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Introducgao

A espécie humana utiliza ndo apenas das respostas reflexas de autoprotegao,
comum aos animais, mas também de formas elaboradas de preservacao e
restauracdo da satde. O emprego de medidas preventivas e curativas por meio da
ingestdo de substancias esta descrito em toda a histéria da humanidade '. Por toda
a historia, a ingestdo de substancias também tem sido feita com o intuito de alterar
a percepcao sensorial, em rituais religiosos ou na preparagao para batalhas, e
como forma de divertimento (licito ou ilicito), tendo como exemplos cldssicos
desse uso licito de drogas o consumo do éter etilico e da cocaina pela alta
sociedade européia do século XIX. Outro exemplo relevante é o uso de agentes
visando o aumento de desempenho atlético em competicdes esportivas, citadas
desde os Jogos Olimpicos da antiguidade.

No ocidente, o uso terapéutico de drogas iniciou-se de maneira mais
adequada durante o século IV, com a escola grega de Hipdcrates, que publicou
mais de 70 documentos sobre teoria médica e pratica, e descreveu mais de 300
remédios, a maioria de origem vegetal. Os gregos ja sabiam do potencial toxico do
uso da terapia com drogas, tanto que a palavra grega ¢appaxov (pharmakon)
significa droga medicinal, pogdo magica ou veneno’.

No seu sentido amplo, a palavra farmaco pode ser definida como qualquer
agente quimico que afeta os processos da vida, mas no seu sentido mais usual ¢é
definida como a substancia util na prevencao, diagnostico e tratamento das
doencas humanas.’ O desenvolvimento da indastria farmacéutica, aliado ao
sucesso da farmacologia, da farmacia e da quimica/bioquimica constitui 0 mais
extraordinario sucesso em termos de melhoria do modo de vida do homem,
devido a obtengdo de novos medicamentos e sua producdo em massa pode-se
considerar que a descoberta de novos medicamentos supera as demais descobertas
que revolucionaram o bem-estar cotidiano do ser humano por ndo se limitar a

medida insensivel de custo e beneficio. Quando a questdo diz respeito a dor e
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sofrimento, a melhoria da qualidade ou prolongamento da vida sdo atributos
imensuraveis materialmente *.

Institui¢des de saude particulares e privados gastam muitos recursos com
medicamentos devido o seu papel em salvar vidas, melhorar a saude, prevenir
doengas e impedir epidemias. Para tal, as drogas devem ser seguras, efetivas e de
boa qualidade, além de administradas adequadamente. Isto significa que a sua
producdo, importacdo, exportacdo e subsequente distribuicdo deve ser regulada
para garantir sua agdo segura °. Um exemplo mais recente de preocupagio com o
controle de medicamentos foi a acdo da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) que fez controle efetivo dos remédios genéricos importados
ou produzidos no pais e intensificou a fiscalizacdo para identificar medicamentos
falsificados no comércio.

A preocupacdo com o nivel de concentragdo de principios ativos
provenientes dos farmacos e de seus metabolitos em fluidos bioldgicos e tecidos €
também relevante quando se leva em consideracdo que o nivel de introdugdo
medicamentosa deve ser compativel com o metabolismo do paciente. Esse
monitoramento ¢ fundamental para que riscos de superdosagem e suas
consequéncias toxicas (principalmente com farmacos de baixo indice terapéutico)
sejam minimizados em pessoas que tenham seu metabolismo de passagem
prejudicados por causa de disfungdes hepaticas e renais. Além disso, o
monitoramento de algumas substancias especificas sdo de grande importancia em
analises clinicas. Essas metodologias podem proporcionar rapida avaliacdo das
fungdes organicas (gastrointestinais, hormonais, renais, etc) agilizando o
diagnodstico de pacientes e por consequéncia, poupando tempo e minimizando
custos relativos a satide publica.

