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APRESENTACAO

Esse trabalho propde estratégias para determirnkacaonoxidil (3-
oxido-2,4-diamino-6-pipedinopirimidina), um podesogsodilatador usado nos
tratamentos dalipertensao Arteriale daAlopécia AreataAs estratégias para a
determinacdo de minoxidil propostas aqui envolveotgdimentos de analise
em fluxo com deteccdo espectrofotométrica, detexgiies eletroanaliticas e
cromatograficas. Também sédo apresentados os st caracterizacdo da
estrutura do produto da oxidac&o quimica do minbxid

O texto € apresentado em capitulos, ordenados ggmmis e
divididos em secdes e subsecles descritos a sequir.

A Introducdo, Capitulo 1, apresenta as considesa@bdre as
propriedades do analito e suas aplicacdes nosmeatas da Kbertenséo
Arterial e Alopécia Areata,e uma revisdo bibliografica. No Capitulo 2 séo
apresentados os objetivos desse trabalho.

O Capitulo 3 descreve a Parte Experimental, a qoiasiste nos
reagentes e solucbes, equipamentos usados nessghdradescricdo do
procedimento de confeccdo dos eletrodos compddiografite-poliuretana e
grafite-borracha de silicone e, finalmente, 0 métoomparativo.

Nos Resultados e Discussao, Capitulo 4, sdo apaelsesntrés
propostas de determinacdo de minoxidil usando pimsedimentos de anélise
em fluxo com deteccdo espectrofotométrica, com doafiguracdes distintas,
eletroanalitica utilizando os eletrodos compdésittess grafite-poliuretana e
grafite-borracha de silicone e um procedimento atografico, usando HPLC
com deteccdo na regido do ultravioleta. Tambémseérile nesse capitulo, a
caracterizacao do produto de oxidacdo quimica doxidil.

Finalmente, sdo apresentados, nos Capitulos &e@onsideracdes
Finais e as Referéncias Bibliograficas citadas amgd do texto,
respectivamente.
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RESUMO

ESTRATEGIAS PARA A DETERMINACAO DE MINOXIDIL

No presente trabalho, sdo apresentados métodos para
determinacdo minoxidil (MX) em amostras comerciadetrolitos de plasma e
urina sintéticos. O MX é um farmaco que, devido wa FPropriedade
vasodilatadora, é usado no tratamentdgeertensao Arteriale no tratamento
da Alopécia Areata(calvice). Foram analisadas trés amostras comsyciai

Regain@ (Pharmacia, EUA), formulacdo de uso topico maiigal pela

Farmacia de Manipulacdo Porto Bianco (Séo CarlassiB e o Loniter®
(Rhodia, Brasil), sendo o primeiro e 0 segundoggi®a de uso tépico contendo

2 % (20 mg mtd mA) e 5 % (50 mg mtl m/\) de MX, respectivamente; o
terceiro medicamento é apresentado em forma derooidps contendo 10 mg
de minoxidil, o qual é utilizado no tratamentohdpertensao arterial Também
foram analisados os teores de MX contido nos diteisédo plasma e da urina
artificiais.Nesse trabalho foram propostas tréodwbgias para a determinacao
do MX nas amostras.

O primeiro procedimento foi a determinacdo de MX aaostras
usando analise em fluxo com deteccdo espectroftticaméem duas
configuracdes diferentes, as quais monitoraram remdgdo de um produto
amarelado formado a partir da reacao entre MX e Hfd@nadoin situ. A
primeira configuracao foi de linha Unica, com defecno comprimento de onda
de 400 nm, na qual foi possivel quantificar o MXgante nas amostras, com

recuperacbes de 99,7 e 104,8 % para Lanite® e o Regain@,
respectivamente, e 1025 % para a amostra manguléth segunda
configuracéo, de zonas coalescentes e deteccann346 MX foi determinado
nas amostras com recuperacéo entre 101,3 % phomiter, 99,8 % para o
Regaine® e 103,7 % para dManipulada Observou-se, para ambas as
configuracbes, que todos os resultados do métodoarddise em fluxo
concordam com os valores rotulados das amostraBsades e com 0S
resultados do método cromatogréfico (método contpaja em 95 % de
confianca (teste t-Student).

No segundo método, é descrita a determinacéo ahettitica de
MX usando dois eletrodos compdsitos de grafiteypetana (GPUE) e grafite-
borracha de silicone (GSRE). Foi usada voltameighca para o obtencédo da
area eletroativa dos eletrodos (GPUE = 0,093, @SRE = 0,089 cf), do
coeficiente difusdo do MX (na ordem de 8,0%1¢ht s') e para estudo do
mecanismo da eletro-oxidacdo da MX, que é de utmoal§or préton. Com o
auxilio das curvas analiticas, foram determinadogeores de MX contidos nas
amostras por diferentes técnicas voltamétricastamatria ciclica (CV),
voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametripwleo diferencial (DPV),
usando ambos os eletrodos. Os valores de recupeeat@o no intervalo entre
96,0 e 110 %, dependendo da amostra e da técnitametrica. A



espectroscopia de impedancia eletroquimica descrgual o circuito elétrico
foi equivalente a eletro-oxidacdo do minoxidil mda, mostrou que ha adsorcao
fraca e reversivel para ambos os eletrodos.

O terceiro método descreve a determinacdo de Mirasémida
(FR), usando cromatografia liquida de alta efid@&n¢iPLC) com deteccao
espectrofotométrica. Os comprimentos de onda aci@d foram 275 e 285 nm
para a FR e o MX, respectivamente. A fase movalaifai metanol/trietilamina
(99:1:V/V) na vazéo de 0,5 mL minA coluna usada foi uma C18 8apelc6.

As recuperacdes foram 97,7 e 102,4 % pardoaiter® e o Furosent,
respectivamente.

Finalmente, é apresentada a caracterizacédo dotprdduwxidacéo
do MX. Para a caracterizagao, foi usada a espeop@s de infravermelho e as
informacbes obtidas foram comparadas com o0s resgltaobtidos na
ressonancia magnética nuclear de protons. Forapogtas, através da técnicas
IR e RMN, duas estruturas resultantes da reacéx reatre o MX e 0 KMnQ
o desoximinoxidil e uma outra estrutura, inéditditematura o 3,5-diéxido-2,4-
dinitro-6-piperidinopirimidina.



ABSTRACT

STRATEGIES FOR THE DETERMINATION OF MINOXIDIL

In this work methods for determining minoxidil (MX)n
commercial samples and electrolytes of synthetiasmph and urine are
presented. The minoxidil is a pharmaceutical whos®d vessel dilation
property is used in the treatment of tAeterial Hypertensionand in the
treatment of thé\lopécia AreataThree commercial samples were analyzed, the
Regain€ (Pharmacia, USA) and the magistral formulation ri@®oBianco,
Brazil) both are topical use solutions, in a migtof ethanol and propilenoglicol
as vehicle, containing 2 % (20 mg MLand 5 % of minoxidil (50 mg mt)
respectively, andloniter? (Rhodia, Brasil) containing 10 mg of MX per tablet
Three proposals for the determination of minoxidicommercial samples and
electrolytes of synthetic plasma and urine weresictared.

The first procedure was the determination of MXtle samples
using flow injection analysis with spectrophotornetietection in two setups.
For the setup procedure using single line with aehength of 400 nm, which
can quantify the MX present in samples, showingvety values of 99.7 and
104.8 % forLoniter’ and theRegain& respectively, and 102.5 % for the
magistral sample. In merging-zones setup, the tietewas in 345 nm, the MX
was determined in the samples with recovery 101 f©honiter® and 99.8 %
to Regain€ and 103.7 % for the magistral. For both configora, all the
results from flow agree with the labeled values dhd results from the
chromatographic method (comparative method) in 980diffidence (t-Student
test).

In the second procedure, an electroanalytical detetion of MX
Is described using two composite electrodes, thptgre-polyurethane (GPUE)
and graphite-silicone rubber (GSRE). Cyclic voltastiy was used to study the
electroactive area of electrodes (GPUE = 0.093 @SRE = 0.089 cfi, the
diffusion coefficient of MX (in order of 8.0 x10cnf s?) and to study the
mechanism of electro-oxidation of MX of which inves one electron per
proton. With the support of analytical curves weetermined the levels of MX
in the samples by different voltammetric technigqualic voltammetry (CV),
square wave voltammetry (SWV) and differential pulsltammetry (DPV).
The recovery values are in the range between 981A 40 %, depending on the
sample and the voltammetric technique. The eleommical impedance
spectroscopy showed that the mass transport isatiewlt by diffusion and also
there is a weak and reversible adsorption thabddin the electrodes.

The third method describes the determination of MXd
furosemide (FR) using high performance liquid chatmgraphy (HPLC) with
spectrophotometric detection. The wavelengths &f &7d 285 nm were for the
detection of FR and MX respectively. The mobile g#aused was
methanol/triethylamine (99:1//V) in the flow rate of 0.5 mL mih The column
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used was a C18upelcS. The recoveries were 97.7 and 102.4 %lfoniterf
andLasixX® respectively.

Finally is presented the characterization of themdpct of oxidation
of MX. The informations obtained from infrared spescopy technique, were
compared with results obtained by nuclear protorgmatic resonance. Two
structures were proposed as product of redox wradietween the MX and
KMnQ,, the desoximinoxidil and another new structure.
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1. Introducéo



1.1. Consideracbes gerais

Este trabalho apresenta estudos sobre a determidacéinoxidil
em formulacdes farmacéuticas, elucidacdo do sedufiyale oxidacdo quimica
e a aplicacdo de dois eletrodos compdésitos séhdosstudo eletroanalitico do
MX.

O minoxidil, 3-6xido-2,4-diamino-6-piperidinopirimina (MX),
cuja férmula estrutural é apresentada abaixo, @dawristalino branco, inodoro,
insolavel em &gua, acetona ou solucdes alcalimas;gsolavel em alcodis e
bastante sollvel em solucdes aquosas acidas. Béw g fusdo é 188,4%C,
massa molar de 209,25 g Ma apresenta pi4,61 (Budavaret al.,2001; Po-
Changet al, 2006).

O MX é um farmaco classificado como vasodilataderif@rico,
muito eficaz quando administrado oralmente na r@oluga pressao arterial
(PA). Atua como uma pro-droga, a qual, quando ingeidmetabolizada nos
rins transformando-se na molécula ativa sulfatondeoxidil, cuja férmula
estrutural é representada abaixo. Cerca de 20%saidgerida de minoxidil é

excretada pela urina sem modificacao. (Andersoonjpkn e Troutman, 2002).

NH,
>/—N
HOLSO- N>_>©

KIH,

O sulfato de minoxidil causa relaxamento da musardalisa dos
vasos por ativacdo dos canais de potassio, pedwifinxo intracelular deste
ion, causando hiperpolarizacao celular. A drogatalihs artérias, mas nao veias,

ou seja, produz apenas vasodilatacdo arteriolaisac@o ativacdo simpatica



reflexa, taquicardia e retencdo hidrossalina, déwvéambém ser usada sempre
em conjunto com diuréticos e bloqueadores simpat{@mderson, Knoben e
Troutman, 2002; Katzung, 2004; Nobre e Lima, 200@ano, 2009;
Hipertension Arterial, 2005).

Para os casos de hipertensdo severa, que nao daspas demais
drogas, € prescrito o tratamento com MX. A doseiahi administrada
oralmente, é de 1,25 mg di@ deve ser aumentada gradativamente para, até,
40 mg did. As caracteristicas farmacocinéticas do MX sdesantadas na
Tabela 1.1 (Anderson, Knoben e Troutman, 2002; itagz2004; Nobre; Lima,
2000; Mano, 2009; Hipertension Arterial, 2005).

TABELA 1.1.: Caracteristicas farmacocinéticas e agesn oral de MX
(Katzung, 2004)

Farmaco Ty»** Biodisponibilidade . DQSE Dose deN
inicial manutencao
Minoxidil 3,1+0,6 h 90 % 5-10 mg/dia 40 mg/dia

"Ajuste posoldgico quando a droga causa diminuigiidibgracdo dereatininapela
urina. O valor aceitavel de liberacdoateatininaé 30 mL mift;
**T 1> = tempo de meia vida.

Alguns sintomas adversos surgem gquando se adramistioses
orais inadequadas de MX, o paciente pode apreserdaadro de taquicardia,
palpitacdes, angina e edema. Cefaléia, sudoresgsetismo sdo sintomas
adversos apresentados mais comumente em mulhatglag com MX
(Katzung, 2004).

O hirsutismo causado pela propriedade vasodilaadimr MX
propicia seu uso no tratamentoAlapécia Areataconhecida como pelada, uma
forma de calvicie, que € uma doenca que ocasignada de pelos e cabelos em
pontos distintos do corpo. O medicamento, na fodwasolucdo tépica, €
aplicado sobre a pele, diretamente no local emogoeeu a queda de pelos ou
cabelos (Ruiz-Medinat al, 1999; Haret al, 2004).



1.1.1. ConsideracOes sobre a Hipertensao Arterial

O termoHipertensao Arterialrefere-se ao fluxo de sangue pelas

artérias com uma pressao arterial superior aqumiaisderada como ideal. O
conceito médico mais moderno sobrélipertensdo ArterialHA) define essa
moléstia ndo mais como uma condi¢do clinica, quesapta valores tencionais
acima de valores preestabelecidos, mas, sim, conaosindrome, que engloba
alteracdes hemodinamicas, troficas e metabolicasltaracdes hemodinamicas,
troficas e metabdlicas, causam o aumento da presmdguinea, resisténcia
insulinica, microalbinudria, dispilidemias, obesida@umento da atividade dos
fatores de coagulacédo e hipertrofia da funcaodiaat movimento de dilatacao
do coracdo, apos a fase de contracdo, do ventrésgaerdo (Nobre; Lima,

2000; Mano, 2009; Hipertension Arterial, 2005).

Alguns sintomas dddipertenséo Arterialsdo tonturas, dores de

cabeca e sangramento pelo nariz. Entretanto, narimados casos, a

Hipertensdo Arterialé uma doenca silenciosa, isto €, ocorre sem provoca

gualquer tipo de sintoma a néo ser o aumento dasfwearterial. Anualmente, a

maioria das mortes provocadas pela hipertenséoiaartgfo atribuidas a

disfuncdo do sistema cardiovascular e do sistemal (&lipertension Arterial,

2005).

A Hipertensé@o Arterialpode levar seu portador aos quadros
clinicos descritos abaixo (Hipertension Arteri&l03):

a. Arteriosclerose: é o aumento do didmetro das artérias, tornando-as
menos flexiveis, permitindo o acumulo de placasgdedura em suas
paredes, obstruindo-as. A obstrucao arterial fam qoe os rins liberem
um horménio chamadeening que ocasiona 0 aumento da pressao
arterial.

b.  Cardiopatia hipertensiva: € a acdo darteriosclerosesobre 0s vasos
coronarios que suprem o musculo cardiaco, miocamim sangue. A

cardiopatia hipertensivaaumenta a atividade coronaria para manter o



fluxo sanguineo. O aumento da atividade coronésalta na dilatacao do
coracao e na hipertrofia do miocardio, tornandm@gdo mais rigido e
resultando no acumulo de liquido pelo corpo tod@vidb ao
bombeamento ineficaz.

C. Enfermidades renais:20% do sangue bombeado se encontram nos rins,
cuja funcao é filtrar e manter a concentracdo aaldmue sais, acidos e
agua. Como descrito no iteamse o fluxo de sangue é inadequado, 0s rins
liberam arening que provoca a vasoconstricao por todo o corpange
um ciclo vicioso que pode levar a faléncia da fongial.

d. ICTUS: palavra originaria do latim, que se refere a todssacidentes
vasculares cerebrais (AVC). Refere-se ao ataquartgaiosclerose nos
vasos cerebrais, causando obstrucdo dos vasosodmviéstreitamento,

coagulo (trombose cerebral) ou ruptura do vasadder cerebral).

Os quadros clinicos descritos acima podem ser aawws com O
tratamento adequado da hipertenséo arterial.

Fatores de risco cardiovascular independentesrs&ogqados pelos
componentes desta sindrome. Os indices de morbideartalidade ndo eram
reduzidos com as propostas terapéuticas antigasnosendo elas eficazes no
abaixamento significativo dos niveis de presséeriatt Tratamentos modernos
necessitam prever o impacto causado em todos a®gatla sindrome, isto €,
nao devem se resumir apenas a reducao dos niveisskio arterial.

Constatou-se que nos Estados Unidos a incidénchipetensao
Arterial € diretamente proporcional ao aumento da idadeirdtigiduos, de
ambos 0s sexos, da populacdo. A maior incidénchdiplertenséo Arteriak na
populacdo de individuos da raca negra em qualglagiei A incidéncia dalA
nos Estados Unidos considera faixas distintas ddeiccomo apresentado na
Tabela 1.2.



No Brasil, as estatisticas oficiais sdo difusaasHhdicam que ha
uma prevaléncia média de 15 % da populacdo addtpendendo da regido,
essa prevaléncia varia de 9 a 30 %, sendo os pobresais atingidos pela

Hipertensdo Arteriak por acidentes cardiovasculares (Latufo e LoBSG).

TABELA 1.2: Incidéncia de HA na populacao norte aoana (Kaplan, 2001)

Faixas de idadé& Incidéncia deHA / %
Até 40 anos 10
de 41 a 60 anos 20
de 61 a 70 anos 40
Acima de 70 anos 60

* Referente a populacdo dos EUA

As estatisticas séo influenciadas pela migracderetites origens
raciais e, também, pelos habitos sociais e profisss. A populacdo urbana é
mais sensivel dipertensdo Arterialque a populacdo rural. Em 1995 foram
atribuidas aHipertensdo Arteria5% dos 6bitos ocorridos no Brasil (Latufo e
Lolio, 1996).

O desenvolvimento deipertenséo Arteriale dependente da inter-
relacdo entre a predisposicdo genética e os fammdsentais. Todavia, 0
mecanismo desta interacdo ndo € exatamente coah@ditipertensdo Arterial
€ acompanhada por disfuncdo endotelial e alterafiffesonais do sistema

nervoso simpatico, dos rins, da angiotensina aitte®mecanismos humorais.

1.1.1.1. Classificacao da Hipertenséo Arterial

A Hipertensdo Arterialsistémica € classificada pelo nivel de
pressao arterialPd), associada a uma estratificacao do risco (Ma@o9R A
Tabela 1.3 apresenta a classificacdoHil@ertensédo Arterialcom relacdo a

pressao arterial.



TABELA 1.3: Classificacdo clinica quanto ao nivel dressao arterial (PA)
(Mano, 2009)

Nivel de PA / mmHg

Classificacao

Sistolica Diastélica
<120 <80 Ideal
<130 <85 Normal
130 - 139 86 — 89 Normal alta
140 — 159 90 - 99 Hipertenséo estagio 1
160 — 179 100 — 109 Hipertenséo estagio 2
> 180 > 110 Hipertenséo estagio 3

Dois aspectos sao envolvidos na estratificacaosde:r
1 — Fatores de risco maiores: tabagismo, dislipideBiabetes mellitusidade
acima de 60 anos, sexo masculino, mulheres pospaana e historico familiar;
2 — Leséo de orgao-alvo: doencas cardiacas, hofiartto ventriculo esquerdo,
angina, revascularizacdo miocardica, insuficiéreaaliaca, nefropatia, doenca
arterial periférica e retinopatia diabética.
A estratificacao de risco permite estabelecergrépos de risco:
A — nenhum fator de risco
B — pelo menos um fator de risco
C — presenca de lesdo de 6rgao alvo dDidbetes mellitus

O tratamento deHipertensdo Arterialé indicado com base na
associacao entre o nivel da pressao arterial @@adnamento em cada um dos
grupos de risco acima. A Tabela 1.4 indica as nsrm@ tratamento da
hipertensédo arterial, segundo VII Relatério Interoaal do Joint National
Committee (Manual de hipertenséo arterial, 2003).

O tratamento ndo medicamentoso envolve mudancastio de
vida referente aos habitos alimentares e comportise Tais mudancas
envolvem reducdo de peso, reducdo da ingestaodie stimento da ingestao

de potassio, dieta rica em frutas e vegetais, mahwentos com alto teor de



gordura, diminuicdo ou abolicdo do alcool e pratieaatividade fisica (Appel,
2000).

TABELA 1.4: Indicacdo de tratamento de acordo cognupo de risco e o nivel
de PA (Manual de hipertensao arterial, 2003)

Grupo de Risco Classificacédo da PA Tratamento adoti
Normal — alta Mudanca de estilo de vida
Grupo A Estagio 1 Mudanca de e;tei::ecilse vida por até 12
Estagio2 e 3 Tratamento medicamentoso
Normal Mudanca de estilo de vida
Grupo B Estagio 1 Mudanca de (;ngstjez(sje vida por até 6
Estagio2 e 3 Tratamento medicamentoso
Grupo C Qualquer estagio Tratamento medicamentoso

'A — nenhum fator de risc6B — pelo menos um fator de risct — presenca de
lesdo de orgao alvo ou @eabetes mellitus

Quando as medidas preventivas ndo séo suficieatasopcontrole
daPA, o tratamento medicamentoso deve ser adotadoawisnpes dos Grupos
A e B com hipertenséo no estagio 1 e imediatanmegmis diagndstico no Grupo
C em qualquer grau de Hipertensao Arterial. Recolae® que o tratamento
nao farmacologico seja mantido paralelamente (Mateidipertensdo arterial,
2003).

1.1.2. Consideracfes sobre a Alopécia Areata

A Alopécia Areataé uma doenca caracterizada pela queda rapida e
repentina de cabelos do couro cabeludo e/ou deugrabutro lugar do corpo
(barba, pubis, sobrancelhas, axilas, etc.). Estngo atinge cerca 1,7% da
populacdo mundial. Até entdo, considerava-se qudlopécia Areataera
causada por processos infecciosos; entretanfdp@écia Areatafoi descrita



como um problema de autoimunidade adquirido gesratnte e desencadeado
por tensdo emocional. A literatura descreve cdpa®$ de criancas, cujos pais
se separaram, que desenvolveram casos muito graydgpécia AreatgOlsen

et al, 2004; Lenanet al, 2005).

A hereditariedade é um fator crucial. Estima-se @086 das
pessoas que desenvolveramlapécia Areatdinham alguém na familia com a
doenca. O individuo que desenvolve a doenca codeidaperior aos 30 anos,
no entanto, reduz a probabilidade de seus desdesdepresentarem o0s
sintomas (Olsest al, 2004; Lenanet al, 2005).

A Alopécia Areatacostuma se desenvolver em individuos que séo
descendentes de familias cujos integrantes desemaol doencas autoimunes
como asma, artrite reumatoide, lupus e vitiligssadesatologia também € comum
em individuos portadores de Sindrome de Down (&mdawber, 2004).

Na Alopécia Areataos foliculos capilares sdo atacados por engano
pelo proprio sistema imunolégico do individuo, teswo na interrupcédo do
crescimento dos fios de cabelo. Geralmente ineiaesm pequenas falhas no
couro cabeludo que diminuem espontaneamente enopaneses. Em alguns
casos, ha progressdo da queda de cabelos ndo sburm cabeludo, mas
também por todo corpo (Sinclair e Dawber, 2004).

A perda de cabelos ndo € o Unico sintomaAttpécia Areata
também €& comum ocorrer varios tipos de deformag®&umhas. Em alguns
casos, as unhas ficam estriadas como se tivessBmasianhadas por um
alfinete ou ainda apresentam pontos em baixo redewwo se fosse um dedal.
Nenhuma outra parte do corpo é afetada pela doang@y ser unhas e cabelos
(Lenaneet al, 2005; Sinclair e Dawber, 2004).

O tratamento mais conhecido € a aplicacdo de swltag@ica de
minoxidil, um vasodilatador de uso local com acabre o0s receptores
androgénicos do pelo, ou seja, que ajuda a blogusarderivados da

testosterona. Se a queda for acentuada, pode-sergwer a versao mais
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concentrada, ja que existem dois tipos de preparagha mais concentrada e
outra mais diluida.

E preciso tomar cuidado porque nem tudo o que epi@dons
resultados para os homens pode ser indicado pamul®res, uma vez que
nelas os efeitos colaterais podem ser desagrad®epsis de aplicar o remédio
no couro cabeludo, algumas mulheres desenvolveasbana face e pelos nos
bracos, pernas, etc. (Olsenal, 2004; Lenanet al, 2005; Sinclair e Dawber,
2004; Trueb, 2002).

1.2. Revisao bibliogréafica

Neste capitulo sdo apresentados 20 trabalhos aotheeerminacao
de MX usando diversos métodos, tais como métodasnatograficos,
eletroquimicos, espectrofotométricos, FIA e tituftntos. Os resumos estao
ordenados em ordem cronoldgica decrescente (paieapablicacéo).

Os artigos apresentados foram levantados contimtana® longo
dos trabalhos, junto as bases de daileb of Scienc@Veb of science, 2009
Scielo(Scielo, 2009), as palavras-chave utilizadas nguss de busca foram
“minoxidil and determinatidn

Trabalhos que discutem a aplicacdo do MX em tratémsede
doencas ou sindromes ndo foram considerados nauigesqibliogréafica
apresentada neste capitulo.

A Tabela 1.5 apresenta a distribuicao dos trabathoguncéo dos
métodos utilizados para a determinacéo do farnmRRade-se considerar que foi
encontrado um numero pequeno de trabalhos sobeteardnacdo de MX, o
que reforca a importancia do presente trabalhoaepsoposta de desenvolver

métodos alternativos para a determinacao dessadarm
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TABELA 1.5: Distribuicdo das referéncias, no pedode 1983 a 2009, em
funcdo do método de determinacdo de minoxidil, pisacpatualizada até meados
de 2009

Métodos para determinacdo de minoxidil Numero de artigos publicados

Cromatograficos
Espectrofotométricos
Eletroquimicos
Titulomeétricos
Andlise em fluxo (FIA)*
Eletroforese

(RREN
o wm\j

Total 2

*Deteccdo espectrofotométrica

Bordbar et al. (2009) desenvolveram um  método
espectrofotométrico para a determinacédo simultédeddX e tretinoina, usando
quimiometria (PLS e HPSAM) na otimizacdo do siste@aviX e a tretinoina
foram determinados simultaneamente com relagcaoodeeatragcbes variando
entre 2:1 a 1:33, respectivamente. Os autores tanmibépuseram um método
usando minimos quadrados parciais para a calibregélvariada, para a
analise de misturas binarias de tretinoina e M>er@ relativo encontrado foi
de 2,59 %, aplicando o método PLS em onze amostoasntervalo de
concentracdo 0-1Qg mL* de tretinoina e 0-32g mL* de MX. Ambos 0s
métodos quimiomeétricos propostos (PLS e HPSAM) roraplicados na
determinacdo de MX e tretinoina em amostras coaisrci

Attaran e Parham (2008) sugeriram um método eggetdmetrico
para a determinacdo de MX, usando par idnico mihlearange-Il. Esse par
ibnico foi extraido quantitativamente em meio adidando diclorometano e a
sua absorbancia foi medida em 482 nm, sob temparatabiente. O efeito de
diferentes variaveis tais como tipo de solventéyme de solvente na extracao,
volume de reagente anidnico, pH, forca idnica, terdp extracdo e agitacao
foram investigados e otimizados para o0 maior deselmp da extracao
qguantitativa de MX. A curva analitica € linear amndo do intervalo de

concentracdo de MX 0,3-6,0 mg ihle R = 0,9974. O desvio padrdo e erro
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relativo, para 8 replicatas, foram respectivametate3,0ug mL™ e 3,54 %. O
limite de deteccdo de MX foi de 43,2 mg L

De Orsiet al. (2008) desenvolveram um método para determinacéo
de MX em cosméticos usando cromatografia liquidaltieeficiéncia (HPLC).
Os detectores usados para determinacdo de minogrdigesterona, estrona,
espironolactona, canrenona, hidrocortisona, tmasicha e acetonida em
produtos cosméticos foram os de fotodiodos (diodg/ana regido do UV (UV-
DAD) e de espectroscopia de massa por ionizac&@bedospray(ESI-MS). A
presenca dessas substancias em produtos cosnegiinesciais € proibida. Os
compostos foram separados por cromatografia deréasesa com agua (0,1%
de &cido trifluoroacético) e acetonitrila, em gemté de eluicdo, e detectados
por UV-DAD a 230, 254 e 280 nm, e por ESI-MS comizacao no modo
positivo. A linearidade foi estudada usando osaletes UV-DAD no intervalo
de concentracdo entre 1,50-10@PmL" oupg g* e o ESI-MS no intervalo de
concentracdo de 50-1000 ng Tlou ng ¢, dependendo do tipo e dos
compostos e da preparacdo de cosméticos. Coeéisieme correlacdo de
r = 0,99 foram obtidos tanto com ultravioleta (Ugyanto com ESI-MS. As
recuperacdoes para ambos os detectores (UV-DAD eMVES$lforam sempre
superiores a 90% para os diferentes analitos. Bstedo foi aplicado com
sucesso na determinacdo de substancias ilegalradiienadas em locbes e
cremes cosméticos, vendidos pela Internet parareyiteda de cabelo e outras
doencas cutaneas hormonio-dependente, como adrselgsino.

