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RESUMO

Neste trabalho foram otimizadas as condicbes cromatograficas para a
separacdo de espécies de antiménio no medicamento antimoniato de meglumina.
Ademais, foi avaliado o efeito do tratamento da amostra com &cido cloridrico, a fim
de converter as espécies Sb(lll) e Sb(V), complexadas com a meglumina, em suas
formas inorgéanicas livres. A separacdo das espécies de Sb foi feita por
cromatografia a liquido (LC) em uma coluna de troca anidnica (PRP-X100) e
deteccdo por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS). As concentracdes de Sb obtidas por LC-ICP-MS foram comparadas aquelas
obtidas por LC-ICP-MS utilizando derivacdo pdés-coluna por geracdo de hidretos
(HG). Também foram comparados os resultados da concentracdo de Sb total, obtido
pelo somatdrio das concentracBes das espécies determinadas por LC-ICP-MS, com
os resultados obtidos por espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Apos as avaliacGes de diferentes fases méveis
para a separacdo das espécies de Sb, as condi¢des selecionadas foram: HNO3 15
mmol L™ em pH 6,0 por 5 min e EDTA 20 mmol L™ em pH 4,5 por 10 min, ambos
com vazdo de 1,0 mL min™. Foi observada a presenca de, no minimo, quatro
espécies de Sb, duas na forma inorganica livre (Sb(lll) e Sb(V)) e as outras
complexadas com a meglumina. Os resultados obtidos para as espécies de Sb na
amostra sem o tratamento acido foram inferiores aos obtidos para as amostras com
tratamento &cido. Isto provavelmente se deve ao fato de as espécies de Shb
complexadas terem sido convertidas nas respectivas espécies de Sb inorganicas
livres. O resultado obtido por LC-HG-ICP-MS, apdés o tratamento da amostra, para a
espécie Sh(lll) ndo apresentou diferenca estatistica (test t, p > 0,05, intervalo de
confianca de 95%), comparado ao resultado obtido por LC-ICP-MS. Da mesma
forma, o resultado para Sb total, obtido por ICP OES, também nado apresentou
diferenca estatistica (test t, p > 0,05, intervalo de confianca de 95%) com o
somatorio das espécies de Sb obtido por LC-ICP-MS. Também foram feitos ensaios
de recuperagdo sendo encontradas concordancias superiores a 90% e 98% para

Sb(V) e Sb(lll), respectivamente.
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ABSTRACT

In this work the chromatographic conditions for the separation of species of
antimony in the drug meglumine antimoniate were optimized. Furthermore, the effect
of the treatment with hydrochloric acid in the sample was evaluated in order to
convert Sh(lll) species and Sb(V) complexed with meglumine in their free inorganic
forms. The separation of Sb species was performed by liquid chromatography (LC) in
an anion exchange column (PRP-X100) and detection by mass spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP-MS).The concentrations of Sb obtained by LC-ICP-
MS were compared with those obtained by LC-ICP-MS using post-column
derivatization by hydride generation (HG). The results of the total concentration of Sh
were also evaluated, given by the sum of the concentrations of species determined
by LC-ICP-MS, with the results obtained by spectrometry and inductively coupled
plasma optical emission (ICP OES). After the evaluations of different mobile phases
for separation of Sb species, the selected conditions were: HNO3 15 mmol L ™ at pH
6.0 for 5 min and 20 mmol | * EDTA at pH 4.5 for 10 min, both with a flow of 1.0 mL
min . The presence of at least four kinds of Sb, the two free inorganic (Sb(lll) and
Sb(V)) and other complexed with meglumine was observed. The results obtained for
Sb species in the sample without acid treatment were lower than those obtained for
samples with acid treatment. This is probably due to the fact that complexed Sb
species have been converted into their free inorganic species of Sb. The result
obtained by LC-HG-ICP-MS after sample treatment for Sb(lll) species showed no
statistical difference (t test, p> 0.05, confidence interval 95%), compared with the
result obtained by LC-ICP-MS. Likewise, the result for the total Sb, obtained by ICP
OES also no statistically significant difference (t test, p> 0.05, confidence interval
95%) with the addition of Sb species obtained by LC-ICP- MS. Recovery tests were
also made, higher concordance found to be 90% and 98% for Sb(V) and Sb(lll),

respectively.



1. INTRODUCAO

Leishmaniose € uma doenca conhecida desde o século XVI, com ocorréncia
predominante em regifes tropicais, dentre elas, o Brasil.' Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), anualmente, mais de 12 milhdes de casos sdo registrados
e cerca de 10 mil pessoas morrem.? A Leishmaniose é transmitida ao ser humano
pelo mosquito do género Phlebotomus e Lutzomyia, contaminado com protozoarios
do género Leishmania.® Pode ocasionar, quando em sua forma mais branda, feridas
nas mucosas e na pele e, na sua forma mais grave, pode levar até a morte. O
tratamento da Leishmaniose é feito com antimoniais pentavalentes, dos quais se
destacam o estibogluconato de sddio (SSG) e o antimoniato de meglumina (NMG).
No Brasil, faz-se uso da aplicacdo de doses elevadas (10 a 20 mg/kg/dia) do NMG
em pacientes com esta patologia, conforme preconizado pelo Ministério da Saude.
Essas doses elevadas acabam ocasionando efeitos colaterais bastante severos aos
pacientes, como dores musculares, além de problemas hepaticos e cardiacos.?

O antimoniato de meglumina € composto majoritariamente por meglumina e
antiménio (Sb). Porém, apesar do seu uso desde 1950 e de diversos estudos, as
estruturas quimicas presentes no medicamento ainda ndo foram totalmente
elucidadas. Com isso, foi proposta uma mistura de complexos em diferentes
proporcdes de meglumina:Sh, podendo estar no estado de oxidac&o (Ill) ou (V). >+
Além disso, segundo a Farmacopeia Brasileira, a concentracdo de Sb(lll) ndo pode
exceder 4,0 mgmL™.®

O mecanismo de acdo do medicamento ainda nao foi totalmente elucidado,
mas é postulado que o Sh(V) atua como uma pro-droga, sendo convertido a sua
espécie mais toxica, o Sb(lll), que é capaz de inativar a célula do hospedeiro. Outra
teoria € a de que o proprio Sb(V) seria capaz de alterar o processo de B-oxidacdo de
acidos graxos, levando a diminuicdo do nivel de energia (adenosina trifosfato) da
célula do hospedeiro. ’

Os efeitos toxicos ocasionados pelo Sb ainda sé@o pouco conhecidos. Sabe-
se gue a espécie Sh(lll) é cerca de dez vezes mais tdxica que a espécie Sh(V), e as
espécies inorganicas sdo, em geral, mais toxicas que as organicas. ° Nesse sentido,

a determinacdo apenas da concentracdo de Sb total presente na amostra ndo é
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suficiente. Além da diferenca de toxicidade entre as espécies de Sb, existem
estudos que correlacionam a concentracdo de Sb(lll) com a resisténcia do
hospedeiro ao tratamento da Leishmaniose utilizando NMG. > ©

Estudos para determinar a concentracdo das espécies Sb(lll) e Sb(V)
presentes no NMG tém sido realizados utilizando as mais variadas técnicas
analiticas. ® *° Entretanto, nenhum destes estudos faz referéncia ao uso da HG
acoplada a técnicas mais sensiveis e seletivas, como a cromatografia a liquido (LC)
acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
Além disso, poucos trabalhos utilizam o tratamento da amostra com &cido a fim de
liberar o Sb da meglumina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo encontra-se dividida em trés partes. Na primeira delas sera
realizado um breve histérico sobre o uso do antiménio e algumas de suas
propriedades, como a toxicidade. Na segunda parte sera feita uma breve introducao
sobre a Leishmaniose e seu tratamento. Por fim, na terceira parte, € dispendida uma
abordagem sobre a analise de especia¢do quimica e a determinagcdo do antiménio
no antimoniato de meglumina, destacando-se alguns dos principais trabalhos

publicados, bem como descricdo das técnicas utilizadas no presente trabalho.
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2.1. ANTIMONIO

O antimbnio (Sb) € um metaléide que ainda n&o possui atividade biologica
conhecida. ™ Possui a configuracéo externa de orbital [Kr] s?p®. Devido a este fato,
os estados de oxidacdo mais estaveis sdo +lll e +V, podendo ocorrer, ainda, nos
estados 0 e -lll. Encontra-se no meio ambiente principalmente na forma de o6xidos,
hidréxidos, oxoanions e sulfetos. * 2

A estibinita (Sb,S3) € o principal minério encontrado na natureza e possui
grande aplicacdo na producdo de materiais eletrofotograficos. ** Este minério é
produzido, principalmente, por 15 paises, sendo que China, México, Bélgica e
Bolivia correspondem a 87% de toda producdo mundial. A maior parte da reserva
mundial (estimada em 1,8 milhBes de toneladas) esta em territério chinés
(aproximadamente 53% da estibinita existente na crosta terrestre).*? 4
O Sb,03; é amplamente empregado como retardante de chama (na presenca

de compostos halogenados), ** 15

em produtos como adesivos, plasticos, tintas e,
também, como catalisador na producdo de politereftalato de etileno (PET). Além
disso, possui aplicacdo na producdo de diodos devido a sua propriedade de
aumentar a resisténcia mecéanica dos materiais. Seu uso se estende na é&rea
medicinal desde o século XVI, por ser um potente emético, além do tratamento de
doencas parasitarias como a Esquistossomiase e a Leishmaniose, na forma de

tartaro emético e antimoniato de meglumina (NMG), respectivamente. 3

2.1.1. Efeito Toxicolégico do Sb

As informagdes sobre a toxicidade do Sb sao limitadas, contudo sabe-se que o
comportamento toxicol6gico e fisioldgico do Sh no organismo depende do estado de
oxidacéo, da presenca de ligantes e da solubilidade dos compostos.'®*® Além disso,
€ classificado como clastogénico (capaz de quebrar cromossomos) e possivel
agente carcinogénico. Alguns estudos comprovam sua possivel carcinogenicidade,
relatando casos de tumores no pulméo em ratos.*’

As espécies organicas do Sb sdo menos toxicas quando comparadas com as
espécies inorganicas do mesmo. ¥ A espécie trivalente (Sb(lll)) chega a ser dez

vezes mais toxica que a espécie pentavalente (Sb(V)). O Sb(lll) em meio aguoso,
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esta sob a forma de [Sh(OH)3)]°, possuindo maior facilidade para passagem através
de membranas celulares, quando comparado ao Sb(V) que, em meio aquoso,
encontra-se sob a forma [Sb(OH)e)]™ 8 Outra possivel razéo para a elevada diferenca
de toxicidade € devido ao fato de que o Sb(lll) possui maior afinidade aos eritrocitos
e a grupamentos sulfidrila (-SH), constituintes das células e presentes na maioria
das proteinas, ficando, assim, mais facilmente retido nos tecidos e,
consequentemente, bloqueando grupamentos de importancia biolégica. Ja o Sb(V),
por sua vez, é praticamente impermeavel aos eritrocitos, sendo facilmente

excretado. & 16

Mortari et al. %°

realizaram um estudo em pacientes com Leishmaniose que
foram tratados com NMG. Os autores verificaram que o modo de excrecdo do Sb

ocorre principalmente pela urina e que, em sua maior parte, na espécie de Sb(V).

2.2. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa tropical, ndo contagiosa, considerada
uma zoonose, sendo classificada como uma das doengas mundialmente
negligenciadas. 2> #? E ocasionada por protozoarios do género Leishmania que sdo
transmitidos por insetos fémea do género Phlebotomus e Lutzomyia, previamente
infectadas. A manifestacdo clinica da doenca, quando mais branda, ocasiona
Ulceras na pele, em lesdes locais (cutanea), de forma difusa (cutanea difusa) ou,
ainda, desfigurando a pele (mucocutanea). Ja a manifestacdo clinica mais grave
ataca as visceras (chamada de Calazar), podendo levar inclusive a morte caso néo
tratada.™ ?

Encontra-se, também, nomeada como Leishmaniose Tegumentar Americana
que € apenas um meio de abranger tanto a Leishmaniose cutdnea como a
mucocutanea.

