes do acido citrico,
amostra e NaBH,: 2,0 mL min™; vazao do carregador da amostra: 4,5 mL min; volume da

amostra: 100 pL; percurso analitico 300 cm; vazdo do gas de arraste: 0,4 L min™.

Como pode ser visto na Figura 28, a intensidade do sinal do Sb(V) aumentou
somente a partir de 0,25% (m/v) de NaBH,. Por outro lado, o sinal do Sb(lll) alcanca
o0 maximo de intensidade a partir de 0,15% (m/v). Efeito semelhante também foi

encontrado por Petit de Pefia et al.”

Assim, a concentracao de NaBH, escolhida foi
de 0,10% (m/v), pois nesta concentracao, pode ser feita a determinacao seletiva de
Sb(lll) na presenca de até 800 ug L™ de Sh(V).

Deve-se destacar que este estudo foi feito com percurso analitico de 200 cm.
O percurso analitico influencia na reacdo de geragcdo de estibina e, principalmente,
na reacdo de complexacdo do Sbh(V) com o acido citrico. Ou seja, dependendo da
cinética da reacdo de complexacdo, o0 aumento do percurso analitico pode
influenciar na complexagcéo e, consequentemente, na supressao da formacdo de

estibina a partir de Sb(V).

5.4.1.2. Efeito da concentracdo do acido citrico

O acido citrico foi escolhido como reagente complexante em virtude de
apresentar boa eficiéncia de complexacédo e, consequentemente, resultar na inibicao

da formacao de estibina a partir do Sb(V). De acordo com Mohammad et al.™>’ e Guy

| 158

et a a concentracdo do acido citrico pode influenciar na formacédo de complexos
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com espécies inorganicas de Sb(V), o mesmo ndo ocorrendo com espécies
inorganicas de Sh(lll). Entretanto, cabe ressaltar, que a interacdo do &cido citrico
com compostos de Sb, ainda nao foi totalmente esclarecida.***1%°

Foi feito estudo para avaliar a concentracdo do acido citrico para suprimir o
sinal do Sb(V), bem como propiciar um meio reacional acido necessario para a
reacdo de formacao do hidreto a partir do Sb(lll). A concentracdo do &cido citrico foi
avaliada no intervalo de 2 a 50% (m/v) com a finalidade de determinar a
concentracdo mais adequada de complexacdo do Sb(V) sem interferir no sinal de
Sb(lll). Na Figura 29 esta mostrado o sinal de Sb(lll) e Sb(V) em diferentes

concentragdes de 4cido citrico.

0,80 7 —&— Sh(ll) 40 pg L*  —e— Sb(V) 800 pg L*
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Figura 29. Influéncia da concentracao de acido citrico na geracdo de hidretos de Sb(lll) e Sb(V) por
FI-HG AAS. NaBH,: 0,1% (m/v); carregador da amostra: HCl 1 mol L™; vazées do acido
citrico, amostra e NaBH,: 2,0 mL min™; vazdo do carregador da amostra: 4,5 mL mint;

volume de amostra: 100 pL; percurso analitico: 300 cm; vazao do gas de arraste: 0,4 L
1

min.

De acordo com a Figura 29, pode-se observar que € necessaria uma
concentracdo de acido citrico de, no minimo, 10% (m/v) para suprimir completamente
o sinal do Sb(V), enquanto pouca influéncia € observada sobre a intensidade do sinal
para Sb(lll). Porém, uma vez que este complexante néo é totalmente seletivo para o
Sb(V), em concentracdes elevadas pode ocasionar a diminuicdo da intensidade do
sinal para o Sb(Il).**® Sendo assim, para determinar seletivamente o Sb(lll) na
presenca de Sb(V) é necessario o uso, de no minimo, solu¢des de &cido citrico a
10% (m/v) e nas condigcbes empregadas com sistema FI-HG AAS, pois a alteragéo
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dos parametros utilizados, pode dificultar a complexacao efetiva do Sh(V) pelo &cido
citrico.

Cabe destacar que o pH da solugcéo é importante na geracao de hidretos de
Sh, pois em valores de pH baixos (p.ex., pH 5,0) é favorecida a reducdo do Sb(lll)
pelo NaBH,4. Entretanto, esta condigdo reacional para o Sb(lll) € relativamente
ampla, ou seja, também h& a formacéo de estibina a partir do Sb(lll) em pH mais
elevado. Porém, para o Sb(V), o pH deve ser menor [meio mais acido do que para o
Sb(ll)], o que aumenta a eficiéncia de reducdo do Sh(V) a Sb(lll) e formacdo o
hidreto.”” 81>

No caso do uso do acido citrico, foi observado que na concentragdo de 10%
(m/v) o pH do meio reacional foi de aproximadamente 2,0, o que ja favorece a
geracao rapida de estibina a partir de Sb(lll), porém a geracao de estibina a partir do
Sb(V) nestas condi¢Bes nado é favorecida. Assim, para verificar o efeito da acidez do
meio reacional, sem alterar a concentracdo do acido citrico, foi feito uma avaliacdo

empregando acido cloridrico.