Pfaffen e Ortiz (2006) investigaram o0 comportamento
eletroquimico e propuseram um sistema para a dicagio amperométrica de
MX, usando eletrodo de carbono vitreo em fluxo (FI® procedimento é
baseado na oxidacdo eletroquimica do MX a 0,800v8/. Ag/AgCI/NaCl
3 mol L") em uma solucdo tamp&o fosfato. A curva analigaapresentou

linear no intervalo de concentracdo de 1,0xaa,0x10 mol L. As condicdes
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otimizadas foramg,, = 0,800 V; vazéao de 0,74 mL minem pH 7,0 com
frequéncia analitica de 120 injecdes por hora.

Sousa e colaboradores (2005) propuseram um proestim
espectrofotométrico em fluxo continuo baseado mga® de Oxido-reducéo
entre KMnQ e MX. Os melhores resultados na titulagao foratidob usando
concentraces de permanganato de 3,20xa6l L' e minoxidil, usado como
titulante, da ordem de 1,00xi@nol L. Vazdo de 17 mL mihfoi fixada para
as leituras fotométricas continuas e o titulanteatbcionado em aliquotas de
500 pL, enquanto as mudancas de cor foram monitoradas58 nm.
Recuperacbes da ordem de 97,6 a 102,8 % foramvalss; dependendo da
amostra analisada. O método foi aplicado em ansostiaerciais contendo MX
e 0s resultados comparados com aqueles obtidogtia g procedimentos
cromatograficos, com erros relativos da ordem 8 31,0 %.

Huang e colaboradores (2005) propuseram uma meigidol
analitica baseada em cromatografia liquida com cdate eletroquimica
(LC/CE), para a determinacéo de traco de MX costiglm foliculos e pele de
“hamster” ap0s a administracdo topica do farmacoMX® acumulado nas
glandulas sebaceas de orelhas dos animais foiidkxtda pele e dos foliculos
em diferentes camadas e tratado com acido triatétma aquoso seguido por
acetonitrila. O sobrenadante foi injetado diretamero sistema CL/CE e o MX
foi detectado pela oxidacdo a 800 mxs.(Ag/AgCl), usando um eletrodo de
carbono vitreo. Recuperacdes entre 94,4 e 103,Xofam relatadas com
linearidade até 250y mL™", com um coeficiente de regress&o r = 0,9988.

Ruiz-Medina et al. (1999) desenvolveram um método para a
determinacao de MX usando um procedimento em flagoplado a um reator
em fase solida, com deteccdo espectrofotométri@mabto foi concentrado em
um reator com trocador ibnico SP-Sephadex C25 emtgda e, apos eluicao,
detectado em 282 nm. A solucéo transportadora @i(H,0x10° mol L™*)/NaCl

(5,0x10° mol L™"). Observou-se um intervalo linear de concentralMX de



14

0,05 a 7ug mL* com limite de deteccdo de 60 ng MLOs resultados do
método proposto foram comparados com um meétodo atografico (HPLC)
comparativo.

Zarghiet al. (1998) desenvolveram um método para a determinacao
de MX em plasma usando HPLC. O método propostoipearguantificacdo de
MX no monitoramento terapéutico, com um limite a@gedcdo 0,5 ng mk A
separacdao foi realizada em coluna C-18 (150 x 4vf) apOs a devida extracao
do analito da matriz. O comprimento de onda foadix em 281 nm e a fase
moével foi uma mistura de acetonitrila e tampdo dtusf
0,01 mol L* (60:40,V/V), contendo dodecil sulfato de sédio 2,5 mmdldom
pH ajustado para 3,5 e a vazado foi de 1 mL'mik temperatura da coluna foi
fixada em 50°C. A curva analitica apresentou urervado linear de 2 a
100 ng mL*.

Mahrous et al. (1992) desenvolveram um método
espectrofotométrico para a quantificacdo simultadedVX e tretinoina pelo
método da primeira derivada. O método é baseadainas obtidos do MX e
tretinoina em 290 e 351 nm, respectivamente, saplicada a primeira
derivada (D1) nas curvas contendo os espectrosadaktos. O meétodo D1
minimiza a interferéncia entre os sinais dos av&ldu qualquer outro tipo de
interferéncia. A Lei de Beer foi obedecida no im#o de concentracdo 2 a
10 ug mL* de MX e 0,25 a 1,2fg mL™" de tretinoina. O método proposto foi
aplicado na determinacao dos analitos em alguntasufacGes farmacéuticas
manipuladas. O desvio padrdo relativo para 0 mépodposto para ambos o0s
farmacos foram inferiores a 0,95 %.

Fanali et al. (1992) apresentaram consideracdes teodricas para
justificar o efeito do campo elétrico aplicado sobrtempo e migracdo, quer
alterando a tensdo e/ou o comprimento do capiladet@rminacdo de MX em

formulacdes farmacéuticas.
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Arcos et al. (1991) desenvolveram dois métodos para investigar
equilibrio acido-base do MX. Os métodos propostmsm o polarografico
(reducéo) e o espectrofotométrico. O intervalo deilconcentracdo de MX foi
de 1x10° a 5x10" mol L™, ambos os estudos foram realizados em difereites p
e os valores dos pKoram calculados utilizando os resultados obtelnsambas
as técnicas.

Gagliardiet al. (1991) propuseram um método baseado em HPLC,
usando fase reversa, para determinacdo simultéaeliXd e tretinoina. Os
limites deteccdo foram 10 ng para o MX e 5 ng @ateetinoina com deteccao
em 283 e 367 nm, respectivamente. O método prodostaplicado para a
analise dos analitos em formulacdes farmacéuticasméticas comerciais.

Mahrous (1991) apresentou trés métodos para aificacdo de
minoxidil em um unico trabalho: O primeiro métodbaseado na formacgéo do
complexo triso-fenantrolina de ferro (Il) apds a reacdo do MX demo (l11)-0-
fenantrolina em meio acido. O complexo de ferroif@ medido
colorimetricamente em 510 nm. O segundo métodosédum na interacdo de
minoxidil, elétron doador, com o iodo, elétron @oe, gerando um composto
molecular o qual pode ser detectado em 285 nmrd@ite método foi baseado
na interacdo de MX e cloranil em dioxano, levandoraacédo de complexos de
transferéncia de carga quaternizado, sendo deteetad610 nm. A Lei de Beer
foi obedecida dentro do intervalo de concentrag@®,08 a 0,4 mgt 0,1 a
0,5 mg L'e 5 a 25 mg L, respectivamente.

Sastry e colaboradores (1991) desenvolveram umdoégiara a
determinacao de MX usando 3-metil-2-benzotazolifodeazona (MBTH) e Fe
(1l) como o agente colorimétrico detectado em B0® O meétodo permitiu a
determinacdo de 0,5 a 4,5 mg Tntle MX. A exatid&o e a precisdo do método
foram verificadas por HPLC.

Bonazzi et al. (1990) desenvolveram um  método

espectrofotométrico para a determinacdo seletivadgmda de MX em
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formulacdes farmacéuticas. O método baseia-se addicacdes caracteristicas
do espectro UV do MX induzida pela mudanca de pHuantificacao seletiva

do MX se da pela diferenca do espectro, a qual pedebtida pela diferenca de
absorbancia dada por A = (A282,8-A259,2). Como aiternativa, um método

usando a segunda derivada do espectro foi des@mhwolNOs métodos

espectrofotométricos foram aplicados no controle gdalidade de formas

farmacéuticas comerciais contendo MX e os resudtddi@am comparados com
0s obtidos por um método comparativo cromatografitiel C.

Plakogianniset al. (1989) avaliaram o melhor solvente, ou mistura
de solventes, para extracdo do MX dos comprimigosoditer?. Os solventes
estudados foram etanol, propilenoglicol, 4gua ecuweiN — disponivel
comercialmente. Um total de vinte e cinco comprosideLoniter? contendo
10 mg de MX foram pulverizados para os testes deagio. A massa
equivalente a um comprimido foi dispersa no sokveat agitada por dez
minutos. A dispersao foi filtrada a vacuo e o resigolido foi lavado duas
vezes para obter um volume fixo do filtrado. A camicacdo de MX em cada
sistema solvente foi determinada espectrofotonastente em 280 e 282 nm,
dependendo do solvente. A quantidade de MX extrdeladaada amostra foi
calculada utilizando uma curva padrdo construida pada solvente. A partir
dos resultados obtidos, concluiu-se que o veicutNmelhor solvente para a
extracéo, na ordem de 99% de rendimento.

Golden e Zoutendam (1987) usaram uma coluna da téoeca de
fase reversa usando deteccdo amperométrica paeerncacao de MX livre
em soro humano. A droga foi isolada do soro porag&b em fase sélida,
usando um cartucho descartavel contendo coluna d€ajtilsilano. A média
absoluta de recuperacdo de MX no soro foi de 85¢6s/a retirada do soro, a
separacao foi realizada por HPLC usando uma cdpesisorb-C 8. O método

apresentou comportamento linear de 0,3 a 100 ri§ enh. amostras de soro as



17

guais uma quantidade conhecida de MX foi adicionbliizando uma amostra
de 1 ml de soro, o limite de detecc&o foi de 0,8h{.

Fanali, Cristalli e Catellani (1987) desenvolveratm método
usando isotacoforese capilar com deteccdo no UM, gauantificacdo de MX
em amostras farmacéuticas. A curva analitica apt@sentervalo linear de
concentracdo de MX de 1,0x10a 1,5x1F mol L*, com coeficiente de
correlacédo de 0,9997. As amostras comerciais usadsi® trabalho foram
Loniter®, Prexidil®, ambos contendo 5 mg de MX por comprimido e uma
solucdo topica de concentracdo 20 mg'mD teste de recuperacdo apresentou
valores no intervalo de 99 a 103%, dependendo dataancomercial usada.

Asmus et al. (1984) descreveram um método de cromatografia
liquida com deteccdo UV usando emparelhamentoadpéra a determinagcao
de MX em formulagdes farmacéuticas. O sistema dagnafico era constituido
por uma coluna microparticulada de octadecilséi@fase mével era composta
de dioctilsulfosuccinato de sodio aguoso em metgmdl3). A recuperacao de
MX foi de 99,1%.

Amankwa et al. (1983) propuseram um método eletroquimico,
baseado em polarografia de pulso diferencial (DP&ga a analise de MX em
formulacbes farmacéuticas. O MX foi extraido comtanel e o eletrdlito
suporte foi HSO, 0,50 mol I''. Foi obtida uma relacédo linear entre a
concentracao e a altura do pico, com um coeficidateorrelacdo de 0,9999 na
regido linear da curva analitica. Nao houve intérfeia dos excipientes
contidos no comprimido. Em solucdo &cida, foi psipoum mecanismo de
reducdo em -1,2 V que envolve quatro elétrons feadss, bem como a

desidratacdo e a perda de uma amina descrita esrethjs.
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2. Objetivos
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Este trabalho teve como objetivo central o desemweinto de
estratégias para determinacdo de minoxidil usaridedtes técnicas analiticas.

Durante os trabalhos, surgiu a necessidade detearac o produto
de oxidacdo de MX em meio acido, o que se tornadmooobjetivo desse
trabalho.

Para atingir esses objetivos foi necessario:

Isolar e caracterizar o produto de oxidacdo do Msando-se
espectroscopia de massas, espectroscopia na regiamfravermelho e
ressonancia magneética;

Estudar o perfil voltamétrico do MX e determinapoy voltametria
ciclica (CV), de onda quadrada (SWV) e de pulserdiicial (DPV), usando
eletrodos compadsitos a base de grafite-poliuret@raJE) e grafite-borracha de
silicone (GSRE);

Determinar o MX por analise por injecdo em fluxdA)Fcom
deteccéo espectrofotométrica;

Determinar o MX utilizando cromatografia liquidaale eficiéncia
(HPLC).
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3. Parte experimental
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3.1. Reagentes e solucbes

Os reagentes usados neste trabalho foram de gaditican PA ou
de grau cromatografico, dependendo da aplicacégjatkss Nos dois casos 0s
reagentes foram usados sem purificacao prévia.

Todas as solucbes foram preparadas com agua pdafiem um
sistema Millipore Milli-Q (resistividade < 18 1 cm).

O MX utilizado como padrao foi adquirido juntd\atural Pharma
Produtos Farmacéuticos LtdaSegundo o laudo de andlise emitido pelo
fornecedor, 0 MX apresenta uma faixa de pureza®@de®99,5 %.

As solucdes de HCI foram preparadas pela dilui¢éaaddo acido
(Mallinckrodt, México) estoque em agua. A solucd@ NBNQ foi preparada
pela dissolucdo direta do sal (Sinth, Brasil) emmaagAs solucbes de etanol
foram preparadas pela diluicdo direta de uma al&de etanol (Tedia, Brasil)
em agua. A fase movel usada no procedimento crgméico foi preparada
pela diluicdo de 1 % de trietilamina (Vetec, Brasiin 99 % de metanol grau
HPLC (Tedia, Brasil).

As amostras comerciais analisadas foram:

Regain(g: Medicamento, aplicado no tratamento A&opécias
apresentado na forma de solucao tdpica contenda@ X (20 mg mLY),5 %

de propileno glicol e etanol QSP. A bula com os ponentes de cada

comprimido é apresentada no Anexo I.I@gain(éD é fabricado nos Estados
Unidos da América pelo laboratério Pharmacia euseufoi descrito por Zhong
e colaboradores (Zhoreg al.,1998a; Zhonggt al.,1998b).

Solucéo topica manipuladanedicamento apresentado na forma de
solucéo topica, aplicada no tratamentoAdlepécias,contendo 5 % de MX (50
mg mL%), 5 % (V/V) de propileno glicol e etanol QSP, este medicaméuit
preparado na Farmacia de Manipulacéo Porto Bigséo Carlos/SP.

Loniter®: medicamento utilizado no tratamento Hépertens&o

Arterial, é apresentado na forma de comprimidos contendmdl@e MX por
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comprimido. OLoniter’ é fabricado no Brasil pelRhodiaPharmae a bula é
apresentada no Anexoll.

O preparo de amostra para aplicacdo dos métodpegios para
quantificacdo de MX contido nioniterf® foi feito pesando-se individualmente
dez comprimidos, a partir do que se determinou asamanédia de cada
comprimido. Ap6s a pesagem, os 10 comprimidos fomnverizados em
almofariz e pistilo de porcélulana. Entdo, a mastativa a um comprimido,
foram adicionados 25,00 mL de etanol (PA), a méstficou sob agitacéo
mecanica durante duas horas, em seguida, decardaram produtos nao
soluveis e filtrou-se a amostra. Da solucao etflltada de MX foi retirado um
volume exato, para obtencdo de uma concentracdbecola de MX, e
transferido para um baldo volumétrico. No baldan aoauxilio de N gasoso, o
etanol foi evaporado. Estes volumes variaram dedacoom o método a ser
empregado nas determinacoes.

Para as quantificagdo do MX contido Regain& foi necessario
apenas a diluicdo de um volume exato da solucdoat@m medicamento em
solucéo especifica para cada método proposto tmabsgho.

Os métodos propostos neste trabalho também foraoadgs para
a quantificacdo de MX contidos em solucdes dosdditets de plasma (Liwet
al., 2006) e urina sintéticos (Laube, Mohr e Hess®1P0Uma massa exata de
MX foi dissolvida em volumes exatos de eletrolibs plasma e de urina
artificiais, totalizando a concentracdo final dealdo em 25umol L. As
proporcdes dos sais para o preparo das solucOededaditos do plasma e urina
artificiais sdo apresentadas na Tabela 3.6.

Os eletrdlitos de plasma e urina sintéticos coreMX nao
necessitaram de tratamento, apenas foram diluithosoducdes especificas ou
adicionados diretamente aos sistemas de analispsgtos.

Cada método proposto usou uma forma diferenciada pa
dissolucédo do MX.
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TABELA 3.6: Constituintes para o preparo das sodscdos eletrélitos do
plasma e urina artificiais (Liu et al., 2006; Laubohr e Hesse, 2001)
Quantidade dos constituintes / g !

Constituintes

Urina Plasma
CaC}.2H,0 1,103
NaCl 2,925 8,036
Na,SO, 2,25 0,072
KH,PO, 1,40 -
KCI 1,60 -
NH,CI 1,00 -
NaHCGO, - 0,352
KCI - 0,225
Na,HPO,.3H,0 - 0,238
MgCl,.6H,0O - 0,311
CaC} - 0,293
pH 6,0 7,4

No método em fluxo, 0 MX extraido dmniterf e as diluicées de
aliquotas deRegain€&, e das solucdes dos eletrdlitos do plasma e de uri
sintética contendo MX, foram dissolvidos em umaicéb de HCI 0,1%M/V).

Nos meétodos eletroanaliticos, o0 MX padrdo, o MXrago do
Loniter® e as diluicées de aliquotas Begain& e das solucées dos eletrdlitos
do plasma e da urina sintética contendo MX, forgaalvidos em uma solucéo
etanol/agua 1:1M/V).

Para o método cromatografico, o0 MX padrdo, o MXragb do
Loniter® e as diluicbes de aliquotas deegain€ foram dissolvidos em

metanol/trietilamina 99:1M/V), usado com fase movel.

3.2. Confeccéo dos eletrodos compositos grafitkuypeiana e grafite-
borracha de silicone

O eletrodo compésito grafite-poliuretana foi confto seguindo a
seguinte sequéncia: preparou-se a resina poliagfRad) misturando-se pre-
polimero A-249 e poliol B-471 (0,85fh/m), ambos da Poliquil (Araraquara/SP,

Brasil). Em seguida, misturou-se resina de polnmat em quantidades
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adequadas de po6 de grafite, w8 (Aldrich), visando a atingir 60% de grafite
(m/m); homogeneizou-se a mistura grafite/PU com o augié um almofariz e
pistilo de vidro durante 10 minutos. Apés a homajeacdo, o material foi
compactado e extrusado (diametro de 3,6 mm) cooxii@de uma prensa; a
cura do composito ocorre ap0s 24 horas a temparatmbiente, entdo o
material foi cortado em tarugos de 50 mm de congmitom O contato elétrico
foi estabelecido com auxilio de cola de epoxidogpca em hastes de cobre,
sendo o conjunto compoésito haste de cobre seladlemde vidro (diametro
de 5 mm) com resina epOxi ndo condutora. A superéio eletrodo foi polida
em uma politriz (Arotec, APL 2000) em lixa 6000ealumina 1um (Arotec)
(Mendes, Claro Neto, S.; Cavalheiro, 2002; Mendestvini e Cavalheiro,
2006).

A construcédo do eletrodo compdésito grafite-borrasdailicone foi
feita conforme descrita inicialmente por Olivegtal. (2008): misturaram-se
quantidades adequadas de po de grafitepdr2Aldrich) a borracha de silicone
(BS) comercial (Pulvitéd) na proporcdo de 70 % de grafite/fn); em seguida,
homogeneizou-se a mistura grafite-BS em almofanmselo de vidro por 10
minutos; a mistura foi inserida num tubo vidro d& 8m de diametro. O
compaosito foi compactado com o auxilio de hasteatee, de mesmo diametro
do tubo de vidro, em uma prensa hidraulica comsgesia ordem de 5 Kgf
durante 24 horas. Entdo, o contato elétrico foaledecido, colando-se o
compésito prensado na haste de cobre com cola deidepde prata. A
superficie do eletrodo GSRE foi polida em lixa 60@&

a-alumina 1um (Arotec), com o auxilio de uma politriz (Arot&®L 2000).

3.3. Equipamentos
Andlise em fluxo
Para a propulsdo das solucdes, foi utilizada unmablagperistaltica

Ismatec IPC — 8 canais. Usaram-se tubos de tyginpmlietiieno com 0,8 mm
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de diametro interno (Fiotubos), para a conducdosdasg;0es e dos reagentes.
Com o auxilio de um espectrofotdmetro Genesis 28edonics), foram
executadas as medidas dos sinais espectrofotoa®tna regido do visivel e
para as medidas na regiao do UV foi utilizado upeesofotometro Multspec
1500 (Shimadzu). Os experimentos foram realizadeshgeratura ambiente (na
ordem de 25°C).

Procedimento eletroanalitico

Para 0S estudos voltamétricos, foi usado um
potenciostato/galvanostateAutolab Type Il gerenciado pelo programa GPES
4.9 (Eco Chemie). As medidas de espectroscopiangedancia eletroquimica
foram realizadas em um Solartron 1250 Frequencpdtese Analyser, acoplado
a um Solartron 1286 Electrochemical (Solartron Xiedl, Reino Unido),
gerenciado pelo programa ZPlot 2.4.

A célula eletroquimica foi formada por trés eleb®dsendo o
eletrodo de referéncia de calomelano saturado (SG@Eontraeletrodo uma
placa de platina de 1,0 éne os eletrodos de trabalho eram os eletrodos
composito grafite-poliuretana (GPUE) e o composi@afite-borracha de
silicone (GSRE). Na célula, foram adicionados 1%5r0de eletrdlito.

As solugdes usadas nos estudos de pH foram pregasaduindo
as formulacOes apresentadas na Tabela 3.7. O wamrde pH estudado foi

8,0 devido a baixa solubilidade do MX em solucdealimas.
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TABELA 3.7: Solucdes utilizadas para o controle @gél nos estudos
eletroanaliticos do minoxidil

Parte A*P Parte B*° PH medido
25,0 mL KCI 6,5 mL HCI 2,00
25,0 mL KCI 3,20mL HCI 2,50
3,7 mL NaAc 46,3 mL HAc 3,30
13,2 mL NaAc 36,8 mL HAC 4,00
41,2 mL NaAc 8,80 mL HAc 5,30

6,15 mL NaHPO, 43,9 mL NaHPO, 5,80
30,5 mL NaHPO, 19,5 mL NaHPO, 6,90
42,4 mL NaHPO, 2,65 mL NaHPO, 8,00

a — A concentracéo das solucées usadas no prep@ o200 mol [
b — Parte A + Parte B + diluicdo para 100 mL.

Procedimento cromatografico

As medidas dos espectros de absorcao do MX e ddoFfa/
obtidos em um espectrofotometro MultSpec 1500 (8tau). O equipamento
cromatografico usado nas quantificacbes do MX dRafoi um sistema de
cromatografia de alta eficiéncia HPLC LC 6AD Shimad com coluna
cromatogréafica C-18 58230-U (150 x 4,9 mnurf) (Supelc8) e detector UV
SPD-10A VP (Shimadzu), gerenciado pelo software 88A/P (Shimadzu).

Caracterizacao do produto de oxidacao do MX

As medidas de espectroscopia de infravermelho faeatizadas
em um Espectrometro de Infravermelho com Transfdentke Furrier (FTIR) da
5SXC (Nicolet), as pastilhas contendo os analiboarh preparadas usando KBr
anidro (Baker) como suporte na proporcao de 1:1QRgmke, € foram
prensadas a 7 ton &eom o auxilio de uma prensa hidraulica.

Todas as medidas de ressonancia magnética nuategraton
foram realizadas em um equipamento de 9,4 T (40& &ta frequéncia do
hidrogénio), utilizando-se as sondas BBI (detedg&ersa) e BBO (deteccédo
direta) de 5mm de diametro interno, mantendo-senpératura constante 303 K
durante todo o experimento, utilizando-se DMSO-dén@ solvente e TMS

como referéncia interna.
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Os espectros de hidrogénio foram obtidos utilizaselaum tempo
de aquisicao (AQ) de 7,4 s, tempo de espera enprelsm (d1) 1,0 s, janela
espectral (SWH) de 4433 Hz, sendo processados sempcego de nenhuma
funcéo de apodizacaazero-filling.

Os mapas de contorno gCOSY foram obtidos utilizeselaum
tempo de espera (AQ) de 1,0 s, tempo de aquisk@) e 0,46 s e janela
espectral (SWH) de 4433 Hz nas duas dimensoesrdd¢egsamento, utilizou-se
1 K de pontos para as duas dimensdes (SIF1 e 8IER) ambas utilizaram-se
as funcdes de apodizacdenq sendo o parametro Ib =1 Hz para F2 e Ib =
0,3 Hz, gb = 0,1 Hz para F1.

Os mapas de contorno gHSQC foram obtidos utilizesedam
tempo de espera (d1) de 1,0 s, tempo de aquis®@) e 0,46s e janelas
espectrais (SWH) de 4433 e 20161 Hz para F2 e ésphectivamente. Os
espectros foram processados empregando-se 1K dospem ambas as
dimensbes e usando as funcbes de apodizsmdmquadrado (gsine) com o0s
parametros Ib =1,0 e 0,3 Hz, gb = 0,0 e 0,3 Hzbe=s2,0 e 2,0 Hz para as
dimensdes F2 e F1, respectivamente.

Os mapas de contorribl-'*C gHMBC foram obtidos utilizando-se
um tempo de espera (d1) de 1,0 s, tempo de aquiéd¢c@) de 0,46 s e janelas
espectrais (SWH) de 4433 e 20161 Hz para F2 e ésphectivamente. Os
espectros foram processados utilizando-se 1K dep@m ambas as dimensdes
e usando as funcbes de apodizag@wmoquadrado dsing com os parametros
Ib =1,0 e 0,3 Hz, gb = 0,0 e 0,3 Hz e ssb = 2,0eHz para as dimensbes F2 e
F1, respectivamente. Para a observacdo de cors@atacoplamento a longa
distancia (d8), foi utilizado um tempo de esperaldé ms, correspondente a
uma constante de acoplamento de 8 Hz.

Os mapas de contorribl-""N gHMBC foram obtidos utilizando-se
um tempo de espera (d1) de 2,0s, tempo de aquieig@pde 0,44s e janelas
espectrais (SWH) de 4708 e 20243 Hz para F2 e déspectivamente. Os
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espectros foram processados utilizando-se 2K ed&lpontos e usando, em
ambas, as funcbes de apodizag@&no quadrado dsin@ com os parametros
ssb = 2,0 e 2,0 Hz para as dimensdes F2 e F1,ctespeente. Para a
observacao de constantes de acoplamento a lon@aaiss (d8), foi utilizado
um tempo de espera de 0,67 ms, correspondente a camstante de

acoplamento de 15.

3.4. Método comparativo

Todas as amostras comerciais usadas neste tralfathm
submetidas a um método comparativo para deternondgdconcentracdo de
MX. O método usado foi o descrito por Zarghial (1998), o qual consiste em
um procedimento de cromatografia liquida de aitaésfcia (HPLC).

Seguindo as recomendacdes daqueles autores, dstamdsadas

foram: deteccdo no comprimento de onda de 254 awr, hdvel metanol / agua

(80:20), vazéao de 1,3 mL mith coluna C-18 (150 x 3,9 mm, 4 mm) (Sup&)co
O sistema cromatografico foi um HPLC LC-6AD (Shirmad com detector
espectrofotométrico SPD-10A VP (Shimadzu).

Os valores de concentracdo de MX contido nas aasostr

comerciais, obtidos no método comparativo, sdosaptados na Tabela 3.8.

TABELA 3.8: Valores obtidos pelo método comparateswvalores dos rétulos
das amostras comercias, dados em mg mL

Amostra Raétulo Comparativo*

Loniter® 10 10,1+ 0,3

Regain® 20 21,1+ 0,8
Manipulado 50 52,7£0,1

" n = 3 (valores médios)
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4. Resultados e discussao
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4.1. Determinacdo de MX em
formulagcdes farmacéuticas e fluidos
biologicos sintéticos, usando analise
por injecao em fluxo com deteccéo

espectrofotométrica
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4.1.1. Consideracdes sobre Anélise em fluxo

O conceito da analise por injecdo em fluxo (FIA)desenvolvido
originalmente por Ruzicka e Hansen e envolve aciigede um volume de
amostra em uma linha de solucéo transportadoraflosm continuo (Ruzicka e
Hansen, 1975). A amostra se dispersa no reagemegador, formando um
produto, que € monitorado continuamente. Desde semd®lvimento do
conceito original, muitas variacdes neste métodsicbaforam desenvolvidas
(Ruzicka e Hansen, 1979, 1986; Nobregal, 1991; Rocha e Nobrega, 1997).