Segundo a OMS, a maior incidéncia de casos na forma mucocutanea ocorre
em paises latinos Bolivia, Brasil e Peru. Cerca de 90% dos casos de Leishmaniose
cutanea ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria. Na sua
forma mais letal, a Leishmaniose visceral, ocorre principalmente em Bangladesh,
Nepal, Sudao, norte da Africa, sul da Europa e na América Latina.? Adicionalmente,

conforme a OMS, cerca de 2 milhdes de novos casos sao estimados todos 0s anos,
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entretanto apenas 600 mil s&o oficialmente notificados. Isso ocorre, pois a
Leishmaniose € uma doenca que ocorre, principalmente, afetando pessoas de baixa
renda, que possuem condi¢cdes de habitacdo precarias e sistema imunologico débil.
2,23

No Brasil, a doenc¢a predomina nas regidoes Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste,
estando distribuida em 17 estados. Entre 1985 e 2000 a doenca afetou 422,5 mil
pessoas e no periodo de 2000 a 2012 foram detectados aproximadamente 66,8 mil
novos casos. > Além disso, verificou-se alteracdo no perfil das regides endémicas,
antes concentradas em &reas rurais, agora, também, com registros em areas
urbanas. Essa expansdo da doenca pode ser atribuida a fatores ambientais tais
como desmatamento, construcdo de represas, urbanizacdo, migracao de populacéo
n&o-imune para areas endémicas, dentre outros fatores. 2*

A descoberta da existéncia de agentes etiolégicos ocorreu em 1885 na india,
por Cunningham, que verificou formas amastigotas e, em 1898, Borovisky verificou
ser um protozoario o seu causador. Leishman e Donovan, em 1903, estudaram o
protozoario existente na india e realizaram as primeiras descricdes do mesmo. Em
homenagem aos descobridores, Ross denominou o0s protozoarios como Leishmania
donovani. ' ® Em 1909, Gaspar Vianna correlacionou algumas lesdes ocasionadas
por doencas com o protozodrio do género Leishmania, nomeando-as como
Leishmania braziliensis. *

A partir de 1903, diferentes relatos demonstram que a Leishmaniose Calazar
ndo era uma doenca exclusiva da india, tendo sido registrados casos na China e na

Siria.?®

2.2.1. Tratamento

Por muito tempo, os primeiros tratamentos da Leishmaniose mucocutanea,
consistiam na aplicacdo de Sb(lll) complexado com tartarato de potassio. Todavia, o
Sb(lll) apresentava efeitos adversos muito severos, sendo, entédo, interrompido a sua
utilizacdo em 1923.%? Isto levou a descoberta da eficacia do tratamento utilizando os
antimoniais pentavalentes, o que salvou milhdes de pessoas, levando a indicacdo do
prémio Nobel em 1942 ao seu descobridor, Brahmachari. 2 Acredita-se que a

descoberta da eficacia do Sb(V) complexado com meglumina tenha ocorrido na
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Franca durante a Segunda Guerra Mundial, como um medicamento alternativo ao
gluconato de antiménio (V) sédico.*

Apos estudos melhor elaborados, o mais comum antimonial usado no Brasil,
Franca e em paises de colonizacdo francesa € o Glucantime (antimoniato de N-
metilglucamina). O antimoniato de N-metilglucamina, ou como também conhecido
por NMG é constituido por um principio ativo a base de Sb(V), sem composic¢éo,
nem mecanismo de acdo totalmente elucidados.?” Conforme recomendado pelo
Ministério da Saude, o tratamento da Leishmaniose utilizando NMG consiste na
aplicacado de altas doses (10 - 20 mg/kg/dia) de Sb(V) durante, pelo menos, 4
semanas.® J4 nos paises de colonizacéo inglesa, o Pentostan (também conhecido
como SSG) é o mais usado.” %

Diversos casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes tém sido

relatados, > 22

principalmente, em pacientes com Leishmaniose visceral. Para isso,
algumas drogas de segunda linha, que incluem a pentamidina e a anfotericina B,
tém sido utilizadas. Entretanto, estas drogas possuem alto custo de producdo e
efeitos adversos muito severos, como nauseas, dores localizadas no corpo e até
hiperglicemia. ?® Elas sdo indicadas para o tratamento de Leishmaniose em regides
onde os antimoniais ndo possuem mais efeito, como na india.

A comercializagdo do medicamento é realizada em ampolas de 5 mL, com
aplicacoes injetaveis, aumentando assim sua distribuicdo pelos 6rgéos e tecidos.
Experimentos com antimoniais encapsulados em lipossomos tém sido realizados
para o tratamento de infeccBes por Leishmania donovani em ratos e humanos. A
droga € seletivamente incorporada, através da endocitose, e alcanca o0s
fagolisossomos dos macréfagos, onde se encontram os parasitas. Desta forma,
diminui a toxicidade do medicamento, ja que o mesmo apenas € liberado no local
onde devera atuar. %

Outro estudo para uso de novos medicamentos contra a Leishmaniose esta
sendo realizado pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). 23 Este estudo consiste no
desenvolvimento de um medicamento a base de sulfato de paromomicina em gel a
10%, com principio ativo para a Leishmaniose cutanea. Ademais, tém sido
investigado o uso de vacinas, no entanto ainda n&o foram obtidos resultados
conclusivos em humanos. *® Sendo assim, apesar de diversos estudos com o intuito

de substituir o NMG, ainda se faz uso deste para o tratamento da Leishmaniose.
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2.3. ANTIMONIATO DE MEGLUMINA

Com o objetivo de elucidar qual a férmula estrutural do NMG, Roberts et al.*

realizaram um estudo por medidas de osmolaridade, ressonancia magnética nuclear
de préton, bombardeamento atémico rdpido acoplado a espectrometria de massa e
ionizacdo por eletro-spray acoplado a espectrometria de massa (ESI-MS). A partir
dos resultados das andlises os autores concluiram que o NMG consiste em uma
série de oligbmeros com mistura de complexos, possuindo formula geral
(meglumina-Sb),-meglumina e (meglumina-Sb), , com n variando de 1 a 4. Com
base nas medidas de osmolaridade os autores também verificaram a existéncia de
complexos na proporcédo 1,43 dtomos de Sb por molécula de meglumina.

Frézard et al. *

realizaram estudos para identificar as estruturas quimicas
existentes no SSG e no NMG utilizando ESI-MS, tanto no modo positivo quanto no
modo negativo de ionizacdo, além de medidas de osmolaridade. No caso do NMG
utilizando ESI-MS, foi proposta a existéncia de uma mistura 1:1, 1:2, 2:2 e 2:3 de
Sb(V):meglumina e 1:1 de Sb(lll):meglumina, ambas com importante papel
farmacolégico. Pelos experimentos de osmolaridade concluiram que as
composicdes quimicas do NMG e SSG séo dependentes do tempo de fabricacédo e
da concentracdo. Sendo assim, o NMG é formado por uma mistura de complexos
em diferentes proporc¢des de meglumina:Sb (2:2, 2:3, 1:1 e 2:1). Na Figura 1 estédo

mostradas duas estruturas existentes no NMG. 2’
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Figura 1. Duas estruturas propostas para o complexo meglumina:Sb(V). >/

2.3.1. Mecanismo de Acgéo

O mecanismo de acdo do NMG postulado € que o Sb(V) atua como uma proé-
droga sendo convertido em Sb(lll) no parasita ou no macrofago do hospedeiro.
Desta forma, pode interferir no processo de 3-oxidacao de acidos graxos e glicllise
do parasita, levando a uma deplecdo dos niveis de energia (adenosina trifosfato)
intracelular. * Para que ocorra esta reducdo é necessario a participacdo de
grupamentos tiéis, como a glutationa e a cisteina.!

Outra hipétese existente € que o Sb(V) seja capaz de penetrar na célula do
protozoario e complexar com certas biomoléculas como a adenosina, o0s
ribonucleosideos e a adenosina monofosfatada. Por conseguinte, acaba inibindo a
producdo do DNA. 3 Apesar de existirem diversos estudos com o objetivo de
identificar o modo de agcdo do NMG, estes ainda tém se mostrado insuficientes para
reavaliar a composicdo do medicamento e permitir, desse modo, uma melhor

compreensao da acao farmacolégica e toxicidade do NMG.

2.4. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA

A concentracao total do analito em determinada amostra, em muitos casos, nao
€ suficiente para esclarecer determinados parametros (como composicao,
estabilidade, ciclo biologico, transformacdes, entre outros). Nestes casos, faz-se

necessario o estudo da analise de especiagéo. %3 Segundo a International Union of
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Pure and Applied Chemistry (IUPAC)3* o termo especiacdo é caracterizado pela
distribuicdo das diferentes espécies quimicas de um elemento na amostra. O termo
andlise de especiagcdo € o processo que conduz a identificacdo e quantificacdo das
espécies de um determinado elemento presentes na amostra. Espécie quimica € o
termo relacionado com a forma especifica de um elemento, como o0 estado de
oxidagdo e a estrutura. Quando ocorrem conversdes de uma espécie quimica em
outra, o termo utilizado é transformagcdo de espécies. Ainda, de acordo com a
IUPAC, outro termo utilizado é o fracionamento que é relacionado ao processo de
classificagdo de um elemento ou um grupo de elementos em determinada amostra,
de acordo com as propriedades fisicas (tamanho, solubilidade) ou quimicas (ligagéo,
reatividade).*®

O principal objetivo da analise de especiacdo é a obtencdo de maior
conhecimento sobre a composicao, ciclo bioldgico, as transformacdes e possiveis
interaces das espécies de um determinado elemento em uma amostra.***" A
analise de especiacao quimica pode estar relacionada ao elemento quando presente
em diferentes estados de oxidacdo (como no caso do Cr(lll) e Cr(Vl), ou a
elementos que formam ligagdes com moléculas organicas (como a arsenobetaina e
acido monometil arsénio) ou ainda a diferentes isétopos do mesmo elemento (como
por exemplo, o *3C e o *2C).** %% Um exemplo classico da importancia da analise
de especiacdo é o caso do mercurio (Hg), que quando presente em alimentos na
espécie de metilmercurio (CHsHg") é capaz de ser absorvido pelo organismo até
cem vezes mais do que o mercurio inorganico.'® 3> %

Para realizar analise de especiacdo quimica, deve-se ter muito cuidado para
que n&o ocorra transformacado das espécies quimicas. ** 3" Outro importante cuidado
gue se deve ter € em relacdo a estabilidade das espécies que € dependente da
matriz, radiacdo UV, temperatura, concentracdo de matéria organica, entre outros. **
Estudos para verificar a estabilidade das espécies de Sb em diferentes amostras
foram feitos. Lindeman et al.* fizeram um estudo para verificar a estabilidade de
espécies de Sb e outros elementos, em &gua, urina, extratos de peixe e solo,
utilizando cromatografia de troca aniénica acoplada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS). Apos a avaliacdo de parametros como
temperatura e incidéncia de claridade, os autores verificaram que a melhor condicédo
de armazenagem da solugcéo aquosa foi a 3 °C em ambiente sem iluminagao, sendo

assim, possivel a preservacao das espécies por 2 semanas. No extrato de solo
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armazenado a 3 °C por 3 dias houve conversédo de aproximadamente 15% de Sb(V)
em uma espécie de Sb ndo identificada. Nas amostras de peixe, apds extragdo com
metanol e agua, as espécies de Sb(V) e Sb(lll) foram parcialmente convertidas para
duas novas espécies de Sb nao identificadas. Este estudo demonstra a necessidade
de extremo cuidado no manuseio e armazenagem das amostras.

Na maioria das vezes, para realizar a andlise de especiacdo, tem-se a
necessidade de efetuar uma etapa para preparo da amostra. Este preparo deve ser
sempre em condi¢cbes menos agressivas, a fim de impedir a conversao das espécies
presentes. O preparo varia de acordo com a matriz, além da espécie que se deseja
determinar. Deve-se ter cautela ao realizar o tratamento das amostras, pois a
medida que aumentam o numero de etapas realizadas, aumentam as chances de
ocorrer transformacdo das espécies ou contaminacdo provinda dos equipamentos

ou de reagentes.*®

2.4.1. Técnicas utilizadas para a anélise de especiacao

Usualmente, para realizar a andlise de especiacdo € empregado o
acoplamento de equipamentos, onde as espécies sdo, primeiramente, separadas e
na sequéncia detectadas com um detector sensivel. Com o0 aumento da
disponibilidade de equipamentos com maior sensibilidade, é possivel quantificar as
amostras com limites de detecc&o na faixa de ng L™,

As técnicas mais utilizadas para separacdo de espécies de Sb sdo a
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) ** a cromatografia por excluséo de
tamanho (SEC) ?° e a eletroforese capilar (CE) “°. As técnicas de geracado de hidretos
(HG) e a espectrofotometria (UV-Vis), através do uso de reagentes como o
borohidreto e complexantes seletivos, como o0 bromopirogalol, também sé&o
empregados para a analise de especiacdo de Sb. 9. 41 Dentre as técnicas de
deteccdo pode-se destacar ICP-MS e ICP-OES, as quais serao descritas a seguir,
juntamente com as técnicas de separacdo mais utilizadas para a analise de

especiacao de Sb, HG e LC.
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2.4.1.1. Geragdao de hidretos

A geracao de hidretos € uma técnica consolidada e com seletividade. Consiste
em uma reacao de derivatizacdo das espécies do analito com um agente redutor em
meio &cido, formando o hidreto volatil das espécies. Na equacao 1 tem-se a reacao
geral da HG para Sb. O agente redutor mais utilizado € o borohidreto de sodio
(NaBHy,).

n+ - H30*
S5D(aq) + BHa(aq) — SDHn(g) D

O mecanismo da HG permaneceu por muito tempo com conceitos divergentes.
D’'Ulivo et al. “*** realizaram diversos estudos a fim de sanar estas questdes. Em um

de seus estudos *

, 0S autores verificaram que a teoria mais correta para o
mecanismo € que a formacéo dos hidretos ocorre, nha maioria dos casos, a partir de
intermediarios gerados por sucessivas reacdes dos reagentes, formando o hidreto
volatil.

A temperatura ambiente, os hidretos encontram-se na forma gasosa, sendo
entdo direcionados por um fluxo de gas até o atomizador, que pode este ser uma
cela de quartzo aquecida. Decompondo-se os hidretos no atomizador, forma-se o
vapor atdmico e o sinal analitico é obtido. Os elementos que podem ser analisados
nesta técnica sdo As, Bi, Cd, Hg, Pb, Ge, Se, Sn, Sb, e Te.®

O Sb ao entrar em contato com o NaBH; em meio acido é reduzido para
estibina (SbH3), que é volétil a -17 °C. O SbH3; quando gerado em pH de 2 a 14
provém somente do Sh(lll) e, em pH <1, provém do Sb(V). Sendo assim, com o
controle do pH pode-se controlar a seletividade da reacéo.* *°

As principais vantagens da HG sdo a separacdo do analito da matriz,
seletividade na determinacao nas situacdes em que se tem controle do pH; elevada
eficiéncia na introducéo da amostra ao detector (aproximadamente 100%), obtendo-
se baixos limites de detec¢do (LOD) quando comparado as técnicas que utilizam
nebulizacdo pneumatica.*> *’

A HG é uma técnica capaz apenas de separar 0 analito da matriz, sendo assim,
necessario o acoplamento da mesma a um equipamento de deteccdo. A HG pode

ser realizada no modo on-line, no qual é diretamente acoplado ao detector ou no
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modo off-line, onde primeiro é gerado hidreto e, em seguida ocorre direcionamento
ao detector.*®*° Diferentes trabalhos podem ser encontrados na literatura utilizando

os modos on-line e off-line para a anélise de Sb em diferentes amostras. 10 3% 41 30-

53

Petit de Pefia et al.>® propuseram um sistema on-line automatizado para a
extracao e especiacdo de Sb por HG AAS em tecidos biologicos tratados com NMG.
Para a extracdo das espécies de Sb(V) e Sh(lll) os autores utilizaram acido sulfurico
e acido aceético, respectivamente. A reducao de Sb(V) para Sb(lll) foi realizada com
L-cisteina. O LOD obtido para Sb(lll) foi 1 pg L™ e para Sb(V), foi 0,5 pg L™.