5.4.1.3. Efeito da concentracdo do HCI como carrega  dor da amostra

O HCI é o acido mais indicado como meio reacional para a reducéo do Sb(lll)
com NaBH4;, uma vez que para a formacdo do hidreto é necessario um meio
reacional acido e que preferencialmente este acido tenha caracteristicas redutoras.
Também, considerando a especiagédo de Sb por HG, normalmente € determinado o
Sb(lll) e depois o Sb total, onde o Sb(V) & previamente reduzido a Sh(lll). Por
diferenca é obtido o valor da concentracdo do Sh(V). Porém, sdo poucos o0s
trabalhos que citam a utilizacdo do acido citrico para complexagédo do Sh(V) para a
determinacao seletiva de Sh(lll), como no presente trabalho. Quando o acido citrico
€ usado como complexante na HG, o meio reacional fica levemente acido, sendo
necessario avaliar a influéncia de condicfes mais drasticas de acidez através do uso
de HCI. Neste trabalho este efeito foi avaliado usando HCI como carregador da
amostra. Na Figura 30 pode ser observado influencia do HCl na geracdo dos

hidretos a partir de Sb(lll) e Sb(V).
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Figura 30. Influéncia da concentracdo do HCI como carregador da amostra na determinacdo do
Sb(Ill) e Sb(V). Acido citrico: 10% (m/v); vazdes do &cido citrico, amostra e NaBH,4: 2,0
mL min™; vazdo do carregador da amostra: 4,5 mL min'; volume de amostra: 100 pL;

percurso analitico: 300 cm; vazao do gas de purga: 0,4 L min’™,

Conforme pode ser visto na Figura 30, a presenca de HCI na geracédo de
estibina a partir do Sb(lll) n&o foi favorecida. Possivelmente o meio reacional, com o
acido citrico, j& é &cido o suficiente para a reac¢do ocorrer. Por outro lado, nenhum
efeito foi observado para o Sb(V). Assim, escolheu-se dgua como carregador da
amostra, a qual demonstrou ser a condicdo mais adequada, pois a intensidade do

sinal para Sb(lll) € maior e o sinal do Sb(V) é totalmente suprimido.

5.4.2. Variaveis fisicas do sistema FI-HG AAS

5.4.2.1. Escolha do comprimento do percurso analiti  co

Para a seletividade do método em determinar Sb(lll) sem interferéncia do
Sb(V) é necessario que ocorra a formacédo do complexo Sh(V)-acido citrico. Uma
das formas para favorecer a complexacdo € aumentar o tempo reacional, o qual
pode ser alcancado a partir do aumento do percurso analitico do sitema FI (By da
Figura 5). Para tal, foram testados reatores de 100, 150, 200, 250 e 300 cm. Na
Figura 31, esta mostrado este efeito sobre a intensidade do sinal do Sb(V), bem

como o tempo aproximado de rea¢do em fungéo do percurso analitico.
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Figura 31. Influéncia do comprimento do percurso analitico sobre a intensidade do sinal do Sh(V).
NaBH,: 0,1% (m/v); acido citrico: 10% (m/v); carregador da amostra: agua (4,5 mL min'l);
vazbes do acido citrico, amostra e NaBH,: 2,0 mL min™; volume de amostra: 100 uL;

vazdo do gas de purga: 0,4 L min™.

De acordo com a Figura 31, é observado um decréscimo gradual da
intensidade do sinal aumentando o percurso analitico de 100 até 300 cm, obtendo-
se a supressao total da intensidade do sinal para Sb(V). Isto significa que deve
haver um tempo suficiente para ocorrer a complexacéo efetiva entre o Sb(V) e o
acido citrico. Dessa forma, cabe destacar a importancia do comprimento do reator,
da concentracdo do acido citrico e das vazdes das solu¢des na supresséao do sinal
de Sb(V). Logo, como condicdo de compromisso entre a supressao do sinal do
Sb(V), obtencdo de intensidade méxima para o Sb(lll) e tempo de andlise, o
comprimento do percurso escolhido foi de 300 cm.