De acordo com o tipo de fluxo usado na analisgrosedimentos
sao classificados como fluxo continuo, fluxo segiaem estoped-flow

A diferenca essencial entre os sistemas envolvimxio continuo e
os de fluxo segmentado fundamenta-se no fato dengu@timo caso, a solucéo
transportadora é intercalada com bolhas de ardif@enca ndo é meramente
operacional, pois os resultados obtidos nos sisteroatinuos e segmentados
apresentam caracteristicas fisicas e quimicaedifexdas.

O termo stoped-flowé aplicado aos métodos em que o fluxo é
interrompido por um certo intervalo de tempo,indiza sistemas reacionais que
necessitam de um tempo maior para as reacOesjappam reacdes com baixa
velocidade com aplicacdo no acompanhamento deig@nde reacdo, entre
outras. (Espinosa-Mansilla, Munoz De La Pena en8gi1993).

Basicamente, um sistema FIA é composto por um digpo de
propulséo, um injetor/comutador e um detector. $pakitivo da propulsao deve
permitir um fluxo laminar e continuo, sem pulsag@eralmente é utilizada uma
bomba peristéltica, porém a forca da gravidade éami® uma forma de
propulséo. O injetor/comutador € usado para inzindie forma rapida e precisa
guantidades discretas de amostras na linha donteaggregador. Finalmente, o
detector monitora o sinal analitico gerado pelp(sduto(s) da reacdo ou pelo
préprio analito. Dependendo da natureza do sinarddito, 0 monitoramento

pode ser espectroscopico, potenciométrico ou amprico.



35

Tubos conectam todas as partes do sistema FlAnsptgam os
reagentes ao longo dmercurso analiticoo qual é definido como a distancia
percorrida pela amostra entre o injetor/comutadoo eletector. Portanto,
diversos arranjos podem ser usados a fim de secalca melhor desempenho
analitico em termos de sensibilidade, limites déeed®Eio e quantificacéo,
estequiometria da reacao, etc.

Entre os mais variados arranjos descritos paralsarem fluxo, os
arranjos de linha Unica e de zonas coalescentesssadais utilizados. O arranjo
de linha Unica é o mais simples para sistemastBlAyranjo consiste na injecao
da amostra na linha da solugcao transportadoradnagarregador), gerando
um sinal transiente, que é monitorado por um dete¢Ruzicka e Hansen,
1975; 1979 e 1986; Semaanal, 2005).

O arranjo de zonas coalescentes consiste em dizsspara injecao
de amostras ou reagentes. Todos 0s experimentosmpa@r executados
utilizando um sistema FIA com zonas coalescentesl{&et al, 2000). Estes
sistemas foram inicialmente propostos para reduzionsumo de reagentes e,
consequentemente, o custo das andlises e a gedacdesiduos toxicos.
Posteriormente, foram utilizados para efetuar aémicao de amostras com
elevada acidez (Reist al, 1989), determina¢gdes simultaneas (Reis, 1996),
implementacao da técnica de adi¢bes de pdd@dhaet al, 2000).

Os principios e aplicacdes de andlise por injegaoflaxo sao
amplamente discutidos na literatura (Retisal,1989; Reis, 1996; Rochet al,
2000) e fogem aos objetivos desta introdugao.

O método oficial para determinacdo do nitrito € hmmido como
método de Griess (Ramos, Cavalheiro e Cavalhei@)6)2 e envolve,
geralmente, os procedimentos nos quais o nitragegecom a sulfanilamida em
meio &cido. O diazo composto formado reage conondchto de N-(1-naftil)

etilenodiamina (NED), gerando um composto de cgBwavermelha intensa, de
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acordo a Equacéo 1. A reacdo é controlada peloaemp produto deve ser
determinado entre 10 min e 2 h ap0s a misturaehgentes.

A Equacéo 1 representa um mecanismo de reacdo nsadéatodo
de Griess, que foi proposto por Sawiekial. apds investigarem 52 sistemas
diferentes (Ramos, Cavalheiro e Cavalheiro, 20Réfentemente, um exemplo
didatico do uso da reacdo de Greiss para a detagéonde nitritos foi
apresentado por Ramos, L. A.; Cavalheiro, C. CC8&valheiro, E. T. G. (2006).

NO,  H,0
H2NOZS—@— NH, S, H2N025—©— N,*

Sulfanilamida +

O
O

NH
HzNOzS—@—N:N @ NH > 2

Diazo composto Equacédo 1

Neste trabalho a proposta inicial era a substituggi sulfanilamida
pelo MX, o qual se complexaria com NED formandaazad composto colorido

(Equacao 2).
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Diazo composto
(proposig&o) Equacéo 2

Nessa fase do trabalho, propds-se o0 uso da reagaGreiss
aproveitando a presenca das aminas primarias acasdta molécula do MX
para gerar O composto colorido que seria  determinad
espectrofotometricamente.

Todavia, observou-se que, ao se adicionar MX eno meiHCI a
solucdo de NaN§) havia a formacao de um composto de coloracaoedaoaia,
mesmo antes de adicionar o NED. O produto da reagfie o MX e o NaN®
em meio de HCI| apresentava variacdo da absorbéancfancéo da variacao da
concentracdo de MX. Sendo assim, a seguir ser@&atdiss os resultados de
dois métodos propostos para quantificacdo de MXdesdIA, com deteccdo
espectrofotométrica na regido do visivel e na ed@d UV, monitorando-se o
produto dessa reacao.

A adicdo do NED ao sistema amarelado provoca aapém de
uma coloragéo vermelha intensa, porém sem varidgea@bsorbancia em funcao

da concentracao de MX.
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Portanto, foi feito um estudo da possibilidade d&dninar MX
apenas na presenca de NaN§em a adicdo de NED), usando deteccao no UV
(mais sensivel) e no visivel (menos sensivel).

O propdsito de se utilizar duas configuracdes padeterminacéo
de MX usando FIA com deteccdo espectrofotométriledetcdo na regido do
visivel e o0 na regido do UV), era explorar as difieas de sensibilidade nos dois
comprimentos de onda e a interferéncia do KNGO UV. Como alternativa,
pode-se usar um sistema mais sensivel em baixagmoacdées e um menos

sensivel em concentracdes mais elevadas.

4.1.2. Otimizacdo do sistema FIA

Inicialmente, foram obtidos espectros do NaNKAX em meio de
HCI 10% {V/V) e da mistura reacional para definir os maximoalmorcao para
cada caso. Os resultados sao apresentados na &igjura

O produto de reacdo entre o MX e o NaN@m meio acido)
apresenta uma coloragcdo amarelada com pico decabsem 233 nm, o qual
mostrou-se pouco Util para a determinacfes quawdsadevido a interferéncia
dos demais reagentes.

Entretanto, h4 um a banda de absorcéo na regiddb0dem, a qual
esta livre dessas interferéncias e foi escolhida ps estudos na regido do UV.

Para estudos na regido do visivel, escolheu-sal® 400 nm, no
qual se observa diferenca significativa entre adidsicia dos reagentes e do
produto de reacdo. Apesar de néo representar wrdpi@absorcdo, as medidas
realizadas nessepodem permitir 0 uso de equipamentos mais simptesp 0s

fotdmetros, diminuindo os custos das analises eatwmlo 0s procedimentos
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Gteis, por exemplo, em farmacias de manipulacde, wgam concentracdes

relativamente mais elevadas.

1,25

NaNO

. 2(aq)
233 nm —— Minoxidil em HCI

produto de reacgao

1,00

0,75F
g
0,50+
0,25F
O’OO_| ) ] ) ] ) ] ) ] ) ] ) ] ) ]
2000 240 280 320 360 400 440 480
Al nm

FIGURA 4.1: Espectros das solucdes de NaN®ordem de I®mol L, MX a
5,0x10* mol L™ diluido em HCI 10% V/V e do produto de reacdo aoma das
bandas em 345 nm.

Fixando-se a concentracdo de MX em determinadosresl
5,0x10°, 5,0x1C°, 5,0x10° 5,0x10% 5,0x10% 2,0x10° mol L, (o analito foi
detectado em concentraces maiores ou iguais 4®,0mol L™); buscaram-se
as concentractes de HCI e Nal\fDe resultassem na melhor sensibilidade, com
menor consumo de reagentes, para o uso no sisiéma F

Os melhores resultados foram obtidos usando-seOHCh V/V) e
1,0x10° mol L™ de NaNQ.
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4.1.2.1. Determinagao de MX wusando FIA com deteccao

espectrofotomeétrica na regiao do visivel

A proposta de determinacdo de MX usando FIA naédceglo
visivel consistiu no uso de um sistema em fluxo amnfiguracdo de linha
anica, usando solucéo transportadora de Nah§&tor/comutador em acrilico e
deteccdo em 400 nm (Figura 4.2). Considerando oerairde variaveis e a
possibilidade de interferéncia mdaltipla a otimizactbi feita usando um
planejamento fatorial"2 n=3.

O procedimento proposto mede a variacdo de absoaan
provocada pela reacéo entre o0 MX em meio de HCNaMO, em temperatura
ambiente. A solucdo de NaN@i utilizada como a solugao transportadora em
concentracdo de 1,0x¥mol L™ sendo a sua absorbancia ajustada para zero,

como linha base.

injetor ig:}ector
. nm
C =
descarte ‘ bobina ‘
S descarte

FIGURA 4.2: Representacdo do sistema FIA de linmcal usado na
determinacao de MX.

4.1.2.2. Planejamento fatorial (Semaan et al., 2(@x3usa 2007)

O planejamento fatorial permite analise simultatdeaariaveis no
sentido de otimizar o sistema. No procedimento sty a andlise fatorial foi
utilizada para obter os melhores valores para vaal§a de amostragem e o

comprimento do reator helicoidal. As trés varidwislisadas simultaneamente
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geraram 2 (oito) experimentos. Os célculos estatisticos forealizados com o
auxilio do softwaréicrosoft Excelf e as superficies de respostas forma obtidas
com auxilio dowinSurf. As trés variaveis foram avaliadas com relacéo aos
niveis maximo e minimo, de acordo com o planejaméatbrial apresentado na
Tabela 4.9.

TABELA 4.9: Niveis usados para cada variavel, rmpjamento fatorial, para
otimizar o sistema FIA

o Niveis
Variavels Minimo (-) Maximo (+)
Alca de amostragem / cm 10,0 50,0
Vaz&o / mL min 1,38 5,54
Reator helicoidal / cm 50,0 200

Com o planejamento das variaveis a serem estudadss seus
niveis definidos, procederam-se o0s estudos simad&nos quais foram
executados no sentido de esclarecer os efeito®qados pelas combinacdes

das variaveis e seus niveis no sistema FIA (Tab&[d).

TABELA 4.10: Arranjo dos niveis em relacao as vwagia
Experimentos A B C AB AC BC ABC Média

1 + + + + + + + 0,612
2 + + - + - - - -0,0967
3 + - + - + - - -0,152
4 + - - - - + + -0,143
5 - + + - - + - 0,0428
6 - + - - + + - 0,0517
7 - - + + - - + -0,0633
8 - - - + + + - -0,115

A — alca de amostrageid,— reator helicoidal € — vazao.

A partir da Tabela 4.10, sdo montadas equacOes Sgal@valiar

quais efeitos e suas respectivas ordens sdo nevramees.
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Os efeitos de primeira ordem foram calculados petpsacoes 3, 4
e 5, levando em consideracédo apenas uma variaveseos respectivos niveis e
apresentaram as seguintes influéncias.
A) alca de amostragem: efeito bem pronunciado ntidsedo nivel maior (+);
B) reator helicoidal: efeito bem pronunciado notislendo nivel menor (-);

C) vazéo: efeito pouco pronunciado.

A=(0,612 +0, 677 + 1,06 + 1,00 - 0,299 - 0,362147 — 0,270) / 4 = 0,568 Equacéo 3
B =(0,612 + 0,677 — 1,06 — 1,00 + 0,299 + 0,362147 — 0,270) / 4 = -0,133 Equacéo 4
C =(0,612-0,677 + 1,06 — 1,00 + 0,299 - 0,36217 — 0,270) / 4 = -0,046 Equagdo 5
Os efeitos de segunda ordem, calculados pelas &egi&¢ 7 € 8, as
quais levam em consideracado a multiplicacdo entas glariaveis (AB, AC, BC)
e as respectivas multiplicacdes de seus niveis.
AB) alca de amostragem x reator helicoidal: efpitonunciado no sentido do
nivel menor (-);
AC) alca de amostragem x vazéo: efeito pronuncradsentido do nivel menor
);
BC) reator helicoidal x vazao: efeito pronunciadosentido do nivel maior (+).
AB = (0,612 + 0,677 - 1,064 — 1,00 - 0,299 - 0,362,147 + 0,270) / 4 = -0,133  Equagéo 6
AC = (0,612 - 0,677 + 1,06 - 1,00 - 0,299 + 0,3@R147 + 0,270) / 4 = -0,016 Equacéo 7
BC =(0,612 - 0,677 — 1,06 + 1,00 + 0,299 - 0,362147 + 0,270) / 4 = 0,047 Equacdo 8
O efeito de terceira ordem, calculado pela Equd&;alevou em
consideracdo a multiplicacdo das trés varidveis QAR a resultante da
multiplicacéo dos seus niveis.
(ABC) alca de amostragem x reator helicoidal x waz&feito pronunciado no

sentido do nivel maior (+).

ABC = (0,612 - 0,677 — 1,06 + 1,00 - 0,299 + 0,362,147 — 0,270) / 4 = 0,045 Equagao 9
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Considerando-se o0s efeitos exercidos pelas vasiasebre o
desempenho do sistema proposto, apresentados nasdeg de 3 a 9, notou-se
gue o efeito direto da vaz&o sobre o sistema fotonpouco pronunciado no
sentido negativo, ou seja, a diminuicdo da vazaoretard num incremento de
sinal relativamente pequeno, porém com prejuizofreguéncia analitica.
Também foi observado que os valores resultantadosbpelas equacfes dos
efeitos de 22 ordem AC e BC e de 32 ordem ABCdg@&tamente influenciados
pelo baixo valor do efeito da vazéo, portanto,fluémcia da vazéo, nesse caso,
pode ser desconsiderada, sem prejuizo do desemaealitico na determinacéo
de MX.

Desta forma, foi proposto um novo planejamentoriatae Z = 4
experimentos, considerando apenas os efeitos dadal@mostragem (A) e do
reator helicoidal (B). A Tabela 4.11 apresenta asores de absorbéancia
encontrados nos experimentos executados seguindmvo planejamento

fatorial.

TABELA 4.11: Resultados obtidos nos experimentondsao planejamento
fatorial 2 experimentos

Experimento A B AB Média
1 +0,508 +0,508 +0,508 +0,508
2 +0,131 -0,131 -0,131 -0,0438
3 -0,271 -0,271 +0,271 -0,0902
4 -0,583 +0,583 -0,583 -0,194
X -0,214 +0,689 +0,0645

Média geral dos sinais 0,0449
A = alca de amostragem; B = reator helicoidal.

Considerando apenas uma variavel, as Equacdesaeto
A = (0,508 + 0,271 - 0,583 - 0,214) / 2 = -0,107 Equagcéo 10
B = (0,508 - 0,271 + 0,583 - 0,214) / 2 = 0,345 Equacdo 11

e os efeitos de primeira s&o pronunciados da segiomma:
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A) alca de amostragem: efeito bem pronunciado ntidsedo nivel menor (-)
B) reator helicoidal: efeito bem pronunciado notisiendo nivel maior (+).
Considerando a combinacao entre duas variaveise neso AB e

seus respectivos niveis, tem-se:
AB = (0,508 - 0,271 — 0,583 + 0,214) / 2 = 0,0322 (Egdo 12

Os efeitos de segunda ordem geraram:

AB) alca de amostragem x reator helicoidal: inflei@nno sentido de menor
nivel (+);

A partir dos resultados obtidos nos novos experiagenfoi
construida a Tabela 4.12, na qual sdo apresentadossultados obtidos nas
analises dos efeitos de primeira e segunda ordemsi@erando-se a formula
apresentada na Equacéo 13, substituiram-se oesapresentados na Tabela
4.12 nas respectivas incognitas desta Equacamadubse a Equacao 14.

TABELA 4.12: Resultados da segunda bateria de @xpeatos

A B AB
Efeito -0,107 +0,345 +0,0322
2 -0,214 +0,689 +0,0645
Efeito / 2 -0,0535 +0,172 +0,0161
Abs = média geral+[(efeitoA)/2].A+[(efeitoB)/2].BedfeitoAB)/2].AB Equacéo 13
Abs = (0,0449-0,0535.A+0,172B+0,0161.AB) Eqéacl4

Utilizando a Equacdo 14, construiu-se a superfize reposta
apresentada na Figura 4.3, a partir da qual sewahsea variacdo da absorbancia
em funcdo da combinacao da variagcdo dos valor@dcdade amostragem e do

reator helicoidal.
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FIGURA 4.3: Superficie de resposta para a otimizatdialca de amostragem e
do reator helicoidal.

Em conformidade com o valor do efeito obtido na &@§o 12, a
superficie de resposta apresentou um acréscimandecom o aumento dos
valores da alca de amostragem e do reator hellcéidauma grande regido na
superficie de resposta na qual a absorbancia &seapa no valor unitario.
Entretanto, os valores da alca de amostragem eeaorrhelicoidal foram
selecionados tomando-se precaucfes com relac@sparsho da amostra no
reator; portanto, os valores selecionados foramnb@ara alca de amostragem e
100 cm para o reator helicoidal.

A vazédo, mesmo nao tendo efeito tdo pronunciadm, papel
importante na limpeza da linha do sistema, na &egla analitica e no consumo
de reagentes. O fluxo deve proporcionar uma limp@peda da linha, boa
frequéncia analitica e baixo consumo de reageii®sdo isso em conta foi

selecionado o valor de 5,0 mL riipara a vazao.

4.1.2.3. Curva analitica, figuras de mérito e dateracdo do MX

Uma vez otimizados os parametros do sistema FlAg[gad.13),

construiu-se uma curva analitica, ao mesmo tempquense procedeu a analise
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do MX em amostras comerciais. Os sinais transierggsstrados sob tais

condicOes sao apresentados na Figura 4.4.

TABELA 4.13: Parametros definidos para a analiseimjecao em fluxo

Parametros Valores
Alca de amostragem / cm 50,0
Reator helicoidal / cm 100
Vazdo / mL minh 5,00
Al nm 400

As concentracfes de MX usadas na construcao da eunalitica
(Figura 4.5) foram: 1,00x10 5,00x10% 1,00x10% 2,50x10% 7,50x10' e
1,00 x 10° mol L*. Observou-se que, para valores de concentracddXde
menores que 1,00xfanol L™, o valor da absorbancia foi trés vezes menor que
o desvio padrédo do sinal da solucdo de NablO2 mol L'/HCI 0,1% (branco).

0,750f F F
0,600 c £
3
n 0,450_ C_DG 8
Qo 2 3 5
< 8 3 T
0,300} e & 8
I A 5
| MUULW
C C
I 5 B
0,000 beo m u ( h 3. beo
0 10 20 30 40 50
Tempo / min

FIGURA 4.4. Sinais transientes referentes a vaoiad@ concentracdo de
minoxidil, considerando o sinal do branco: bco anoo (HCI/NaNQ); A —
1,00 x 10 mol L'; B — 5,00 x 16 mol L:C — 1,00 x 14 mol L; D —
2,50 x 10" mol L;E — 7,50 x 14 mol L'"; F — 1,00 x 10’ mol L™". Demais
consideragOes sao descritas na Tabela 4.13.
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Os sinais transientes apresentados na Figura #.4mo&tram a
tendéncia de efeito de memodria ao se mudar de otvacéo, mesmo quando se
parte de uma concentracao maior para uma concaatragnor de MX.

Com os resultados da Figura 4.4 estimou-se a fretm@&nalitica
como sendo de 70 determinacdes por hora e consium curva analitica
apresentada na Figura 4.5, na qual cada pontoseepiee a média das trés

medidas de concentracdo na ordem crescente.

0,750F Alga de amostragem = 50,0 cm
| Reator helicoidal = 100 cm
Vaz&o = 5,00 mL min™

A =400 nm

T

0,600

0,450

Abs

T

0,300

0,150

T

Abs = 7,16x16MX] - 1,34x10°
R=0,999, n=7
| N | N | N | N |

0,0 25x10° 5,0x10° 7,5x10° 1,0x10°
[MX]/ mol L ™

0,000

FIGURA 4.5: Curva analitica com seis concentragiitssentes de MX com o
desconto do valor da absorbancia do branco. O®goapresentam a média de
trés determinacoes.

Os limites de deteccdo e quantificacado foram catind usando as
Equacdes 15 e 16. Para o céalculo foi usado o deswitio da média dos valores
de absorbancia do branco em dez injecdes sucesSfigagalores encontrados
para os limites de deteccdo e quantificacdo sa@x9B mol L' e

3,20x10° mol L™ respectivamente.
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LD = 3SDyanco/ b Equad&o
LQ = 10SDanco/ b Equac&o 1

O SD das Equacdes de LD e LQ (Equacdes 15 e 1Esesga o
desvio padrdao da média dos sinais dos brantos sensibilidade, definida pela

inclinacdo da reta que representa a curva analEigaacoes 17).

Abs = 7,16 x 18[MX] — 1,34x10°, R =0,999, n=7 Equacéo 17

Com o auxilio da Equacédo 17, foram calculados osesede MX
contidos nas amostras comerciais e nos eletraiosrina e plasma artificiais.
A Tabela 4.14 apresenta os valores de MX encordrpdim método proposto e

0s erros relativos ao rotulo e ao metodo comparakpscrito na secéo 3.4.

TABELA 4.14: Resultados da analise das amostraeomais e dos eletrolitos
do plasma e urina artificiais usando o método pstipo

Amostras Rétulo  Comparativo 2 FIA @ Erro1/%° Erro2/%°
Loniter’/MG comp® 10,0 10,1+ 0,3 9,95+0,0Q -0,500 -1,49
Regain&/mg m* 20,0 21,1+ 0,8  20,77+0,0Q +3,85 -1,56
Manipuladdmg mL* 50,0 52,7¢0,1  53,01+0,0Q +6,02 +0,588
Urina/pumol L* 25,0 25,78+0,00  +3,12
Plasma/pmol ! 25,0 24,21+0,00 -3,16

a — concentracao * desvio padréo, n=5
b — erro relativo ao rotulo: [(FIA-rétulado)/rotda]x100
c — erro relativo ao método comparativo: [(FIA-c@rgiivo)/comparativo]x100

Os resultados do método proposto apresentadosbedalé.14 se
mostraram coerentes com o0s valores rotulados dastia® comerciais e com 0
método comparativo. Apesar do erro relativo maemamostrdManipuladg ha
concordancia entre os resultados do procedimerite el método comparativo,

com 95% de confianca de acordo com o teste t-Studen

4.1.2.4. Teste de adicéo e recuperacao
A exatiddo do método proposto foi avaliada peltetee adicdo e

recuperacdo, observando-se recuperacdes da ord@m ¥ para doniter? ,
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104,8% para ®&Regaine® e 102,5% para Manipulado(n = 5), na determinacéo
de MX nas formulacdes farmacéuticas. O teste dgperacado nao foi aplicado
aos eletrolitos de plasma e urina artificiais, paisessas amostras foram
adicionadas aliquotas de concentracfes conhecelasnd solucdo padrdo de
MX, levando a concentracdo final de 25,00 umbbb farmaco.

O teste de adicdo e recuperacdo obedeceu aos pasame
otimizados para esse método, adicionou-se quaetidadolucdo padrdo de MX
a solucao contendo o volume necessario de solopéat de modo a totalizar a
concentracéo de 2,5xi@nol L' de MX.

4.1.3. Determinacdo de MX wusando FIA com deteccao

espectrofotométrica na regido do UV

Este método propde a determinacdo quantitativa deishndo um
sistema em fluxo com configuracao de zonas coalests® deteccao na regiao
do UV em 345 nm. A configuracao de zonas coalesseftti proposta para
minimizar as interferéncias dos reagentes nostregi®s sinais transientes, o

esquema da configuracao proposta € apresentadgura E.6.

NaNO,

descarte reator

helicoidal
transportador4<:: detector — descarte

descarte

MX /HCI

FIGURA 4.6: Sistema de zonas coalescentes usadapmterminacao de MX.

Os sinais transientes obtidos da reacdo entre o eMXaNQ
1,0x10° mol L em HCI 0,1% Y/V) foram medidos em 345 nm. Agua tratada
em sistema Mili-Q foi usada como fluido transpootadis aliquotas de MX e

de NaNQ foram inseridas simultaneamente no sistema por inpetor
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comutador fabricado em acrilico. As medidas forasita§ em temperatura

ambiente, na ordem de 25°C.

4.1.3.1. Planejamento fatorial (Semaan et al., 2(3usa 2007)

No procedimento proposto, foi utilizada a analeterial para obter
os melhores valores para vazéo, alca de amostrdged)) alca de reagente
(NaNG,), comprimento do reator helicoidal e do percursalitico. As cinco
varidveis analisadas simultaneamente gerardms> 2n=5 (trinta e dois)
experimentos. As cinco variaveis foram avaliadas aglacdo aos niveis

maximo e minimo, de acordo com o planejamento eaptado na Tabela 4.15.

TABELA 4.15: Niveis usados para cada variavel, lam@amento fatorial, para
otimizar o sistema FIA

. Niveis
variaveis Minimo (-) Maximo (+)
Vaz&o / mL mirf 4,00 20,0
Alca de amostragem MX / cm 15,0 60,0
Alca de reagente NaN@cm 15,0 60,0
Reator helicoidal / cm 0 200
Percurso analitico / cm 50,0 230

A Tabela 4.16 apresenta a combinacao entre ossniv&imos e
minimos para cada variavel, utilizando-se o planejso fatorial de 32
experimentos para a otimizacdo do sistema FIA.

A combinacao dos valores da absorbancia obtidosgrabinacbes
descritas na Tabela 4.16 levam a arranjos de egsacdnsiderando desde
efeitos das variaveis isoladas até efeitos da auagbp de todas as variaveis,
efeitos de 12 a 52 ordem, arranjados conformeuggrda Tabela 4.17.



TABELA 4.16: Planejamento fatorial dos 32 experitosn

51

Experimentos

Vazdo Alca MX Alca NaNO Reator helicoidal

Percurso analitico

+

+ + + + 4+ + + + + + + + + 4+ o+

+

+
+
+

+

+

+

+

+

+
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TABELA 4.17: Combinacéo dos experimentos gerandefesgos de diferentes
ordens: A — vazéo; B — alca de amostragem (MX); @lea de reagente
(NaNG,); D — reator helicoidal e E — percurso analitico

Efeitos
12 ordem 2% ordem 3% ordem 43 ordem 5% ordem
o ABC;. ABD;. ABE;. ABCD:
A-g o ABACIADAE;  ACD; ACE; ADE;  \pore!
S = BC;BD; BE; CD; BCD; BCE; ’ ABCD
DeE ACDE e
CE e DE BDE e BCDE
CDE

Os efeitos gerados pelas ordens de combinacao aéolacios
através da Equacédo 18, que traz a somatoéria dagbahsias obtidas em cada
experimento isolado, conforme a combinacdo entraiwsis apresentada na
Tabela 4.17, dividido por"2. A Equacdo 18 sugere a forma genérica para o

calculo dos efeitos para cada ordem de combinacgao.
Efeito de ordem X < Abs para cada ordem /2 Equacao 18

Os resultados calculados dos efeitos, para cada&nmorde

combinacéo sao apresentados na Tabela 4.18.
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TABELA 4.18: Valores obtidos para cada ordem e diendas absorbancias

A -0,243
B 0,419
Efeitos de 12 ordem C 0,116
D 0,129
E -0,0652
AB -0,163
AC -0,0351
AD 0,154
AE -0,0246
. a BC 0,0727
Efeitos de 22 ordem BD 0.0786
BE -0,125
CD 0,0292
CE -0,0566
DE -0,0122
ABC 0,050625
ABD 0,0621
ABE -0,0298
ACD 0,0621
. a ACE 0,00100
Efeitos de 32 ordem ADE 00828
BCD -0,0542
BCE -0,00462
BDE 0,0805
CDE 0,0371
ABCD 0,00712
, a ABDE 0,0563
Efeitos de 42 ordem ACDE 10.00925
BCDE 0,0198
Efeito de 52 ordem ABCDE -0,00350

A Figura 4.7 apresenta uma distribuicdo estatisti@aforma de
histograma para cada um dos efeitos, comparands sfuéncias no
desempenho do sistema FIA.