Figueiredo et al.*° desenvolveram um método espectrofotométrico com injecéo
em fluxo para a determinacéo indireta de Sb total e Sbh(lll) em farmacos. A estibina
gerada foi transportada ao detector com o auxilio de um fluxo de ar. Uma solucéo de
K2Cr,O7 foi adicionada ao sistema a fim de reduzir o Cr(VI) para Cr(lll). A
concentragdo de Cr(lll) € monitorada em 610 nm, o qual foi proporcional a
concentracdo de Sb(lll). Diferentes lotes de NMG foram analisados e os resultados
variaram para Sb(V) de 4,43 a 6,53 mg mL™ e para Sb(lll) e de 98 a 121 mg mL™
para Sb total.

A seletividade da técnica na andlise de especiacdo de Sb pode ser aumentada

.*! realizaram um

utilizando-se complexantes para a geracao de hidretos. Flores et a
estudo de andlise de especiacdo de Sh(lll) e verificaram os fatores interferentes
utilizando um sistema HG AAS. Dentre os parametros estudados, foi otimizado o
acido que complexaria com o Sb(V), a fim de suprimir totalmente o sinal referente a
esta espécie. Foram estudados os acidos acético, tartarico, citrico, latico e oxalico,
todos na concentracdo 20% (m/v). Segundo os autores, os acidos tartarico e acético
nao foram capazes de complexar o Sb(V) presente na amostra. J& os acidos oxalico
e latico foram mais efetivos na supressdo do Sb(V), porém ainda apresentavam
pequena intensidade de sinal. Com o &cido oxdlico foi verificado a presenca de um
precipitado, enquanto que o acido citrico foi 0 complexante que proporcionou 0s
melhores resultados para a espécie Sb(lll), sendo, portanto, escolhido. Outros

autores °* °°

também relatam que o &cido citrico € o melhor complexante do Sb(V)
na analise de especiagao de Sb(lll).

Outros parametros importantes na HG sdo volume de amostra, concentracao
de &cido e caminho reacional (tanto na geracdo do hidreto e na complexacdo de

Sb(V), como na determinacédo seletiva de Sb(lll)). Todos estes parametros devem
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ser estudados quando um método de HG acoplado a qualquer técnica é
desenvolvido. As principais técnicas utilizadas para a detecgéo acopladas a HG séo
UV- Vis*°, AAS*°, ICP-MS ®% > e AFS 8¢,

2.4.1.2. Cromatografia a liquido

As técnicas de cromatografia baseiam-se nas diferentes propriedades das
espécies quimicas tais como carga, tamanho, afinidade e hidrofobicidade. * A LC,
em particular, possui grande atratividade para a analise de especiagcdo por possuir
grande flexibilidade o que permite a separacdo simultianea de diferentes espécies,
além de possibilitar a separacdo de complexos. Também, quando acoplada a
técnicas de deteccdo, permite determinar tanto a concentracdo de uma espécie de
um analito, como a concentrac&o total do analito. **

A cromatografia a liquido é classificada em exclusdo molecular, adsorc¢éao,
distribuicdo, afinidade e troca ibnica. Esta Ultima € ainda subdividida em troca
anidnica e troca catibnica.>’ As espécies de Sb, que sdo de maior interesse e que
possuem solucédo de referéncia disponivel (Sb(lll), Sb(V) e trimetilSb(V)), encontram-
se na forma idnica em solucdo aquosa.® Sendo assim, a cromatografia de fons é a
que melhor se adapta para separar as espécies inorganicas de Sb.*

O mecanismo de separacdo da cromatografia de ions é baseado na atracéo
eletrostatica entre os ions da solu¢do e os grupos funcionais da resina da fase
estacionaria. >’ Desta forma, o tempo de retencdo do analito é dependente da
interacdo com a fase estacionaria, enquanto que a separacédo depende do pH e da
forca iénica, da fase mével e do trocador idnico.”’

Para classificar uma separacdo cromatografica, € comum conferir o valor da
resolucao (R) obtida na separacao dos compostos. O valor de R considera o tempo
de retencéo e a largura do pico. Para informagdes qualitativas, um valor de R igual a
1 pode ser considerado.”’

As fases estacionarias mais utilizadas na LC s&o resinas com grupamentos
amonio. As colunas mais utilizadas na separacédo de espécies de Sb em diferentes
amostras sdo PRP-X100 %%, Dionex lonPak >3, ION-120°3, Synchropak>®®°, Pheno-
menex SAX-SB *°, que s&@o escolhidas de acordo com as espécies a serem

determinadas, com a técnica de deteccgéo e a faixa de pH utilizada.
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Em geral, a eluicdo da espécie de Sbh(V) pode ser realizada com diferentes
fases moveis, enquanto que para a espécie Sb(lll) € observado um pico alargado.
Para tentar resolver este problema, faz-se uso de fases mdveis complexantes como
tampdes tartarato de amonio, citrato de sédio, EDTA com ou sem ftalato de potassio.
%9 Pode-se também, utilizar sais inorganicos como fase mével (NH4PO3). &

A LC, bem como a HG, é uma técnica de separagcdo, sendo assim necessario o
acoplamento desta com outras técnicas de deteccdo. Para a deteccédo, as técnicas
mais utilizadas s&o: a espectrometria de fluorescéncia atémica (AFS) %, ICP-MS %% e
a espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
63.

Um grande numero de publicacbes podem ser encontradas sobre a LC
acoplada a técnica de ICP-MS e andlise de especiacédo quimica. Isto se deve ao fato
da LC ser capaz de proporcionar boa separacdo das espécies existentes, ja que as
mesmas interagem com intensidades diferentes entre a fase estacionaria da coluna
cromatografica e a fase movel. A LC-ICP-MS, por sua vez, proporciona grande
seletividade e sensibilidade, permitindo a identificacdo e quantificacdo de algumas

ou todas as espécies presentes nas amostras. *

2.4.1.3. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A ICP-MS é uma técnica versétil para a anélise em baixas concentracdes (ng
L), principalmente na anélise de especiacao, caracterizada por possuir baixos LOD
e ampla faixa linear de trabalho. Apesar disso, a ICP-MS nédo pode ser utilizada
sozinha para a analise de especiacao, ja que todas as espécies de um elemento
introduzidas no equipamento sdo convertidas em ions, devido as altas temperaturas
do plasma. Para tanto, usualmente é realizado o acoplamento de técnicas para a
analise de especiacéo.®

Geralmente, a introducdo da amostra ocorre na forma liquida, podendo
inclusive ocorrer na forma gasosa. Quando na forma liquida, a mesma é
transformada em aerossol com o auxilio de um nebulizador pneumatico ou
ultrassbnico. No entanto, a introducdo da amostra também pode ser na forma
gasosa, sendo introduzida no equipamento por vaporizacdo eletrotérmica,

cromatografia gasosa, HG e ablacéo a laser.®
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A técnica de ICP-MS baseia-se no principio da alta eficiéncia de ionizacao do
plasma, gerando ions carregados positivamente, que, em seguida sao direcionados
e separados por um espectrdmetro de massa. Os ions, depois de formados, séo
amostrados pelo cone de amostragem e skimmer. Os ions selecionados séo
direcionados ao espectrometro de massa, com o auxilio da lente Gptica i6nica. No
espectrobmetro de massa o0s ions sdo separados de acordo, com a sua razao
massa/carga (m/z) e entdo, os fons sdo conduzidos ao detector.®

Como ja fora comentado, para andlise de especiacdo € comum acoplar o ICP-
MS a outras técnicas como a LC e a HG. No caso da LC, para que seja feito o
acoplamento, faz-se uso de uma linha de transferéncia que é conectada diretamente
ao nebulizador do ICP-MS. O diametro e comprimento da linha de transferéncia
devem ser tdo pequenos quanto possiveis para evitar que o volume morto da
interface provoque o alargamento do sinal. 3"

A técnica de ICP-MS possui aplicacdo em andlises de diferentes areas, com
grande aceitacdo na pesquisa farmacéutica. Entre as principais caracteristicas da
técnica, pode-se citar a melhor sensibilidade, a capacidade multielementar, os
baixos limites de deteccdo e a boa precisdo, quando comparada a métodos
convencionais. Por este motivo, esta técnica tem sido indicada cada vez mais em
monografias de analise no controle de qualidade de farmacos e matérias-primas em
diferentes compéndios internacionais, como a Farmacopeia Americana e Euro-

peia. %

2.5. ANALISE DE ESPECIACAO DE Sb

Como ja comentado, diversas técnicas tém sido empregadas para a analise de
especiacdo do Sh. Dentre elas, pode-se destacar HPLC-ICP-MS ** UV-Vis,
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite e geracdo de hidretos (HG
GF AAS), CE-ICP-MS e HPLC-HG AFS. Além disso, métodos eletroquimicos
também tém sido relatados para a analise de especiacdo de Sbh, todavia, para a
maioria dos eletrodos, apenas o Sb(lll) é eletroativo, sendo a espécie Sb(V)
determinada por diferenca. ©” %8
De um modo geral, os estudos de analise de especiacdo de Sb tém sido

realizados em diferentes tipos de amostras, com o intuito de verificar a
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.52 verificaram em

biodisponibilidade e a toxicidade das espécies de Sb. Hansen et a
seus estudos a formacdo de complexos de Sb(V) em urina, iogurte e sucos que
foram selecionadas de acordo com o teor de acido citrico e acido latico, utilizando a
HPLC acoplado ao ESI-MS. Os autores concluiram que a complexacéo do Sb(V) é
extremamente dependente da matriz existente, sendo, portanto, detectados
complexos com citrato, lactose e adenosina com Sb(V).

Um outro estudo realizado por Ulrich et al.*® objetivou separar e quantificar as
espécies Sb(lll) e Sb(V) utilizando cromatografia de troca aniénica e deteccédo por
ICP-MS em extratos de célula de Leishmania Donovani previamente incubadas com
as espécies de Sh. A fase mével utilizada foi &4cido nitrico 15 mmol L™ em pH 6,0. Os
autores verificaram que a fase movel utilizada proporciona baixo sinal de ruido,
melhorando o limite de detec¢do e quantificacdo. Observaram, também, a presenca
de duas espécies de Sb, além das espécies inorganicas livres (Sb(lll) e Sb(V)), que
nao puderam ser identificadas.

Gregori et al. *® desenvolveram uma metodologia para a anélise de especiacdo
de Sb em algas e moluscos de origem marinha, coletados na costa chilena. Os
autores avaliaram como solucbes extratoras de Sb a agua, o metanol e os acidos
citrico e etilenodiaminotetracético (EDTA). A partir dos resultados obtidos concluiram
que, baseando-se na eficiéncia de extracdo e estabilidade, o EDTA € a melhor
solucédo extratora do Sb, por ser um bom agente complexante para a analise de
especiacdo de Sb nestas matrizes. A analise de especiacao foi realizada em uma
coluna de troca aniénica e HG com deteccéo por AFS, sendo somente as espécies
inorgéanicas detectadas.

Um estudo foi realizado por Amereih et al. ® para identificar espécies
inorganicas de Sb em amostras de solo utilizando diluicédo isotépica em HPLC-ICP-
MS. Apés as otimizagBes necessarias, a extracdo foi conduzida com a utilizagédo de
acido citrico 100 mmol L™ em pH 2,08, com radiacdo ultrassénica (banho de
ultrassom) por 45 min a temperatura ambiente. A separacdo cromatogréafica foi
realizada em uma coluna de troca anidnica com fase mével EDTA 10 mmol L * e
acido ftalico 1 mmol L, ambos em pH 4,5. Dos resultados obtidos, a eficiéncia de
extracdo foi de 42% e 6% para Sb(V) e Sb(lll), respectivamente, que foram
comparados com a concentracdo total de Sb em materiais de referéncia certificados
(CRM).
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Com o aumento expressivo do uso do Sb na produgédo de garrafas PET,
diversos trabalhos podem ser encontrados na literatura relacionando a migracao do

I. * conduziram um

Sb para o liquido do interior da garrafa. Snchez-Martinez et a
estudo para identificar a quantidade de Sb capaz de migrar de embalagens PET
para amostras de diferentes meios como agua destilada, &cido acético, etanol, éleo
vegetal e vinagre. Os autores utilizaram como técnica de detec¢éo o ICP-MS e 0 HG
AFS para determinacdo de Sb total, enquanto que a andlise das espécies
migratorias foi realizada por HPLC-ICP-MS. Conclusivamente, verificaram que a
migracao das espécies é dependente da temperatura, do re-uso da embalagem e do
tempo de armazenamento. A espécie encontrada em maior concentracao foi Sh(V).
No vinagre e no suco de maca a migracdo de Sh(V) foi superior que nas outras
solucdes. A solucdo contendo acido acético foi a Unica que apresentou aumento da
concentragéo de Sb devido ao re-uso da embalagem.