5.4.2.2. Escolha do volume da amostra

A escolha de volume adequado de solugdo amostra em sistemas FI resulta na
obtencdo de sinais com diferentes intensidades, influenciando na sensibilidade e
limite de deteccéo e, dependendo do caso, na seletividade do método. De maneira

geral, em sistemas Fl a tendéncia é optar pelo uso de volumes menores, visando
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uma economia de amostra e maior rapidez de analise. Para tal estudo, o
comportamento da resposta do sistema FI foi avaliado para volumes entre 25 a 250
uL. Na Figura 32 sao apresentados os resultados obtidos para o estudo do volume

de amostra na determinacao seletiva de Sb(lll).
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Figura 32. Influéncia do volume de amostra sobre a intensidade do sinal do Sb(V) e Sb(lll). NaBHy:
0,1% (m/v); acido citrico: 10% (m/v); vazbes do acido citrico, amostra e NaBH,: 2,0 mL
min™; vazdo do carregador da amostra: 4,5 mL min™"; percurso analitico: 300 cm; vazdo

do gas de purga: 0,4 L min™.

Como era esperado (Figura 32), a intensidade do sinal em area de pico
aumentou proporcionalmente com o aumento do volume de amostra injetado para o
Sb(lll). No entanto, a intensidade do sinal do Sbh(V) também aumentou a partir de
100 puL de amostra injetados, sendo, portanto desfavoravel para o objetivo do
método proposto. Tendo em vista estas consideracfes, isso demonstra que o
volume injetado pode ser variado, dependendo da sensibilidade necessaria, porém é
limitado pela seletividade, a cada determinacdo. Sendo assim, visando um sistema
com boa sensibilidade, menor gasto de amostra e, principalmente, seletividade, o

volume de amostra escolhido foi de 100 pL.

5.4.2.3. Escolha da vazéo das solugbes

Para avaliar a vazdo das soluc¢des foram fixados os diametros dos capilares
da bomba peristaltica. Assim, foi usado capilar com d.. 0,45 mm
(vermelho/vermelho) para solucéo redutora, acido citrico e amostra e capilar com d.i.

0,69 mm (azul/verde) para o carregador da amostra e variada a rotagao da bomba
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peristaltica. Na Figura 33 estad mostrado o efeito da vazao total do sistema sobre a
intensidade do sinal do Sb(lll) e Sb(V).
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Figura 33. Influéncia da vaz&o total do sistema sobre a intensidade do sinal do Sb(V) e Sb(lll).
NaBH,4: 0,1% (m/v); acido citrico: 10% (m/v); volume de amostra: 100 pL; percurso

analitico: 300 cm; vazao do gas de purga: 0,4 L min™.

Como pode ser visto na Figura 33, ndo foram observadas variacoes
significativas na intensidade do sinal do Sb(lll). No entanto, para o Sb(V) pode ser
verificada uma pequena variagdo em funcdo da vazdo das solucbes. Era de se
esperar que houvesse um aumento da intensidade do sinal do Sb(V) em funcéo do
aumento da vazéo, pois a complexacao pode ser prejudicada (diminui o tempo de
reacao de complexacao). Além disso, foi observado que vazées menores do que 7,4
mL min™ levaram a um alargamento do pico.

Dessa forma, o perfil dos picos, o tempo de retorno do sinal & linha base e a
menor intensidade para o sinal do Sb(V) foram utilizados como critério de escolha da
vazdo das solucBes. Assim, a vazdo escolhida foi 8,5 mL min™, correspondendo a
2,0 mL min™ para as solucdes do redutor e &cido citrico e 4,5 mL min™ para o

carregador da amostra.

5.4.2.4. Escolha da vazéao do gas de arraste

Como na geracdo de hidretos, a fracdo gasosa € separada da parte liquida
com auxilio de um géas de arraste no separador G/L, este deve ser avaliado uma vez

que influencia no carregamento do hidreto até o detector, bem como na diluicdo do
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hidreto formado. O gés utilizado para esta finalidade foi o argbnio. Para o estudo da
vazédo do gas de arraste, as vazdes foram variadas num intervalo de 0,4 a 2,0 L min’

!, Na Figura 34 esta4 mostrada a influéncia da vaz&o do gas de arraste na resposta

para o Sb(lll).
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Figura 34. Influéncia da vazdo do gas de arraste sobre a intensidade do sinal do Sb(lll). NaBHy:
0,1%(m/v); acido citrico: 10% (m/v); vazfes do acido citrico, amostra e NaBH,: 2,5 mL
min'; vazdo do carregador da amostra: 4,5 mL min™; volume de amostra: 100 pL;

percurso analitico: 300 cm.

Como pode ser visto na Figura 34, a intensidade do sinal de Sb(lll)
apresentou uma tendéncia inversamente proporcional entre a vazao e a absorvancia
integrada. Isto pode ter sido acarretado devido a diluicdo do hidreto com o argénio.
Sendo assim, a vazdo de 0,4 L min™ foi selecionada como condicéo de trabalho,
pois levou a maior intensidade de sinal para o Sbh(lll) e melhor perfil do sinal.