54

0,5
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| 32 ordem C - alcado NaNO
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FIGURA 4.7: Distribuicdo estatistica dos valoresapas diferentes ordens
calculadas.

A partir desse dado, observou-se que todos ooefdd 12 ordem
sdo bem pronunciados, ou seja, todas variaveidads tem grande influéncia
sobre o desempenho analitico do sistema FIA prop8s&indo assim, os efeitos
de cada variavel foram levados em consideragéao.

Os efeitos mais pronunciados foram relativos a wge&luéncia
negativa — sinal inversamente proporcional ao atoma vazao) e a capacidade
da alca de amostragem de MX (influéncia positivasiral diretamente
proporcional ao aumento do comprimento da alca rdesaagem de MX).
Portanto, considerando a importancia das influéndia vazao e da alca de
amostragem, obteve-se uma superficie de respastapaliar o sinal obtido ao
se combinar ambas as influéncias. A Tabela 4.18septa os valores das
influéncias necessarios para a construcdo da $tipede resposta, a qual foi
construida com o auxilio da Equacéo 19 e cuja septacéo € feita pela Figura
4.8.
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TABELA 4.19: Valores necessarios para a obtencaugarficie de resposta

Efeito A B AB
) -0,486 0,838 -0,170
Efeito -0,243 0,419 -0,163
Efeito / 2 -0,121 0,209 -0,0815

Média geral = 0,0102

Abs = (0,0102 - 0,121.A + 0,209.B — 0,0815.AB) Equacéo 19

Abs*100
100

FIGURA 4.8: Representacdo da superficie de respidstaombinacéo entre
vazao e alca de amostragem de MX.

Considerando os estudos acima, 0s valores paraa@snetros
usados no sistema FIA foram selecionados. A vazadlgeede amostragem de
MX tiveram seus valores selecionados a partir deericie de resposta
apresentada na Figura 4.8. Entretanto, os valaeslgh do reagente, reator
helicoidal e percurso analitico foram selecionddwando em consideracdo as

influéncias de cada um sem alcancar os valoresossads niveis maximos
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(influéncia positiva) e minimos (influéncia negaliv Os valores para cada

parametro de estudo sdo apresentados na Tabela 4.20

TABELA 4.20: Valor dos parametros para a melhorfigomacao do sistema FIA

Parametros Valores otimizados
Vazao / mL mirt 4,00
Alca de amostragem MX / cm 45,0
Alca do reagente NaN®@cm 45,0
Reator helicoidal / cm 200
Percurso analitico / cm 50,0
Al nm 345

4.1.3.2. Curva analitica, figuras de mérito e detgracdo de MX

Uma vez otimizados 0s parametros para o procedaremt fluxo
com deteccao na regiao do UV, foram obtidos osissitransientes para
diferentes concentracdes de padrdo de MX e trésteasocomerciais, 0S quais
sdo apresentados na Figura 4.9. As amostras caiseforam oRegain&,
Loniter e uma formulagéo manipulada, como descritas anteente.

As concentracbes de MX usadas para a construcacude
analitica foram: 1,00xI0 5,00x10°; 1,00x10% 2,50x10% 5,00x10° e
7,50x10" mol L. Para valores de concentracdo menores que 1,00mabL™,

o valor da absorbancia foi menor de trés vezesoqiesvio padrao do sinal do
branco, NaN® 0,01 mol ! em meio de HCI 0,1%, ndo sendo possivel medi-

los.



57

1,000

0,800

0,600

S
manipulado
Regaine
Loniten
w)

Qo
< 0,400

I
W)

0,200} B B

Bco A Bco A Bco

0,000 /ULUULUUULY { h UMUUM LUU

0 10 20 30 40 50
Tempo / min

FIGURA 4.9: Sinais transientes referentes a vaniaga concentracdo de
minoxidil, considerando o sinal do branco: bco - angp;
A — 1,00 x 1¢ mol L', B — 5,00 x 16 mol L% C = 1,00 x 10 mol L™

D - 2,50 x 1d mol L'Y; E - 5,00 x 18 mol L*; F — 7,50 x 10 mol L.

Os sinais transientes apresentados na Figura 4.Mhostraram
isentos do efeito de memoria ao se mudar de caag@oi mesmo quando se
parte de uma concentracdo maior para uma concaotmagnor de MX. A
frequéncia analitica foi calculada com o auxili desultados apresentados na
Figura 4.9 sendo da ordem de 72 determinacGesopar h

A Figura 4.10 apresenta a curva analitica ja calaszonto do sinal
do branco. Os limites de deteccao e quantificag@ant calculados usando as
Equacdes 15 e 16, conforme descrito anteriormemtegao 4.1.2.3. Os valores
encontrados para os limites de deteccdo e quamgficforam 7,44x10mol L*

e 2,48x10 mol L, respectivamente. Os pontos representam a médigsle

determinacdes nas medidas de concentracao crescente
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A Equacéao 20 apresenta a equacao da reta da aatvica.
Abs = 1,12x18MX] + 1,16x10°R = 0,999 n =7  Equacéo 20

Com o auxilio da Equacédo 20, foram calculados oesede MX
contidos nas amostras comerciais e nos eletraiosrina e plasma artificiais.
A Tabela 4.21 apresenta os valores de MX encordrpdim método proposto e

0S erros relativos ao rotulo e ao método comparativ

0,8} Vaz&o = 4,00 mL minh
- Alca de amostragem MX = 45,0 cm
0,7F Alca do reagente NaNG 45,0 cm

0.6 | Reator helicoidal = 200 cm
"~ Percurso analitico = 50,0 cm
0,5F A=345nm

0,4
0,3[
0,2}
0,1

Abs

Abs = 1,12x10°[MX] + 1,16x10™

0.0}
: R=0,999,n=7
_0’1 ] ) ] ) ] ) ] ) ]
0 2x10* 4x10* 6x10" 8x10"
[MX]/ mol L ™

FIGURA 4.10: Curva analitica com seis concentraghiiesentes de MX com o
desconto do valor da absorbancia do branco. Osopaepresentam o valor
meédio de 3 determinagdes.

TABELA 4.21: Resultados da analise das amostras

Amostras Roétulo  Comparativo 2 FIA @ Erro 1/%° Erro 2/%°
Loniterf/mg comp> 10,0 10,1+ 0,3 9,9+0,1 -1,00 -1,31
Regain&mg mL* 20,0 21,1+ 0,8 20,6+0,6 +2,98 -2,39
Manipuladdmg m* 50,0 52,7+ 0,1 51+1 -3,04 -2,96
Urina/pumol Lt 25,0 24,65+0,00 -1,40 ---
Plasma/pmol ! 25,0 25,43+0,00  +1,72

a — concentracao * desvio padréo, n=5
b — erro relativo ao rétulo: [(FIA-rotulado)/rotda]x100
c — erro relativo ao método comparativo: [(FIA-c@rgtivo)/comparativo]x100
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Os resultados obtidos na anélise das amostras aisamdétodo
proposto (Tabela 4.21) sao coerentes com o0s vatotatados das amostras
comerciais e com o0 método comparativo e, ainda, asmalores tedricos de
concentracdo de MX contido nos eletrélitos do pkasnarina sintéticos. Usando
o teste t-Student (Harris, 2001), observou-se gdest os resultados do método
proposto concordam com os valores rotulados dastamscanalisadas e com os
resultados do meétodo cromatografico (método comipajaem 95% de

confianca.

4.1.3.3. Teste de adicao e recuperacéao

A exatiddo do método proposto foi avaliada peltetele adicdo e
recuperacdo, observando-se recuperacéo entre %0pz8a o_oniter’, 99,8 %
para oRegaine® e 103,7% para ®Manipulado(n = 5), na determinacdo de
minoxidil, nas amostras comerciais. O teste dedade recuperacdo obedeceu
aos parametros otimizados para esse método, parmab adicionou-se
guantidade de solucdo padrdo de MX a solucédo cdmtervolume necessario
de solucao tépica de modo a totalizar a concerdrde®,5x13 mol L' de MX.

O teste de recuperacdo nao foi aplicado aos etegr@o plasma e

urina artificiais, devido a adicéo de uma aliquaaasolucédo padrao de MX.

4.1.4. Conclusbes
Os métodos propostos utilizando andlise por injegéo fluxo

(FIA), com deteccao nas regides do visivel e do piYa a determinacao de MX
em formulacbes farmacéuticas, foram eficientestosxa precisos. Os valores
de concentracdo de MX obtidos pelos métodos propdstam concordantes
com os rétulos de cada medicamento e com os valridos no método
comparativo e ainda com os valores de concentrdeadiX contidos nos
eletrdlitos do plasma e da urina artificiais. A &@b4.22 apresenta as principais

caracteristicas de cada método proposto nestellcapit
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TABELA 4.22: Comparacgao entre alguns parametroglobtpara os métodos
propostos

Deteccdo no visivel Deteccéo no UV
A1 nm 400 345
Sensibilidade / L mdl 7,16 x 16 1,12 x 16
LD / mol L* 9,57x10° 7,44x10°
LQ / mol L* 3,20x10° 2,48x10°
Configuracao FIA Linha Unica Zonas coalescentes
Vaz&ao / mL min 5,00 4,00
Intervalo linear / mol !’ 1,00x10° a 1,00x1G 1,00x10° a 7,5x10
FregUéncia analitica / 70 72

determinacdes h

Pode-se afirmar que ambos os métodos apresentamadigle
mérito semelhantes quanto ao LD e LQ. A sensilmbdpara deteccdo em
345 nm foi ligeiramente superior, a vazado menor mtervalo linear mais
estreito quando essas figuras de mérito sdo congeaes figuras de mérito para
a deteccao em 400 nm. Portanto, pode-se afirmay muegeral, ambos os
métodos sdo eficientes para a determinacdo de Bitlosde linha Unica mais

simples, mas com sensibilidade um pouco menor.
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4.2. Estudo eletroanalitico de MX
usando eletrodos compoésitos de
grafite-poliuretana e grafite-borracha

de silicone
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4.2.1. Consideracdes sobre eletrodos compositos

Segundo Tallman e Petersen (1996)trodos compdsitos sao
materiais eletrédicos constituidos por uma fasedgtmma misturada a pelo
menos uma fase isolante. Os autores classificammelatrodos compdésitos
conforme a distribuicdo do condutor e do isolardenmaterial eletrodico. De
acordo com tal classificacdo, o arranjo do condetao isolante no material
eletrédico pode ser ordenado ou aleatorio.

Ordenado:O condutor esta confinado a superficial do is@aati o
condutor atravessa o interior material, caso naas r

Aleatério: De acordo com a distribuicdo do condutor no malteri
h& uma subclassificacadispersosou consolidados

Dispersos: &0 compdsitos cujas particulas condutoras estédo
distribuidas aleatoriamente pelo material eletrmdic

Consolidados:Sado compdsitos cujas particulas condutoras ocupam
areas especificas no material eletrédico.

O uso de eletrodos compdsitos ndo é recente. Er@, 18fams
descreveu a primeira aplicacao, com o objetivouthst#uir o eletrodo gotejante
de mercario por um eletrodo compdésito gotejante aseb de
grafite/bromoférmio, para ampliar a aplicacéo el@tralitica na regido anddica,
na qual o eletrodo gotejante de mercurio ndo ssaptava 0til (Adams, 1958).

A utilizacédo de eletrodos compdsitos apresentanaguvantagens,
como a possibilidade de preparo de eletrodos comaf® e tamanhos diferentes,
adicdo de modificadores, aplicabilidade em faixaplas de pH, bem como em
meios N80 aquosos, baixos custos de producao,certtess.

A aplicabilidade do compésito grafite-poliuretan@mecou a ser
explorada em 2002 (Mendes, 2002), quando foi padbtico primeiro artigo
apresentando as melhores condi¢cOes de preparoregangeste material; sendo
tal artigo seguido por algumas aplicacdes anaditibéendes, 2006; Semaah
al., 2008).
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A borracha de silicone, polimero com estabilidaglienica, isolante
elétrico, alta resisténcia ao calor, agua e agenxidantes, foi incorporada como
agente aglutinador para a confeccéo de eletrodopasito de grafite-borracha
de silicone. Tal compdsito foi inicialmente deskhitor Pungor e Szespesvary

(1968a, 1968Db), pioneiros nesses estudos.

4.2.2. ConsideracOes sobre voltametria (Brett; Br&996; Wang,
2006)

A voltametria ciclica (CV) consiste na aplicacaoute potencial
variando continuamente com o tempo, a um eletredoathalho, o que conduz a
ocorréncia de reaclOes redox das espécies elearpationtidas no meio
eletrolitico. Dependendo do potencial, ha adsodgiespécies atribuida a uma
corrente capacitiva referente a carga da dupladama

Esta técnica € mais utilizada para a aquisicdo nflermacoes
gualitativas sobre reacdes eletroquimicas; issaded® ao fato dela fornecer
rapidamente informacOes importantes sobre a temaodca dos processos
redox, cinética de transferéncia heterogénea deor$e reacbes quimicas
acopladas e processos de adsorcéo.

A CV, geralmente, é a primeira etapa realizada @m estudo
eletroanalitico. Em particular, ela oferece umaliazacéo rapida dos potenciais
redox das espécies eletroativas e uma convenigate@io do efeito do meio
eletrolitico usado no processo redox.

A voltametria de onda quadrada SWV € uma técnicatomu
conveniente do ponto de vista analitico. Ainda gu8WV tenha surgido em
1957 devido aos estudos de Baker, a utilizacdoédaida era limitada pela
tecnologia eletrénica. Com os progressos da tegi@mnalogica e digital, ela
passou a ser incorporada nos polarografos a plagianos 80, principalmente,
na sua forma de varredura rapida. Nessa formag dlmbém chamada de
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voltametria de onda quadrada de Osteryoung, atidbad nome da pesquisadora
americana que a desenvolveu.

A SWV consiste em uma onda quadrada simétrica, a u
superposta a uma rampa de potencial em forma dawtede tal modo que o
pulso direto da onda quadrada coincida com o indoiadegrau da rampa. O
pulso reverso da onda quadrada por sua vez coinoitlea metade da etapa da
rampa em degraus.

A voltametria de pulso diferencial (DPV) € uma iéan
extremamente Util, devido a capacidade de determ@spécies organicas e
inorganicas em niveis de traco. Em DPV sao apleaddsos fixos de potencial
sobre uma rampa de potencial variando em funcadenhpo. A corrente é
medida duas vezes, antes da aplicacao do pulsdieah@o pulso; o intervalo
de tempo é da ordem de 40 ms. Instrumentalmemalpo da primeira corrente
€ subtraido do valor da segunda, sendo esta dieresada em funcédo do
potencial aplicado. A corrente de pico €é diretamemroporcional a

concentracédo do analito.

4.2.3. Consideragcdes sobre espectroscopia de inmosla
eletroquimica (Brett; Brett, 1996; Wang, 2006)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica éteoraca usada
para estudar as caracteristicas de um eletrodaaegaompreensdo de uma
reacao de eletroquimica.

A espectroscopia de impedancia envolve a aplicad@ouma
perturbacdo de pequena amplitude no sinal sinusdmgotencial de célula
eletroquimica, medindo a sua resposta. O espeetrongdedancia resultante
corresponde a dependéncia dos valores imaginatigs €¢m funcéo dos valores
reais (Z), contendo informacgdes sobre a transteése elétrons numa reacéo
na interface eletrodo etrélito. O gréafico de espette impedancia, geralmente,

apresenta uma regido semicircular seguida de urtea @ semicirculo
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(frequéncias mais altas) corresponde ao procesdoadsferéncia de elétron,
enquanto a reta (baixa frequéncia) representacepso de difusdo.

Tais espectros podem ser usados para estudos dfcaime
transferéncia de elétron e de difusdo. No casordeepsos de transferéncias
muito rapidas de elétron, o espectro de imped&scapresenta apenas na forma
de uma reta; no entanto, quando o0 processo € lerdspectro é caracterizado
pela presenca de uma regiao de semicircular grande.

O diametro do semicirculo corresponde a resistéiéisica para a
transferéncia de elétron, ou seja, 0 ponto em cgeacirculo intercepta o eixo

de Z" corresponde ao valor da resisténcia da solkelgdrolitica (RS).

4.2.4. Eletrodo compaosito de grafite-poliuretand(@E)

4.2.4.1. Medida da superficie eletroativa do eldtrode GPUE e
coeficiente de difusao do minoxidil

A é&rea da superficie eletroativa do eletrodo de BEPidi
determinada pelo método das velocidades de vaggedsando-se uma solucao
5,00 mmol L' de KsFe(CN), em KCI 0,5 mol [}, como sonda eletroquimica.
Foram obtidas as correntes de pico anddigg € catddicolf) em diferentes
velocidades de varredura v)( (10, 25, 35, 50, 69, 75 e
100 mV §"), usando CV (Figura 4.11) (Brett; Brett, 1996).

Com o auxilio da Equacdo de Randles e Sevcik (Equad),
calculou-se a éarea eletroativa do GPUE para cattigdgade de varredura
usando a$, , do KsFe(CN) (Brett; Brett, 1996).

O valor da area eletroativa foi calculado atrawe@sédia aritmética
dos valores das areas obtidas em cada velocidadarelura estudada, sendo
de 0,093 + 0,002 cin

lp.a= 2,69x106. n*%, A. D,"% [Ox]. V"2 Equacéo 21
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As incognitas da Equacdo 21 sdgy = corrente anodica/A,;
n = niomero de elétrons envolvidos = B = A&rea eletroativa/cin
Do = Coeficiente de difusdo do jRe(CN}] = 7,70x10° cnf s
[Ox] = [KsFe(CN)}]ceiwia = 5,00 mmol [ ev = velocidade de varredura/V.s

75
| [K,Fe(CN)] =5 mmol L*
50| Eletrlito - KCI 0,5 mol L'
GPUE
25+
< O+ Varredura
1 -
= — 10mVv§
"251 ——25mvé
I 35mVs§
50k ——50mV§
60 mV &
——75mvs
-5 100 mv &
| | | 1 |

C | 1 1 1 | 1 | 1
-100 0 100 200 300 400 500
E/mV vs. SCE
FIGURA 4.11:Voltamogramas ciclicos dosRe(CN) 5,00 mmol [* em KCI

0,5 mol L', com os sinais dos brancos (KCl 0,5 mot) ldescontados sob
diferentes velocidades de varredura.

O coeficiente de difusdo do MX foi calculado (Edies 22 e 23)
pelo método das velocidades de varredura (10,25%@® 60, 75 e 100 mV'}§
utilizando a area eletroativa calculada para cattacidade de varredura.

O MX apresentou um unico pico de oxidacdo em 840 usdndo
eletrélito suporte HCI/KCI pH 2,5 numa concentragéds,62x1d mol L™

As EquacOes de Ilkovic para processos irreversigsacao 22 e
Equacédo 23) forneceram os valores dos coeficialdedifusdo do analito para
cada velocidade de varredura estudada. O valooeficente de difusdo do MX

foi a média aritmética dos valores dos coeficiedieslifusao obtidos em cada
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velocidade de varredura (Brett; Brett, 1996). Covalo coeficiente de difusao
do MX foi (7,9 + 0,6)x10 cnfs™.

lpa=2,99x10 . n@,n)"?. A . [ox] . D,"*. V"2 Equacéo 22
[Ep-Epral = 47,7@aN") Equacéo 23

nas quais:A = 0,093 crfi V'4(V sHY% n = n° elétrons envolvidos = 1 e
[E,-E.a/mV.

4.2.4.2. Determinacéo de MX usando CV
Estudou-se o efeito da variacdo do pH (Tabela [$4g, 31) do

eletrdlito suporte no intervalo de 2,00 a 8,00,potencial de pico anddico do
MX. O intervalo de potenciais usado nesse estudddgo+r300 a +1100 mV, a

velocidade de varredura foi 25 mV} & a concentracdo de MX na célula foi
6,25x10"mol L™ (Figura 4.12).

[ ——pH 1,97 [MX] =6,25x10" mol L™

12+-——pPH255 -o5mv ¢
——pH 3,17
[ pH 3,88
OF——pH4,9

| ——pH 5,91

——pH 7,01

< O6r—pH794
1 -

~~
— 3 |
Ok
Varredura,
3
1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
200 400 600 800 1000 1200

E/mV vs. SCE

FIGURA 4.12: Registros dos voltamogramas obtidogstodo do efeito do pH
no potencial de pico anddico do MX.
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A Figura 4.12 mostra uma tendéncia de alargamemotopido
anodico em funcdo do aumento do pH. O MX apresemil, 4,61 (Po-Chang
Chianget al, 2006), portanto, em pH mais elevado havera ado#@m de uma
espécie desprotonada, provavelmente em uma deasniass primarias em
quantidade significante.

Essa espécie é eletro-oxidada no intervalo de piaisnusado,
apresentando um segundo pico de oxidacao, o quged awpartir do pH 4,96.

A Figura 4.13 apresenta a curva potencial de pidmliaovs. pH,

referente aos voltamogramas apresentados na Higita

0,92
‘ inclinacéo da reta para pH entre 1,97 a 4,96054Y/
janela de +300 a +1100mY
[MX] = 6,25 x10'mol L™

0,88 v=25mV &
L
O 0,84t
0p]
2
< 0,80+
~~
L

0,76F

0,72f

| | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 4.13: Estudo do efeito do pH no potencialakdacdo do MX no
intervalo de pH 1,97 a 4,96 o comportamento é “Blgano”.

A Figura 4.13 apresenta a curva de potencial de amdico em
funcéo do pH. Nessa curva, nota-se que ha umeaoregia variacao nos valores
de potencial de pico anddico do MX no intervaloptteentre 1,97 a 4,96 com
inclinacao de -54 mV.

Entretanto, para valores de pH superiores a 4,90, mouve

variacao significativa nos valores de potenciagbde anddico do MX, tomando
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como base o primeiro processo eletroguimico. BHese & atribuido a formacgéo
da espécie desprotonada do MX.

A inclinacado da reta de -54 mV (Figura 4.13) sugenemecanismo
de um elétron por préton para eletro-oxidacdo do. MXra isso, o coeficiente
angular da curva potencial de pigs. pH é comparado ao fatdRT/nF da
Equacdo de Nernst (Equacéo 24), o qual assumeoo dal59 mV para = 1
elétron. Portanto, ao se comparar o valor expetah€h4d mV) com o obtido
pela Equacdo de Nernst (59 mV) (Equacao 24), coeelujue os valores
experimental e tedrico sdo préoximos, levando acamemo de um elétron por
préoton (Brett; Brett, 1996,).

E=E+RTxIn[0X]
nF [Rd Equacao 24

A |2 ndo variou significativamente com pH entre 2 E@tretanto,
o valor de pH selecionado para o prosseguimentardbslhos voltamétricos
usando GPUE foi 2,5, devido a melhor definicdo e@dfipvoltamétrico e a
maior |, do MX obtida nesse estudo. O potencial de picaliaodara pH 2,5
foi da ordem 840 mV.

Avaliou-se o efeito da velocidade de varreduraaraeate de pico
anodico do MX apresentada na Figura 4.14. Para,tdotam usadas as
seguintes velocidades de varredura: 5; 15; 255@% 100 mV s. As condicdes
experimentais para estudo do efeito da velocidadeadedura foram: intervalo
de potenciais de +300 a +1100 mV, 15 mL de elétrdiCI/KCIl pH 2,50 e
[MX] = 6,25x10* mol L. Todas as medidas foram realizadas em triplicata,

sendo usada a meédia dggpara cada velocidade de varredura.
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2,5 Fintervalo de potencial = +300 a +1100 mV
eletrolito HCI / KCI
| pH 2,50
[MX] = 6,25x10" mol L™ O
2,0
<
3
_Q: Q
1,50 0
O
Q
10 9
| ! | ! | ! | ! | ! |
0 20 40 60 80 100

vimvs®

FIGURA 4.14: Efeito da velocidade de varredura oriente de pico anddico do
MX; eletrdlito HCI/KCI pH 2,5;E,, = 840 mV; intervalo de potenciais +300 a
+1100 mV.

Para a velocidade de varredura de 100 mYFsgura 4.14), notou-
se um grande desvio padréo da médid,daal efeito se deve ao curto tempo
para que a organizacado da dupla camada ocorratdurgmocesso voltamétrico.

A Figura 4.15 apresenta variagio Igaem funcdo da/'?, nessa

curva foi descartada a velocidade de varredur®@@mn?.
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1,8

intervalo de potencial = +300 a +1100 mV
- eletrolito HCI / KCI

pH 2,50

[~ [MX] = 6,25x10" mol L™

1,6

< 14
1,2
1.0 R = 0,9983
n=>5
| " | " | " | "
2,5 3,8 5,0 6,3 75

Vl/Z / (mV S-1)1/2

FIGURA 4.15: Influéncia da*? nal,, indicando que transferéncia de carga €
controlada por difuséo; eletrolito HCI/KCI pH 2[5, , = 840 mV; intervalo de
potenciais +300 a +1100 mV.

A curval,, vs. vt

(Figura 4.15) se apresentou linear com R de
0,998. O comportamento linear da curva indica que osfrarte de massa foi
controlado por difuséo (Brett; Brett, 1996; Xavi@Q07). A velocidade de
varredura selecionada para a sequéncia do traff@ll®#5 mV s', devido ao
menor desvio padrdo da média dagFigura 4.14).

Os desvios padrédo obtidos em velocidades de vaaedenores
que 100 mV s foram relativamente altos, esse fato foi atribuddadsorcéo de
MX ou MX oxidado na superficie do eletrodo. O pissme de adsorcao sera
discutido na ultima secéao deste trabalho.

Avaliou-se o intervalo de potenciais no qual hoseesnelhor
definicdo do pico anddico, sem prejuizo do procetsmxidacdo do MX. A

Figura 4.16 apresenta os voltamogramas ciclicodasbhesse estudo.
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0a900mVv
8tk 0 a 1000V
0al1100mVv
0a1200mV
— 750 a 1100mV
6 500 a 1100mV
—— 300 a 1100mV
100 a 1100mV

+500 a +1100 mV
450 600 750 900 1050 1200
4 - E/mVvs SCE

| /WA

4 =

|

|

0 200 400 600 800 1000 1200

E / mV vs. SCE

FIGURA 4.16: Estudo do efeito da variagao do iraévpotencial nalp
eletrolito HCI/KCI pH 2,5;E,,» = 840 mV; intervalo de potenciais +300 a
+1100 mV;[MX] = 6,65x10 mol L™, no detalhe o intervalo escolhido.

O intervalo de potenciais selecionado com melhorfilpe
voltamétrico sem prejuizo do processo de oxidagid/X foi entre +500 e
+1100 mV (Figura 4.16, no detalhe o intervalo dsdai).

Observou-se uma diminuigao nas correntes de pice erl® e o 2°
ciclo de varredura (Figura 4.17). Entretanto, aipao 2° ciclo a corrente é
praticamente constante, mostrando que o processalstgcdo de MX ou seu
produto de oxidacédo é leve e ndo afeta as corrggtef®rma significativa a
partir do 2° ciclo.

Devido a adsor¢do de MX ou MX oxidado, houve a dingdo do
valor dal, , Nos sucessivos ciclos voltamétricos.

Avaliou-se o efeito da diminuicdo da corrente demnddico em
funcdo do aumento dos sucessivos ciclos voltamétresse estudo consistiu em

adicbes sucessivas de aliquotas de solucéo estudX e asl,, foram
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medidas em cada ciclo voltamétrico. Foram execst&doiclos voltamétricos

para cada adicao de MX. Todas as medidas foraasfem triplicata.

6 1° ciclo voltamétrico
i 2° ciclo voltamétrico
Sk 3° ciclo voltamétrico
4‘ pH 2,62
| v=25mV§
1 3
T
_% 2+
1 -
0 -
1k
1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
200 400 600 800 1000 1200

E/ mV vs. SCE

FIGURA 4.17: Comparacdo entre os 3 ciclos voltaiwedr na
[MX] = 6,65x10* mol L*; eletrolito HCI/KCI pH 2,5; intervalo de potendai
+500 a +1100mVE, .= 840 mV.