Seguindo essa mesma linha, o monitoramento de substincias ilicitas, tais
como os entorpecentes € as substancias usadas para o aumento de desempenho de
atletas (“dopping”), ¢ importante do ponto de vista forense e legal. De acordo
com a comissdo médica do Comité Olimpico Internacional (COI), do qual o
Comité Olimpico Brasileiro (COB) é membro, cinco principais categorias de
substancias sao utilizadas para “dopping”: estimulantes, narcoticos, esteroides
anabolizantes, bloqueadores B e diuréticos’. A identificagio qualitativa destas
substancias ou metabdlitos, usualmente em amostras de urina, ¢ necessaria para o

controle efetivo do uso ilicito dessas drogas. A identificacdo de uma droga ou
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metabolito em uma amostra deve ser, em geral, confirmada por dois métodos
analiticos, um padrio (aprovado pelo controle de “dopping™) e um alternativo °.

Um dos grandes desafios da quimica analitica tem sido a demanda por
métodos analiticos para a quantificagdo de compostos biologicamente importantes
em fluidos bioldgicos. As concentracdes dos produtos provenientes da degradagao
e impurezas de formulagdes farmacéuticas e a concentracdo de farmacos e
metabolitos em fluidos bioldgicos variam muito e a andlise dos mesmos
usualmente requer procedimentos de separagdo fisica e quimica previamente a
determinagdo. A necessidade de métodos de separagdo de alta resolugdo ¢
especialmente necessaria no caso de analise de drogas que possuam similaridades
estruturais com as substancias concomitantes (interferentes). Andlises deste tipo
sdo caras devido ao custo da instrumentacdo e da demanda do requerido trabalho
para serem realizadas. Os métodos padrdes atualmente usados, tanto para as
analises clinicas em geral e no monitoramento de substancias ilicitas, sdo
baseados nas técnicas cromatograficas gasosa, acoplada ou nao a um
espectrometro de massas, e liquida, com diversos detectores (fluorescéncia
fotométrico e detector na regido do infravermelho com uso de transformada
Fourier (HPLC-FTIR).

Existe sempre uma demanda para o desenvolvimento de métodos
analiticos para substincias especificas que ndo somente sejam sensiveis e
seletivos, mas também tenham procedimento experimental simples. Isso ¢ fato
relevante principalmente se o método em questdo resolve um problema analitico
especifico sem a necessidade do uso de etapas de separagdo off-line ou on-line,

diminuindo os custos e o tempo de anélise.
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1.1
O ciclofenil e seu uso como substincia de aumento ilicito do
desempenho atlético

O controle antidoping foi implantado pelo Comité Olimpico Internacional
(COI) no ano de 1968, de 14 para c4 a lista de substancias proibidas vem
crescendo paulatinamente, impulsionada tanto a um avango nas técnicas de sintese
de medicamentos, quanto pelas técnicas analiticas utilizadas para coibir o uso de
dopping. As técnicas analiticas devem se desenvolver para possibilitar a detec¢ao
de novas substancias e coibir o uso de doping, impedindo que este possa ocorrer
sem que haja a possibilidade de detec¢do, como aconteceu recentemente com o
escandalo da tetrahidrogestrinona (THG). O THG, que ¢ um esteroide que foi
recentemente modificado por quimicos, tornando-o indetectavel nos exames
antidoping, foi utilizado por competidores norte-americanos durante a Ultima
olimpiada ” .

A WADA (world anti-doping agency) é o 6rgao responsavel por publicar
anualmente uma listagem de substancias de uso proibido para atletas. Essa lista ¢
adotada por vérias confederagdes esportivas, entre elas o COI. Nesta publicagio ®

consta o ciclofenil (Figura 1).