Cabe ressaltar que ndo foram testadas vazdes menores do que 0,4 L min™,
devido ao sinal analitico ser menos reprodutivel e pelo perfil do sinal obtido, sendo
muito alargado.

5.4.2.5. Interferéncia da concentragao do Sb(V) na  amostra sobre o Sb(lll)

Para o estudo da influéncia da concentragcdo de Sb(V), predominante na
amostra, na determinacao seletiva de Sb(lll) foram avaliadas concentracdes de 800
a 5000 pg L' de Sb(V) na presenca de 40 pg L™ de Sb(lll). Na Figura 35, esta

mostrado o efeito da concentracdo de Sb(V) sobre a intensidade do sinal do Sb.
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Figura 35. Efeito da concentracdo de Sb(V) sobre a intensidade do sinal do Sb. NaBH,: 0,1%(m/v);

acido citrico: 10% (m/v); vazdes do 4cido citrico, amostra e NaBH,: 2,5 mL min™; vazéo

do carregador da amostra: 4,5 mL min™; volume de amostra: 100 uL; percurso analitico:

300 cm; vazéo do gas de arraste: 0,4 L min™.

De acordo com a Figura 35, é observado que a intensidade do sinal do Sb

aumenta gradativamente para concentracdes acima de 800 pg L™ de Sb(V), o qual

pode ser gerado a partir do préprio Sb(V) ou de uma possivel contaminacdo da

solucdo com Sb(lll). A partir destes dados pode-se concluir que é possivel

determinar seletivamente Sb(lll) na presenca de até 800 ug L™ de Sb(V).

As condi¢cbes mais adequadas de trabalho para a determinacao de Sb(lll) em

antimoniato de meglumina com o sistema FI-HG AAS estdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6. Pardmetros operacionais utilizados para o sistema FI-HG AAS para a determinacéo seletiva

de Sb(lll) na presenca de Sh(V).

Parametros Condicbes
Concentracédo do adido citrico (%, m/v) 10
Concentracdo de NaBH, (%, m/v) 0,1
Concentracdo de NaOH (%, m/v) no NaBH, 0,05
Vaz&o do carregador da amostra (mL min™) 4,5
Vaz&o da amostra e reagentes (mL min™) 2,0
Volume de amostra (L) 100
Vaz&o do gas de arraste (L min™) 0,4
Comprimento do percurso analitico (cm) 300
Frequiéncia de determinacgéo/ h™ 85
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Uma vez definidas as condi¢gbes experimentais para a determinacéo de Sb(lll)
(Tabela 6), o método foi aplicado para a determinacdo desta espécie em
antimoniato de meglumina. Os resultados estéo relacionados na Tabela 9.

Na Figura 36 pode ser verificado o perfil dos sinais obtidos a partir do Sb(lll)

de solucbes de referéncia de Sb e amostra empregando o sistema FI-HG AAS

proposto.
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Figura 36. Perfil dos sinais para Sb obtidos pelo sistema FI-HG AAS proposto. NaBH,: 0,1% (m/v);
acido citrico: 10% (m/v); vazbes do acido citrico, amostra e NaBH,: 2,0 mL min™; vazao
do carregador da amostra: 4,5 mL min™; volume de amostra: 100 pL; percurso analitico:

300 cm; vazdo do gas de arraste: 0,4 L min™.

Como pode ser visto na Figura 36, o perfil dos sinais é praticamente o0 mesmo
para o Sb(lll) nas solucdes de referéncia e amostra. No entanto, para a amostra (em
vermelho) é observada uma pequena diferenca no tempo de aparecimento do sinal
(aproximadamente 2s) em relacdo a solucao de referéncia de Sb(lll). Outro ponto
importante verificado € a supressao do sinal do Sb(V), desprezivel em relacdo aos
sinais de Sb(lll). A partir destes dados pode-se concluir que € viavel a determinacéo
de Sb(lll) na presenca de Sb(V). Além disso, pode-se verificar que 0 comportamento
do perfil do sinal do Sb na amostra com adi¢cdo de Sb(lll) é semelhante com o da
solucéo referéncia de Sb(lll). Portanto, pode-se concluir que possivelmente ndo ha
interferéncia do Sb(V) sobre a determinacéo de Sb(lll), nas condicbes empregadas.

Uma vez definidas as condi¢cdes experimentais do sistema FI-HG AAS
(Tabela 6), o método foi aplicado para a determinacdo da espécie Sb(lll) em

antimoniato de meglumina. Os resultados estéo relacionados na Tabela 9.
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Foram feitos testes de recuperacgéo para Sb(lll), sendo obtido recuperacéao da
ordem de 104%.