Esse estudo resultou em trés curvas analiticas pan@acada ciclo
voltamétrico, e os resultados de sensibilidade UeEquacdes 15 e 16) sao
apresentados na Tabela 4.23. Para o calculo de LD,&oi considerado o

desvio padrdo da média de dez valores de corrertteaico.

TABELA 4.23: Comparacdo dos valores da sensibikddidhites de deteccéo e
guantificacdo em cada ciclo voltamétrico registrado

Ciclos Sensibilidade / A mof L LD/ mol L™ LQ/mol L™
10 0,022 1,49x10 4,95 x10°
20 0,020 2,01 x16 6,68 x10°
30 0,019 2,02 x16 6,73 x10°

Comparando-se os valores da sensibilidade (Tab2k) dntre os 3

ciclos voltamétricos, nota-se que o 1° ciclo volttimo apresenta o valor da
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sensibilidade 10% maior que o valor da sensibikdaal 2° ciclo voltamétrico e
15% maior que o valor da sensibilidade no 3° crolkameétrico. Os valores dos
limites de deteccdo e quantificacdo do 1° ciclotawoétrico sdo menores,
quando comparados, com os valores dos limites @egio e quantificagcdo do
2° e 3° ciclos voltamétricos (Tabela 4.23). Devatis melhores valores de
sensibilidade, limite de deteccéo e limite de gfiaatao as correntes de pico
anodico do MX serédo tomadas no 1° ciclo voltamétriéssim o efeito da
adsorcédo de MX ou MX oxidado foi minimizado.

A Figura 4.18 apresenta os voltamogramas ciclietstivos ao
primeiro ciclo no intervalo de concentracdo de MXtre 6,62 x10 e
3,15 x10" mol L, sendo observada uma resposta linear entre cemlerpico e

concentracdo de MX observada entre 3,38%@,89 x1¢d mol L™

- ——3,15x10' mol L*  pH 2,62

12 L —— 28910 mol L™ 1°ciclo
——2.28x10f mol L* v =25mVs”
F —— 1.65x10 mol L*
oL 1,33x10" mol L™
——1,00x1d" mol L*
F ——6,73x10 mol L*
i 6 L— 3,38x10 mol L™
~. ——1,32x10 mol L*
- [ ——6,62x10mol L™
branco

varredura

200 400 600 800 1000 1200
E/mV vs. SCE
FIGURA 4.18: Voltamogramas ciclicos relativos acadi de aliquotas de MX

no intervalo de concentracédo entre 6,62%0 3,15x1d mol L™; eletrdlito
HCI/KCI pH 2,5; intervalo de potenciais +500 a +Qff/; E, .= 840 mV.
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A Figura 4.19 apresenta a curva analitica, no vater de
concentracdo de MX de 3,38 x18 2,89 x1d mol L™, que obedeceu & Equacéo

de reta, representada pela Equacao 25.

lpa=5,36x16[MX] + 4,91x10% R=0,999; n = 7 Equacéo 25

" eletrélito HCI / KCI
1,5 pH 25
 v=25mV§

12 intervalo deE: +500 a +1100mV

g 0,9
\g |

— 0,6

T

0,3

T

|M:536x1ﬁmm-491x1§

R = 0,999; n=7
O’O 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0,0 75x10°  1,5x10° 2.3x10°  3,0x10°
[MX]/ mol L ™

FIGURA 4.19: Curva analitica para a determinacad/®eusando voltametria
ciclica; eletrolito HCI/KCI pH 2,5; janela +500 4 ¥00mV;E, , = 840 mV.

Para os calculos dos limites de deteccdo e quzatgdio foram
usadas as Equacdes 15 e 16 (pag. 54), consideoadésvio padrdo médio de
10 valores da corrente do branco, obtido no podrde oxidacdo do MX,
juntamente com o valor de sensibilidade obtido Bejaacédo 25, que representa
a curva analitica. Os limites de deteccdo e queamifio sdo 1,49xI0De
2,95x10° mol L™ respectivamente.

A Tabela 4.24 apresenta os resultados da andliseadfstras

comerciais e dos eletrdlitos do plasma e urindicaais. Os teores de MX
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contidos nas amostras foram determinados atravéscudga analitica

apresentada na Figura 4.19.

TABELA 4.24: Resultados da analise das amostréigartdo CV

Amostra  Rétulo cv® Errol/%° Erro2/%' Recuperacéo/%
Regainé@a 20 21,1+0,2 5,40 0 100
Loniten®® 10 9,4+0,8 -6,00 -6,9 94

Manipuladd® 50 51+1 2,00 -3,2 110
Urina ¢ 25 23,80 + 0,06 4,80 - -
Plasma® 25 22,62 + 0,08 9,53 - -

a: mg mL" b: mg comprimidd; c: umol L*; d: n = 3; e: erro relativo ao rétulo
+desvio padréo; f: erro relativo ao método compva

Os valores obtidos por CV estdo de acordo com dsrem
rotulados e os obtidos no método comparativo calacwo em 95 % de acordo

com o teste t-Student.

4.2.4.3. Determinacao de MX usando Voltametria dd@OQuadrada
(SWV)

Estudou-se o efeito da variacdo do incremento denpmal,
amplitude e frequéncia na otimizacdo de um procedegmusando SWV para a
determinacao de MX. A Tabela 4.25 apresenta a ctaghDd entre os valores do

incremento de potencial, da amplitude e da freqaémsados na otimizacéao.

TABELA 4.25: Parametros estudados para a deter@malg minoxidil por
SWV

Amplitude / mV Incremento deE / mV Frequéncia / Hz
50 50 25
50 50 35
50 50 50
50 10 25
50 10 35

50 10 50
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A Figura 4.20 mostra os voltamogramas relativosestudo do
efeito da variacdo dos valores de incremento deenp@l, amplitude e
frequéncia na resposta voltamétrica, apresentadems Tabela 4.25. A

concentracédo de MX na célula foi de 3,23%hol L™.

16

A = amplitude; D = incremento dg& f = Frequéncia
A=50mV;D=5mV;f=25Hz
14_ A=50mV;D=5mV;f=35Hz
——A=50mV;D=5mV;f=50Hz

A=50mV;D=10mV ;f=25Hz

12 | —— A=50mV;D=10mV;f=35Hz

—A=50mV;D=10mV ; F=50Hz

\cs_ gl

_Q r
6k Varredura
2}

| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
500 600 700 800 900 1000 1100
E/mV vs. SCE

FIGURA 4.20: Voltamogramas ciclicos referentes atudo do efeito da
variacdo dos valores dos parametros para a detgaunde MX por SWV;
eletrolito HCI/KCI pH 2,5; [MX] = 3,23x10 mol L™

Comparando-se os perfis voltamétricos das curvessaptadas na
Figura 4.20 e os resultados apresentados na Tdh2#a conclui-se que a
melhor combinacdo de incremento de potencial, anddie frequéncia foram

5 mV, 50 mV e 25 Hz respectivamente.
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TABELA 4.26: Resultados do estudo dos parametros S§dV para a
determinacao de minoxidil

Parametros | p.a/ DA Wy mV
A50; D5; f25 51+0,3 129 + 3
A50:; D5; f35 48+0,2 132 +0
A50:; D5; f50 48+0,2 134 +3
A50: D10; f25 3,60 + 0,07 138 +6
A50; D10; f35 3,2+0,1 148 + 6
A50; D10; f50 3,59 £+ 0,07 141 +0

a — A = amplitude / mV; D = incremento B¢ mV; f = frequéncia / Hz

A Equacdao 26 foi usada para a avaliacéo da revietaite e, pode-
se concluir que o processo é irreversivel, conartir-se o alargamento do pico
em funcdo do aumento da frequéncia. Portanto eaersibilidade do processo

encontrado na SWV esta de acordo com o que foincdde na CV (Brett;
Brett, 1996).

Wy, = 3,52RT/nF Equacao 26

Foi avaliado o efeito da variacdo do intervalo deepciais no pico
de onda quadrada. A Figura 4.21 apresenta os wmigamas da variacéo do

intervalo de potenciais, sendo a janela selecioeatta +500 a +950 mV.
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9 |
8 |
+500 a +950 mV
7T "s00 00 700 800 900 1000
< E/mV vs SCE
3
=~ 6 —— 300 a 1100 mV
—— 400 a 1100 mV
—— 450 a 1100 mV
5k ——— 500 a 1100 mV
——500 a 950 mV
—— 400 a 900 mV
4 - 450 a 900 mV
—— 400 a 950 mV
—— 450 a 1050 mV
3 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l
200 400 600 800 1000 1200

E/ mV vs. SCE

FIGURA 4.21: Estudo do efeito da variacdo do irdéov potencial na
|, aeletrolito HCI/KCI pH 2,5; [MX] = 3,23x10 mol L™"; E,, = 840 mV. Em
detalhe, o intervalo selecionado.

A Figura 4.22 apresenta 0s registros voltamétribmsestudo do
efeito da variacdo da concentracdo de MX na cardatpico. A regido linear
foi no intervalo de concentracéo entre 1,33%#01,15 x1d mol L. Abaixo
dessa faixa o pico de oxidagao néo foi evidente.
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——1,33x10 mol L™
2F_ 6,66x10° mol L™
1,33x10° mol L™
———2,68x10 mol L™
100 4,01x10° mol L*
L 5,30x10 mol L™
———6,57x10 mol L™
<:':;_ 81 ———9,12x10 mol L™
=~ L ———1,15x10' mol L*
6L — 1,32x10' mol L™
———3,23x10' mol L™
41
2 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
500 600 700 800 900 1000
E/mV vs. SCE

FIGURA 4.22: Voltamogramas relativos a adicdo dé&uatas de MX.
Amplitude 50 mV; incremento de potencial 5 mV; néqcia 25 Hz; eletrdlito
HCI/KCI pH 2,5;E, .= 840 mV; intervalo de potenciais +500 a +950mV.

A Figura 4.23 apresenta a curva analitica no iaterVinear de

concentracdo de MX (1,33 x2@& 1,15 x1d mol LY. Os limites de deteccéio e

quantificacdo foram calculados conforme foi descrita secdo 4.1.2.3

(Equacbes 15 e 16, pag. 54) e seus valores foraxd @ e 2,2x1¢ mol L7,

respectivamente, enquanto a Equacao 27 apreseqtameao da reta.
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6 -
5 |
4
< |
3
2 -
1 | .= 2,06x14MX] - 3,13x10°
: R = 0,999
O 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0,0 3,0x10° 6,0x10° 8,9x10°  1,2x10°
[MX]/ mol L ™

FIGURA 4.23. Curva analitica do MX usando SWV. Amge 50 mV;
incremento de potencial 5 mV; frequéncia 25 Hziréléo HCI/KCI pH 2,5;
E,a= 840 mV; intervalo de potenciais +500 a +950 mV.

lpa= 2,06 x 1dMX] - 3,13x10% R=0,999, n =7 Equacéo 27
A Tabela 4.27 apresenta os valores dos teores denktfdas para
as amostras usando SWV, obtidos através da Eq@acague € a equacao de

reta de curva analitica apresentad&igara 4.23.

TABELA 4.27: Resultados obtidos na analise das énrm®sisando SWV

Amostra  Rétulo  SWVY  Errol/%° Erro2/%' Recuperacdo/%

RegainéDa 20 18,7+0,1 -6,75 -11,3 102
Loniten®" 10 9,1+£0,7 -9,00 -9,9 92
Manipulado® 50 48 £ 3 -4,37 -8,9 90
Urina © 25 25,1+0,2 0,400 - -

Plasma® 25 26,92+0,09 7,67 - -

a —mg mL"; b — mg comprimidd; ¢ —umol L; d — n = 3; e — erro relativo ao
rétulo + desvio padréo; f - erro relativo ao métadmparativo + desvio padrao.
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Foi aplicado o teste de t-Student para avaliarrc@aancia entre
os valores de concentracao de MX obtidos por SWX os valores rotulados e
os do método comparativo sendo de 95 % e 90 %atsm@mente.

4.2.4.4. Determinacdo de MX usando Voltametria dalsd
Diferencial (DPV)

Foi estudada a influéncia da variagcdo dos valoeesmdplitude,
incremento de potencial e velocidade de varredsaado DPV na oxidagao do
MX. A Tabela 4.28 apresenta os valores estudadesmbdéitude, incremento de
potencial e velocidade de varredura. A concentrag@& MX foi de
3,23x10" mol L™ na célula. Todos os experimentos foram feitos éplicata,

sendo considerada a média e o desvio padrédo pdagerperimento.

TABELA 4.28: Parametros estudados na otimizacabDRM

Amplitude / mV Incremento de potencial / mV ~ Velocicde / mV §"
25,0 5,00 12,5
50,0 5,00 12,5
100 5,00 12,5
25,0 10,0 25,0
50,0 10,0 25,0
100 10,0 25,0
25,0 20,0 50,0
50,0 20,0 50,0
100 20,0 50,0
25,0 30,0 75,0
50,0 30,0 75,0
100 30,0 75,0
25,0 40,0 100
50,0 40,0 100
100 40,0 100

Considerando o maior valor dg, e melhor perfil voltamétrico
apresentados na Tabela 4.29, os melhores valoramplgude, incremento de
potencial e velocidade de varredura foram 100 m¥/p2nV e 50 mV 3,

respectivamente.
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TABELA 4.29: Parametros experimentais estudados pateterminacédo de MX
usando DPV

Parametros | p.a/ DA Wy / mV
A25;D5;v 125 1,2+0,2 104 +2
A25; D 10; v 25 1,2+0,3 1010
A25; D 20; v 50 1,58 £ 0,02 1200
A25; D 30;v 75 15+£0,2 110+ 2
A25; D 40; v 100 1,3+04 NC*
A50; D 5;v125 24+0,6 1035
A50; D 10; v 25 28+0,3 104 + 6
A50; D 20; v 50 3,0+£0,6 100+ 0
A50; D 30;v75 2607 120+ 0
A50; D 40; v 100 1,7+0,2 NC*
A100; D 5;v 125 50£0,2 121 +3
A100; D 10; v 25 4+1 124 + 6
A100; D 20; v 50 59+0,6 95,7+0,4
A100; D 30; v 75 49+0,1 1200

A100; D 40; v 100 4,9+0,1 NC*
a — A = amplitude/mV; D = incremento d&mV; v = velocidade de

varredura/mV §; * NC — n&o considerado; pico pouco definido.

A Equacdo 26 (padg. 91) foi usada para a avaliacdo d
reversibilidade e, pode-se concluir que o procésseversivel considerando o
alargamento do pico em funcdo do aumento da freguérPortanto, a
irreversibilidade do processo encontrado na SW¥ dstacordo com o que foi
observado na CV e na SWV (Brett; Brett, 1996).

A Figura 4.24 apresenta os voltamogramas relativeariacdo da
concentracédo de MX. Com os dados obtidos na Figid4, construiu-se uma
curva analitica referente ao intervalo de resplostar de concentracdo de MX,
que foi de 1,70 xI0a 1,45 x1d mol L™ (Figura 4.25). Os limites de deteccéo e
de quantificac&o, calculados tal como na seca@.3.{Equacdes 15 e 16, pag.

54), foram 1,40x18 e 4,64 x16 mol L*, respectivamente.
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6
—6,66x10 mol L™
1,70x10° mol L™
5L 3,35x10° mol L*
[ —— 5,02x10 mol L*
| ——6,63x10 mol L*
——8,24x10 mol L*
< 4r 1,14x10" mol L
2 | —145a0 mal L
@ | ——2,28x10 mol L*
50
2t 2
400 600 800
E/mV vs. SCE

FIGURA 4.24: Voltamogramas de pulso diferencial caticdo de aliquotas de
MX. Amplitude 100 mV; incremento de potencial 20 m¥ = 50 mV §
eletrolito HCI/KCI pH 2,5E,,= 720 mV; janela de +550 a +1000 mV,

A Equacdo 28 apresenta a equacao de reta parasaanalitica.

lpa=1,88x10[MX] + 3,91x10% R =0,999; n =7

Equacéo 28

A Tabela 4.30 apresenta os resultados dos teorééXdeontidos

nas amostras analisadas por DPV.
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6
5_
4
3 34
=
1 | .= 1,88x14MX] + 3,91x10°
R = 0,999
0 ! | ! | ! |
0,0 5,010 1,0x10* 1,5x10°
[MX]/ mol L ™

FIGURA 4.25: Curva analitica do MX usando DPV: Ample 100 mV;
incremento de potencial 20 mV; velocidade de vam@d0 mV g; eletrdlito
HCI/KCI pH 2,5;E,.= 720 mV; intervalo de potenciais +550 a +1000 mV.

TABELA 4.30: Resultados das analises das amossasdo DPV

Amostra Rétulo DPV? Errol/%° Erro2/%' Recuperacdo/%

Regainé? 20 21,1+0,1 555 0 96

Loniten®® 10 10,7+0,3 6,71 5,9 101

Manipulado® 50 52,4+0,1 4,75 0,6 107
Urina © 25 235+0,1 -6,19

Plasma® 25 274+02 943

a: mg mL" b: mg comprimidd; c: umol L*; d: n = 3; e: erro relativo ao rétulo
+desvio padréo; f: erro relativo ao método compéva

Usando o método t-Student, foram avaliados a coacoia dos
valores obtidos pela DPV e os valores rotuladoss eoltidos pelo método
comparativo. Os resultados da DPV concordam em @5% os valores

rotulados e os resultados do método comparativo.
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4.2.4.5. Estudos de Impedancia Eletroquimica

Foram registrados espectros de impedancia elemicaiem cinco
potenciais diferentes para investigar o comportamea superficie do GPUE na
presenca e na auséncia de MX. A solucéo eletmléiwolume dela foram os
mesmos usados nos estudos voltamétricos, 15 mblugds HCI/KCI pH 2,5, e
a concentracdo de MX na célula foi 6,25%100l L™.

A Figura 4.26 apresenta 0S cinco espectros de iamosml
eletroquimica relativos aos diferentes potenciaisidados. A Figura 4.26 D
apresenta o espectro de impedancia no potenciaxidacdo do MX (840 mV
vs.ECS), as Figura 4.26 A, B, C e E sao registradagatenciais -500, 0, 500 e
1100 mV, respectivamente.

A Figura 4.26 A apresenta o espectro a -500 mV,qual ha
evidéncia de um processo lento de reducéo, que gudatribuido a reducao de
oxidos de carbono existentes na superficie, ja gée ha modificacdo
significativa comparando-se o espectro do brancespectro do MX.

As Figuras 4.26 B e 4.26 C apresentam espectrasteaisticos de
uma capacitancia numa superficie ligeiramente migesm transferéncia de
carga, tanto na presenca como na auséncia do Msokigéo.

A Figura 4.26 D apresenta o espectro correspondenisotencial
de oxidacdo do MX. Nesse espectro, observa-se u@adg mudanca na
impedancia comparando-se as curvas do branco coruraags do minoxidil,
evidenciando a transferéncia de carga entre oodtete a solucdo de MX.
Finalmente, a Figura 4.26 E apresenta espectrogjuais se percebe algum
processo relativo a oxidacdo do grafite e liberag@ooxigénio; e, ainda na

presenca de MX, h& a transferéncia de carga emietrodo e MX em solucéo.
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FIGURA 4.26: Registros dos espectros de impedésietaoquimica nos cinco

potenciais estudados; OCP = 300 mV; [MX]= 6,25xI@ol L1 — branco
(HCI/KCI pH 2,5);2 — [MX] = 6,25x10 mol L™.
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A Figura 4.27 representa o circuito referente &erfate da

superficie do eletrodo e a dupla camada duranetra-®xidacdo do MX.

C
I
I

Rs

Re Zw

FIGURA 4.27: Circuito representa a interface daesfipie do eletrodo e a dupla
camada, segundo os estudos de impedancia.

Este diagrama, fKkrepresenta a resisténcia dhmica do eletrdlito
(426 Q) C representa um elemento de fase constante (ERES, a resisténcia
da transferéncia de carga (3,34%1Q) e Z, é a constante de difuséo
(1x10* Q s3. O valor da transferéncia de carga é 3,85xEQ A taxa de
transferéncia de eletrons {k) foi calculada pela Equagao apresentada abaixo e

seu valor foi 1,25x10cm s

Kapp= RT/FRAMX]; na qual [MX] = 6,25x10" mol cni®

4.2.4.6. Avaliacdo do efeito da adsorcdo de MX opedficie do
GPUE

Os experimentos consistiram em registrar 0s espEectie
impedancia na auséncia e na presenca de MX na rioag@® de
6,62x10" mol L™ na célula (Figura 4.28).

Apoés a realizacdo da espectroscopia de impedaletraaiimica,
na mesma célula, sem qualquer tipo limpeza ou ngadde configuracéo, foi
realizado um experimento de CV, no qual foram redbs 15 ciclos
voltamétricos usando os parametros definidos amieente nos estudos de CV

(Figura 4.29), apos os CV, na mesma celula e satguger tipo de modificacao,



foi realizada novamente a
4.28).
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espectroscopia de imped&hetroquimica (Figura

40 - A
/
N
= 30F
: {
S i
~ 20 | A ./
/ / S
N o —A—branco
A /./ —=—Espectro antes de 15 ciclgs
10 | 4‘1 —@—Espectro depois de 15 ciclos
A [MX] = 6,62x10" mol L™
I pH 2,50
E =840 mV
0 . ! e ! !
0 10 20 30 40
Z kQcm?™

FIGURA 4.28: Estudo do efeito da adsorcdo de MXamelperficie do GPUE
usando impedancia eletroquimica antes e depoisvalaagio por voltametria
ciclica; [MX] = 6,62x10* mol L™
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FIGURA 4.29: Avaliacdo do efeito da adsorcdo de MXsuperficie do GPUE
usando CV; eletrdlito HCI/KCI pH 2,46, , = 840 mV; intervalo de potenciais
de +500 a +1100 m\W, = 25 mV §"; [MX] = 6,62x10* mol L™

O estudo de adsorcao por CV (Figura 4.29) mostra goeda
sucessiva n§,, entre o 1° e o 6° ciclo, estabilizandd,aa partir do 7° ciclo.
Essa queda dg,, indica que o eletrodo adsorve o analito. Entretapelo
estudo de impedancia (Figura 4,29), nota-se quehn@we nenhuma variacao
na impedancia comparando-se 0s espectros de adigsoes da CV. Ou seja,
segundo a impedancia eletroquimica, ndo houve ngadaa superficie do
eletrodo provocada pelo analito, portanto, pelaemi@mcia eletroquimica néo
houve adsorcéo de MX pelo GPUE.

As diferencas observadas entre os voltamogram&sgdaa 4.29 e
os da Figura 4.17 foram atribuidas a mudanca nerfécip do eletrodo causada
pelas sucessivas renovacfes e se deve a uma pgrivéieengeneidade do
compaosito. Entretanto, a idéia de que ha uma aficdaye na superficie nédo

muda.
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Portanto, a queda dg, observada no estudo de CV é atribuida a
uma adsorcao fraca e reversivel. Isso se deveaizagdo da superficie do
GPUE, a qual mantém a forma oxidada do MX atrail@é&rostaticamente,

bloqueando parcialmente os sitios eletroativodetooelo.

4.2.5. Eletrodo Compésito de Grafite-Borracha de&ne

4.2.5.1. Medida da superficie eletroativa do eldrode GSRE e

coeficiente de difusdao do minoxidil

A area da superficie eletroativa do GSRE foi detesida usando o
KsFe(CN) 5,00 mmol L', em KCI 0,5 mol [}, como sonda eletroquimica.
Estudou-se o efeito da variacao da velocidade dediara nas correntes de pico
anoddico e catodico doske(CN) usando CV, entre 10, 25, 35, 50, 69, 75 e
100 mV §". A Figura 4.30 apresenta os voltamogramas ciclitislos com as
diferentes velocidades de varredura.

Calculou-se a area eletroativa do GSRE pela Equdedandles e
Sevcik (Equacdo 21, pag. 76), para cada velocidiedearredura usando as
correntes encontradas no processo de oxidacacE®(®N). O valor da area
eletroativa calculada € a media aritmética dos realodas J, em cada
velocidade de varredura estudada (Equacao 21)e# éetroativa calculada do
GSRE foi de 0,0898 + 0,004 érBrett; Brett, 1996).

Para a obtencdo do coeficiente de difusdao do Mititizada CV
em diferentes velocidades de varredura (10, 2553560, 75 e 100 mV$ e
tendo em consideracdo a area do GSRE determinada.d@ MX apresentou
apenas um pico de oxidacdo, com maximo em 860 mgatngdo HCI/KCI pH
2,0. A concentracdo de MX foi de 6,62X1@o0l L™.
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| [K,Fe(CN)] =5 mmol L*
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FIGURA 4.30: Voltamogramas ciclicos da solucéo gee{CN) 5,00 mmol [*
em KCI 0,5 mol [}, em diferentes velocidades de varredacan o sinal do
branco (KCI 0,5 mol L) descontado.

A Equacao de llkovic para processos irreversiiemuiécoes 22 e
23) forneceu os valores dos coeficientes de difusédoanalito para cada
velocidade de varredura estudada. O valor do gerfede difusdo do MX foi a
média aritmética dos coeficientes de difusdo medpaa cada velocidade de
varredura. O coeficiente de difusdo médio do MXd®i(8,0 + 0,9)x18cnrs™.

4.2.5.2. Determinacao de MX usando CV

Foi avaliada a influéncia do pH no potencial dedegbo do
minoxidil, a Figura 4.31 apresenta os voltamograoielscos para os diferentes
pH estudados (2,02; 2,53; 3,43; 4,06; 5,24; 5,%)98) usando como base as
solucdes descritas na Tabela 3.7, pag 31.
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pH 3,43
10 ——pH 4,06
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FIGURA 4.31: Registros da CV relativos ao estudcefddto do pH nds, , do
MX; v=50 mV §"; janela de +300 a +1100 mV;[MX] = 6,25 x 1ol L™

Os voltamogramas apresentados Figura 4.31 mostisurgonento
de um segundo pico anodico em pH acima de 4,06. oCalscutido
anteriormente, o MX apresenta o pK 61 (Po-Chang Chiangt al, 2006),
portanto, o surgimento do segundo pico de oxidagddeve ao surgimento de
uma espécie eletroativa, provavelmente uma amisiro®nada. Essa espécie €
eletro-oxidada no intervalo de potenciais usadoessgmtando um segundo pico
de oxidacdo bem mais pronunciado nesse caso qumservado no GPUE.
Testes com outros sistemas tampéao também mostoasagundo pico.

A Figura 4.32 apresenta a dependéncik, glam fungéo do pH.
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0.88 inclinacéo da reta para pH entre 2,00 a 4,0606 10/
janela de +300 a +1100mV
[MX] = 6,25 x10'mol L™
0,84F v=50mV§
L
O
v 0,80}
N
>
>
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0] 0,76
pKa4,61
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L @ o—
| | | N | | |
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FIGURA 4.32: Estudo da influéncia do pH &g, do MX; v = 50 mV s
intervalo de potenciais de+300 a +1100 mV; [MX],2%x 10* mol L™

Observa-se, na Figura 4.32, uma regiao com variag8ovalores
de potencial de pico anddico do MX no intervaloptteentre 2,00 a 4,06 com
inclinacao de -67 mV.

Entretanto, para valores de pH maiores que 4,06, mduve
variacdo significativa nos valores de potencial mleo anddico do MX,
considerando o primeiro processo eletroquimico.e Esteito € atribuido a
formacdo da espécie desprotonada do MX, como jaismutido no caso do
GPUE.

Para selecdao do pH de trabalho, foi levado em deregao o
melhor perfil voltamétrico, que foi obtido no pHQ,

O mecanismo da reacao da eletro-oxidacao foi detadn pelo
coeficiente angular, que representa a curva pakedei pico em funcao do pH
no intervalo de 2,00 a 4,06. Analogamente a se¢&d.2, o mecanismo de um
elétron por préton da eletro-oxidacao foi obtideaaés do coeficiente angular
da reta (67m V).
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Para a confirmacédo do segundo pico como sendo ooegso de
oxidacao, foram obtidas curvas CV restrigindo-satervalo de potenciais ao
suposto segundo processo na faixa de +750 a +110(anyura 4.33 A) no
sentido de varredura positiva. Foi obtida tambéour&a CV com inversédo do
sentido de varredura no mesmo intervalo de potesnd@estudo da influéncia
do pH (+300 a +1100 mV, Figura 4.33 B).