Em funcdo dos trabalhos expostos, torna-se evidente que a concentragéo de
Sb é importante em diferentes amostras, pois como ja referido anteriormente, ainda
nao se conhece qual a atividade biolégica do mesmo. Portanto, estudos com o
intuito de determinar a concentracédo de Sb em diferentes amostras tém apresentado

um aumento expressivo na literatura, principalmente em medicamentos, como o
NMG 54, 55, 63, 67-69, 75-77, 80

2.5.1. Analise de especiacdo de Sb em NMG

O estado de oxidacdo dos elementos € de extrema importancia nos
medicamentos, visto que as espécies de um determinado elemento estdo
relacionadas ao efeito terapéutico deste. Além disso, dependendo do estado de
oxidacao, as espécies de um determinado elemento terdo diferenca na mobilidade e
atuac&o no organismo. 2 %

Desde 2002, a Farmacopeia Brasileira apresenta monografia, para o
doseamento da espécie Sb(lll) no NMG por HG AAS ap06s diluicdo da amostra em
agua e complexacdo da espécie Sh(V) com &cido citrico.® Moreira®* determinou a
espécie Sb(lll) em NMG comparando os resultados com o método oficial da
Farmacopeia Brasileira (HG AAS) com um método proposto utilizando HG-ICP-MS e

o método oficial da Farmacopeia Britanica (método titulométrico).>* Esta Gltima
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apenas determina a concentracdo de Sb(lll) em SSG. No método proposto por
Moreira® é utilizado o mesmo principio adotado na Farmacopeia Brasileira. E
realizada a complexacdo de Sb(V) com acido citrico e, em seguida, a geracdo da
estibina (SbH3) proveniente apenas do Sb(lll), e deteccdo por ICP-MS. A
concentracdo de Sb(lll) obtida utilizando o método da Farmacopeia Britanica foi 2,3
mg mL™. J& para o método proposto e o método oficial da Farmacopeia Brasileira,
nao houve diferenca significativa entre os resultados obtidos para o Sb(lll), sendo
0,29 mg mL™* e 0,30 mg mL™?, respectivamente.

Outro método para a determinacdo das espécies Sb(lll) e Sb(V) desenvolvido
por tukaszczyk et al. 3, baseia-se na retencéo de cloro complexos de Sb(lll) em
resina de troca anibnica, seguida da eluicdo com acido cloridrico (HCI) e
determinacdo por ICP OES. As amostras foram diluidas em HCI 1,5 mol L™ para
guebrar os complexos existentes na amostra de NMG. Primeiramente, as amostras
foram introduzidas em uma coluna de troca anidnica e na sequéncia foi passado HCI
1,5 mol L™ para liberar o Sb(V). Em seguida, os cloro complexos de Sb(lll) foram
eluidos com &gua deionizada. Os LODs obtidos para as espécies Sb(lll) e Sb(V)
foram, aproximadamente, 32 e 52 pg L, respectivamente. J& as concentracées das
espécies Sh(lll) e Sb(V) determinadas na amostra foram 0,20 + 0,01 e 80 + 2,1 mg
mL™, respectivamente.

Flores et al. #*

em seu trabalho objetivaram a determinagéo seletiva de Sb(lll)
em medicamento utilizando a andlise por injecdo em fluxo para geracdo de hidretos
(FIA-HG) e deteccéo por AAS. Para tanto, diferentes condigbes foram avaliadas, tais
como as concentracfes dos acidos complexantes, a concentracdo do NaBH4, o
volume injetado no sistema FIA, o comprimento do caminho de reacéo, a vazao do
gas carreador e a influéncia de interferentes na amostra. A condicdo na qual o acido
suprimisse totalmente o sinal do Sb(V), sem alterar a intensidade do sinal do Sb(lll)
foi a escolhida. Esta condi¢do foi com 20% (m/v) de acido citrico, 2,0% (m/v) de
NaBH,, 125 pL de amostra e 180 cm de caminho reacional. As concentracdes de
Sb(lll) em diferentes amostras variaram de 2,1 a 5,1 mg mL™ e, para Sb total, a
concentracao ficou na faixa de 102,9 a 83,5 mg mL™,

Um meétodo que utiliza voltametria adsortiva e complexacao da espécie Sb(lll)
com bromopirogalol foi desenvolvido por Gonzalez et al. ®" para determinar Sh(lll),
utilizando calibragdo multivariada, isto é, regressdo dos minimos quadrados parciais.

A concentracdo da espécie Sb(V) foi obtida pela diferenca entre Sb total e Sb(lll).
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Depois das otimizagBes necessarias, 0s LODs para as espécies Sh(lll) e Sb(V)
foram 0,013 e 1,15 ng L™, nesta ordem. O método foi aplicado para amostra de NMG
e as concentracdes obtidas de Sbh(lll) e Sb(V) foram 7,82 mg mL™ e 78,78 mg mL™,
respectivamente.

Almeida et al. ° desenvolveram um sistema FIA com deteccdo UV-Vis para a
determinacao de Sb(lll) e Sb total no NMG. Com o intuito de melhorar a seletividade
foi utilizado bromopirogalol, pois este complexa com Sb(lll), em um meio de Triton X-
100. O Sb total foi determinado apds a reducéao do Sh(V) para Sb(lll) com Kl e acido
ascorbico. As amostras também foram submetidas a radiagdo ultrassénica (banho
de ultrassom) durante 10 min para garantir que todo Sb complexado com meglumina
fosse liberado, melhorando a exatiddo do método (recuperacdo aumentou de 88,3%
para 99,8%). Ap6s as otimizagdes necessarias, o LOD foi de 29 ng mL™. Ao todo,
trés amostras de NMG foram analisadas, de modo que, e a concentracao de Sb(lll)
ficou entre 2,23 e 3,01 mg mL™ e 75,20 a 84,00 mg mL™, para Sb(V), sendo este
altimo resultado obtido pela subtracdo entre Sh(lll) e Sb total.

Santos " desenvolveu um método para a determinacéo das espécies Sh(lll),
Pb(Il) em NMG utilizando um sistema de injecdo em fluxo com extracdo em fase
sélida (FI-SPE) e determinacdo por F AAS. Apés as otimiza¢cdes dos parametros,
como vazdo da amostra, vazdo do eluente, tempo de pré-concentragdo e pH, foi
verificado que a melhor condicdo para eluir o Sb(lll) ocorre com HCl 2 mol L™
utilizando uma coluna contendo o complexante 8-hidroxiquinolina. A concentracao
de Sb(lll) encontrada e o LOD obtido no NMG foram de 2,8 mg mL™ e 0,01 mg mL™,
na devida ordem.

Outro método foi desenvolvido por Flores et al. **

para a especiacao de Sb em
NMG utilizando a técnica HG AAS. Este método se baseou na geracao seletiva do
hidreto de Sb(lll) na presenca de &cido citrico, jA que este Ultimo é capaz de
complexar com a espécie Sb(V). Uma vez realizadas as devidas otimizacdes
necessarias, as concentracées de Sbh(lll) em NMG foram de 1,6 a 3,1 mg mL™.
Conforme mencionado anteriormente, o NMG é composto, além das espécies
inorganicas livres de Sb(lll) e Sb(V), por espécies complexadas de Sb com

meglumina. Poucos séo os estudos’®

gue relatam a analise de especiacdo de Sb
utilizando algum método de preparo para quebrar a ligacdo existente entre o0s
complexos de meglumina:Sb, assegurando que nao haja conversdo das espécies

presentes no medicamento. Nesse contexto, Séby et al. "® desenvolveram dois
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métodos para especiacdo de Sb em NMG. Um deles utiliza a cromatografia de troca
anidnica (coluna PRP-X100) com detecc¢éo por ICP-MS, enquanto que o outro utiliza
a polarografia de pulso diferencial (DPP). No primeiro método, as amostras de NMG
foram sintetizadas e diluidas em HCI 5 mol L™ para que fossem quebrados os
complexos existentes entre meglumina:Sh. J& no segundo método foi adicionado 20
mL de HCI 0,6 mol L™, com a finalidade de solubilizar o p6 e de minimizar possivel
reducdo da espécie Sb(V). A concentracdo obtida pelos dois métodos para as
espécies Sh(lll) e Sb(V) foram estatisticamente semelhantes, e ficaram no intervalo
de 0,13 a 0,17 mg mL™ para a espécie Sh(lll) e 75,4 a 84 mg mL™ para a espécie
Sb(V).

Outro trabalho a utilizar um método eletroquimico foi elaborado por Santos et

al. ”’

no qual as amostras de NMG foram diluidas em HCI 0,5 mol L™* e por
conseguinte analisadas por potenciometria de redissolucdo anddica (PSA) com
eletrodo de pasta de nanotubo de carbono. Finalizadas as otimiza¢gdes necessarias,
a concentracdo de Sb(lll) obtida no NMG foi de 0,24 a 0,28 mgmL™" e de 88,2 a 92,4
mg mL™ para o Sb(V) (determinado por diferenca do Sb total e Sb(lll)).

Na Tabela 1 estdo resumidos os resultados obtidos para os trabalhos descritos

anteriormente sobre a determinagéo de Sb em NMG.
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Tabela 1. Resumo de trabalhos sobre a determinacgdo das espécies de Sb em NMG.

Técnica Preparo da amostra Sb(lll) mg mL* Sb(V) mgmL* Sb total mg mL™ Referéncia
FI-HG-UV-Vis Diluigdo em dzge‘;?a%tmsme”to com 4,059 ; 98- 121 Figueiredo et al. *°
ICP OES Complexacao e diluicdo em HCI 1,5 mol L™ 0,2 80,0 81,2 - 83 tukaszczyk et al.
Voltametria Adsortiva Diluicdo em agua 7.8 78,8 84 Gonzalez et al. ®’
FI-UV-Vis Complexacao e sonicagdo 3,0 75,2 78,5 —-85,5 Almeida et al.®
HG ICP-MS Diluicio em agua e complexacéo 0,3 - 73-79 Moreira >*
Fl - F AAS SPE 2,8 - - Santos "
FI- HG AAS Complexacao e diluicio 2,1-51 - 83 -103 Flores et al. **
HG AAS Complexacéao e diluicdo 16-31 - 84 -110 Flores et al. >
DPP HCI 0,6 mol L™ 0,16 - - Séby et al. "
HPLC-ICP-MS Diluicio e HCI 5 mol L™ 0,15 75-81 - Séby et al.

PSA Diluicdo e HCI 0,5 mol L™ 0,24- 0,28 88,2-924 89 - 93 Santos et al. ”*
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Como pode ser observado na Tabela 1, h4 uma discrepancia entre os
resultados obtidos para métodos oficiais e propostos nos diferentes trabalhos. Uma
das causas para essa discrepancia pode ser atribuida a forma com a qual o Sb(lll)
encontra-se na amostra. Em algumas delas, a espécie de Sb(lll) se encontra na
forma inorganica livre, enquanto que em outras na forma complexada com
meglumina. Provavelmente nem todos métodos sdo capazes de determinar ambas
as espeécies, 0 que pode levar a resultados diferentes. Adicionalmente, como a
relacdo entre a concentracdo de Sb(V) e Sh(lll) pode chegar a um fator de até cem
vezes maior, o Sb(V) pode acabar se tornando um interferente no método utilizado,
durante a determinagé&o de Sh(lll).

Apesar da quantidade de trabalhos descritos na literatura, poucos fazem
referéncia a determinacdo seletiva de Sb(lll) e Sb(V) no farmaco com tratamento
acido. Nesse sentido, é bastante comum realizar a determinacdo de uma das
espécies e a outra calculada por diferenca. Quando uma das espécies é
determinada por diferenca, a concentracdo da outra espécie € influenciada pelo
desvio padrdo da espécie quantificada, podendo ocasionar erros de exatiddo e

preciséo.



3. OBJETIVOS

Ancorado no que fora exposto até entdo, pode-se verificar que ha uma
discrepancia na concentracdo das espécies de Sb no NMG obtidos por diferentes
autores. Nesse mesmo sentido, ressalta-se que poucos trabalhos fazem uso de
técnicas seletivas, como a HG e a LC com tratamento das amostras de NMG. Desta
forma, os objetivos deste trabalho sdo: otimizar a separagdo cromatografica das
espécies presentes no medicamento; desenvolver um método para a analise de
especiacdo utilizando as técnicas LC-ICP-MS e LC-HG-ICP-MS e comparar 0s
resultados obtidos; explorar o tratamento &cido da amostra, a fim de converter as
espécies complexadas de meglumina:Sb, nas respectivas espécies inorganicas
livres (Sb(lll) e Sb(V)).



4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo séo descritos 0s materiais, instrumentos e reagentes
utilizados para a consecucédo dos objetivos supra-apresentados. Em virtude disso,
nas se¢des que sucedem este capitulo sdo descritas as metodologias empregadas
utilizando LC-ICP-MS, LC-HG-ICP-MS, ICP OES e a separacéo das espécies Sb(lll)
e Sb(V).
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4.1. INSTRUMENTACAO

4.1.1. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

As determinacdes por ICP-MS foram realizadas empregando o seguinte
equipamento: um espectrobmetro de massa com plasma indutivamente acoplado
PerkinElmer SCIEX (ELAN DRC IlI, http://www.perkinelmer.com, EUA); um
nebulizador pneumatico Meinhard (tipo A, http://www.meinhard.com, EUA); uma
camara de nebulizacao ciclénica (Glass Expasion, http://www.geicp.com, Australia);
uma tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de diametro interno; e Argénio com
99,998% de pureza (White martins, http://www.whitemartins.com.br, Brasil) foi
utiizado para gerar o plasma. Na Tabela 2 sdo mostrados 0s parametros

operacionais utilizados.

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

Parametros Condicobes
Poténcia RF, W 1300
Vaz&o de Ar L min™ Principal 12
Intermediario 1,2
Nebulizador 1,0
Cone de amostragem e “Skimmer” Pt
Resolucéo, u 0,7
m/z monitorado 121
Varreduras/leituras, Sweeps/reading 1
Leituras/replicata 1
Replicatas 11650
“Dwell time”, ms 100

Lente ibnica Auto lens: on
Modo de medida Peak hopping
Modo de operacéo do detector Dual

Diariamente foram avaliadas as principais condicdes de operacdo do
equipamento de ICP-MS e, quando necessario, as mesmas foram ajustadas.