5.5. DETERMINACAO DE Sb(lll) EMPREGANDO SISTEMA FI- HG-ICP-MS

Tendo-se em vista os ajustes dos parametros quimicos e fisicos do sistema
FI-HG AAS onde foi possivel determinar Sb(lll) na presenca de Sb(V), o mesmo
sistema foi acoplado ao espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado. As mesmas condi¢cdes foram empregadas, exceto a vazdo do gas de
arraste, o qual foi ajustado para 1,10 L min™, condicdo que leva a melhor
sensibilidade. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 9. Como pode ser
verificado, os resultados sdo da mesma ordem de grandeza aqueles obtidos por
FI-HG AAS. Também foi feito teste de recuperacdo para Sbh(lll), sendo obtido

recuperacdo da ordem de 91%.

5.6. METODOS OFICIAIS DE DETERMINAGAO DE Sh(lll), S b(V) E Sb TOTAL EM
ANTIMONIATO DE MEGLUMINA

Adicionalmente e para comparacdo de resultados, foram utilizadas
metodologias recomendadas pelos compéndios oficiais, tais como, Farmacopéia
Brasileira®® e Farmacopéia Britanica™?, para a determinacéo de Sb total, Sh(V) e
Sb(ll).

5.6.1. Determinagéo da concentragao do Sb total por  F AAS

De acordo com o procedimento ja descrito no item 4.10.1, a Farmacopéia
Brasileira®® preconiza a determinacéo de Sb total em antimoniato de meglumina por
F AAS, conforme descrito no item 4.1.3.1. Para tal, foi feita uma curva de calibracao
na faixa de 10 a 40 mg L™ de Sb, a partir de solucdo estoque de Sb(lll) a 1000 mg
L™. A curva de calibracdo e as amostras (diluidas 2500x) foram preparadas em HCI

6,0 mol L. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 7.
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5.6.2. Determinacao da concentragao de Sb(lll) por HG AAS

De acordo com a monografia da Farmacopéia Brasileira®®, a determinacéo do
Sb(lll) em amostra de antimoniato de meglumina é feita utilizando HG AAS,
conforme descrito no item 4.10.2. Conforme a metodologia preconiza, foi feita uma
curva de calibracdo a partir da diluicdo adequada de uma solugéo estoque de Sb(lll)
a 1000 mg L™ em agua. A solucdo de NaBH4 a 1% (m/v) foi preparada e diluida com
NaOH 0,1% (m/v). Para a geracdo de hidretos foram utilizados 10 mL de &cido
citrico a 4% (m/v) como meio reacional, 500 yL da amostra diluida (50000x) ou
aliqguotas de 100 pL de solucbes de referéncia de Sb. ApOs a adigdo da solucao
contendo Sb (reeferéncia ou amostra) no frasco de reacao, esperou-se exatamente
5s até adapté-lo ao sistema para geracdo de hidretos. O sistema foi purgado com
argonio durante 10s e, entdo foi feita a medicdo do Sb(lll). Os resultados obtidos

estao descritos na Tabela 9.

5.6.3. Determinacéo da concentracéo de Sb(lll) por método volumétrico e Sh(V)

por método potenciométrico

O procedimento utilizado para a determinacdo de Sb(lll) e Sb(V) por
volumetria e potenciometria, respectivamente, esta descrito no item 4.10.3. Este
método foi desenvolvido para o farmaco estibogluconato de sédio, o qual também é
utilizado no tratamento da leishmaniose e avaliado neste trabalho para o
antimoniato de meglumina injetavel. Para a determinacé@o de Sb(lll) foram utilizados
2 mL da amostra, adicionados de 30 mL da agua e 15 mL de HCI concentrado. A
titulacéo foi feita com bromato de potassio 0,0083 mol L™, utilizado alaranjado de
metila como indicador. Na Figura 37 pode-se visualizar a amostra com 0s reagentes

antes (a) e apos (b) a titulagéo.
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Figura 37. Fotos da solugao de antimoniato de meglumina para determinacao de Sb(lll) pelo método
oficial da Farmacopéia Britanica. (a) 2 mL da amostra + 15 mL de HCI + 30 mL de agua +
indicador alaranjado de metila, antes da titulacéo; (b) 2 mL da amostra + 15 mL de HCI +

30 mL de &gua + indicador alaranjado de metila, apos a titulagéo.