As Figura 4.33 A e 4.33 B indicam que o segundo picealmente
um processo de oxidacao, podendo ser atribuido Aodbsprotonado, como
discutido anteriormente, pois nota-se que o mesindapendente do primeiro

pico e, portanto, ndo se trata de uma espéeci®gértda.

10k A) sentido de varredura positivo A) Varredura
i intervalo de E +750 a #1100 mV ~ , "~~~ o
. —— B) sentido de varredura negativo // T
8 intervalo de E +1100 a +300 mV
17
S~
4+
2L
_ -1
B) Varredura V=50 mVs 4 1
0 [MX] = 6,25 x10™“mol L
i pH 6,98
l 1 l 1 l 1 l 1
400 600 800 1000
E/mV vs. SCE

FIGURA 4.33: Voltamogramas ciclicos em pH 6,98:l14tervalo de potenciais
de +750 a +1100 mV no sentido positivo; B) Inteovdé potenciais de +300 a
+1100 mV sentido negativo.

Foi realizado o tratamento matematico de decondolupara

avaliar a influéncia do 1° processo no 2° e viasaieFoi selecionado o
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voltamograma ciclico obtido em pH 6,98 por ser damograma em que 0S
processos de oxidacao sédo bem marcados. A Figsiaildstra o resultado do
estudo de deconvolucao.

— Pico do 1° processo
4+~ /A  ====- Pico do 2° processo
;7 N
/ \
/ \
\
3 ——pH 6,98 /// \
< [T 200 400 600 800 1000 1200 / \
= E/mV vs SCE \\
=~ \
\
EP \
S \
IS \
3 \
a \
~ \
\
\
\
\
N ~
OF
1 l 1 l 1 l 1 l 1 l
200 400 600 800 1000 1200

/ mV vs. SCE

(Deconvoluida)

FIGURA 4.34: Deconvolugdo da curva voltamétrica phh 6,98 usado na
avaliacdo dol° processo e do 2° processo; no datalloltamograma como foi
obtido. Condicdesv = 50 mV &, [MX] = 6,25 x10" mol L, pH 6,98, janela
entre+300 a +1100 mV

Segundo a Figura 4.34, os picos de ambos os paoscdesoxidacao
se apresentam sobrepostos, distorcendo o petidmétrico das curvas CV.

O estudo do segundo processo de oxidacdo néo fég gas
objetivos desse trabalho; portanto, serd consideapgnas o pico de oxidacao
para o prosseguimento desse trabalho.

Estudou-se o efeito da velocidade de varredura Jara5s, 40, 50,
75 e 100 mV s. Esse estudo definiu a melhor velocidade de vareedsada em

CV também foi usado para avaliar o processo dsfegegncia de massa.
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FIGURA 4.35: Influéncia da'?nal,, indicando que transferéncia de massa é
controlada por difusédo; eletrdlito HCI/KCI pH 2,ditervalo de potenciais de
+300 a +1100 m\E, ,= 860 mV.

A curval,, em fungéo da raiz quadrada da velocidade de waaed
é linear (Figura 4.35) indicando que o processdraesferéncia de massa é
controlado por difuséo.

A velocidade de varredura selecionada para os @stpaolsteriores
foi a de 50 mV s, devido ao menor desvio padrédo dasentre as triplicatas.

Estudou-se o melhor intervalo de potenciais patet@arminacao de
MX sem prejuizo no processo de oxidacao (Figur)4Q eletrdlito usado foi
HCI/KCI pH 2,0 e a concentracédo de MX foi de 6,250 mol L. O intervalo
de potenciais selecionado foi de + 600 a + 1100 devido a melhor definicdo
do perfil voltamétrico da curva CV, como se podsesbar no detalhe da Figura
4.36.
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6 — +600 a +1100 mV
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3 E / mV vs SCE
~~
R 4 |
21 —— 650-1100 mV
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FIGURA 4.36: Estudo do efeito da variagdo do ird&vpotencial na
Eletrélito HCI/KCI pH 2,0; [MX] = 6,25 x 10 mol L™, E,, = 860 mV. Em
detalhe, o voltamograma no intervalo +600 a+1100 mV

Foi avaliado o efeito da variacdo da concentrac@oMX na
corrente de pico anddico. O intervalo de conceéitragsado foi de 6,66xf0a
3,23 x10' mol L*. A Figura 4.37 apresenta os voltamogramas ciclit@s

variacao da concentracdo de MX.
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—— 6,66umol L™
8r — 20,0umol L™
I 33,2umol L*

—— 66,2umol L
6F —— 99,0umol L*

—— 164pumol L*
[ 228umol L
<:‘:,_ AL — 289umol L*
~ ——— 323umol L*

Varredura

E/ mV vs. ECS

FIGURA 4.37: Estudo do efeito da variacéo da cottagdo de MX nos valores
del,, em HCI/KCI pH 2,0; janela de +600 a +1100 niy; = 860 mV.

A Figura 4.38 apresenta a curva analitica congruisando a
regido linear, que foi entre 3,32 x1& 2,89 x1d mol L*. A Equacdo 29
representa a equacao da reta da curva analitica.

lpa=4,72x16[MX] + 2,73x10% R =0,999; n = 6 Equacao 29
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FIGURA 4.38: Curva analitica para a determinacdovide usando CV; em
HCI/KCI pH 2,0; janela de +600 a +1100mi&;, = 860 mV.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram 2,.@3xEe
3,18x10° mol L*, respectivamente, seguindo a forma de célculoseptada
anteriormente na sec¢éo 4.1.2.3 (Equacdes 15 é&@654).

A Tabela 4.31 apresenta os resultados da andliseadf@stras
usando CV. Os teores de MX contido nas amostrasnfateterminados através

da Equacéo 29, representando a curva analiticaré~g38).

TABELA 4.31: Resultados das analises das amossasdo CV

Amostra  Ro6tulo CV° Errol® Erro2' Recuperacdo /%
Regainé ? 20 19.8+0.3 -1,2 -6.2 84
Loniten®® 10  10.6+0.7 6,4 4.9 110

Manipulado® 50 52+5 4,3 -1.3 103
Urina ° 25 24 + 4 -3,1 - -
Plasma’ 25 27 £ 4 8,3 - -

a: mg mL"; b: mg comprimidd; c: pmol L'™; d: n = 3; e: erro relativo ao rétulo
+ desvio padréo; f: erro relativo ao método comipara
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Os resultados de concentracdo de MX nas amosttafo®slpela
CV, ao aplicar o teste t-Student, concordaram efb ®&nto com os valores

rotulados quanto com os resultados do método ca@tipar

4.2.5.3. Determinacédo de MX usando Voltametria ddabQuadrada
(SWV)

Foi estudada a influéncia da variacdo dos valoaeandplitude, do
incremento de potencial e da frequéncia na detagéim de MX por SWV. A
Figura 4.39 apresenta os voltamogramas do estuadlg@ncia da variacdo dos

valores da amplitude, do incremento de potenaid fequéncia.

—_ A = amplitude, D = incremento db'% f = frequéncia
pH 2,0

- —— A50_D5_f50
30 —— A50 D10 35
A50_D10_f45
25 L —— A50_D10_f50
| —— A50_D5_f25
—— A50_D5_{35
i 20 A50 D5 f45
—~ I A50_D10_f25

g 15
10-
5_
oF
600 | 7100 | éOO | 19001 iOOOl 1100
E/mVvs. SCE

FIGURA 4.39: Voltamogramas de onda quadrada obtdpartir do estudo da
variacdo da amplitude, do incremento de potenaia requéncia; em HCI/KCI
pH 2,0; janela de +300 a 1100 mV; [MX] = 6,65 x 1ol L™.

Comparando-se os perfis dos voltamogramas (Fig3@ 4om os

resultados descritos na Tabela 4.32, a melhor cwagho de incremento de
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potencial, amplitude e frequéncia foram 10 mV, 50/ ne 50 Hz,
respectivamente. Nota-se, na Figura 4.39, um segpicd de oxidacao discreto
e no potencial da ordem de 1025 mV, esse picoilduato a espécie formada
pela desprotonacdo do MX, discutido anteriormeAfesar de estar presente
em baixas concentracdes nesse pH, a SWV é muisivete capaz de detectar
a espécie.

A equacao 26 (pag. 91) permitiu a avaliacdo darsévibdade do
processo, considerando-se o alargamento do picdurg@do do aumento da
frequéncia. Assim pode-se concluir que o sistennaegersivel, o que concorda

com o encontrado em CV (Brett; Brett, 1996).

TABELA 4.32: Valores de  l, e de W), obtidos a partir dos estudos dos
parametros da SWV

Parametros | p.a/ DA Wy mV
A50; D5; f25 1,4+0,2 122 +0
A50; D5; f35 1,9+0,2 109 +3
A50:; D5; f45 1,9+0,6 112 +0
A50:; D5; f50 2,2+0,6 109 + 3
A50:; D10; f25 2,1+0,2 114 + 6
A50:; D10; f35 2,4+0,3 121 +0
A50; D10; f45 26+04 121 +0
A50:; D10; f50 2,7+0,8 121 +0

a: A = amplitude / mv, D = incremento de poterdoi e f frequéncia/Hz.

Avaliou-se o intervalo util de potenciais para deieacdo de MX
usando SWV e o0 GSRE. A Figura 4.40 apresenta ¢ammofjramas ciclicos nos
diferentes intervalos de potencial estudados. Cervato de potenciais
selecionado foi de +500 a +1050 mV, apresentadieraihe da Figura 4.40.
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FIGURA 4.40: Estudo do efeito da variagcdo do irdévpotencial napl,
eletrolito HCI/KCI pH 2,0 [MX] = 6,65 x 10* mol L™, E,» = 860 mV. No
detalhe, o intervalo escolhido.

A Figura 4.41 apresenta o estudo do efeito da adigéessiva de
aliquotas de solucdo estoque de MX. O intervalocdecentracdo de MX
estudado foi de 6,66 xf@ 1,25x1d mol L™
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r — 6,66x10 mol L*
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[ —— 3,63x10 mol L
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FIGURA 4.41: Estudo do efeito da adicdo sucesswaliiuotas de solucdo
estoque de MX nos valores dg, eletrolito HCI/KCI pH 2,0; intervalo de
potenciais +600 a +1100 mW; = 50 mV g Eoa = 860 mV. No detalhe a
deconvolucdo da curva SWV na concentracéo de MX1#4x10* mol L™,

A denconvolucao apresentada no detalhe da Figdtarostra que
h& dois processos de oxidacéo, o primeiro em 86@&m\éegundo em 1030 mV
e, ainda, pode-se afirmar que nao ha influénci&’gmco no 2° e vice versa.

A Figura 4.42 apresenta a curva analitica no iaterVinear de
concentracdo de MX entre 1,21x1@ 1,14 x1d mol L' e a Equacdo 30

representa a curva analitica.
lpa=1,61x10]MX] + 1,03x10%; R =0,999; n =7 Equacdo 30

Os LD eLQ foram calculados seguindo o0 método desnd secao
4.1.2.3 (Equacdes 15 e 16, pag. 54) e seus vaforasm 2,88 x10 e
9,38 x10° mol L™, respectivamente.
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2 L
1r |, .= 1,61x10MX] + 1,03x10"
R =0,999
O l l 5 l l 5 l l 5 l l 4 l Ul
0,0 2,8x10° 5,6x10° 8,4x10° 1,1x10° 1,4x10
[MX]/ mol L ™

FIGURA 4.42: Curva analitica Estudo do MX; eleti@lHCI/KCI pH 2,0;
intervalo de potenciais +600 a +1100 m¥= 50 mV $; Epa = 860 mV; no
detalhe, a curva analitica.

A Tabela 4.33 apresenta os resultados para a armks amostras
usando SVW.

Os niveis de confianca foram calculados atravéeste t-Student.
Os resultados obtidos em SWV concordam em 95% cowalores rotulados e

0s resultados obtidos no método comparativo.

TABELA 4.33: Resultados das analises das amossasdo SWV

Amostra  Ro6tulo  SWVY  Errol® Erro2" Recuperacdo/ %

Regain§oa 20 20,05+0,06 0,25 4.9 93
Loniten®"® 10 10,3+0,3 3,0 1,9 101
Manipulado® 50 46,1 +0,2 -7,8 12,5 99

Urina °© 25 26 +1 4,0 - -

Plasma‘ 25 26,8 +0,3 7,2 - -

a: mg mL"; b: mg comprimidd; c: pmol L'™; d: n = 3; e: erro relativo ao rétulo
+ desvio padréo; f: erro relativo ao método comipara
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4.2.5.4. Determinacdo de MX usando Voltametria dalsd
Diferencial (DPV)

Avaliou-se a influéncia da variagdo dos valores aaeplitude,
incremento de potencial e velocidade de varredssado GSRE na oxidacéo do
MX por DPV. A Tabela 4.34 apresenta os valoresrdplitude, incremento de
potencial e velocidade de varredura estudados.

A concentracdo de MX foi de 3,23xi0mol L* na célula. O
eletrdlito era HCI/KCI pH 2,00. Todos os experinenforam realizados em
triplicata, sendo considerada a média e o desvldipgpara cada experimento.

A Figura 4.43 apresenta o0s voltamogramas para asegade
amplitude, incremento de potencial e velocidadeateedura que forneceram os

melhores resultados.

TABELA 4.34: Valores de amplitude, incremento deepaial e velocidade de
varredura para a definicdo dos parametros da DPV

Amplitude / mV Incremento deE / mV v/imVs"
25,0 5,00 12,5
50,0 5,00 12,5
100 5,00 12,5
25,0 10,0 25,0
50,0 10,0 25,0
100 10,0 25,0
25,0 20,0 50,0
50,0 20,0 50,0
100 20,0 50,0
25,0 30,0 75,0
50,0 30,0 75,0
100 30,0 75,0
25,0 40,0 100
50,0 40,0 100

100 40,0 100
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A = amplitude / mV, D = incremento de E / mV; v elacidade / mv3y
A=25;D=5;v=125
I ——A=25;D=10;v=25
——A=25D=20;v=50
4 | ——A=25;D=30;v=75
——A=25;D=40;v=100
——A=50;D=5;v=12
r ——A=50;D=20;v=50
—A=50;D=30;v=75

i 3 | —A=50,D=40;v=100 ‘
——A=100;D=5;v=125
~—~ [
- //
o

A=100;D=10;v=25
I —— A=100;D=20;v=50

A=100;D=30;v=75
2 ——A=100;D=40;v=100

1k
[MX] = 3,23x10 mol L™
- pH 2,01

Ok

/

| L | | | | |

400 500 600 700 800
E/mVvs. ECS

|

L | L
900 1000 1100

FIGURA 4.43: Voltamogramas referentes a avaliacd&o ainplitude, do
incremento de potencial e da velocidade de vareedara a determinacao de
MX por DPV; eletrélito HCI/KCI pH 2,0; [MX] =3,23x@* mol L™.

A Tabela 4.35 apresenta os valores gfee Wy, para o estudo da
influéncia da variacdo dos valores de amplitudereimento de potencial e
velocidade de varredura.

Considerando o alargamento do pico de oxidacdo wab da
velocidade e varredura pode-se concluir que o ms&sted irreversivel
concordando com a CV e a SWV (Equacéo 26, pag. 91).

Para algumas combinacfes de amplitude, incremenpot@ncial e
velocidade, o perfil voltamétrico distorcido tornaupraticavel o calculo do
Wy, portanto, impossibilitando a obtencdo do numereldtrons envolvidos no
processo eletroquimico (Equacao 26).

O melhor conjunto de valores foi amplitude de 100 mcremento
de potencial de 20,0 mV e velocidade de varredersodmV §.
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TABELA 4.35: Parametros experimentais estudados paleterminacéo de MX

por DPV
Parametros | pal pA W,/ mV
A25; D 5;v125 8,28 + 0,04 5017
A25: D 10;v 25 7,730 + 0,002 131 +0
A25; D 20;v 50 7,990 + 0,003 140+ 0
A25: D 30;v 75 8,221 + 0,001 NC*
A25; D 40;v 100 1,1 £+0,1 NC*
A50; D 5;v 12,5 1,2 £0,8 117 +0
A50; D 10;v 25 1,620 £+ 0,006 131 +4
A50; D 20;v 50 1,59 +0,01 120+ 0
A50; D 30;v 75 1,15+0,3 NC*
A50; D 40;v 100 1,612 + 0,005 NC*
Al100; D 5;v 12,5 2,98 £ 0,04 135+3
A100; D 10;v 25 3,22 £0,02 141 £ 0
A100; D 20;v 50 3,10 £ 0,01 94,8 +0,2
A100; D 30;v 75 3,02 £ 0,07 150+ 0
A100; D 40;v 100 3,212 £ 0,005 NC*

a — A = amplitude / mV; D = incremento B#mV; v =mV st

* NC — nao considerado; pico pouco definido.

A Figura 4.44 apresenta os voltamogramas cicliemestudo da

adicdo sucessiva de aliquotas de solucdo estoqidXdea corrente de pico

anddico. O intervalo de concentracdo estudado fei 2166x10 a

3,58x10° mol L™,
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20L — 2,66x10 mol L™
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FIGURA 4.44: Estudo do efeito da variacéo da cottagéo de MX nos valores
del,. Amplitude = 100 mV; incremento de potencial =r@V¥; v = 50 mV s
eletrolito HCI/KCI pH 2,0E, .= 795 mV.

A Equacdo 31 representa a equacdo da reta da emaléica
apresentada na Figura 4.45. O intervalo de respiostar foi de 6,64x10 a
2,90 x10° mol L™* para a concentracéo de MX.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram 3,07xE
1,03 x10° mol L*, respectivamente, sendo seu célculo baseado nodonét
descrito na sec¢éo 4.1.2.3 (Equactes 15 e 16 pag. 54

lpa=5,12x10[MX] + 9,36x10% R =0,999; n = 6 Equacéo 31
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FIGURA 4.45: Curva analitica do MX; Amplitude = 1®V; incremento de
potencial = 20 mVy = 50 mV §"; eletrélito HCI/KCI pH 2,0E,2=795 mV. No
detalhe, a curva analitica.

Os resultados (Tabela 4.36) obtidos em SWV forabm&tidos ao
teste t-Student. Os resultados de SWV concordamieehde 95% tanto com 0s

valores rotulados, quanto com os resultados obtidosétodo comparativo.

TABELA 4.36: Resultados obtidos nas analises dasstnas usando DPV

Amostra Ro6tulo  DPVY  Errol/%°® Erro2/%' Recuperacdo /%

Regain€? 20 19,9+0,1 -0,500 5,7 93
Loniten®® 10 95+0,4 -5,00 5,9 100
Magistral® 50 51,5+0,4 3,07 2,3 99

Urina © 25 25,90+0,03 3,48
Plasma“ 25 26,4+ 0,8 5,55

a: mg mL" b: mg comprimidd; c: umol L™ d: n = 3; e: erro relativo ao rétulo
+ desvio padréo; f: erro relativo ao método comipara
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4.2.5.5. Estudos de Impedancia Eletroquimica

Foi avaliado o comportamento da superficie do GSREndo
espectroscopia de impedancia eletroquimica, napgase na auséncia de MX e
em cinco potenciais diferentes, sendo um delestenp@l de pico anddico do
analito. A configuracdo da eletroguimica foi a mastda usada nos estudos
voltamétricos. A concentracdo de MX na célula ®i6g25x10 mol L™.

A Figura 4.46 foi dividida em 5 partes (A, B, CelE) e apresenta
0s espectros de impedancia eletroquimica nos dtesepotenciais (-500, O,
+500, +860 e +1100 mV). A Figura 4.46 D apresenégsectro de impedancia
no potencial de oxidacdo do MX (860 mV), as Figuta6A, 4.46B, 4.46C e
4.46E tém os respectivos potenciais; -500, 0, 50008 mV.

O espectro de impedancia apresentado na Figurdaf@nta uma
reducdo da impedancia com a adicdo de MX, indicanulansferéncia de carga
entre o eletrodo e a solucao contendo o analitotdéibs 0s outros potenciais
estudados, ndo ocorreu mudanca significativa nadidpcia do sistema ao se
adicionar MX e os espectros registrados caractarima eletrodo de superficie
porosa. A Figura 4.46 E apresenta o espectro dedamzia no potencial de
+1100 mV na qual nota-se algum processo relativaxidacdo do grafite e

liberacdo de oxigénio.
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FIGURA 4.46: Registros dos espectros de impedésietaoquimica nos cinco
potenciais estudados; OCP = 175 mV; [MX]= 6,25%hiol L1 — branco; 2 —
[MX] = 6,25x10*mol L™.
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Na Figura 4.47, é representado o circuito referanieterface da

superficie do eletrodo e a dupla camada duranetra-®xidacdo do MX.

C
I
I

Rs

Re Zw

FIGURA 4.47: Circuito referente a interface da stipe do eletrodo e a dupla
camada segundo estudos de impedancia.

Neste esquemasRepresenta a resisténcia do eletrolito (1@53C
€ um elemento constante de fase (CPE); ® a resisténcia do eletrodo
(3,47x10 Q) e Zy é a constante de difusdo (1X1@ s'3. O valor da
transferéncia de carga é 2,56XI0 A taxa de transferéncia de elétrong,gK
foi calculada pela Equacéo apresentada abaixo eas@ufoi 7,50x10 cm s'.
Kapp= RT/FRAMX]; na qual [MX] = 6,25x10" mol cni®

4.2.5.6. Avaliacdo do efeito da adsorcao de MX mlperficie do

GSRE

Foi avaliada a adsorcao do MX pelo GSRE, os estodosistiram
na combinacdo das técnicas de Voltametria Ciclic&spectroscopia de
Impedancia Eletroquimica.

Inicialmente, avaliou-se a variagéo big provocada pela suposta
adsorcdo de MX pela superficie do GSRE. Foram obtkD voltamogramas
ciclicos de uma solucédo de MX em pH 2,0 na ordermomeentracédo do analito
de 6,25x10 mol L™* (Figura 4.48). Apds essa etapa, a superficie doEGBR
apenas lavada com agua, foram realizados outrgsl&Einogramas ciclicos em
solucdo HCI/KCI pH 2,0 na auséncia de MX (Figurd94. Novamente o

eletrodo foi lavado com agua e outros 50 voltamogsa ciclicos foram
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realizados agora com solucao HCI/KCI pH 2,0 comeMX na ordem 6,25x10
* mol L™ (Figura 4.50).

10
o ™ 1° ciclo
B 2° ciclo
< 6
3
4r /) 50° ciclo
2L
0Ok
| |

1 N N 1 N 1 N 1 N 1 N
600 700 800 900 1000 1100 1200
E/mVvs. ECS

FIGURA 4.48: Avaliacdo do efeito da adsorcdo de NaXsuperficie do GSRE
usando CV (50 ciclos voltamétricos); em HCI/KCI gi9; E, , = 860 mV; janela
de +600 a +1100 mw, = 50 mV §', [MX] = 6,25x10" mol L™.

Na Figura 4.48, observa-se a queda sucessiyig, datre 0 1° e 0 5°
ciclos, entretanto, do 5° ao 50° ciclos, gse mantém praticamente constante.

A Figura 4.49 apresenta os voltamogramas do braosquais se
pode observar que o 1° ciclo apresenta um pequenesso de oxidacao em
torno de 900 mV. Entretanto, os ciclos sucessidmsapresentam processos, ou

seja, no 1° ciclo houve a limpeza da superficieldtodo.
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FIGURA 4.49: Avaliacao do efeito da adsorcédo de NM&Xsuperficie do GSRE
usando CV (50 ciclos voltamétricos) na ausénciMdena célula; em HCI/KCI
pH 2,0; janela de +600 a +1100 mx4s 50 mV §.

Na Figura 4.50 sdo apresentados os 50 ciclosvetati solucdo
HCI/KCI contendo MX e nela observa-se que os p&#s muito semelhantes
aos picos da Figura 4.48. Portanto, relacionandaéaultados, pode-se sugerir
uma adsorcédo fraca e reversivel. No entanto, pa@nfirmacao de tal efeito,
foram realizados experimentos combinando VoltametrCiclica e

Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.
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FIGURA 4.50: Avaliacdo da variagdg, provocada pela adsor¢cdo de MX na
superficie do GSRE usando CV (50 ciclos voltaméslicem HCI/KCI pH 2,0;
Eo,a = 860 mV; intervalo de potenciais +600 a +1100 mVs 50 mV §-
[MX] = 6,25x10” mol L™.

Em seguida a impedancia eletroquimica, na mesmaacéem
limpeza da superficie ou mudanca de configuracads eletrodos, foram
realizados 15 voltamogramas ciclicos usando oviakerde potenciais +500 a
+1000 mV ev = 50 mV § (Figura 4.51). Ap6s os voltamogramas ciclicos
novamente, na mesma célula, foi registrado especkeo impedancia
eletroquimica.

A Figura 4.51 apresenta os voltamogramas ciclimssegunda
etapa do estudo de adsorcao por CV, mostrando quedssiva n§,, entre o
1° e o0 15° ciclo, confirmando que ha adsorcdo depdld superficie do GSRE,
ainda ratificando os resultados obtidos anteriotmdRiguras 48, 49 e 50).
Entretanto, ao se comparar o espectro de impedamtexior aos 15 ciclos

voltamétricos, com o espectro de impedancia pastedos 15 ciclos
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voltamétricos (Figura 4.52), nota-se que ndo hdumma variacdo significativa
entre eles; isto €, hd uma adsorcao fraca e reeedg MX pela superficie do

GSRE provocada pela polarizacao dos eletrodos.

3,0r ciclo 1 Varredura
ciclo 2
ciclo 3
2,5F ciclo 4
ciclo 5
2,0k ciclo 6
ciclo 7
I ciclo 8
§. 1,5+ ciclo 9
=~ ciclo 10
10k ciclo 11
’ ciclo 12
ciclo 13
0,5F ciclo 14
L ciclo 15
0,0 Intervalo E -» +600 - +1100 mV
i pH=2,10
_0’5 ] . ] . ] . ] . ] . ]
600 700 800 900 1000 1100
E/mV vs. ECS

FIGURA 4.51: Avaliacdo da variacdg, provocada pela adsor¢do de MX na
superficie do GSRE usando CV (15 ciclos voltaméslicem HCI/KCI pH 2,0;
E,. = 860 mV; intervalo de potenciais +600 a +1100 m\& 50 mV s’
[MX] = 6,62x10" mol L™,
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FIGURA 4.52: Estudo do efeito da adsorcdo de MXaelperficie do GSRE
usando impedancia eletroquimica antes e depois vddiagio por CV.
Condigdes: [MX] = 6,62x16mol L™, em KCI/HCI pH 2,10E,,= 860 mV

4.2.6. Conclusdes
Os métodos eletroanaliticos propostos utilizando etetrodos

compdésitos de grafite-poliuretana (GPUE) e grdieracha de silicone (GSRE)
se mostraram uteis. Os valores de concentracdoXdeldos pelos métodos
propostos foram estatisticamente concordantes cemrdébulos de cada
medicamento e com os valores obtidos no método atipo e ainda com o0s
valores de concentracdo de MX artificialmente adiados aos eletrélitos de
plasma e da urina artificiais. A Tabela 4,37 aba@esenta as principais

caracteristicas para a determinacdo de MX usandiettedos GPUE e GSRE.
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TABELA 4.37: Comparacdo de algumas figuras de méudra os GPUE e
GSRE em trés técnicas na determinacdo de MX

Eletrodos CVv SWv DPV

Linearidade 3,38 x10° a 1,33x10°a 1,70 x10° a

mol L* 2,89 x10* 1,15 x10* 1,45 x10*

GPUE SeA”f?]iq"gﬁde/ 5,36x16 2,06 x 10 1,88x10

LD / mol L* 1,49x10° 7,7x10° 1,40x10°

LQ / mol L* 4,95x10° 2,20x10°

Linearidade/ 3,39 x10° a 1,21x10° a 6,64x10° a

mol L™ 2,89 x10* 1,14 x10* 2,90 x10°

GSRE  aoncatel 47208 1,61x14 2,00x1d

LD/mol L™ 2,23x10° 2,88 x10° 3,07x10°

LQ / mol L2 3,18x10° 9,38x10° 4,64 x10°

Conclui-se que o desempenho analitico de ambosetredns na
determinacdo de MX sédo semelhantes, inclusive anipue diz respeito a vida
atil de cada um deles que foi na ordem de 250 métagdes sem renovacao de
superficie. Os valores apresentados para as figleasnérito (linearidade,
sensibilidade e LD) sdo semelhantes para cadac&wooitamétrica usada nas
determinacdes. Portanto, ambos os eletrodos e tléécnicas voltamétricas

foram eficientes para a determinacéao de MX.
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4.3. Determinacdo de MX e FR em
amostras comerciais usando
cromatografia de alta eficiéncia
(HPLC)
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4.3.1. Considerac0oes sobre a furosemida

A furosemida (FR), 4-cloro-N-furfuril-sulfamilantmdico, € um
solido cristalino, branco e inodoro, insoluvel egua e solucdes acidas diluidas,
com baixa solubilidade em solventes organicos caltmol e acetona e solavel
em solucdes alcalinas. Sua férmula estrutural ésaptada abaixo (Budavati
al., 2001).

o. " H

Classificada como um potente diurético, a furosamide
administrada em excesso, gera excrecdo excessivagda e eletrolitos,
precisando ser utilizada com supervisdo meédicaertBy a dosagem ser
ajustada de acordo com a necessidade do pacieadeqE Christensen, 1998;
Ranget al, 2001, Vlaseet al, 2003).