Conforme recomendacdes do fabricante, foi monitorada a intensidade do sinal obtido

115|n+
'

para (indicado para ser superior a 30.000 contagens s, cps); a menor
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formacdo de Oxidos, avaliada pela razdo das intensidades da espécie poliatbmica
140ce’®0* por °Ce” (indicado para ser inferior a 3% da intensidade obtida para o

140ce"); e a menor intensidade para o jon ***Ba*™

(indicado para inferior a 3% em
relacdo ao **Ba’). A avaliacéo foi realizada a partir de uma solucgéo contendo 1 pg
L* de In e Ce e 10 pug L* de Ba. Também, é recomendado que o ruido do
instrumento seja inferior a 2 cps na razdo m/z 8,5 e m/z 220. Ajustes na calibracdo
do detector e no quadrupolo (calibracdo de massa), por exemplo, foram realizados
com menor frequéncia, apenas quando necessario, conforme indicacdes do
fabricante.”®

A determinacao do Sb foi realizada pelo monitoramento do is6topo **Sb (57%),
por ser o mais abundante. O outro is6topo é o **Sb com abundancia de 43%.
Ambos os is6topos possuem pouca interferéncia espectral (isobérica, poliatbmica e

oxidos).

4.1.2. Cromatografia a liquido

A separacdo das espécies de antimbnio foi realizada em um sistema
cromatografico composto por uma bomba quaternaria (PerkinElmer, modelo Series
200 LC Pump), um degaseificador a vacuo (PerkinElmer, modelo Series 200
Vacuum Degasser), uma valvula injetora manual Rheodine com uma alca de
amostragem de poli(éter-éter-cetona) (PEEK) de 200 pL e uma coluna de troca
anibénica (Hamilton, PRP-X100, 250 x 4,1 mm, d.i., 10 um de didametro de particula -
http://www.hamiltoncompany.com, EUA) preenchida com resina de poliestireno
divinil benzeno (PSDVB) com grupos funcionais trimetilaménio. A pré-coluna
utilizada € constituida do mesmo material da coluna. A saida da coluna
cromatografica foi acoplada diretamente ao nebulizador pneumatico do instrumento
de ICP-MS através de um capilar de PEEK (Upchurch Scientific,
http://www.upchurch.com, EUA, 0,007 mm de d.i. e 10 cm de comprimento). A
injecdo das solucdes na alca de amostragem do cromatografo foi executada
manualmente através de uma seringa com capacidade para 5 mL (Henke-Sass Wolf
GmbH, http://www.henkesasswolf.de, Alemanha). A vazéo da fase movel foi avaliada
de 0,25 a 1,75 mL min™. Na Figura 2 estad demonstrado o esquema do sistema
utilizado para LC-ICP-MS.
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Figura 2. Sistema LC-ICP-MS empregado. 1- Fases moveis; 2- Degaseificador a vacuo; 3- Bomba de
LC; 4- Alca de amostragem e injetor; 5- Pré-coluna; 6- Coluna de troca anibnica; 7-
Nebulizador; 8- Camara de nebulizacéo; 9 e 10- ICP-MS.

4.1.3. Injecdo em fluxo com geragéo de hidretos

O sistema para HG foi acoplado a saida da coluna cromatografica para
derivatizacao pos-coluna. O sistema foi projetado no préprio laboratério (Laboratoério
de Andlises Quimicas Industriais e Ambientais - UFSM) e é constituido por uma
bomba peristéltica de oito canais (Gilson, MiniPlus 3, Franca) para a propulsdo das
solugdes, tubos de Tygon de diferentes diametros internos e tubos de polietileno (d.i.
0,8 mm) para carrear as solugbdes, um separador gas/liquido do tipo em “U” (10 cm
de comprimento e 1,5 cm d.i.) e um injetor-comutador em acrilico para injetar a
amostra. Este sistema foi acoplado ao instrumento de ICP-MS para a determinacao
seletiva da espécie Sh(lll), conforme descrito por Moreira. >*

O ajuste necessario do sistema para se obter sinal com maior intensidade para
Sb(lll) j& foi descrito na literatura >* e, portanto, ndo foram otimizados neste trabalho.
O sistema para HG possui trés entradas: uma para a amostra, outra para o acido
citrico e a terceira para o borohidreto de sddio. A quantificacdo das amostras foi

realizada por integrac@o da érea obtida pelo sinal analitico.
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4.1.4. Espectrometria de emissdo O6ptica com plasma indutivamente acoplado

Para as determinacdes de Sb total foi utilizado um espectrémetro de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer, modelo Optima DV 4300,
EUA) com configuracao de vista axial e radial, sendo utilizada apenas a vista axial. A
introdugdo da amostra no equipamento foi conduzida utilizando um nebulizador
pneumatico do tipo Gemcone e tocha com tubo injetor de alumina de 2 mm de d. i..
O plasma foi gerado utilizando-se argbnio conforme citado na Subsecdo 4.1.1.
Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Na Tabela 3 estao
descritos os parametros operacionais do instrumento de ICP OES.

Tabela 3. Pardmetros operacionais do instrumento de ICP OES.

Parametros Condicdes
Poténcia RF, W 1400
Vazéo de Ar, L min™* Principal 12

Intermediario 0,2

Nebulizador 0,7
Céamara de nebulizacao Ciclbnica
Visualizacao do plasma Axial
Linhas de emissao atbmicas monitoradas, nm 206,834; 217,582
Replicatas 3

4.2. REAGENTES

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solu¢gbes foram
preparadas com agua previamente destilada e deionizada em uma coluna de troca
ibnica convencional e purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA), obtendo
resistividade igual a 18,2 MQ cm.

As solucdes de referéncia das espécies de Sb foram preparadas diariamente
a partir de diluicdes de solucéo de tartarato de antiménio e potassio (1000 mg mL™)
para Sb(Ill) e hexahidréxido de antiménio e potassio (KSb(OH)s, 1000 mg mL™) para
Sb(V). A quantificacdo das espécies de Sb foi realizada com o auxilio do software
WInFAAS (EUA) por intensidade de sinal integrado.
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No tratamento da amostra foram utilizados HCI (36%, 1,18 kg L™, Merck,
Alemanha), e &cido nitrico (HNOs, 65%, 1,4 kg L™, Merck, Alemanha), utilizado como
fase movel e para ajuste do pH da mesma. Os acidos foram purificados com o uso
de um sistema sub-boiling da Milestone (modelo duoPUR 2.01E, Itélia). A fase movel
de EDTA (Reagen, Brasil) foi preparada pela dissolucdo do sélido com hidroxido de
amonio (NH4OH 30%, 0,88 kg L™, Merck, Alemanha). Todas as solucées foram

armazenadas em frascos de polietileno a 4 °C.

4.3. MATERIAIS DIVERSOS

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca digital Shimadzu, com
resolucao de 0,0001 g e capacidade de 220 g (modelo AY 220, Japao).

O pH das solugdes foi determinado em potencidmetro digital (Metrohm, modelo
781 pH/ion Meter, Suica), com resolucéo de 0,01 unidades de pH, equipado com
eletrodo de vidro combinado (Metrohm, modelo 6.0258.010) e sensor de
temperatura.

O separador géas-liquido utilizado foi confeccionado no Laboratério de
Hialotecnia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

4.4. AMOSTRAS E TRATAMENTO

As amostras de NMG utilizadas estdo na forma de ampolas de 5 mL com
concentracdo declarada de 81000 mg L™ de antiménio total em solucdo aquosa
(Sanofi Aventis, Brasil). Estas amostras foram diluidas 400.000 e 100.000 vezes
para posterior analise por LC-ICP-MS e LC-HG-ICP-MS, respectivamente, com o
intuito de minimizar os problemas de interferéncia de matriz, pois a concentracdo de
Sb esta na ordem de mg mL™, como j& mencionado em trabalhos anteriores. 2 >

As amostras foram diluidas 400.000 vezes em agua e também em HCI 1, 2, 3,
4 e 5 mol L. Iniciaimente, as amostras foram diluidas por um fator de 1.000 vezes
em agua ou no acido, e, em seguida, mais 400 vezes em agua. Na diluicdo em
acido, as amostras foram previamente desareadas com argonio, inserindo o tubo de

polietileno em um dispositivo para saida de argdnio na vazdo 0,4 L min™ por 30 min,
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como descrito por Séby et al.”. Posteriormente, foram analisadas no sistema LC-
ICP-MS. Os ensaios de recuperacdo de Sb(lll) e Sb(V) foram realizados para
verificar possiveis interferéncias oriundas da amostra. As amostras também foram
analisadas por LC-HG-ICP-MS com o intuito de confirmar os resultados obtidos para
Sb(lll) por LC-ICP-MS.

4.5. SEPARACAO CROMATOGRAFICA DAS ESPECIES

Para o estabelecimento dos principais parametros que influenciam na
separacao cromatografica das espécies de Sb, utilizando coluna de troca aniénica, e
para o ajuste do melhor desempenho do sistema LC-ICP-MS, foram utilizadas
solucdes de referéncia de Sb(lll) e Sb(V) e solucdes diluidas de NMG. Em um
primeiro momento, foram avaliados os seguintes parametros da fase mével: tipo,
concentracdo, vazao e condicdo isocratica ou gradiente da eluicéo.

Para garantir uma boa reprodutibilidade na separacdo cromatografica, as
injecbes das amostras e solucdo referéncia foram precedidas de etapas de
condicionamento da coluna. Essa etapa foi realizada durante 5 min com as fases
moveis utilizadas.

39, 54, 62,69, 73 55 fases moveis avaliadas foram HNO3

De acordo com a literatura,
(15 mmol L™, em pH 6,0) ® e EDTA (em diferentes concentracdes e em pH 4,5). Os
parametros avaliados foram a vazéo das fases moveis (na faixa de 0,25 a 1,75 mL
min™), o efeito do cloreto de litio (LiCl, Merck, Alemanha) e do metanol (Carlo Erba,

Italia) na fase movel de EDTA.

4.6. DETERMINACAO DE Sb(lll) POR LC-HG-ICP-MS

As condi¢cdes do equipamento de ICP-MS foram as mesmas descritas na
Tabela 3. Na Figura 3 tem-se um esquema do sistema LC-HG-ICP-MS utilizado no
presente trabalho. O sistema LC-HG-ICP-MS é semelhante ao sistema LC-ICP-MS,
porém agora possui a derivatizacdo para formacdo do hidreto volatil na saida da

coluna cromatografica.
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Fase
mdével A| | mével B

Figura 3. Sistema LC-HG-ICP-MS. 1- Fases moveis; 2- Degaseificador a vacuo; 3- Bomba de LC; 4-
Alca de amostragem e injetor; 5- Pré-coluna; 6- Coluna de troca anibnica; 7- Bomba
peristaltica; 8- Entrada de &cido citrico (2,0 mL min™); 9- Entrada de NaBH, (2,0 mL min™);
10- Caminho reacional (300 cm); 11- Entrada de argbnio; 12- Separador gas-liquido; 13-
Descarte; 14 e 15- ICP-MS.

4.7. DETERMINACAO DE Sb(lll) POR FI-HG-ICP-MS

O sistema FI-HG-ICP-MS utilizado neste trabalho é semelhante ao descrito por
Moreira **, com as condicées do sistema de HG descritas na Subsecdo 4.1.3.
(Injecdo em fluxo com geracado de hidretos). As condi¢cdes do equipamento de ICP-
MS sao as mesmas descritas na Tabela 3, exceto o Dwell time (40 ms) e Replicatas
(700).

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

Como ainda néo se dispde de materiais certificados para avaliar a exatiddo dos
resultados, os métodos foram avaliados por testes de recuperacdo a partir das
solucdes referéncia de Sb(lll) e Sb(V). Sendo assim, foram adicionadas, na amostra
guantidades conhecidas das espécies de Sbh, dependendo da diluicdo empregada e
da concentracéo de cada espécie de Sb previamente quantificada.
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Na Figura 4 esta apresentado um esquema com as principais otimizacdes
realizadas no presente trabalho, bem como as espécies possiveis de serem

determinadas em cada técnica utilizada.

Amostra de antimoniato de meglumina

DILUICAO EM AGUA EEM HCI 1, 2, 3,4 e 5mol L

meglumina:Sb, Sb(V) e Sb(lll) meglumina:Sb(lll) e Sh(lll)

meglumina:Sb(lll) e Sb(lll) Sb total

Otimizacao da fase movel

(vazso] Concenvasto

EDTA | HNO,

Figura 4. Esquema das técnicas utilizadas no presente trabalho.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para as
espécies de Sb, utilizando as técnicas LC-ICP-MS e LC-HG-ICP-MS empregando ou
ndo o tratamento &cido das amostras de NMG. Inicialmente s@o descritos e
avaliados os resultados para as otimizacdes realizadas na separacao cromatografica
das espécies presentes no medicamento. Por fim, sdo referendados os resultados
obtidos na analise de especiacéo de Sb.
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5.1. OTIMIZACAO DO SISTEMA LC-ICP-MS

5.1.1. Ajuste do instrumento de ICP-MS

As condigbes do instrumento de ICP-MS foram diariamente avaliadas e
otimizadas, atendendo ao disposto na Subsecédo 4.1.1 (Espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado) e, mais especificamente na Tabela 2. Tanto
nas determinac6es realizadas por LC-ICP-MS como por LC-HG-ICP-MS, o gas
nebulizador foi avaliado de 0,90 e 1,30 L min™, sendo fixada em 1,00 L min™, pois
esta foi a condicdo que proporcionou melhor razdo sinal/ruido. As demais condi¢des

do instrumento de ICP-MS estao descritas na Tabela 2.