De acordo com a Figura 37, pode-se verificar visualmente que o método
proposto pela Farmacopéia Britanica'®® para a determinacdo de Sb(lll) no
estibogluconato de sédio é adaptavel para o antimoniato de meglumina. As
determinacdes foram feitas em triplicata e o resultado obtido para o Sb(lll) foi de 2,3
+ 0,04 mg mL™ no antimoniato de meglumina. A mesma metodologia foi utilizada
para a determinacdo de Sb(V). Para tal, foram utlizados 0,5 mL da amostra,
adicionados de 30 mL de HCI concentrado e 70 mL de acido orto-fosforico
concentrado. A titulacdo foi feita com solucdo 0,05 mol L™ de sulfato de ferro(ll)

amoniacal. Na Figura 38 esta mostrado a curva de titulacdo potenciométrica obtida.
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Figura 38. Curva de titulagdo potenciométrica obtida na determinacdo de Sh(V) em antimoniato de

meglumina.

De acordo com a Figura 38, pode ser verificado através do perfil da curva de
titulacao obtido do Sb(V) na amostra que ndo ha nenhum ponto de inflexdo, ou seja,
ndo € possivel determinar o ponto de equivaléncia da titulagdo potenciométrica.
Assim, pode-se concluir gue a monografia do estibogluconato de sodio ndo pode ser
usada para a determinacédo de Sb(V) no antimoniato de meglumina, provavelmente,
devido a diferenca da forca de interacdo entre o Sb e o estibogluconato de so6dio em

relacdo ao antimoniato de meglumina.

5.7. AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS METODOS PROPOSTOS PARA A
ANALISE DE ESPECIACAO DE Sb

Os métodos propostos neste trabalho foram avaliados através de teste de
recuperacdo das espeécies de Sb estudadas [Sb(lll) e Sb(V)] no antimoniato de
meglumina. Para avaliar a recuperacdo das espécies de Sh, foram adicionadas
concentracfes conhecidas de solugcbes de Sb(V) e Sb(lll) preparadas em agua a
partir de C4H;KO;Sb.0,5H,O0 e K[Sb(OH)¢], respectivamente. Para tal foram
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utiizadas duas amostras (“A” e “B”) e diluidas com agua de acordo com a
concentracéo de cada espécie de Sb previamente determinada.

Nas Tabelas 7, 8 e 9 sdo apresentados os resultados obtidos das
concentracfes de Sb total, Sb(V) e Sb(lll) em amostras comercias de acordo com 0s
métodos propostos e oficiais. Deve-se levar em conta que o valor teorico (descrito
na bula do antimoniato de meglumina) para o Sb total é de 81 mg mL™ e ndo ha

referéncia na descricdo da amostra comercial em relacéo a presenca de Sb(lll).

Tabela 7. Concentracdes de Sb total (mg mL™) obtidos por F AAS e LC-ICP-MS (coluna
lonPac e PRP-X100) em antimoniato de meglumina. Os resultados correspondem a

média e desvio padrdo de 5 replicatas.

Lote E AAS LC-ICP-MS LC-ICP-MS
(Coluna Dionex lonPac) (Coluna PRP-X100)

A 77,9+3,2 76,5+ 2,6 72,7+4,3

B 79,3+4,7 76,4 +£5,2 745+ 19

Como pode ser observado na Tabela 7, os valores médios obtidos por LC-
ICP-MS sdo um pouco inferiores do que os obtidos por F AAS. Esta diferenca pode
ser devido ao fato do Sb(lll) ndo ter sido considerado na quantificacdo por LC-ICP-
MS.

Tabela 8. Concentracdes de Sh(V) (mg mL™) obtidas por LC-ICP-MS (coluna lonPac e PRP-X100)

em antimoniato de meglumina. Os resultados correspondem a média e desvio padrédo de 5

replicatas.
Lote Sb(V)* LC-ICP-MS LC-ICP-MS
(Coluna Dionex lonPac) (Coluna PRP-X100)
A 76,9+ 27 7,5+0,12 8,4+0,14
B 78,3+4,3 7,4 +0,20 8,1+0,19
Recuperacéao (%) --- 96 101

"A concentracado de Sh(V) foi obtida pela diferenca entre os resultados do Sb total e Sh(lll).
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Tabela 9. Concentracdes de Sb(lll) inorgéanico (mg mL'l) obtidas por HG AAS, FI-HG AAS, FI-HG-
ICP-MS e LC-HG-ICP-MS (coluna PRP-X100 e lonPac) em antimoniato de meglumina. Os

resultados correspondem a média e desvio padréo de 5 replicatas.

LC-HG-ICP-MS LC-HG-ICP-MS

Lote HG AAS FI-HG AAS FI-HG-ICP-MS (Coluna (Coluna lonPac)
PRP- X100)
A 1,03 £ 0,05 0,30 £ 0,03 0,29 + 0,02 0,090 £+ 0,001 0,22 £ 0,02
B 1,01 +£0,04 0,30 £ 0,01 0,29 £ 0,01 0,083 £ 0,002 0,20 £ 0,01
Recuperacéo 84 104 91 89 85
(%)
LD (ug L™ --- 1,1 0,05 2,7 -

De acordo com os resultados obtidos (Tabelas 7, 8 e 9), pode-se verificar
através de teste estatistico (teste t, nivel de confianca de 95%) que ndo houve
diferenca significativa nos resultados para Sb total para os dois lotes usados, bem
como ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos métodos
propostos e o oficial.