A furosemida é apresentada comercialmente na fodea
comprimidos, contendo de 20 a 80 mg da droga aiw¢8es injetaveis contendo
10 mg mL*. O Sistema Unico de Saude (SUS) disponibilizauiganente
comprimidos de 40 mg.

A posologia varia entre 20 e 80 mg, para adultos,dese Unica
pela manha, podendo ser aumentada até uma dosaf@dmarde 600 mg dia
Entretanto, para criancas, utiliza-se dose Unic2 g de furosemida por kg de
peso, tendo-se como dosagem méaxima 6 rifg(8guza, 1998).

O LasiX’, do laboratério Aventis, é o medicamento de reieied
com ampla utilizacdo como diurético. Com a intr@dugos medicamentos
genéricos no mercado, houve um aumento no numero fodmulas
farmacéuticas, exigindo maior rigor na analise dalidade do medicamento

produzido, com relacdo aos controles microbioldgitsico-quimico ou dos
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principios ativos; portanto, gerou-se a necessidbidenetodologias rapidas e
confiaveis para aplicacdo nesses farmacos.

Em tratamentos continuos de criancas e adultossnabse o
surgimento de tolerancia e resisténcia ao diurgtiaue pode ser superado com
a administracdo da furosemida em associacdo asofd@ronacos como as
tiazidas (Riera, 2000; Vlas# al.,2003).

4.3.2. Justificativa

A justificativa para a determinacdo de MX e FR, mesnao
havendo medicamentos comerciais contendo os doisaéds como principio
ativo, se da por dois motivos:

A) O sulfato de minoxidil, o metabdlito do MX, caustivacdo simpatica
reflexa, taquicardia e retencao hidrossalina, ptwtadeve ser administrado
em conjunto com diuréticos e bloqueadores simpag¢o

B) Na literatura sao encontrados 11 artigos desady a associacao de MX e
FR usados no controle ¢A, os quais s&o apresentados a seguir.

Chrysant et al. (1991) avaliaram a adicdo de betaxolol na
combinacéao de furosemida e MX no controldHdeem 30 pacientes.

Seedak Rawat (1983) aplicaram a combinacao de captopi,eM
furosemida em 14 pacientes cadA severa, 0s quais nao respondiam a
tratamentos convencionais.

Osterziel e Julius (1982) investigaram a acao dabawacédo de MX
e furosemida e a combinacéo de MX e captopril ecieptes que apresentavam
HA.

Alpert e Bauer (1982) avaliaram a combinacao gmtopranolol e
furosemida no controle da pressao arterial de %ep@s comHA. Também
avaliaram a resposta desses pacientes frente aiattagdo de doses de MX

apos terem tomado a combinacédo propranolol/FR.
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Bauer e Alpert (1980) estudaram o efeito da congéioaentre
propranolol, furosemida e MX em 5 pacientes ¢tdsevera.

Tenschertet al. (1979) estudaram os efeitos da combinagcao
minoxidil, FR/hidroclorotiazida e propranolol/pindb em 22 pacientes que
apresentavarHA e hipertensdo do sistema vascular renal

Hammond e Kirkendal{(1979) compararam a eficacia do MX no
controle daHA com a eficacia da combinacao entre MX e FR em tieptes
comHA severa.

Lowenthalet al. (1978) usaram MX, propranolol, clonidina e FR
combinados no controle da pressao arterial de 2imas que apresentavam
HA severa e mal funcionamento renal.

Riddiough (1977) investigou as reacOes adversagpaolas pelo
uso continuo de anti-hipertensivos como diurétimasodilatadores e demais
farmacos, combinados ou néo.

Dargie et al. (1977) estudaram o efeito da combinacado de
minoxidil, propranolol e furosemida na pressdo samgp de um grupo de
pacientes corflA, os quais nao respondiam a tratamentos convencionais

Wilburn et al. (1975) trataram 13 pacientes que apresenta¥Am
severa com a combinacéo de MX, propranolol e FR.

Tais trabalhos mostram um possivel interesse nadestas
amostras em que o MX e FR sao aplicados em asaocrax; controle d&lA,
nao descartando a hip6tese de seu uso conjunt@tieapdo controle dAA.

O objetivo principal deste trabalho era a detergéanade MX e FR
em urina humana, pois parte dos farmacos ndo sdabaticados sendo
excretados pela urina sem modificagcao. Entretgmo,falta de recursos de
biosseguranca e motivos éticos as determinacOesfoealizadas apenas em

formulagdes farmacéuticas.
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4.3.3. Espectros de absorcdo do MX e da FR na oegigaUV

Inicialmente, obtiveram-se 0s espectros de absalgddX e da FR
visando usar o detector UV do cromatégrafo na géteclos analitos em seus
Amax €Specificos. Para tanto, foram obtidos espect@llicées distintas de MX
e FR, ambas diluidas em metanol/trietilamina (99113 concentracdo de

5,0x10° mol L. Os espectros sdo apresentados na Figura 4.53.

1,00

275 n”;_85 —— Metanol / trietilamina (99:1)
| nm [furosemida] = 5x10° mol L™
—— [minoxidil] = 5x10”° mol L™

0,75
20,50
<

0,25

0,00 1 1
250 300 350 400
A/ nm

T

FIGURA 4.53: Espectros de absorcdo do MX e da FRyos diluidos em
metanol/trietilamina (99\/V) em concentracdes iguais de 5,0l L™

Nota-se que a FR apresentou dois maximos de abs@ga275 e
330 nm, sendo o primeiro o de maior absorbancisl>Xapresentou um ombro
entre 255 e 272 nm e um pico de absor¢gao em 285 nm.

Os espectros apresentam interseccdo em alégintos (270, 280 e
307 nm) dos espectros da FR e do MX, sendo que &mnnih ocorre a
interseccdo com maior absorbancia. Portanto, paesitudos de otimizacédo do

sistema cromatografico, foi usada de 280 nm.
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Entretanto, para a quantificagdo simultanea de MKRe foram
utilizados doisk deferentes, 275 nm para a FR e 285 nm para o MXld&
maior absorbancia apresentada nos espectros dea FdiB. A quantificacao
dos analitos em dois diferentes foi possivel ja que o detecB®D-10A VP
Shimadzu, disponibiliza o recurso do monitoramento simultanem dois
comprimentos de onda.

A Figura 4.54 apresenta 0s registros cromatogafgimultaneos
usando os doi& distintos para deteccao de MX e FR. Fica clara fpagura
4.54 a diferenca de area de pico cromatograficceesd diferented. para o
mesmo analito, isso reflete num melhor desempenhbtiao como o aumento

da sensibilidade e melhores limites de deteccametiicacdo do MX e da FR.

0,08

Furosemida ———A=2/5nm
—————— A =285 nm

T

0,06

< 0,04
-

T

Minoxidil

0,02

T

0,00

Tempo / min

FIGURA 4.54. Cromatogramas obtidos na determinajamlitanea de MX e
furosemida nos comprimentos de onda 275 e 285 nm.
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4.3.4. Estudo do efeito da adicdo de trietilaminase movel

A coluna usada nas determinacdes de MX e FR foi eohana C-
18 SupelcB, como descrito anteriormente. Esta coluna consisteim suporte
de silica ligado covalentemente a uma molécula H8iC;s, ou similar,
empacotada em um tubo de acgo inox. A reacéo ersleca e 0 GISi-C,5 pode

ser representada por:

ligacdo covalente
0O-8i

Os grupos hidroxila da silica suporte ndo ligadwsChSi-C,g Sao
grupos com carater acido, portanto, esses grugesagem fortemente com
grupos amina, de carater basico. Este efeito feeimfado nas analises do MX, o
qual contém em sua estrutura duas aminas primamaasndo afinidade entre a
fase estacionaria e 0 MX, o que causa aumentommaotele retencédo do analito
e, ainda, formacdo de uma cauda residual no pmmaiografico. O mesmo
efeito ocorre com a FR, que também contém grupdeaaem sua estrutura
(Pombeiro; 1998, Skooegf al, 2002; Waters).

Para minimizar o efeito acido-base provocado pgtapos acidos
da fase estacionaria, adicionou-se MA/) de trietilamina na fase mével. Com
ISSO, 0s sitios com carater acido da fase esta@ofdram saturados com
grupamentos de carater basico da trietilamina, capresentado no esquema
abaixo (Pombeiro; 1998, Skoag al, 2002; Waters), prevenindo sua interacao

com os analitos.
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O efeito da presenca de trietilamina na fase méwagresentado na
Figura 4.55, a qual representa os cromatogramases&nca e na auséncia da
trietilamina.

Nota-se claramente que a amina causa um aumenitbcsigvo do
sinal, com consequente reducado da largura dos pidasinuicdo na eluicao de
ambos os analitos. Portanto, nesse trabalho, arxfégel usada foi uma mistura

de metanol e trietilamina, 99\/V.

————— metanol
8x10 F—— metanol / trietilamina (99:1)
1
5x10 -
<
D
§ 2
3x10 1
A 2
0 AN SN SRLEFS
0 1 2 3 4 5 6
Tempo/ min

FIGURA 4.55: Estudo do efeito da adicdo de 1% dilamina na fase movel
na resolucdo dos picos cromatograficos. Pico 1;-Pkd® 2 — MX.
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4.3.5. Estudo do efeito da vazdo da fase moébvel pe®s

cromatograficos do MX e da furosemida

Estudou-se o efeito da vazédo da fase moével naicidirdos picos
cromatograficos do MX e FR. Os resultados sdo eptados na Figura 4.56.
Considerando o estudo do efeito da vazao, forarmedas a resolucdo (Rs) e a
seletividade ) para a determinacdo simultdnea dos dois farmé€igira
4.57).

A resolucdo é uma medida da eficiéncia da separagcao
cromatografica de duas substancias e pode serla@dcpara picos com o0
minimo de separacdo entre eles sem sobreposicdepdracdo completa dos
picos exige, porém, em geral, uma resolucdo mirdmdl,5. A Equacdo 32
apresenta como é efetuado o calculo da resolueédps a distancia entre os
maximos dos picos das substandias? e 40, € 40, Sdo as larguras na base dos

picos correspondentes (Pombeiro; 1998).

Rs = s/[(411+40,)/2] Equacéo 32
1,8x10 | —— 0,50 mL min™
i ——0,75mL min™
1,5x10 | F 1,00 mL min*
i ——1,25mL min™
1.2x10 F 1,50 mL min™*
’ i — 200mLmin™
.1
<E. 9,0xld | —— 3,00 mL min
D‘ L
6,0x10
3,0x10 | [ f
0’0 =t
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo / minutos

FIGURA 4.56: Efeito da vaz&do na determinacéo siamgla de MX e FR.
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A seletividade ) € outro parametro para medir a eficiéncia de
separacao entre os picos das substancias 1 e&ej@vktl que tenha um valor de
pelo menos 1,2. A seletividade é calculada atraassEquacdes 33 e 34; nas
quaistr, € tempo de retencdo da substancit 2¢ a razdo de capacidade da
substéancia 2 (razdo entre os niumeros de mols dtosw fase estacionaria e na
fase movel)L é o comprimento da coluna cromatogréafiaaéa velocidade do
eluente.

Rs = (tp/4o,).[(a-1/a). (K 2/ 1+K )] Equacéo 33
tr = (L/u).(1+k") gHacéo 34

Os resultados obtidos no estudo do efeito da vapioados nas
Equacdes 33 e 34 geraram 0 conjunto de pontosespael®s na Figura 4.57.

2,0 2,0
1,8} 11,8
e °
° s ° ° °
1,6} 11,6
%) - o -
o - Q
1,4} 11,4
O
L2rg resolucao (Rs) 112
® seletividade &
1’0 1 1 1 1 1 1,0

0,5 1,0 1,5 20 25 3.0
~ . -1
vazao / mL min

FIGURA 4.57: Avaliacéo da resolucéo e da seletitdam funcao do estudo do
efeito da vazao de fase movel.
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Seguindo os valores minimos de R&, &,5 e 1,2 respectivamente,
para uma alta eficiéncia na separacdo dos anlitoe FR, nota-se que todas
as vazoes estudadas levam a valores superiore®2 pafiao, entretanto, o
intervalo de vazbes entre 0,5 e 1,5 mL mapresentam valores iguais ou
maiores que 1,5.

s maior Rs

Portanto, selecionou-se o valor de vazao que ag
e a, que neste caso foi de 0,5 mL fhirDutro fator de grande importancia na
escolha da melhor vazdo é o tempo de retencéo rmlgoa, que deve ser
superior a 1,5 minutos, pois tempos de retencacmrasmgue 1,5 minutos séo
definidos como tempo morto da coluna, ou sejagsEtam a nao interagao dos
analitos com a fase estacionaria, isso se devieidafe quimica ou a alta vazao

do sistema (Pombeiro; 1998).

4.3.6. Curva analitica e analise das amostras

Definidos os parametros cromatograficos para armetacdo de
MX e FR, foi construida uma curva analitica (Figdifa8).

Os registros cromatograficos foram realizados hpg de cada
composto, 275 para a FR e 285 para o MX (Figura)4.5

A Figura 4.58 apresenta as curvas analiticas dadoe picos em
func&o da concentracao de MX e FR.

O intervalo de concentracdo para ambos os andidiosentre
1,00x10" a 1,00x1G mol L' (n = 6). Nesse intervalo, obtiveram-se coeficientes
de correlacéo 0,9995 e 0,9996 para o MX e a FReotisamente. As equacoes
de reta obtidas para cada farmaco sao:

MX: area = 5,85 x 10minoxidil] + 3,64x1G (R = 0,9995) Equacéo 35
FR: area = 1,10 x £Qfurosemida] + 6,91xI0(R = 0,9996) Equacéo 36
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1,2x10 :
| O furosemida,A =275 nm
| area = 1,10x18[FR] + 6,91x10
8,0x10 [ R =0,99956
4,0x10 F
(\lg i
2 ool A
5 60x1GF ™ minoxidil, A = 285 nm
\(C ’ z _ 3
| area = 5,85x18MX] + 3,64x10
4,0x10 |-R = 0,99949
2,0x10
0,01 \ | \ | \ | \ | \ | B
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

[analito] / mmol L™

FIGURA 4.58: Curvas analiticas para a determinag@ultanea de MX (B) e
FR (A).

Foram avaliados os teores de furosemida contidssanaostras
comerciais analisadas neste trabalho para efeitmagparacao. Tais amostras
forma submetidas a um método espectrofotométriceatibracdo por ponto
anico, o qual emprega NaOH como solucdo extrateemdo as medidas
realizadas em 271 nm. Conforme preconiza a Farnégedymericana (USP).
Atualmente, tal farmacopéia recomenda o uso de atamrafia, porém, em
funcao da disponibilidade de instrumentacao, stigdde e precisdo da técnica,
optou-se por empregar UV (USP, 1985).

A Tabela 4.38 apresenta os teores de furosemidadodl obtidos

pelo método comparativo has amostras comerciai®aadativo ao rotulado.
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TABELA 4.38: Valores de concentracdo de furosemedecontrados pelo
método comparativo

Amostra Rétulo @ Método comparativd® Erro / %
Furosent’ 40 39,2+0,1 -2,00
Neosemid 40 41,8+0,6 +4,50
Pharlab® 40 39,5+0,3 -1,25

Teutd® 40 41,7+0,2 +4,25

a: mg comprimido

A Tabela 4.39 apresenta os resultados obtidos nakses das
amostras comercias para determinacédo de MX e RiRdodImente, enquanto a
Tabela 4.40 apresenta a determinacdo dos analitosltaneamente nas
amostras comerciais.

TABELA 4.39: Resultados das analises individuaigvé e FR nas amostras
comerciais

Método proposto Erros/%
Amostras Analito Roétulo

MX FR B E,
Furosent’ FR 4G - 35,9 -10,0 -8,2
Neosemid FR 40 - 42,4 6,0 1,4
Pharlab® FR 40 - 39,2 20 -0,8
Teutd® FR 40 - 39,7 0,6 -4,6
Loniten® MX 10° 9,6 - 40  -4.9
Regainé MX 20° 20,08 - 04 -48

a — mg por comprimido, b — mg por mL de solu¢és,3) E; erro relativo ao rétulo e
E, erro relativo ao método comparativo.

TABELA 4.40: Resultados das analises simultaneaMdez FR contidos nas
amostras comerciais

Analito® Método proposto Erros/%
Amostras FR  MX FR MX  Er  Eux
Furosent + Loniten® 40 10 36,4 9,7 9,0 -3,0
Neosemi@ + Loniten® 40 10 42.3 9.6 5,7 4.0
Pharlab® + Loniten® 40 10 39,3 9,6 -1,8 -4,0
Teutd® + Loniten® 40 10 39,7 9,7 -0,75 -3,0

a — mg por comprimido, n = & erro relativo ao rotulo das amostras contendo FR e
Eux erro relativo ao rétulo das amostras contendo MX.
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4.3.7. Conclusoes
Os resultados obtidos pelo procedimento propospele método
comparativo, tendo se mostrado estatisticamentgativeis, no intervalo de

confianca de 95% (teste t-Student).
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4.4. Caracterizacao da estrutura do
produto de oxidacdo quimica do

minoxidil
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Sousa e colaboradores (2005) propuseram um métabtontétrico
com deteccdo espectrofotométrica para determinagddiX em amostras
farmacéuticas. O método se baseia na reacao ratlexceMX e 0 KMnQ em
meio acido, medindo o decréscimo de absorbancisopanlo pela descoloracéo
da solucédo de KMngdevido & formacdo de Mh que é incolor em solucéo
aquosa. Os autores sugeriram que a reacdo entd¢ e MKMnQ, ocorre em
duas etapas, como apresentado na Equacao 37 (idiwcdaala) e, ainda,

propuseram uma estrutura para o produto de oxidacao

O
}
H,N N N NH,
g WN/ +e, + H +H* Y _MnO, g WN/
A te, +Ho- A
N N

O O Equacao 37

Para a elucidacdo da formula do produto de oxidagdiatou-se
com a contribuicdo do Prof. Dr. Antonio Gilbertafegra, DQ-UFSCar .

Inicialmente, promoveu-se a oxidagcdo do MX com o\ e o
produto da reacdo foi isolado. Para tanto, inicelte o meio reacional foi
neutralizado com NaQk a 1,0 mol L. Durante a neutralizagdo formou-se
uma substancia de coloracdo amarelada, a qudritmiiaa a desprotonacéao do
produto de oxidacdo do MX.

Apoés a neutralizacdo do meio reacional (pH =7,d)cienou-se
cloroférmio para a extracdo do produto de oxidaéétase organica tornou-se
amarelada devido a presenca do produto de oxiddgabiX. Em seguida,
separou-se a fase organica, contendo o produtxidagdo, com o auxilio de
um funil de separacéo e evaporou-se o cloroformdéieecura em um evaporador
rotatério a 568C, sob pressao reduzida.

ApoOs a evaporacao, o produto de oxidacdo do MXobtido na

forma soélida, o qual se apresentou como uma suligtée coloracdo
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amarelada, solavel em agua, acidos e alcodis, mdesamaior solubilidade em
cloroformio.

Foram, a seguir, obtidos e comparados os espattrgsoduto de
partida (MX) e do produto de oxidacao na regiaenfl@vermelho, os quais sdo

apresentados na Figura 4.59.

produto de oxidag&do do MX

—— minoxidil

| |

1000 500

4000 3500 3000 2500 2000 1500
Numero de onda/cm

FIGURA 4.59: Espectros de infravermelho do MX e skeu produto de
oxidacéao.

Comparando-se os espectros do MX e do produto dagio de
MX apresentados na Figura 4.59 notaram-se mudasigasficativas em
posicdes de picos em quatro regides nos espettres83600 a 3200 ¢ 2 —
1600 a 1400 ci 3 — 1300 a 900 cine 4 — 800 a 500 cm

De acordo com os espectros, pode-se deduzir quacaeadox
ocorreu na(s) amina(s) primaria(s) ligada(s) aopgrwiperidino. Outra
evidéncia sdo as bandas de baixa frequéncia (8800acni, 42 regi&o)

presentes no espectro do produto de oxidacéo,as sugerem a interacao de
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grupos —NQ@com o grupo piperidino (Silversteat al, p.106). Entretanto, esses
dados n&o séo suficientes para concluir sobreat@st do produto.

A Tabela 4.41 apresenta algumas atribuicbes pardaasias
presentes no espectro IV do MX, relativas as amgnasarias, pois 0S picos
relativos a elas entdo localizados nas regidesmarmres mudancas em relacao
ao espectro do produto de oxidacao (Chao; Thaméaih;1988).

TABELA 4.41: Atribuicbes dos picos situados nasideg A,B,C e D do
espectro do MX

Namero de onda / cih Atribuicdes
3451 NH — estiramento simétrico livre
3407 NH — estiramento assimétrico livre
3368 NH — Estiramento associado
3271 NH — estiramento associado
1643 NH tesoura
1610 NH tesoura/estiramemto do anel PIR*
1352 C-N estiramento anel PIR*
1332 C-N estiramento anel PIR*
1283 C-NH estiramento(PIR*/CH angular PIP**)
1250 C-N estiramento (PIR*/PIP**)
1234 CH angular (PIR*)/ estiramento C-N PIP**
1186 Estiramento C-N PIP**
976 Estiramento do anel PIR*/C-NH angular
950 Torcéo NH
874 C-N angular (PIR*/PIP**)
756 NH, vibracional

*PIR: grupo piridimico; **PIP: grupo piperidimico

Os resultados obtidos por RMN também confirmaramuaanca
da estrutura do MX. E importante enfatizar que speetro de RMN d&C do
produto de oxidacdo e nas respectivas expansogsivabam-se claramente os
deslocamentos quimicos para os trés conjuntosdes siorrespondendo aos trés

compostos: material de partida, composto 1 e coto@s



5 N3
NE . Nll N 4 \O
GOZ 6 O 2I Nll
6 2
5 3 5 3 O .
‘ 7 5 3
4 4
Composto 2
Composto 1 P

Material de partida - MX 3,5-didxido-2,4-dinitro-6-

desoximinoxidil T T
piperidinopirimidina

Essas misturas nédo foram observadas nos espeotmostdrial de
partida.
A Tabela 4.42 apresenta os deslocamentos quiritmsm) de'H,

3C e ®N para material de partida (MX), composto 1 e coshp®, todos
dissolvidos em DMSO-d6.

TABELA 4.42: Deslocamento quimicd (ppm) de’H, *C e N para os
compostos: material de partida (MX), 1 e 2 em DMED-

Material de partida Composto 1 Composto 2
ne 1H 13C 15N* lH 13C lSN* 1H 13C 15N*
1 ---- 1961 ---- ---- 1900 ---- ---- 190,0
2 6,81 sl 151,8 70,0 5,38 sl 162,5 76,6 ---- 150,0 76,6
3 ---- 1831 ---- ---- no. ----  n.o.
4 154,4 - - - - 163,4 --- - 152,0 - - - -
5 5,36 s 731 ---- 504s 736 ----  559sl 07,0 ----
6 6,81 sl 153,1 70,0 5,38 sl 164,9 76,6 ---- 151,4 76,6
1 ---- 852 ---- 858 -~  ---- 858
2,6 3,40-3,35m 44,8 ---- 3,40-3,35m 44,5 ---- 3,40-3,35m 48,6 ----
3,5 1,52-1,41m 248 ---- 152-1,40m 254 ---- 152-1,40m 24,4 ----
4 152-1,41m 240 ---- 152-1,40m 250 ---- 152-1,40m 235 ----

* informacdes obtidas do experimento'#e™N gHMBC
n.o. — ndo observado, s — singleto, sl — singlol, m — multipleto

A Tabela 4.42 apresenta dados referentes ao niadleripartida,
onde foram observados o0s principais deslocamenttisigps tanto de

hidrogénio e do carbono 13, como do nitrogéniodEyjdo a sua solubilidade e
a sua pureza.
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A Tabela 4.43 apresenta os deslocamentos quirdigosm) de'H

e °C para o material de partida (MX), o composto loemposto 2 dissolvidos

em DMSO-d6.

TABELA 4.43: Deslocamento quimido(ppm) de'H, e*C para os compostos:
material de partida, 1 e 2 em DMSO-d6

Material de Partida (MX) Composto 1 Composto 2
N 'H ®Cc  HMBC* 'H ¢ HMBC* 'H  c HMBC
1 e eee- e e e - ——— e e
2 681sl 151,8 73,1 5,38sl 1625 n.o. ---- 1500 n.o.
3 cmem —ooo - - mem oo meee oo oo -
4 ---- 1544  ---- ---- 1634 ---- ---- 1520  ----
73,6
5 536s 73,1 7311531 504s 736 1625 559sl 1070 ----
163,4
6 6,81sl 1531 73,1 538sl 164,9 n.o. ---- 1514  n.o.
1 mme e eea- - cmee eees ——-- mme e e ——e -
163,4;154,4
163,4;154,4 163,4;154,4
152,0;
2, 340 44,5;44.8; 3,40 a0 486 340 e
. 3,40- 2, 44,8, 3,40- 44.8; 48,6; 3,40- 44.8; 48,6;
6 33m "8 486,235 335m M L35 040 335m B 3L,
24,0; 24,4; 24,4: 24.8; 24,4: 24.8;
24,8; 25,0; 25,0; 25,4; 25,0; 25,4;
25,4;
23,5; 24,0; 23,5; 24,0; 23,5; 24,0;
24,4; 24.8; 24,4: 24.8; 24,4: 24.8;
35 114512m 248 25.0: 25.4: 114502m 254 25.0: 25.4: 114502m 244 25.0: 25.4:
’ 445,448, 44,5: 44,8, 44,5; 44.8,
48,6 48,6 48,6
23,5; 24,0; 23,5; 24,0; 23,5; 24,0;
24,4, 24.8; i 24,4, 24,8; ) 24,4, 24,8;
4 11 flzm 24,0 25,0;254; 112?02m 25,0 25,0; 25,4, 11fozm 23,5 25,0;25,4;
’ 44,5, 44,8, 445,448, 44.5; 44,8,
48,6 48,6 48,6

n.o. — nao observado, s — singleto, sl — singhatol, m — multipleto

*software fornecido pel ARIAN



141

Os resultados de Tabela 4.43 mostram que 0 comfagboesenta

hidrogénios aminicos pelos deslocamentos quimieoso tdos hidrogénios

guanto do carbono 13; indicando a estrutura acena @ composto 1.
A Tabela 4.44 apresenta os deslocamentos quirigmsm) de'H,
e N para o material de partida (MX) e os composte2lem DMSO-d6.