Figura 1 - Ciclofenil

O ciclofenil, (Bis(p-acetoxifenil)cicloexilidenometano) ¢ um composto com
propriedades estrogénicas usado como estimulante para o funcionamento dos

10 11 . . o 12 ’
#1011 "¢ para o tratamento da sindrome climatérica '>. A sindrome

ovarios
climatérica constitui no conjunto de sintomas que se manifestam na mulher
durante o periodo que corresponde a passagem do ciclo reprodutivo para o ciclo

ndo reprodutivo.
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Além disso, esta droga tem sido aplicada no tratamento da esclerodermia '
413 yima doenca relativamente nova, caracterizada pelo endurecimento da pele. A
esclerodermia ndo tem causas aparentes, embora, segundo a Sociedade Brasileira
de Reumatologia, pode estar associada a exposicdo de produtos quimicos ou a
toxinas, ou mesmo como uma complicacdo do transplante da medula ossea.

Além destas aplicagdes medicinais, o ciclofenil também ¢ utilizado por
atletas do sexo masculino que objetivam um ganho em massa corporal. Como este
composto ¢ um estrogénio fraco, ele atua no organismo como um antiestrogénio,
ocupando os sitios de receptores especificos, impedindo que estrogénios mais
fortes se conectem a ele, tornando-se assim ativos. Isto causa um aumento da
quantidade de testosterona no organismo e um ganho em for¢a, massa muscular e
energia. Em mulheres, o ciclofenil ndo possui este efeito, tanto que sua utilizacdo
¢ proibida pelo COI apenas para atletas do sexo masculino *. Pouco se sabe sobre
a rota metabolica do ciclofenil no organismo.

Existem poucas publicagdes que relatam métodos para a determinagdo do
ciclofenil, Crucs '° (1972) descreve um trabalho para a determinagdo do composto
apods extragcdo de tecidos (no caso foi usado musculo de boi). Apods extraciao o
material foi submetido a um procedimento de limpeza e o analito determinado por
cromatografia gasosa com ioniza¢do por chama. Myung'’ (2002) também usando
técnicas cromatograficas apresentou um trabalho sobre a caracterizacdo de um
metabolito do ciclofenil para detec¢do em urina usando cromatografia gasosa com
espectrometria de massas de impacto eletronico (GC-EI-MS) e cromatografia
liquida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massas em atmosfera
quimicamente ionizada (HPLC/APCI-MS/MS). Apesar destes métodos serem
seletivos o suficiente a ponto de ser aplicado a determinacdo em musculo bovino e
urina, estes procedimentos cromatograficos envolvem complicados procedimentos
de extragdo do analito e utilizam equipamentos caros e complexos. A
sensibilidade dos métodos acima nao ¢ relatada.

No caso da determinagdo do ciclofenil em formulagdes farmacéuticas, existe

apenas um trabalho publicado '®

usando espectrofotometria UV-Vis. Neste
trabalho o produto gerado da degradagao acida do ciclofenil ¢ determinado por ser
mais estavel em solu¢do aquosa. As medidas quantitativas, usando varredura em
2% derivada, foram feitas em 272 nm com recuperagio de 101,1 + 0,8%. Limite de

deteccdo do método nao foi relatado.
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1.2
A primaquina e seu uso como antimalarico

Malaria humana, uma doencga parasitaria que tem como agentes etiologicos
protozodarios do género Plasmodium, ¢ transmitido ao homem pela picada de um
mosquito do género Anopheles ' , embora a transfusdo sanguinea (de sangue
infectado) também seja um potencial fonte de transmissdo da doenga, a picada do
mosquito ¢ a forma mais comum. Esta doenca infecta de 300 a 500 milhdes de
pessoas em todo o mundo e ¢ responsavel pela morte de 1 a 2 milhdes de criangas
com menos de 5 anos de idade *°. No Brasil esta ¢ a principal doenca endémica,
sendo que a grande maioria dos casos (99%) ocorre na regido amazdnica, com
registro de 500 mil casos/ano, podendo surgir casos em outras regides de matas
onde vive o vetor da maldria.