5.1.2. Escolha das condi¢Bes para a separacao cromatografica

A separacdo cromatografica € dependente da afinidade das espécies de
interesse com a fase mével e estacionaria.'® ° Além disso, o pH exerce grande
influéncia no estado de oxidacdo das espécies. Em solucdo aquosa, a espécie Sb(V)
esta na forma [Sb(OH)g] em valores de pH de 2,7 a 10,4. Salienta-se contudo, que a
solucéo de referéncia da espécie Sb(V) utilizada foi preparada a partir de KSb(OH)s,
enquanto que o Sb(lll), em meio aquoso, preparado em tartarato de potassio, o qual
pode ser encontrado nas formas [Sb(OH)4] ou [SbO;], em pH inferior a 3,0. Em pH
entre 3,0 e 7,0, o Sb(lll) forma complexos com carga 2-. Por exemplo, quando
complexado com tartarato, o Sb(lll) forma o complexo de férmula estrutural
[Sb2(C406H2)-]*. ** 1% 8 81 Como o pH do medicamento esta entre 5,5 e 7,5, foi
considerado que as espécies inorganicas livres de Sb estardo na forma anidnica.

20, 56- 69

Segundo a literatura, a coluna PRP-X100 é a mais utilizada para realizar

a separacao das espécies de Sb. Neste trabalho, ndo foram realizados testes com
outras colunas, pois a PRP-X100 é uma coluna trocadora de anions e, como ja
mencionado, as espécies de Sb no pH do medicamento estardo preferencialmente

3. 34 depois de realizarem

82)

na forma anibnica. Além disso, outros trabalhos 16,

otimizacbes com diferentes colunas (lonPac, >* Supelcosil 6 e Phenomenex
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reportam que a PRP-X100 é a resina capaz de proporcionar melhor resolucdo na
separacédo das espécies de Sb no NMG.

As condic¢des otimizadas para a separacdo cromatografica foram a composicao
da fase modvel, sua vazdo e concentracdo, a fim de obter melhor resolucdo na
separacédo e quantificacdo das espécies de Sb. Para isso, as fases moveis testadas
foram HNO3;, EDTA e agua. Essas fases moveis foram adotadas, pois sdo as mais
utilizadas para a separacdo cromatografica das espécies de Sb, tanto no
medicamento, como em outras matrizes. 2> ** ® Adicionalmente, foram testados o
LiCl e o metanol como modificadores na fase mével de EDTA, ambos descritos

como melhoradores da resolucdo na separacéo cromatografica. 2" 8

5.1.2.1. Fase movel EDTA

Inicialmente a fase moével testada foi o EDTA, no modo de elui¢céo isocratico. A
concentracdo de EDTA avaliada foi variada de 1 a 20 mmol L™, j& que é esta a faixa
de concentracdo mais reportada na literatura. "% 8 N&o foram avaliadas con-
centragbes maiores, para evitar a possivel formagéo de residuos sobre a interface
do ICP-MS.*® 8 O pH da fase mével ndo foi otimizado, pois todos os trabalhos
encontrados na literatura, concordam que a melhor separacao obtida ocorre em pH
4’5. 20, 54, 62, 64, 82

Na Figura 5 € ilustrado o cromatograma obtido na separa¢do cromatografica
das solucbes de referéncia das espécies Sb(lll) e Sb(V) utilizando diferentes
concentracbes de EDTA como fase mével. O programa utilizado para realizar a
separacdo das espécies de Sb na solucdo de referéncia foi parametrizado com

100% de EDTA e vazdo fixada em 1,0 mL min durante 30 min.
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Figura 5. (a) Cromatograma da separacdo de Sbh(lll) e Sb(V) em solucdo de referéncia
empregando EDTA como fase mével em pH 4,5, na vazdo 1,0 mL min™, utilizando o

sistema LC-ICP-MS; (b) ampliacdo de 20 vezes do cromatograma (a).

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 5, verifica-se que a
medida que a concentracdo de EDTA aumenta, tanto o sinal do Sb(V) (sinais que
aparecem em até 5 min) como o sinal do Sb(lll), ficam mais estreitos e eluem em
tempos menores, tornando-se menos assimétricos e alargados. A solucdo de EDTA
a 20 mmol L™ proporcionou uma boa separacéo, com sinais simétricos para as duas

espécies e eluicdo em 6 min. Nas demais concentracées (1, 5 e 10 mmol L) pode-
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se verificar que o sinal de Sb(lll) se tornou mais alargado. Por este motivo, a
concentracéo de 20 mmol L™ de EDTA foi adotada para os testes subsequentes.
A retencao prolongada observada para a espécie Sb(lll) ja era esperada, pois

54.55,69. 73 13 haviam relatado este comportamento. Além do que ja

diversos autores
fora exposto, os complexos formados por Sb(lll)-EDTA possuem carga 2- e, portanto
maior afinidade pela resina da fase estacionaria. Além disso, devido ao fato de estar
ligado em 4 posi¢cbes, com numero de coordenacado 4, a interacdo com a resina é
mais forte. >* 8 8

Por outro lado, o complexo Sb(V)-EDTA possui carga 1- e, por isso, menor
afinidade pela resina da fase estacionaria. '® Ademais, o Sb(V) detém nimero de
coordenacao 6, com geometria octaédrica, ocasionando interacdes mais fracas com
a resina da coluna e, consequentemente, eluindo em menos tempo. Isto resulta em
um sinal mais estreito e simétrico. >* 8% 83

Desta forma, a fase moével foi fixada em 20 mmol L™ de EDTA a 1,0 mL min™
para a analise da amostra de NMG. O cromatograma obtido a partir do NMG é

mostrado na Figura 6.

complexos
800
700
-~ 600 _ . . -
& Sb(V) Solugéo referéncia das espécies
— de Sb
2 500 ~  Amostra diluida em agua
O
3]
3 400
B
2
@ 300
k=
200
100 Sh(lll)
0
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 6. Cromatograma obtido da separacao das espécies de Sb presentes no medicamento e da
solucdo de referéncia das espécies de Sb utilizando como fase mével EDTA 20 mmol L™,
a 1,00 mL min™ no sistema LC-ICP-MS.
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Conforme mostrado na Figura 6, pode-se verificar que as espécies inorganicas
livres presentes na amostra eluem no mesmo tempo de retencdo das solucdes de
referéncia de Sh(lll) e Sb(V). Também, pode-se perceber a existéncia de outros dois
sinais que ndo correspondem ao tempo de retencdo das solucdes de referéncia
disponiveis (Sb(lll) e Sb(V)). Na literatura, cromatogramas semelhantes foram
obtidos por Séby et al.”® e por Moreira®*, utilizando condi¢cdes similares as apresen-
tadas no presente trabalho. Nos experimentos de Moreira®* os sinais em 1,7 e 2,2
min. foram atribuidos como sendo referentes aos complexos de Sb(lll) e Sb(V),
respectivamente. Entretanto, somente o Sb(lll) e o Sb(V) (sinais em 4,4 min. e 6,9
min., respectivamente) foram quantificados, em fun¢cdo de n&o existirem compostos
de Sb de referéncia iguais aos contidos na amostra (sinais relativos aos dois
primeiros picos) e da sua incompleta separacdo. Os sinais em 1,7 e 2,2 min. foram
atribuidos aos complexos Sb(lll) e Sb(V) com a meglumina, respectivamente, apds
estudos empregando a geracao de hidretos pos-coluna. Em determinadas condi¢cdes

de reacdo de geracdo de hidretos **

somente o Sb(lll) forma estibina (SbHs3).
Portanto, com geracdo de hidretos pds-coluna somente as espécies de Sb(lll) sédo
observadas no cromatograma. No trabalho de Séby et al. ® foi verificado apenas a
presenca de um sinal em 1,07 min., além das espécies inorganicas livres que,
segundo os autores, é referente a espécie meglumina:Sb(V). As espécies de Sb(lll)
e Sb(V) total foram quantificadas ap6s tratamento da amostra com HCI 5,0 mol L™.
Este tratamento promoveu a quebra dos complexos meglumina:Sb, convertendo-os
nas espécies Sb(lll) e Sb(V) inorganicas livres.

As espécies complexadas ndo puderam ser totalmente separadas utilizando a
fase mével de EDTA nas concentracées 1, 5, 10 ou 20 mmol L™, com vaz&do 1,0 mL
mint. Por isso, a separacdo foi otimizada em diferentes vazdes (A, B, C e D), tanto
no modo gradiente, como no modo isocratico, a fim de avaliar se a separacdo das
espécies complexadas poderia ser obtida com melhor resolugdo. As condicdes
avaliadas sao descritas em maior detalhes na Tabela 4. JA os cromatogramas

obtidos sdo demonstrados na Figura 7.
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Tabela 4. Programas referentes a vazao da fase mével utilizados na separacao das espécies de

Sb presentes no NMG.

Programa Tempo (min) Vazdo (mL min™) EDTA 20 mmol L (%) Agua (%)

5 1,00 0 100
A 10 1,50 100 0
5 0,75 0 100
B 5 1,00 0 100
20 1,50 100 0
5 2,00 0 100
C 5 1,00 50 50
20 1,50 100 0
D 10 0,25 50 50

20 1,75 100 0
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Figura 7. (a) Cromatograma obtido na separacdo das espécies de Sb presentes no NMG utilizando
EDTA 20 mmol L em pH 4,5 como fase moével em diferentes vazbes (A, B, C e D),
descritas com mais detalhes na Tabela 4 e utilizando o sistema LC-ICP-MS; (b) ampliacao

de 5,5 vezes do cromatograma (a).

Pela andlise do cromatograma da Figura 7, pode-se concluir que o EDTA e a
agua nao foram eficazes para separar as espécies de Sb complexadas presentes no
NMG. O Sb complexado com a meglumina, provavelmente ndo possui nenhum sitio

ativo capaz de complexar com o EDTA. Ainda pela andlise dos cromatogramas da
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Figura 7, pode-se verificar que o sinal do Sb(lll) manteve-se assimétrico e um pouco
“arrastado”, estando retido por uma forte interacdo com a fase estacionéria. Para
tentar contornar este problema foi testado o uso de LiCl. Cloretos e nitratos de
metais alcalinos sdo capazes de diminuir a atracéo eletrostatica de Sb com a resina,
na cromatografia de quelacdo, ja que, em solucdo aquosa, 0S mesmos estdo

totalmente dissociados. ® Ulrich et al. &

, adicionaram a solucdo de cloreto de
potassio (KCI), acido citrico e acido tartarico nas soluctes de referéncia de Sb(lll) e
Sb(V). Eles verificaram que a adicdo de KCI alterou levemente a separacdo da
espécie Sb(lll), possivelmente devido a formacdo do complexo [SbCls]” ocorrer
apenas em altas concentracdo de cloreto. Apesar do mecanismo existente na
separacao das espécies de Sb ocorrer devido a atracao eletrostatica, este teste foi
realizado com o objetivo de verificar se a atracdo existente entre o Sb(lll) e a coluna
poderia ser diminuida, para s6 entéo ser possivel eluir o Sb(lll) em um tempo menor.

Na Figura 8 tem-se o cromatograma obtido para a separacdo das espécies de
Sb utilizando fase mével EDTA com adicdo de LiCl, na concentracéo de 0,5 mol L™,

com vazdo de 1,0 mL min™* durante 20 min.
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Figura 8. Cromatograma obtido a partir da solucdo de referéncia de 5 pg L™ de Sb(lll) e 50 pg L™ de
Sh(V) utilizando EDTA 20 mmol L em pH 4,5 com LiCl 0,5 mol L™ como fase mével, vazdo

1,0 mL min™ e utilizando o sistema LC-ICP-MS.
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A partir do cromatograma da Figura 8 é possivel verificar que a adi¢éo do LiCl
ndo diminui a retencdo da espécie Sb(lll). Além disso, ndo foi capaz de eluir a
espécie Sb(lll), sendo, portanto, desconsiderado o uso de LiCl como aditivo. Um

resultado diferente foi obtido por Ulrich et al. &

gue ao adicionar KCI na solugéao de
referéncia de Sb(lll) houve uma leve melhora na separacdo cromatografica das
espécies de Sh, diminuindo o tempo de corrida cromatografica.

Como ja fora mencionado anteriormente, ao utilizar a fase mével EDTA 20
mmol L em pH 4,5 para a separacdo cromatografica das espécies de Sb na
amostra de NMG (cromatograma da Figura 7), pode-se verificar que nao houve
separacdo dos compostos complexados presentes na amostra. Desta maneira, com
0 objetivo de tentar separar os compostos complexados da amostra, o metanol (na
concentracdo 0,5% (v/v)) foi testado como aditivo na fase mével de EDTA, pois

como relatado em outros trabalhos,” % ®

o0 metanol é capaz de melhorar a
separacdo de compostos com grupamentos organicos. Esse efeito ocorre, pois
solventes orgéanicos sdo capazes de aumentar a solubilidade de espécies com
grupamentos organicos, diminuindo as interacfes entre o Sb e a resina da fase
estacionaria, além de alterar a polaridade da fase moével. ® Na Figura 9 pode-se
observar o cromatograma obtido utilizando esta condicdo para separagdo das
espécies de Sb(lll) (5 ug L™ e Sb(V) (50 pg L™). A concentracdo das solucdes de
referéncia foram as anteriormente descritas, pois, com a diluicdo da amostra por um
fator de 400.000 vezes, a concentracdo das espécies estara nesta ordem de
grandeza.>® A separacdo cromatogréfica foi conduzida na vazao de 1,0 mL min™ por

20 min.
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Figura 9. (a) Cromatograma obtido na separacdo das espécies de Sh(lll) e Sb(V) na solucdo de
referéncia utilizando EDTA 20 mmol L™ + metanol 0,5% (v/v) como fase mével, vaz&o 1,0

mL min™ utilizando o sistema LC-ICP-MS; (b) ampliac&o de 5 vezes do cromatograma (a).