Para os resultados de determinagdo de Sb(V), utilizando o mesmo teste
estatistico, foi observada diferenca entre os valores obtidos por LC-ICP-MS e pelo
método oficial. No entanto, 0os ensaios de recuperacédo para determinacdo de Sb(V)
foram de 96 al01% para ambos os lotes.

Os resultados obtidos de Sb(lll) nas amostras, também foram avaliados pelo
mesmo teste estatistico e observou-se que entre os sistemas propostos (FI-HG AAS
e FI-HG-ICP-MS) ndo houveram diferencas significativas. No entanto, comparando
com o método oficial, os valores foram diferentes.

O sistema LC-HG-ICP-MS tem seletividade maior em comparacdo com 0s
sistemas FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS, principalmente devido & melhor separacéo
cromatografica das espécies de Sb. E importante salientar, que a diferenca entre os
resultados obtidos com o sistema FI-HG AAS e a HG AAS pode ser devido a
diferencas na cinética de reacdo de reducdo ou de complexacdo do &cido citrico
com o Sb(V). De maneira geral, os valores obtidos com a técnica HG AAS sao
maiores do que com a FI-HG AAS. Também, pode-se concluir que a metodologia
proposta por LC-HG-ICP-MS permite melhor sensibilidade, principalmente devido as
caracteristicas da técnica de ICP-MS. No entanto, o0s resultados séo
estatisticamente diferentes dos outros métodos empregados, mas 0s ensaios de
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recuperacdo do analito nos sistemas propostos para determinacdo de Sb(lll) foram
de 91 a 104% (FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS) e de 85 a 89% (LC-HG-ICP-MS), sendo
portanto considerados satisfatorios.

Conforme exposto, percebe-se que ainda existe uma grande dificuldade para
a identificacdo e quantificacdo de espécies de Sb no antimoniato de meglumina,
principalmente por ndo existir material de referéncia certificado para este tipo de
matriz. Além disso, ainda ha a dificuldade de se obter solucbes de compostos
organicos de Sb. Existe somente um composto organometalico de Sb (o
trimetilantiménio), sendo que outros compostos ndao sao produzidos, devido a pouca
estabilidade. Estes fatores dificultam a elucidacdo dos compostos de Sb presentes
no farmaco, assim como a determinacdo das espécies inorganicas e organicas de
Sb. Desta forma, seria necessario avaliar as outras técnicas para elucidar os

diferentes compostos de Sb presentes na amostra.



6. CONCLUSOES

De acordo com o0s objetivos propostos neste trabalho, foram avaliadas
técnicas para a especiacdo de antiménio em antimoniato de meglumina. De maneira
geral, foi possivel concluir que ha, no minimo, quatro espécies de antiménio
presentes neste farmaco. Entretanto, somente foi possivel identificar e quantificar as
espécies Sb(lll) e Sb(V). As outras espécies ndo puderam ser identificadas e nem
quantificadas, mas possivelmente, sdo espécies formadas entre Sb(lll) e Sb(V) e a
meglumina.

As técnicas empregadas para chegar nestes resultados foram a LC-ICP-MS,
LC-HG-ICP-MS, FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS, bem como separacfes das espécies
de Sb com CPG-8HQ. A seguir serédo descritos, de modo detalhado, as observacdes
tiradas de cada procedimento empregado.

Com o sistema LC-ICP-MS foram avaliados dois tipos de coluna de troca
ibnica [trocadora de anions fraca (lonPac) e forte (PRP-X100)] para a separacéo e
quantificacdo das espécies de Sb.

Com a coluna lonPac, foi possivel separar duas espécies de Sb, porém
apenas uma espécie inorganica [Sb(V)] pode ser identificada por apresentar o
mesmo tempo de retencdo do Sb(V) usado como referéncia. O tempo de retencao
do outro sinal obtido na separacdo cromatografica ndo corresponde aos tempos de
retencdo do Sb(lll) e Sb(V) usados como referéncia. Possivelmente, este sinal é
devido a uma ou mais espécies de Sb ligada a NMG.

A separacao dos picos foi relativamente boa, mas ndo adequada para a
quantificacdo da espécie Sb(V). Entretanto, foi feito teste de recuperacdo para o
Sb(V), obtendo-se uma recuperacédo satisfatoria (da ordem de 96%).