O desenvolvimento intensificado da Amazdnia nas décadas de 70 e 80
ocorrido gracas aos projetos de colonizagdo e expansdo das fronteiras agricolas,
constru¢do de estradas e hidrelétricas, projeto agropecuarios, extracdo de madeira
e mineragao acelerou o processo migratorio para esta regido. Porém as precarias
condigdes socioecondmicas da populacdo migrante determinou a expansiao da
doenca.

Dos casos de malaria, cerca de 75% sao devidos ao Plasmodium vivax,
responsavel por maldria de gravidade menor. Menos de 1% dos casos de malaria
evolui para morte, e estes casos sao causados pelo Plasmodium falciparum.

A Primaquina  (Figura  2) ou 6-metoxi-8-(4-amino-I-metil-
butilamina)quinolina ¢ uma 8-aminoquinolina comumente utilizada no combate
ao Plasmodium vivax, sua utilidade, no entanto ¢ comprometida por seu efeito
toxico aos eritdcitos, ndo podendo ser prescrita para gestantes € criangas menores
de 6 meses. Sua toxicologia estd relacionada com a oxidagdo da NADPH,
produzindo um complexo especifico entre a droga e seu cofator, facilitando assim
a transferéncia de elétrons para o oxigénio, gerando radicais livres de oxigénio *'
que podem oxidar os eritocitos. O uso da primaquina e sua distribuicdo pelos

orgaos de satde sdo, por esse motivo, estritamente controlados.
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Seu modo de a¢do contra a malaria reside em sua agdo oxidativa sobre as
formas assexuadas do parasitas que causam maldria, localizados nas células

2
vermelhas do sangue humano “*.
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Figura 2 — Primaquina

A capacidade da primaquina em formar complexos metalicos ¢ de interesse
farmacolégico, principalmente no que diz respeito a doengas causadas pela
deficiéncia de ions metalicos ¢ no entendimento de mecanismos de reagdes
metabolicas. Estas informacgdes sdo tteis no entendimento das acdes terap€uticas e
toxicas desta droga.

Devido a sua importancia terapéutica, muitos métodos foram desenvolvidos
e publicados na literatura sobre a sua determinacdo em formulagdes farmacéuticas
e em fluidos bioldgicos.

Possivelmente o primeiro método desenvolvido para a sua determinacao
tenha sido o método volumétrico descrito na “British Pharmacopeia 1973” * |
Este método ¢ baseado na diazotizagdo do analito e ¢ aplicavel apenas a
macroquantidades e ndo ¢ muito seletivo.

Jamaluddin ** (1984) propds um método volumétrico para determinagio da
primaquina na forma pura e em formulagdes farmacéuticas. Este método baseia-se
na formagdo de um complexo entre a primaquina ¢ o vanadio em meio acido, a
titulagdo ¢ feita com solugao de Fe (II), usando como indicador acido N-
fenillantranilico.

Como a primaquina possui um conhecido poder quelante, a partir do inicio
da década de 80 comegaram a surgir muitos métodos espectrofotométricos
baseados na absor¢ao molecular na regido do UV-Vis de complexos coloridos da

primaquina. Como exemplos, tém-se o trabalho proposto por Ouf e colaboradores
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2% (1980) no qual sio apresentados dois métodos colorimétricos para determinacio
da primaquina em formulagdes farmacéuticas. Estes métodos baseiam-se na
reacdo da primaquina com a 2,6-Dicloroquinona cloramida (Am.,x = 700 nm) e com
a 1,2-Naphtaquinona-4-sulfonato (Amax = 478 nm), ambos os métodos foram
descritos como precisos pelo autor e satisfatorios para a determinagdo da
primaquina, apesar de possuirem uma faixa linear dindmica (FLD) curta (0,4 a 2,1
x 10° mol L™ e 2,1 a 22,0 x 10 mol L' respectivamente). Limites de detec¢io
ndo sdo indicados, mas a sensibilidade dos métodos pode ser avaliada pelo valor
minimo das FLD’s (0,4 ¢ 2,1 x 10° mol L™ respectivamente).