De acordo com a Figura 9, pode-se observar que ndo houve melhora
significativa por ocasido da utilizacdo do metanol como aditivo, quando comparado
ao cromatograma com apenas EDTA como fase movel. Esta condi¢cdo foi, pois,

87 otimizaram a separacdo das espécies de Sb em

desconsiderada. Ge et al.
amostras de solo e verificaram que o metanol é capaz de melhorar a separacao,
apenas em concentragcdes acima de 2%. Porém, esta quantidade de metanol foi
desconsiderada a fim de evitar ao maximo possiveis alteragbes no plasma do

equipamento de ICP-MS. %% |sso ocorre, pois solventes organicos, em
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concentragbes mais elevadas, podem acumular carbono na interface do
equipamento de ICP-MS, decretando um eventual entupimento do cone de
amostragem e skimmer. 3 Nesse sentido, a fase mével contendo EDTA selecionada
foi de 20 mmol L?, sem a adicdo de modificador, utilizando o modo de eluicdo

isocratico e em pH 4,5.2% %

5.1.2.2. Fase movel HNO3;

Os testes utilizando o HNO3; como fase mdvel foram realizados com o objetivo
de melhorar a separacdo entre os complexos de meglumina:Sb e de diminuir o
tempo de retencdo da espécie Sh(lll). O uso desta fase mével na separacdo de

espécies de Sb ja foi relatado por Ulrich et al.®

, ho qual os tempos de retencéo para
as espécies inorganicas Sb(V) e Sb(lll) foram de 1,4 e 5 min., respectivamente. A
coluna, concentracdo e o pH utilizados neste teste, sdo os mesmos adotados no
trabalho de Ulrich et al. ® (PRP-X100, 15 mmol L™ e 6,0, respectivamente). A Figura
10 ilustra o cromatograma obtido na separacdo da solucao referéncia das espécies
de Sb(lll) e Sb(V). O modo de elui¢do utilizado foi o isocrético, por 20 min e vazao

1,0 mL min™.
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Figura 10. Cromatograma obtido na separacao das espécies de Sb(lll) e Sb(V) da solucgao referéncia
utilizando HNO3 15 mmol L™ em pH 6,0 como fase mével, vazéo 1,0 mL min™ e sistema de
LC-ICP-MS.

Como pode ser observado pelo cromatograma da Figura 10, a fase mével com
HNO; nao foi capaz de eluir o Sb(lll), ao contrario dos resultados obtidos por Ulrich
et al.®. Por outro lado, esta de acordo com o resultado obtido por Mortari et al. *°,

que ao usar a fase mével HNO3; nas mesmas condicdes de Ulrich et al. ®

, também
observaram a néo eluicdo da espécie Sb(lll). Todavia, ao realizar a injecdo de uma
amostra utilizando a fase mével HNO3z (15 mmol L™, pH 6,0), verificou-se uma
pequena melhora na separacao das espécies complexadas, quando comparado com
a separacdo das espécies da amostra de NMG utilizando a fase moével EDTA (20
mmol L™ em pH 4,5) na Figura 7. Para tanto, foram avaliadas as vazdes de 0,5, 0,75
e 1,0 mL min™ e também a proporcéo de HNO3 (15 mmol L™ em pH 6,0) e de 4gua
(75:25, 25:75 e 100:0%), a fim de verificar a possibilidade de melhora na resolucao
da separacédo entre os complexos meglumina:Sb. Os cromatogramas obtidos podem
ser visualizados na Figura 11 e na Tabela 5 estdo detalhados os programas

avaliados que foram nomeados E, F, G, H, e I.
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Tabela 5. Programas utilizados na separacao das espécies presentes no medicamento.

Tipo Vazdo (mL min™Y) Tempo (min) HNO;z; 15 mmol L™* (%) Agua (%)

E 1,00 15 75 25
F 1,00 15 25 75
G 1,00 15 100 0
H 0,75 15 100 0
I 0,50 15 100 0
800
complexos
700
600
M3500
g — E
< — F
2 400
8 — G
%300 — "
£ |
200 Sb(V)
100 J
0 |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Figura 11. Cromatogramas obtidos na separacao das espécies presentes no NMG diluida 400.000x
em agua utilizando a fase mével de HNO3z 15 mmol L em pH 6,0 em diferentes vazdes,

no sistema de LC-ICP-MS, com os programas estudados descritos na Tabela 5.

Ao examinar os cromatogramas da Figura 11, pode-se concluir que as
alteracOes da vazao e da concentracdo de HNO3 ndo foram capazes de melhorar a
separacdo, ndo havendo, portanto, separacdo completa das espécies complexadas.
Houve, apenas, alteracdo nos tempos de retencédo das espécies de Sh. A condicao
que proporcionou uma pequena melhora na separacdo das espécies complexadas
foi na vazdo 1,0 mL min™® e HNO3 15 mmol L™ quando comparada com os demais
programas avaliados.

A separacdo completa das espécies complexadas ndo p6de ser observada
pois, muito provavelmente, os complexos ndo possuem diferenga na densidade de

carga ou, ainda, por serem uma mistura de complexos com diferentes proporcdes de
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meglumina:Sb. Também, é possivel supor que os complexos possuem carga total
positiva ou neutra, impossibilitando a retencdo nas condi¢gbes utilizadas. Mesmo
assim, o uso da fase movel contendo HNOj; foi mais eficaz na separacdo das
espécies complexadas quando comparado com a fase movel contendo EDTA. Isso

foi comprovado pelo calculo das resolucdes, descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de resolu¢cdes obtidos nas otimizacbes utilizando o sistema LC-ICP-MS com

diferentes proporcdes de EDTA, agua e HNO; como fase mével.

Resolucdao

Programa 5 ;
Meglumina:Sb(lll) Meglumina:Sb(V)  Sb(V)
A 0,32 0,60 1,58
B 0,26 0,79 1,50
C 0,45 0,30 1,30
D 0,45 0,80 1,60
E 0,50 0,75 1,40
F 0,40 1,83 1,92
G 0,70 1,50 1,51
H 0,56 1,93 2,29
I 0,34 2,60 2,40

Como ja comentado, para realizar a quantificacdo de espécies na separacao
cromatogréfica, é necessario ter-se um valor de R >2,0.°” De acordo com 0s
resultados descritos na Tabela 6, pode-se verificar que nenhum programa estudado
foi eficiente para realizar a quantificacdo das espécies complexadas.. Por outro lado,
0 programa que proporcionou a melhor separacdo, com resolucdo maior, foi
utilizando a fase mével de HNO3 (100%) na vaz&o 1,00 mL min™.

Portanto, o HNOs; (15 mmol L™) foi utilizado para separar as espécies
complexadas na vazdo de 1,0 mL min® e o EDTA para separacdo das espécies
inorganicas livres. O programa utilizado nas separacdes cromatogréaficas
subsequentes foi de 5 min com HNO3 15 mmol L™ em pH 6,0 e apés 10 min com
EDTA 20 mmol L™ em pH 4,5, ambos na vazéo de 1,0 mL min™. O cromatograma
obtido para a separacéo das espécies de Sb no medicamento é elucidado na Figura
12.
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Figura 12. Cromatograma obtido na separacdo das espécies presentes no medicamento utilizando 5
min de HNO3z 15 mmol L™ em pH 6,0 e apés 10 min, EDTA 20 mmol L"em pH 4,5, ambos
na vazéo de 1,0 mL min™ e sistema LC-ICP-MS.

5.2. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS EMPREGANDO O SISTEMA LC-ICP-MS

Conforme j& mencionado na Secdo 4.4 Amostras e Tratamento, as amostras
foram diluidas em agua e também em meio &cido para verificar a possibilidade de
qguebrar a interacao existente entre as espécies de meglumina:Sb. Neste contexto,
as amostras foram diluidas em agua (com e sem acido), primeiramente por um fator
de 1.000 vezes e, em seguida por mais um fator de 400 vezes. Esses valores de
diluicdo adotados séo elevados, pois a concentragdo de Sb e meglumina na ampola
é bastante alta (ha ordem de 80000 mg mL™). Evita-se, com isso, a saturacdo dos
sitios da fase estacionaria da coluna, além de minimizar possiveis interferentes da
maitriz, como oportunamente reportado por Moreira >*.

Para realizar o tratamento, em um primeiro momento, o HCI foi preparado em
diferentes concentragbes, em tubos de polipropileno que foram desaerados por 30
min com argbnio, a fim de evitar a conversdo da espécie Sb(lll) para Sb(V) devido a
presenca de O, na solucdo. Esse tratamento ja havia sido descrito por Séby et al.”
que verificaram a conversdo de 90% do Sh(lll) para Sb(V) quando as solucdes de

referéncia ndo eram desaeradas. Em seguida, foram conduzidas sequencialmente,
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as diluicbes de 1.000 vezes e de 400 vezes. Esse tratamento foi realizado para as
amostras diluidas 1000 vezes com HCI na concentracdo de 1 a 5 mol L™. A exemplo
deste trabalho, Séby et al. ® também verificaram que os complexos de Sb eram
convertidos nas respectivas espécies Sh(lll) e Sb(V) inorganicas livres quando a
amostra era submetida a tratamento acido. Desta maneira, avaliou-se o efeito do
tratamento da amostra com HCl entre 1 e 5 mol L™. O cromatograma obtido pode ser

visualizado na Figura 13.
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Figura 13. (a) Cromatograma obtido na separacdo das espécies de Sb presentes no NMG tratadas
com diferentes concentrag8es de HCI, utilizando como fase mével o HNOs;em pH 6,0 por 5
min mais 10 min com EDTA 20 mmol L™ em pH 4,5, ambos na vazédo de 1,0 mL mint e o

sistema LC-ICP-MS e (b) ampliacédo de 35,7 vezes do cromatograma (a).
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Ao analisar o cromatograma da Figura 13 pode-se concluir que a concentracao
de acido foi capaz de desfazer a ligacdo existente entre as espécies de Sb que com
meglumina. A partir deste fato, infere-se que o acido € capaz de diminuir a
estabilidade da ligacdo existente no complexo meglumina:Sb, formando assim, um
complexo mais estavel com Sb(lll), o [SbCl,]. J& no caso do complexo de
meglumina:Sb(V), o Sb(V) é, possivelmente, convertido para o0 complexo
[Sb(OH)g]". # >*

Na Tabela 7 sdo apresentadas as concentracdes das espécies com e sem
adicdo do acido e que foram determinadas por quantificacdo por integracao da area.
Os complexos de meglumina:Sb foram nomeados para complexo 1 para Sb(lll) e
complexo 2 para Sb(V).

Tabela 7. Resultados obtidos (média e desvio padrdo, mg mL™; n = 3) de espécies de Sb em NMG

utilizando diferentes concentragbes de HCI com o sistema LC-ICP-MS.

Diluicdo Complexo 1 Complexo 2 Sh(V) Sb(lll) Sb total®
Agua 575+0,28% 29,18+150% 29,76+1,37 259+050 67,28+1,88
HCI 1 mol L™ - 0,38+0,01* 6580+0,26 4,38+0,13 70,56 +0,08
HCI 2 mol L™ - 0,13+0,01% 73,47+0,84 592+049 7952+0,95
HCI 3 mol L™ - - 7449+189 577+029 80,26+ 3,66
HCl 4 mol L™ - - 6555+ 1,59 6,26+0,15 71,81+255
HCI 5 mol L™ - - 71,43+1,40 7,47+065 78,90+2,38

% Valor aproximado (ver texto).

® Somatério das concentracdes de todas as espécies.

[{pe )

Salienta-se que os resultados apresentados (valores “a” na Tabela 7) das
espécies meglumina:Sb (Complexo 1 e Complexo 2) para a amostra diluida em agua
sdo apenas valores aproximados, em virtude da incompleta separacao das mesmas,
nao sendo possivel fazer o correto tratamento de cada sinal individualizado. Nas
amostras que foram tratadas com acido, os sinais, provavelmente relativos as
especies meglumina:Sb(lll) (Complexo 1) e meglumina:Sb(V) (Complexo 2)
desapareceram, sendo que o aumento da intensidade dos sinais das espécies de Sh
inorganico livre é, aproximadamente, proporcional as intensidades dos sinais das
espécies complexadas.

A concentracdo de Sb(lll) foi com valor méaximo (7,47 + 0,65 mg mL™Y)
utilizando HCI 5 mol L™. Todos os resultados obtidos com o tratamento &cido estdo

acima do permitido para Sb(lll) segundo a Farmacopeia Brasileira ® que estabelece o
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valor de 4,0 mg mL™. Provavelmente, isto é decorréncia da utilizacdo de apenas
uma amostra para o tratamento acido, a mesma estar fora do prazo de validade, ter
sido armazenada a temperatura ambiente e/ou exposta a luz.

Por assim dizer, é necessario assegurar se a espécie meglumina:Sb(lll) é
capaz de interagir com as células do organismo da mesma forma que a espécie
Sh(lll), ocasionando os mesmos efeitos toxicos no organismo.

Para a espécie Sb(V) a concentracdo resultou em valor maximo de 74,49 *
1,89 mg mL™ quando da utilizacdo do HCI 3 mol L™ e quando os acidos utilizados
foram nas concentracdes de 4 e 5 mol L™, houve um pequeno decréscimo.

O LOD e 0 LOQ estimados pela curva de calibragéo para o sistema LC-ICP-MS
foram de 0,58 ug L™ e 1,93 ug L™, para o Sb(lll), nesta ordem, ao passo que para a
espécie Sb(V) os valores de LOD e LOQ foram 2,67 pg L' e 8,88 pg L™,
respectivamente.

Em virtude da ocorréncia de quebra dos complexos, foram realizados testes
para avaliar a possibilidade de acontecer a interconversdo entre as espécies Sb(lll)
e Sb(V). Sendo assim, foram preparadas solucfes de referéncia das espécies Sb(lll)
e Sb(V) em meio &cido, na concentracdo 5 mol L™. Oportunamente, cabe destacar
que um pequeno sinal é observado para solugcbes de referéncia de Sb(lll), o qual é
devido a presenca da espécie Sb(V) na solucdo de Sb(lll).