Com a coluna PRP-X100, os picos cromatograficos obtidos, possuem melhor
resolucdo. Entretanto, da mesma forma do que com a coluna lonPac, somente foi

possivel identificar e quantificar a espécie Sb(V), por apresentar o mesmo tempo de
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retencdo do Sb(V) usado como referéncia. Outros sinais, parcialmente sobrepostos,
foram visualizados no cromatograma, mas nao possuem tempos de retengao
semelhantes a nenhuma das espécies inorganicas de Sb usadas como referéncia.
Estas espécies, provavelmente, sdo espécies de Sb ligada a NMG.

Porém, com o sistema LC-HG-ICP-MS sob determinadas condi¢bes
reacionais de geracdo de hidretos é possivel gerar somente estibina a partir de
Sb(lll) e suprimir os sinais referentes as espécies de Sh(V) e, identificar e/ou
quantificar as espécies de Sh(lll). Assim, empregando a coluna lonPac, conclui-se
que o segundo pico eluido possui praticamente o mesmo tempo de retencdo da
solucdo referéncia de Sb(lll), possibilitando afirmar que esta espécie na amostra
pode ser o Sb(lll) inorganico. Também, foi satisfatorio o resultado do teste de
recuperacédo para o Sb(lll) inorganico.

Um outro pico cromatografico observado pode ser uma espécie de Sb(lll)
ligada a NMG, cuja interagdo com a coluna é menor e, portanto, o tempo de
retencdo € menor do que o Sh(lll) usado como referéncia.

Com a coluna PRP-X100, empregando LC-HG-ICP-MS, foram observados o0s
mesmos aspectos relacionados com a coluna lonPac. Ou seja, foram observados
dois picos cromatograficos, porém foi identificada somente a espécie Sb(lll).
Também, foi satisfatorio o resultado do teste de recuperagéo para o Sb(lll). O outro
pico cromatografico, nao identificado, pode ser uma espécie Sb(lll) ligada a NMG.
Entretanto, a concentracdo determinada de Sb(lll) na amostra foram inferiores aos
obtidos com a coluna lonPac.

Portanto, com a técnica LC-HG-ICP-MS foi possivel a separacdo e
identificacdo da espécie inorganica de Sh(lll) presente na amostra.

Com os resultados obtidos com a utilizacdo da CPG-8HQ associado com LC-
ICP-MS foi possivel identificar o Sb(lll). O Sb(lll) ficou totalmente retido na CPG-
8HQ, sendo suprimido o sinal quando a solugéo residual [obtida a partir de solucao
contendo Sb(lll) e Sb(V)] foi analisada por LC-ICP-MS. Além disso, foi observado
que o primeiro pico também foi parcialmente suprimido nos testes empregando
CPG-8HQ combinado com LC-ICP-MS. A partir destes testes pode-se concluir que
ha pelo menos duas espécies de Sb(lll) presentes no antimoniato de meglumina,
uma espécie de Sb(lll) inorganica e outra de Sb(lll) ligada a NMG. Entretanto, com
os testes feitos com a CPG-8HQ nao foi possivel obter maiores conclusdes em

relacdo as espécies de Sb presentes na amostra.
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Em resumo, pode-se concluir que com o uso dos sistemas LC-ICP-MS e
LC-HG-ICP-MS, as espécies inorganicas de Sb(V) e Sb(lll) podem ser identificadas
e quantificadas, respectivamente. Entretanto, cabe destacar a dificuldade de
identificar as outras espécies de antiménio presentes na amostra, possivelmente,
Sb(lll) e Sb(V) ligadas a NMG. Porém, a identificagcdo e quantificagdo ndo foram
possiveis por ndo existirem compostos de Sb ligada a NMG para serem usados
como referéncia.

Os sistemas FI-HG AAS e FI-HG-ICP-MS foram utilizados para a
determinacao seletiva de Sh(lll), através da complexagdo seletiva do Sb(V) com o
acido citrico. Os resultados obtidos de Sb(lll) total pelas duas técnicas foram da
mesma ordem de grandeza. No entanto, os resultados de Sb(lll) obtidos por estas
técnicas foram inferiores aos resultados obtidos pelo método oficial descrito na
Farmacopéia Brasileira, possivelmente devido a diferenca de cinética de reacdo de
geracédo de hidretos nos sistemas em fluxo e batelada.

Também, a partir dos resultados obtidos pode-se concluir que ainda existe
uma grande dificuldade para a identificacdo e quantificacdo de todas as espécies de
Sb no antimoniato de meglumina e que possivelmente alguns resultados reportados
ndo representam a real concentracdo de todas as espécies de Sb presentes neste
farmaco. Portanto, sdo necessarias mais investigacbes sobre este assunto.
Possivelmente, serd necessario o uso de outras técnicas complementares, tais como
ESI-MS, para a identificacdo e quantificacdo das espécies nao identificadas neste

trabalho.
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