Hassan *° (1982) desenvolveu outro método espectrofotométrico para se
fazer a determinacdo da primaquina em formulagdes farmacéuticas. Para tal, fez
uso de complexos estaveis formados entre a primaquina e o tiocianato de cobalto
(Amax = 625 nm), além disto, pode-se usar a quantidade de cobalto complexada
para se determinar indiretamente a primaquina por espectrometria de absorgao
atOmica, este ¢ o primeiro trabalho propondo a determinagdo indireta de
primaquina usando espectrometria de absor¢ao atdmica (AAS).

Ambos os métodos necessitam uma etapa de extragdo da solugdo aquosa da
formulagdo farmacéutica para uma fase organica (nitrobenzeno), esta fase
organica ¢ centrifugada, clarificada e filtrada antes de ser analisada. O limites de
detec¢do dos métodos ndo foram citados, apenas a faixa linear dindmica utilizada
pelo autor (2,2 a 17,6 x 10 mol L™"). Como o autor constata uma sensibilidade
melhor com o método baseado na absorcdo atomica (cinco vezes maior que a
sensibilidade na absor¢ao molecular) ele sugere que esse método seja aplicavel a
fluidos bioldgicos, embora ele ndo tenha realizado tais testes.

Sulaiman®’ (1985) propds outro método espectrofotométrico para
determinagdo da primaquina. Neste método, a primaquina ¢ reagida com cloranil
em pH 9, formando um complexo estavel e colorido que absorve na regido do
ultravioleta (Ayax = 305 nm). O autor ndo forneceu as figuras analiticas de mérito,
porém a sua sensibilidade pode ser estimada pela faixa linear dindmica utilizada
(8,8 2880 x 107 mol L™). O autor afirma que a sensibilidade deste método ¢ vinte
vezes superior a determinacdo da primaquina sem nenhuma complexagao.

El-Brsahy™ (1993) propds um método baseado na formagdo de complexo da

primaquina com 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano (TCNQ) formando um anion
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estavel e detectavel na regido do visivel (Avax = 845 nm). Segundo o autor, a FLLD
deste método € de 2,2 a 8,8 x 10> mol L.,

Amin® (2000) propds um método espectrofotométrico baseado na formagéo
do complexo corado entre a primaquina e a calmagite. Este complexo possui um
maximo de absor¢cao em 666 nm e uma FLD de 2,2 a 72,6 x 10 mol L.

Estas determinagdes espectrofotométricas descritas foram feitas em meio
liquido e necessitam de etapas de separagdo, pois muitos concomitantes presentes
nas amostras podem absorver radiacdo especifica, interferindo nos resultados
analiticos. A sensibilidade desses métodos, em geral, faz com que as
determinagdes de primaquina sejam inviaveis em fluidos bioldgicos.

Mudando um pouco a técnica de deteccdo, mas ainda fazendo uso da

complexacdo, Amin *°

(2003) em outra publicagcdo, propés um método para
determina¢do da primaquina em formulagdes farmacéuticas baseados na medida
de condutividade dos complexos formados entre a primaquina e tiocianato de
Cd*, Co*", Mn*" ou Zn*', e também na determinagdo indireta destes complexos
por espectrometria de absorcdo atomica. Esses métodos requerem etapas para
separacdo prévia dos complexos antes da determinagdo do analito.

Alternativamente aos diversos métodos espectrométricos surgiram o0s
métodos cromatograficos acoplados a diversos meios de detec¢do (inclusive
absor¢ao na regido do UV-Vis), possibilitando a eliminagdo de interferéncias.
Esses métodos sdo aplicados ndo so6 para determinacdo em formulacdes
farmacéuticas °', mas também em urina e em plasma. Muitas vezes auxiliando
estudos médicos sobre a farmacocinética do composto.