Os cromatogramas obtidos podem ser visualizados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Cromatograma obtido na separagéo da solucdo referéncia de Sb(lll) tratada com HCI 5

500 -

400 -

300 -

(cpsx10?)

N
o
o

Intensidade

100 -

0

mol L™, utilizando como fase mével HNO; em pH 6,0 por 5 min mais 10 min com EDTA 20

mmol L' em pH 4,5, ambos na vazao de 1,0 mL min™ e o sistema LC-ICP-MS.
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Figura 15. Cromatograma obtido na separacdo das espécies padrao de Sb(V) tratada com &cido,

utilizando como fase mével HNOs, pH 6,0 por 5 min mais 10 min com EDTA 20 mmol L*

em pH 4,5, ambos na vaz&o de 1,0 mL min™ e o sistema LC-ICP-MS.

Como pode ser constado a partir dos cromatogramas das Figuras 15 e 16, nédo

houve conversao das espécies inorganicas Sb(lll) e Sb(V) tratada com HCI. Sendo o

HCl um acido com caracteristicas redutoras, seria esperado que ocorresse a
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conversdo da espécie Sb(V) para Sb(lll), o que ndo se verificou. Este fato fora

. 7 1.* que fizeram uso do HCI 5 e 6 mol L™,

observado por Séby et al. ”® e Trivelin et a
para tratamento de amostras de NMG e posterior determinacdo das espécies de Sb.
Ademais, também néo foi observado oxidacdo da espécie Sb(lll), uma vez que as

amostras haviam sido previamente desaeradas, o O, j& havia sido removido.

5.3. RESULTADOS EMPREGANDO O SISTEMA LC-HG-ICP-MS

De acordo com os trabalhos encontrados na literatura, 3 4% %1% g Sh(V) nao
gera estibina na presenca de &cido citrico sob condicbes controladas de reacao,
como pH, concentracdo do redutor e tempo de reacdo. Sendo assim, a amostra foi
analisada empregando um sistema LC-HG-ICP-MS, com e sem tratamento acido
(HCI 5 mol L™Y). As condicbes para a geracdo de hidretos foram aquelas definidas
por Moreira >*. Resumidamente, o sistema consiste da derivatizacdo (geracdo de
hidretos) das espécies de Sb apds a separacdo cromatografica, sendo o efluente da
coluna misturado inicialmente com uma solucdo de acido citrico a 20% (m/v) e
posteriormente, com uma solugcdo de NaBH, a 0,2% (m/v). Para isto, a vazao da
fase mével foi 1,0 mL min™ e as vazdes do &cido citrico e do NaBH, de 2,0 mL min™.
O comprimento do percurso reacional (entre a mistura do &cido citrico com o
efluente da coluna e entrada do NaBH,) distou 300 cm e 0 comprimento e o percurso
da geracdo de hidreto foi de 50 cm. Nestas condicdes € observado que somente o
Sb(lll) gera estibina (reacdo apresentada na equacdo 1 — 2.4.1.1 Geracdo de
Hidretos). A amostra foi analisada empregando o sistema LC-HG-ICP-MS com e
sem tratamento utilizando o HCI. O cromatograma resultante pode ser visto na

Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma obtido na separagdo das espécies presentes no NMG com e sem

tratamento com HCI e solucéo referéncia de Sb(lll), utilizando o sistema LC-HG-ICP-MS.

No cromatograma da Figura 16 pode-se observar um sinal em 4,0 min e outro
em 11,3 min quando a amostra ndo é tratada com HCI, presente somente quando a
amostra é diluida em agua. Estes sinais correspondem as espécies de Sb(lll)
complexada e inorganica livre, respectivamente. Salienta-se, contudo, que 0s sinais
que foram completamente suprimidos correspondem as espécies de Sh(V). Por
outro lado, quando a amostra foi tratada com HCI 5 mol L™, somente um sinal é
observado no cromatograma, ou seja, a espécie meglumina:Sb(lll) foi
completamente convertida para a espécie Sb(lll) inorganica livre. Estes resultados
confirmam os resultados obtidos por LC-ICP-MS, bem como o postulado no trabalho
de Moreira **, que observou os dois sinais referentes a Sb(lll), mas quantificou
somente a espécie Sh(lll) inorganica livre.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos utilizando a técnica de
LC-HG-ICP-MS com tratamento acido (HCI 5 mol L™Y).
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Tabela 8. Resultados obtidos no NMG para Sb(lll) utilizando o sistema LC-HG-ICP-MS (média e

desvio padrdo, mg mL™; n=3).

Amostra Sb(lll), mg mL™
Diluida em agua 2,70+0,10
Diluida em HCI 5 mol L* 6,70 + 0,30

Como pode ser observado, houve um aumento de aproximadamente 160% da
concentracdo de Sb(lll) apds tratamento da amostra com HCIl. Esse aumento é
resultado da conversédo do complexo meglumina:Sb(lll) para o Sb(lll) inorganico
livre, jA que o acido é capaz de quebrar a ligacéo existente entre o complexo e o Sb.

5.4. RESULTADOS UTILIZANDO O SISTEMA FI-HG-ICP-MS

A técnica HG foi utilizada nas mesmas condi¢fes ja descritas: solucédo de acido
citrico a 20% (m/v), solucdo de NaBH4 0,2% (m/v), ambas com vazéo de 2,0 mL
min™, comprimento do percurso reacional (entre a mistura do acido citrico com a
amostra até a entrada do NaBH,4) de 300 cm e comprimento do percurso da geracao
de hidreto de 50 cm. Porém, no sistema HG a amostra ndo passa pelo sistema
cromatografico, sendo injetada com o auxilio de um injetor manual com alca de
amostragem de 50 pL e direcionada ao equipamento de ICP-MS. Este sistema foi
utilizado para confirmar os resultados obtidos pelos métodos LC-ICP-MS e LC-HG-

ICP-MS, que estédo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados obtidos na determinacao de Sb(lll) no NMG utilizando o sistema FI-HG-ICP-MS

(média e desvio padréo, mg mL™; n=3).

Amostra Sb(lll), mg mL™
Diluida em agua 0,27 £ 0,01
Diluida em HCI 5 mol L™ 0,12+ 0,01
5 ug L™ Sb(lll) em HCI 5 mol L™ (ug L™) 4,88 + 0,08

De acordo com os resultados expostos na Tabela 9, pode-se verificar que a
adicdo de HCI ao invés de aumentar a concentracdo de Sb(lll), diminui para a
metade do valor obtido sem adicdo de &acido. A geracdo de hidreto de Sb(lll) ndo
possui interferéncia do HCI, nem mesmo quando o mesmo se encontra em elevadas

concentracdes.*
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5.5. ENSAIO DE RECUPERACAO EMPREGANDO TRATAMENTO ACIDO NA
AMOSTRA COM A TECNICA LC-ICP-MS

Dada a indisponibilidade de material certificado do medicamento NMG ou
ainda, material certificado com matriz semelhante ao medicamento, foram realizados
testes de recuperacdo para verificar a ocorréncia de interferéncia da matriz na
separacdo cromatografica. Para tanto, quantidades conhecidas das espécies (5 ug
L™ de Sb(lll) e 10 pg L™ Sh(V)) foram adicionados, a partir da solucéo referéncia das
espécies nas amostras que haviam sido tratadas com HCI 5 mol L. A diluicdo
empregada para este ensaio foi de 4.000x vezes. Verificou-se que os valores para
as recuperacdes de Sb(lll) foram superiores a 98%, utilizando os métodos LC-ICP-
MS e LC-HG-ICP-MS. Ja para a espécie Sb(V) a recuperacdo obtida foi superior a
89% utilizando o método proposto por LC-ICP-MS. Estes fatos mostram a auséncia

de interferéncias nos métodos propostos.

5.6. DETERMINACAO DE Sb TOTAL EMPREGANDO A TECNICA DE ICP OES

Os resultados obtidos de Sb total por ICP OES foram comparados com o
somatorio das concentracdes das espécies obtidas por LC-ICP-MS, a fim de verificar

sua concordancia. Os resultados estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 10. Resultados obtidos por LC-ICP-MS e ICP OES para Sb total na amostra com e sem

tratamento com acido HCI 5 mol L™ (média e desvio padréo, mg mL™; n=3).

Sb total (mg mL™)
LC-ICP-MS ICP OES
Diluida em agua 67,28+1,88 81,88+1,02
Tratamento com HCI 5 mol L™ 78,90+2,38 81,11+1,00

Amostra

Pelos resultados apresentados na Tabela 10 é possivel verificar que a
concentragdo obtida para Sb total utilizando LC-ICP-MS em meio acido, e Sb total
por ICP OES néo difere estatisticamente (teste t, nivel de confianca 95%). No
entanto, o resultado obtido para Sb total pela soma das espécies determinadas por

LC-ICP-MS difere das demais. Isto ocorre, pois esta concentracao foi obtida pelo
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somatorio das espécies de Sh, é provavel que este erro esteja na aproximacao das
concentracdes das espécies meglumina:Sh.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados obtidos para Sb(lll) e Sb(V) utilizando os sistemas LC-HG-ICP-MS e LC-ICP-

MS (média e desvio padrdo, mg mL™; n=3).

LC-ICP-MS (mg mL™) LC-HG-ICP-MS (mg mL™)
Amostra
Sh(ll) Sb(V) Sh(ll)
Diluida em agua 259+050 29,76 +1,37 2,70+£0,10
Diluida em HCI 5 mol L™ 7,47 £ 0,65 71,43 £ 1,40 6,70 £ 0,30

Tomando-se os resultados apontados na Tabela 11, pode-se concluir, apés
analise de teste estatistico (teste t, nivel de confianca 95%), que os valores das
concentracbes nao possuem diferenca significativa. Os métodos LC-ICP-MS e LC-
HG-ICP-MS foram seletivos e sensiveis para realizar a andlise de especiacdo de
Sb(lll) e Sb(V) no NMG com tratamento acido na amostra, obtendo-se recuperacéo
na faixa de 89 a 112% para as espécies inorganicas livres. Ambos os métodos,
utilizando tratamento &cido (HCI 5 mol L), podem ser utilizados para realizar analise
de especiacdo de Sb inorganico.

Os resultados obtidos para Sb(lll) apds o tratamento acido foram superiores ao
limite maximo de 4,0 mg mL™ permitido pela Farmacopeia Brasileira.® Cabe salientar
que é importante verificar a equivaléncia da toxicidade das espécies, Sb(lll) e
Sh(lll):meglumina com ensaios de biodisponibilidade. Nesse sentido, € necessario
assegurar que a espécie Sb(lll):meglumina seja capaz de interagir com as células do
organismo da mesma forma que a espécie Sb(lll), ocasionando, assim, efeitos
toxicos no organismo. Ainda, sdo necessarios estudos para avaliar se o efeito

terapéutico do medicamento € causado pela espécie Sb(lll) ou pelo complexo

Sb(ll):meglumina ou pelas espécies de Sb(V).



CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho e, de acordo com os
objetivos propostos, pode-se concluir que o NMG é composto de espécies
inorganicas livres de Sb e de espécies complexadas de meglumina:Sb. As espécies
complexadas ndo foram separadas completamente com as condi¢des
cromatograficas analisadas, provavelmente pelo fato de serem neutras ou com
carga cationica.

A condicao que proporcionou a melhor separacéo cromatografica das espécies
presentes no medicamento foi com fase mével HNO5; 15 mmol L™* em pH 6,0 por 5
min, seguido de EDTA 20 mmol L™* em pH 4,5 por 10 min, ambos na vazdo 1,0 mL
min™. Esta foi a condicdo que proporcionou a melhor separacdo entre os complexos
e as espécies inorganicas livres de Sb.

Utilizando o tratamento da amostra com diferentes concentracbes de HCI foi
possivel converter as espécies complexadas em espécies inorganicas livres. A
concentracdo de Sh(lll) alcancou valor méaximo de 7,47 + 0,65 mg mL™, quando a
amostra foi tratada com HCI 5 mol L™, sendo que a concentracdo méxima para a
espécie Sb(V) foi com valor de 74,49 + 1,89 mg mL™, em uso de HCI 3 mol L. No
tratamento com HCI 5 mol L™, a concentracéo para as espécies Sb(V) e Sb(lll) foram
71,43 + 1,40 mg mL™t e 7,47 + 0,65 mg mL™, respectivamente. No sistema LC-ICP-
MS o LOD e o LOQ estimados pela curva de calibragéo para Sh(lll) foram de 0,58
ug L™ e 1,93 pg L, respectivamente, enquanto que para a espécie Sb(V) o LOD e o
LOQ resultaram 2,67 pg L e 8,88 ug L™

O resultado obtido para Sb(lll) com o método LC-ICP-MS foi concordante (teste
t, nivel de confianca 95%) ao resultado obtido para Sb(lll), utilizando o método LC-
HG-ICP-MS (6,70 + 0,30 mg mL™), também, ap6s tratamento da amostra com &cido.
A soma das espécies, determinada pelo método proposto (78,90 + 2,38 mg mL™),
também foi concordante (teste t, nivel de confianca 95%) com o resultado obtido
para Sb total, utilizando a técnica de ICP OES (81,11 + 1,00 mg mL™).

Utilizando-se o sistema FI-HG-ICP-MS com tratamento acido, os resultados

obtidos para a espécie Sb(lll) foram diferentes dos resultados obtidos pelos outros
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métodos. Isto provavelmente por existirem outros fatores determinantes na geragéo
de hidretos e que néo foram estudados no presente trabalho.

Em suma, a partir dos resultados aqui expostos, pode-se concluir que ainda
sdo necessarios estudos que permitam elucidar a estrutura presente no NMG,

principalmente, utilizando técnicas mais sensiveis e seletivas como a ESI-MS.
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