Dua *? (1996) apresentou um método baseado na cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo ultravioleta para determinagdo da
primaquina em sangue de pessoas contaminadas com a malaria do género
Plasmodium vivax, a FLD se estendeu de 54 x 10% a2 22 x 10" mol L, e a
recuperagdo foi de apenas 89 %.

Lal ** (2003) propds um método para determinagio de primaquina em
plasma de rato, este método ¢ baseado na técnica HPLC acoplada a um detector
ultravioleta. A curva de calibragdo do método possui linearidade entre 4,3 e 21,5 x
10® mol L™, envolve dupla extragdo para fazer organica e possui uma recupera¢io

pobre de apenas 45%.
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Rajanikanth ** (2003) propds um método baseado na técnica HPLC
acoplada a um espectrofometro de massas para a determinacao de primaquina em
plasma de macaco. O método proposto apresentou uma vasta FLD (8,6 a 2196 x
10° mol L") e otima sensibilidade (avaliada pelo menor valor da FLD), no
entanto a recuperagao da primaquina em sangue foi baixa, 55-60%.

Em um artigo bem recente Dwivedi *° (2003) propds um método baseado na
técnica HPLC e na cromatografia liquida de camada delgada de alta eficiéncia
(HPTLC) para determinagdo da primaquina na presenga de outros antimalariais.
Neste trabalho ele usa um arranjo de fotodiodo (UV-Vis) como detector. O limite
de deteccdo do método foi de 1,0 x 10° mol L. A faixa linear dindmica se
estende de 2 2 42 x 10° mol L™.

O comportamento eletroquimico da primaquina foi estudado e

detalhadamente descrito na literatura, 36 37

e em alguns trabalhos fez-s e uso deste
comportamento para se fazer a determinagdo apds métodos cromatograficos de
separagao.

Endoh ** (1992) apresentou um método baseado na técnica HPLC com
deteccdo amperométrica para determinagdo de primaquina em plasma de
Bezerros, conseguindo um limite de detecgdo de 2,1 x 10® mol L. A recuperacio
deste método esta na faixa de 89,5 a 92,8 %.

Dean *° (1994) utiliza a HPLC acoplada a um detector eletroquimico, para
determina¢do da primaquina em plasma. Este método apresentou limite de
deteccio de 4 x 10 " mol L' e uma recuperagao em torno de 100%.

Um método eletroquimico foi proposto por Saad ** (1992), neste, a
determina¢do da primaquina em formulag¢des farmacéuticas ¢ feita utilizando um
eletrodo baseado em membrana de poli(vinilcloreto) contendo um éter de coroa
macrocilica para determinagdo potenciométrica. Este método possibilita a
determinagdo da primaquina na presenca de cations metalicos, cloroquina e drogas
sulfonamidas. A recuperacdo alcancada foi de 107,0% com um coeficiente de
variagdo relativo de 8%. A FLD foi de 1 a 100 x 10 mol L. Este método se
mostra aplicavel para determinacdo da primaquina em formulagdes farmacéuticas,

mas nao em fluidos biologicos.
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1.3
Objetivos

A proposta do presente trabalho ¢ o de desenvolver metodologias analiticas
sensiveis e seletivas o suficiente para se fazer as determinagdes tanto do ciclofenil
quanto da primaquina em formulagdes farmacéuticas e para a determinagdo em
urina humana. Pretendeu-se obter uma marcha analitica mais simples que as ja
apresentadas na literatura, usando instrumentagdo acessivel e de relativo baixo
custo visando o controle ¢ qualidade dos medicamentos contendo esse principio
ativo e sua determinacao em urina. Nesse sentido as técnicas eletroanaliticas de
potencial controlado, mais propriamente a voltametria nos eletrodos usuais de

carbono e de mercurio, foi escolhida.
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