TABELA 4.44: Deslocamento quimido(ppm) de'H, e N para os compostos:
material de partida, 1 e 2 em DMSO-d6

Material de Partida

(MX) Composto 1 Composto 2
1 15 1 15 1 15
o 1 15 H-N 1 15 H-N 1 15 H-"N
" H N gumBer M N gumeer M N gHMBCH
1  ---- 1961 ---- —--- 1900 ---- —--- 1900 ----
70.0; 772¢
2 68lsl 700 183le 538sl 772 o7- ---  no. n.o.
196,1 !
3 ---- 1831 ---- ----  no ----  no.
4 eeo oo - eee oo - —— e -
75,5 e
536s ---- 1961 504s ---- 559l 75500
70,0
6 68lsl 700 1831e 538sl 77.2 712'0206 Ceee e .
196,1 !
1" ---- 852  ---- —--- 858  ---- -— 858  ----
2. 3,40- 852e  3,40- 852e  3,40- 85,2 e
6 3,35m 85,8 3,35m 85,8 3,35m 85,8
g L5 152- 152~
> 1,41m 1,40m 1,40m
g L52- 152- 1/~
1,41m 1,40m 1,40m

n.o. — ndo observado, s — singleto, sl — singlol, m — multipleto
*software fornecido pel ARIAN

Na Tabela 4.44, os dados mostram que 0 composiio 2presenta

nenhum hidrogénio aminico e, por outro lado, amtasem sinal no espectro de
RMN de **C em § 107,0 ppm para o carbono 5, bastante deslocado e

desprotegido quando comparado com os demais, opgueite atribuir a

estrutura acima para 0 composto 2.
Os resultados obtidos por RMN s&o concordantes aqueles

obtidos pela espectroscopia de infravermelho. Ere®al, o RMN confirma a
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mudanca nas duas aminas primarias do MX, aparenteespectro de
infravermelho na regido espectral entre 3600 a 229b(bandas atribuidas as
aminas primarias).

Portanto, pode-se concluir que a reacao do MX cdvm®, em
meio &cido ocorre em duas etapas. A primeira et@pdormacao do
desoximinoxidil provocada pela protonocao do Odaaor uma coordenada ao
N do anel piperidinico. A segunda etapa é a formalgicomposto 2, que € o
resultado da oxidagdo quimica das duas aminas meenfigadas ao anel

piperino do MX, formando o 3,5-didxido-2,4-dinitGepiperidinopirimidina.
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5. ConsideracOes finais e perspectivas

de trabalhos futuros
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Os resultados obtidos sugerem que 0s métodos posposste
trabalho foram eficazes na determinagcao de minloeidiamostras comerciais e
em eletrélitos de plasma e urina artificiais, cdasando-se os limites, erros e
limitacBes inerentes a cada técnica.

O procedimento em fluxo com configuracdo de linhacal e
deteccdo na regido do visivel se mostrou um proedo simples, podendo
utilizar um fotdmetro como detector. Este proceditnepode ter aplicactes
didaticas ou em controle de qualidade em farmat@asanipulacéo.

A aplicacédo de dois eletrodos compdsitos solidd3UE e GSRE)
nos estudos eletroanaliticos do minoxidil, evidaraon o mecanismo da elétro-
oxidacdo envolvendo 1 elétron por préton. A deteat@o de minoxidil neste
tipo de amostras foi simples, sem a necessidagesdeatamento.

A determinacdo de minoxidil e furosemida em amestmmerciais,
usando HPLC, mostrou que tanto a determinacdo ithdil, quanto a
determinacao simultanea dos analitos é possivel.

A caracterizacdo do produto de oxidacdo quimicandzoxidil
sugeriu que a oxidacao ocorre em duas etapas fdomadesoximinoxidil e o

3,5-didxido-2,4-dinitro-6-piperidinopirimidina.

Perspectivas de trabalhos futuros
A determinacéo eletroanalitica de MX usando MIPsanostras
comerciais e em fluidos biol6gicos tais como udmdasma sanguineo,
Estudos termoanaliticos do MX e do produto de aada visando

caracteriza-los do ponto de vista térmico.
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. ®
Regaine”

Minoxidil

FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACOES:
Regaine® (minoxidil) Solucdo Topica a 5% & apresentado em embalagem contendo frasco de
plastico de 60 ml, acompanhado de bomba spray e conta-gotas.

USO EXTERNO

USO ADULTO
EXCLUSIVO PARA USO MASCULINO

COMPOSICAO:

Cadaml de Regaine® (minoxidil) 5% contém:

MINOXIALL . 50 mg
EXCIPIENIE 8. tooveeiieieeie et et ene e 1 ml

O excipiente contém: propilenoglicol, etanol e agua purificada.

INFORMACAO AO PACIENTE:

Regaine® (minoxidil) esta indicado no tratamento da alopecia androgénica (calvicie
hereditaria) em homens adultos.

Guarde este produto a temperatura ambiente controlada (20° — 25° C). Feche bem o frasco
apos 0 uso.

O prazo de validade esta impresso na embalagem externa e é de 36 meses apos a data de
fabricacao. Verifique sempre o prazo de validade e ndo utilize medicamentos com o prazo de
validade vencido, pois pode ser prejudicial a sua saude.

Este produto ndo deve ser utilizado por mulheres.

Use este produto apenas na dose recomendada por seu médico. Antes de usar Regaine®
(minoxidil), verifique se seu couro cabeludo estd normal e saudavel. Nao use Regaine®
(minoxidil) se sua pele ou couro cabeludo estiverem inflamados. vermelhos, irritados ou
doloridos, ou sob condigdes como queimaduras solares ou dermatites. Siga sempre a
posologia recomendada, respeitando sempre os horarios, as doses e a duracdo do tratamento.

Nao se preocupe se vocé esquecer de aplicar o produto uma ou duas vezes, somente proceda
da forma adequada na proxima aplicacdo. Nao aplique o produto mais que duas vezes ao dia,
pois isso ndo fara com que seu cabelo cresca mais depressa.

O uso de secador de cabelos, géis. cremes ou sprays para os cabelos nao diminui o efeito de
Regaine® (minoxidil).

O uso de tinfuras ou permanentes nao interfere na acdo de Regaine®. Apesar disso, a fim de
evitar qualquer irritacdo local assegure-se que ndo ha minoxidil no couro cabeludo antes de
aplicar qualquer produto quimico. Para melhores resultados, ndo aplique Regaine®
(minoxidil) no mesmo dia em que vocé usou esses produtos quimicos.

Sao necessarios no minimo 2 meses de aplicacdo de Regaine® (minoxidil), duas vezes ao
dia, para que se evidencie o crescimento capilar esperado. Para alguns homens, podem ser
necessarios oito a doze meses para que sejam alcancados os melhores resultados. de acordo
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com o caso de cada paciente, embora a estabilizacdo da perda de cabelos tenha sido
registrada aos trés meses de tratamento. A quantidade de cabelo que crescera novamente
varia de pessoa para pessoa.

Quando voceé comecar a usar Regaine® (minoxidil) 5%, a queda de cabelo pode aumentar
temporariamente por até 2 semanas. Este € um processo normal da acdo de Regaine®
(minoxidil) e mostra que novos cabelos estdo crescendo e substituindo os antigos. Procure
seu meédico se a queda persistir apos 2 semanas.

Se voce suspender a aplicacdo de Regaine® (minoxidil), o nascimento de cabelos novos sera
interrompido. Ocorrerd entdo um efeito reversivel e dentro de 3 a 4 meses sem tratamento
pode-se voltar ao aspecto anterior ao inicio do tratamento.

Informe a seu médico o aparecimento de reacdes desagradaveis. O uso de Regaine®
(minoxidil) deve ser interrompido e o medico procurado se vocé apresentar reacdes como:
irritacdo local, freqiiencia cardiaca rapida ou palpitagoes. aumento de peso inesperado e sem
motivo aparente, tumefacdo ou inchaco nas maos, face ou tornozelos; tontura, debilidade,
vertigem ou desmaio, aparecimento de dor no térax tipo angina, brago ou ombro. Embora o
uso extensivo de Regaine® (minoxidil) nao tenha revelado evidéncias de que € absorvido
minoxidil o suficiente para acarretar efeitos sistémicos, maior absorcio devido ao abuso ou a
variabilidade individual ou sensibilidade anormal poderia levar, pelo menos teoricamente, a
um efeito sistémico, e os pacientes devem ser alertados quanto a isso.

TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS
CRIANCAS.
Nao utilize Regaine® (minoxidil) em conjunto com outros medicamentos de uso local,

como, por exemplo, a tretinoina e a antralina, pois nesse caso a absor¢ao do minoxidil pode
ser aumentada.

Regaine® (minoxidil) € contra-indicado em pacientes alérgicos ao minoxidil ou a qualquer
um dos componentes da férmula.

Regaine® (minoxidil) ndo € recomendado nos casos de perda repentina ou fragmentada de
cabelos, nos casos de calvicie completa ou perda completa dos cabelos do corpo inteiro e nos
casos em que a queda de cabelos € devido ao uso de algum medicamento. deficiéncias
alimentares, quimioterapia ou enfermidades ou situagdes que causem danos ao couro
cabeludo. Se voceé niao esta certo sobre o que estd causando a perda de seus cabelos, voce
deve consultar seu medico.

ESTE MEDICAMENTO E EXCLUSIVO PARA USO EXTERNO. Se ocorrer ingestao
acidental, o médico deve ser imediatamente avisado.

Regaine® (minoxidil) contém uma base alcoolica que pode causar queimacdo e irritacao nos
olhos. Portanto, evite o contato com os olhos e pele irritada. No caso de contato acidental
com superficies sensiveis (olhos, pele machucada e membranas mucosas), lave a regido
afetada com grandes quantidades de agua fria corrente. Se a irritacdo continuar, contacte o
meédico. Nao se deve inalar o spray.

Lave bem as maos apos a aplica¢do de Regaine® (minoxidil).

Nao aplique este produto em qualquer outra parte do corpo. Utilize um xampu suave se voce
lavar os cabelos antes de aplicar Regaine® (minoxidil). Aplicé-lo apenas quando o cabelo e
0 couro cabeludo estiverem perfeitamente secos. Deixe o produto em contato com o couro
cabeludo por pelo menos 4 horas.

Como Regaine® (minoxidil) contém alcool em sua formulacdo, ndo deve ser aplicado
enquanto se estiver fumando ou na presenca de fontes incandescentes. Tome cuidado
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principalmente quando estiver usando o spray. A inalacio do spray deve ser evitada.
e Raspe a face interna do cartucho com metal para visualizar a marca de seguranca Pharmacia.

e NAO UTILIZE MEDICAMENTOS SEM O CONHECIMENTO DE SEU MEDICO. PODE
SER PERIGOSO PARA SUA SAUDE.

INFORMACAO TECNICA:

Farmacologia clinica

Quando aplicado localmente, Regaine® (minoxidil) estimula o crescimento de cabelos em
portadores de alopecia androgenica.

Em estudos clinicos realizados em homens com idade entre 18 e 49 anos com graus moderados
de calvicie, a seguinte resposta foi relatada com o uso de Regaine® (minoxidil) 2%: 26%
relataram crescimento de cabelos moderado a denso apds o uso de Regaine® (minoxidil) 2%
durante 4 meses (26% tiveram crescimento moderado a denso e 33% obtiveram um crescimento
minimo), em comparacdo com 11% dos homens que relataram crescimento de cabelo usando
placebo durante 4 meses (11% tiveram crescimento moderado a denso e 31% obtiveram um
crescimento minimo).

Sdo necessarios no minimo 2 meses de aplicacdo diaria de Regaine® (minoxidil) 5%, duas vezes
ao dia, para que se evidencie o crescimento capilar esperado. Para alguns homens, sdo
necessarios pelo menos 4 meses para a obtencao de resultados. Podem ser necessarios oito a doze
meses para que sejam alcan¢ados os melhores resultados, variando de acordo com o caso de cada
paciente. embora a estabilizacdo da perda de cabelos tenha sido registrada aos trés meses de
tratamento.

Se a aplicacdo de Regaine® (minoxidil) for suspensa, o nascimento de cabelos novos sera
interrompido. Ocorrera entdo um efeito reversivel e dentro de 3 a 4 meses pode-se voltar ao
aspecto anterior ao inicio do tratamento.

Ainda ndo € conhecido o exato mecanismo pelo qual Regaine® (minoxidil) estimula o
crescimento do cabelo. mas o minoxidil pode estabilizar e reverter o processo de queda de
cabelos na alopecia androgenica.

Regaine® (minoxidil) tem causado em ratos o decréscimo do peso fetal, diminuicao do numero
de fetos vivos e aumento de malformagdes viscerais, esqueléticas e totais ou variacdes
esqueléticas, quando se administram doses 1.575 a 2.100 vezes superiores as doses clinicas.
Estes efeitos estiveram associados com toxicidade materna. E improvavel que o dano fetal,
observado em animais, seja clinicamente significativo.

Nao foram detectadas evidéncias de efeitos sistémicos durante o tratamento com Regaine®
(minoxidil), o que reflete sua fraca absor¢do. cuja meédia € de aproximadamente 1.4% (entre
0.3% a 4.5%) a partir do couro cabeludo intacto normal. Sua absor¢ao € de aproximadamente
2%, quando aplicado topicamente sobre o couro cabeludo raspado de pacientes hipertensos. O
aumento da quantidade de droga aplicada ou da freqiiéncia da aplicacdo do produto, também
resulta em aumento da absorcdo. O uso de Regaine® (minoxidil) em areas que estejam sob
oclusao (curativo plastico), queimadas pelo sol. e o aumento da superficie da area de aplicacdo,
tem minimo ou nenhum efeito sobre a absor¢do do minoxidil topico. Os resultados dos
extensivos estudos farmacocinéticos indicaram que os ftrés fatores mais importantes que
determinam o aumento da absorcdo do minoxidil topico sdo: aumento da magnitude da dose
aplicada: aumento da freqiiéncia de administracdo e diminuicdo da barreira protetora do estrato
corneo.

Os niveis séricos de minoxidil e seus efeitos sistémicos. a partir de aplicacdo topica de Regaine®
(minoxidil), sdo determinados pela taxa de absorcao da droga através da pele. Aproximadamente
95% da droga absorvida sistémicamente € eliminada em quatro dias. apos interrupcao da
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administracao topica do produto. O principio ativo (minoxidil) e seus metabolitos sdo eliminados
principalmente através da urina.

Regaine® (minoxidil) 5% ndo ird prevenir a queda de cabelo decorrente do uso de alguns
medicamentos prescritos ou ndo, de problemas nutricionais sérios (baixa concentragio sérica de
Ferro e alta concentracdo de vitamina A). hipotiroidismo, quimioterapia, ou doencas que causam
cicatrizes no couro cabeludo.

Adicionalmente. Regaine® (minoxidil) ndo evitara a queda de cabelo devida a danos como
cicatrizes ou queimaduras profundas causados por produtos ou metodos de tratamento capilar ou
esteticos.

INDICACOES:

Regaine® (minoxidil) 5% estd indicado no tratamento da alopecia androgénica (calvicie
hereditaria) em homens adultos. O minoxidil topico estabiliza a queda de cabelos na maioria dos
pacientes com alopecia androgenica e promove um crescimento capilar “de novo™.

CONTRA-INDICACOES:
Regaine® (minoxidil) 5% ¢€ contra-indicado em pacientes com historia de hipersensibilidade ao
minoxidil ou a qualquer um dos componentes da formula. Este produto nao deve ser usado em
pacientes do sexo feminino.

PRECAUCOES E ADVERTENCIAS:

Regaine® (minoxidil) 5% ¢ um medicamento de venda exclusiva sob prescracao médica.
Deve-se verificar se o couro cabeludo apresenta-se saudavel e normal, antes de usar Regaine®
(minoxidil).

O uso extensivo de minoxidil topico ndo mostra que ocorra absorcdo de quantidade suficiente
para causar efeitos sistémicos; porém, pode haver uma maior absor¢ao devido ao uso abusivo do
produto ou a variacdo individual e sensibilidade exagerada levando. pelo menos teoricamente, a
um efeito sistémico. Nesse caso, existe a possibilidade da ocorréncia de efeitos colaterais, fais
como: taquicardia. angina, debilidade ou vertigem. ganho de peso repentino, suor das maos e pés
e edema. Embora esses efeitos ndo tenham sido associados ao uso topico de Regaine®
(minoxidil), caso ocorram, o tratamento deve ser interrompido e o médico devera ser contactado.
Se necessario, 0 meédico ird instituir o tratamento adequado.

O meédico deve ser contactado se ocorrer vermelhiddo e/ou irritacdo do couro cabeludo
persistente.

Regaine® (minoxidil) ndo deve ser usado concomitantemente com oufros agentes topicos,
incluindo tretinoina, antralina ou oufros que aumentem a absor¢do cutanea do minoxidil. O
mesmo se aplica a inflamacdes ou outras afeccdes dermatologicas. onde a diminuicdo da
integridade da barreira epidérmica pode aumentar a absor¢do percutanea do minoxidil.

Regaine® (minoxidil) contém wma base alcoolica que pode causar ardor, queimacao e irritacio
nos olhos. No caso de contato acidental com superficies sensiveis (olhos. pele escoriada e
membranas mucosas). a area deve ser lavada com grandes quantidades de agua fria corrente. A
inalacdo da névoa do spray deve ser evitada. A ingestdo acidental da solucdo pode provocar
efeitos adversos graves.

A eficacia e a tolerabilidade deste produto em pacientes com menos de 18 anos ndo foram
estudadas até o presente momento.

Regaine® (minoxidil) 5% nao deve ser usado em pacientes do sexo feminino. Estudos
clinicos demonstraram que o uso do minoxidil a 5% nao proporciona melhores resultados que a
solugao topica a 2% em mulheres. Pode ocorrer crescimento facial de cabelos em algumas
mulheres. Além disso. o uso do produto pode ser preiudicial durante a eravidez e lactacdo (Vide
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“Farmacologia Clinica™).

INTERACOES MEDICAMENTOSAS:

Nado sdo conhecidas interacdoes medicamentosas associadas com o0 uso concomitante de
medicamentos sistémicos e Regaine® (minoxidil). O estrato corneo controla e limita a taxa de
absorcdo do minoxidil topico. Medicamentos de uso local, como por exemplo a tretinoina e a
antralina. capazes de alterar a barreira cornea. podem levar a um aumento da absorcdo de
minoxidil topico, quando aplicados a0 mesmo tempo.

REACOES ADVERSAS:

Regaine® (minoxidil) tem sido usado por milhares de pacientes envolvidos em estudos clinicos
controlados por placebo. Com excecdo das reacOes dermatoldgicas, devidas a intolerdncia
cutanea a formulacéo topica (por ex. irritacdo. coceira). nao houve reagdes individuais ou reagoes
sistémicas significativas, ou clinicamente diferentes do grupo-placebo. Em estudos comparativos
entre Regaine® (minoxidil) 5%, 2% e placebo. efeitos dermatologicos em fémeas foram mais
freqiientes no grupo de Regaine® (minoxidil) 5%. Os eventos dermatolégicos foram do mesmo
tipo e severidade, tanto no grupo que recebeu Regaine® (minoxidil) 2% quanto no grupo que
recebeu Regaine® (minoxidil) 5%. No entanto. a incidéncia foi maior no grupo que recebeu
Regaine® (minoxidil) 5%. Ndo ocorreu também aumento de risco devido a eventos médicos
relacionados com o uso de minoxidil pelos pacientes, tanto em relacdo ao sistema cardiovascular
e metabolico quanto em outros sistemas e 0rgaos.

Os eventos ja relatados com Regaine® (minoxidil) incluem: hipertricose (crescimento néo
desejado de cabelos fora do couro cabeludo. inclusive na face de mulheres), eritema local,
coceira, pele seca/descamacdo do couro cabeludo e exacerbacdo da perda de cabelos. Alguns
pacientes relataram aumento do desprendimento capilar apds o inicio do tratamento com
Regaine® (minoxidil). Tal fato ocorreu, muito provavelmente, devido a a¢do de Regaine®
(minoxidil) em provocar a fransferéncia dos cabelos da fase de repouso ou teldégeno. para a fase
de crescimento ou anageno (os cabelos velhos caem enquanto novos crescem no lugar). Este
aumento temporario do desprendimento capilar geralmente ocorre duas a seis semanas apos o
inicio do tratamento e diminui dentro de algumas semanas. Caso persista por mais de duas
semanas. o paciente deve descontinuar o uso de Regaine® (minoxidil) e procurar o medico.
Também foram observados. embora muito raramente, os seguintes efeitos indesejaveis: dermatite
alérgica de contato, foliculite e seborréia.

Existe a possibilidade do minoxidil ser absorvido localmente, podendo nesse caso ocorrer efeitos
colaterais sistémicos (ver “Precaucdes” e “Informacdes Técnicas-Farmacologia Clinica™).

POSOLOGIA E ADMINISTRACAO:

EXCLUSIVAMENTE PARA USO EXTERNO

Secar bem o cabelo e o couro cabeludo antes da aplicacao de Regaine® (minoxidil).

Aplicar uma dose total de 1 ml de Regaine® (minoxidil) no couro cabeludo, sobre a 4rea calva e
areas circunvizinhas. duas vezes ao dia. iniciando a aplica¢do no centro da area afetada. O
metodo de aplicagdo varia de acordo com o tipo de aplicador, conforme indicado abaixo. Apos a
aplicacdo de Regaine® (minoxidil), lavar bem as maos.

A dose total diaria nao deve exceder 2 ml ou 2 aplicacdes diarias (1 ml pela manha e 1 ml a
noite).

Néao € necessario lavar os cabelos antes de usar Regaine® (minoxidil): se, porém, os cabelos
forem lavados antes da aplicacdo. ndo se deve utilizar xampu com silicone. Deve-se esperar pelo
menos 4 horas apos a aplicagdo de Regaine® (minoxidil) para lavar os cabelos.

Ver maiores detalhes e cuidados sobre o uso do produto no item “Informacdes ao paciente”.
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ATENCAO: Regaine® (minoxidil) pode apresentar alteracéo de coloracdo (de translicido para
amarelo), sem que isto modifique a qualidade do produto.

Modo de usar:

Bomba spray: Adaptar a bomba ao frasco. Apds direcionar o frasco para o centro da area calva,
pressionar a bomba uma vez e espalhar Regaine® (minoxidil) com a ponta dos dedos até atingir
toda a area a ser tratada. Repetir até o total de 6 vezes para completar a dose de 1 ml da solugéo.
Conta-gotas: Encher o conta-gotas até a marca de 1 ml, aplicar as gotas de Regaine®
(minoxidil) no couro cabeludo e espalhar com a ponta dos dedos até atingir toda a area calva.

ATENCAO: As vélvulas spray devem ser inutilizadas apos 4 meses de uso continuo, sob risco
de entupimento ou mau funcionamento. No existem restri¢des quanto ao uso continuo do conta-
gotas.

SUPERDOSAGEM / INGESTAO ACIDENTAL:

Devido 4 alta concentracio de minoxidil em Regaine® (minoxidil) 5%, a ingestdo acidental deste
medicamento pode produzir efeitos sistemicos relacionados com a acdo da droga.

Os sinais e sintomas provocados pela superdosagem de minoxidil provavelmente seriam efeitos
cardiovasculares associados com a retencdo hidrica, ganho de peso repentino, taquicardia,
debilidade e vertigem. Hipotensao resultante da administracao de minoxidil tem sido relatada em
casos raros. Se houver hipotensdo exagerada, esta, muito provavelmente, ocorrera em associacao
com o bloqueio residual prévio do sistema nervoso simpatico (efeitos semelhantes aos da
guanetidina ou bloqueio alfa-adrenérgico). O tratamento recomendado € a administracdo
intravenosa de solucdo salina normal.

Devem ser evitadas as drogas simpatomimeéticas. tais como noradrenalina e adrenalina, por
estimularem excessivamente a funcdo cardiaca. A fenilefrina, a angiotensina I e a vasopressina,
que revertem os efeitos de Regaine® (minoxidil). devem somente ser usadas quando for evidente
a perfusdo inadequada de um orgao vital.

USO EM PACIENTES IDOSOS:
Aos pacientes idosos se aplicam todas as recomendacdes acima descritas.

Registro n° MS - 1.2389.0004

Responsavel Técnica:
Farm. Bioq. Dra. F. Cutrupi — CRFSP 7.562

Fabricado por:
Pharmacia & Upjohn Co.
Kalamazoo - EUA

Importado e distribuido por:

PHARMACIA BRASIL LTDA.

Av. Dr. Chucri Zaidan, 940 - 7° Andar - Sao Paulo - SP
CNPJ 71.699.490/0001-04

CAP- Central de Atendimento Pharmacia

Fone: 0800 55-1800
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B-01



161

ANEXO Il

Bula do Lonitefi
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Loniten®

Minoxidil

FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACAO:
Frasco individual contendo 30 comprimidos a 10 mg de minoxidil.

USO ADULTO E PEDIATRICO.

COMPOSICAO:

Cada comprimido contém:

MINOKIALL e e e, 10 mg
LaCT0SE TS P e 90mg
Celulose microcristalina NF .........cooooiiiiiiiiii e 23 mg
AINIAO U S P e, 5,4mg
Dioxido de silicio coloidal NF ... 0,6 mg
Estearato de magnesio USP ... 1 mg

INFORMACOES AO PACIENTE:

TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS
CRIANCAS.

- Armazenar o produto a temperatura ambiente. ao abrigo da luz e umidade.

- Prazo de validade: 48 meses apos a data de fabricacdo. como indicado na embalagem externa.
Nao utilize medicamentos com o prazo de validade vencido, pois pode ser prejudicial para sua
saude.

- LONITEN (minoxidil) ¢ um medicamento para uso oral indicado para o tratamento de pressao
arterial alta. Ha muitas pessoas com pressao arterial alta, mas muitas delas nao necessitam de
LONITEN (minoxidil). Este produto ¢ usado somente quando seu medico decide que a sua
hipertensao arterial € severa, sua hipertensao arterial esta causando danos a orgaos vitais, ou
outros medicamentos nao foram suficientemente eficazes, ou produziram muitos efeitos
colaterais.

- Nunca dé a um amigo ou parente um comprimido de LONITEN (minoxidil) ou de qualquer
outro medicamento para pressao alta. Somente o médico deve prescreve-lo.

- Este produto € bem tolerado, entretanto podem ocorrer algumas reacodes indesejaveis: inchaco,
aumento de peso, aumento da freqiiencia cardiaca e hipertricose (alongamento, engrossamento e
pigmentacao acentuada dos pelos do corpo, notada inicialmente na area facial, no periodo de 3 a 6
semanas apos o inicio da terapia. Pode desaparecer ligeiramente durante um tratamento
prolongado, ou cessar no periodo de 1 a 3 meses apos a interrupcao do tratamento. Raramente
podem ser observados: hipotensdo, intolerancia gastrintestinal e amolecimento dos seios. Caso
ocorra qualquer efeito indesejavel, informe seu meédico que lhe dara a orienta¢ao adequada.

- Para uma correta prescricao, informe ao seu medico caso tenha problemas de rim, figado,
coracao ou outras doengas, ou se estiver utilizando outros medicamentos.

- Este produto ndo deve ser utilizado por pacientes com feocromocitoma.

- Utilize este medicamento apenas como indicado pelo seu medico. Nao interrompa o tratamento
sem o conhecimento de seu medico.

- LONITEN (munoxidil) ndao deve ser utilizado na gravidez, a nao ser que seu medico assim lhe
oriente. Do mesmo modo, deve-se evitar seu uso durante a amamentag¢ao. Informe seu medico
caso esteja gravida ou pretenda engravidar.
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- Criancas menores de 12 anos de idade devem ter especial atencao medica durante o tratamento
com LONITEN (minoxidil).

NAO UTILIZE MEDICAMENTOS SEM O CONHECIMENTO DO SEU MEDICO.
PODE SER PREJUDICIAL PARA SUA SAUDE.

INFORMACOES TECNICAS:

FARMACOLOGIA CLINICA:

LONITEN (minoxidil) € um medicamento para uso oral de efeito prolongado, que reduz as
pressoes arteriais sistolicas e diastolicas elevadas. A reducao da pressao sangiiinea resulta de um
relaxamento seletivo da musculatura lisa arteriolar periférica. LONITEN (minoxidil) €
especialmente indicado no tratamento da hipertensao arterial persistente, que € caracterizada por
uma resisténcia arteriolar periférica elevada. LONITEN (minoxidil) nao estimula o coragdo ou a
reabsor¢ao de eletrolitos diretamente pelos rins. Entretanto a administracdo de LONITEN
(minoxidil) provoca um aumento imediato do reflexo do rendimento cardiaco: retencao salina e
hidrica e aumento da ativagdo plasmatica da renina. Estes efeitos sao diminuidos pela
administragao simultanea de diuréticos e agentes bloqueadores beta-adrenergicos.

INDICACAO:

Hipertensao arterial ndo-responsiva as doses toleradas de diurético mais um segundo agente anti-
hipertensivo. LONITEN (minoxidil) deve ser administrado concomitantemente com um supressor
do sistema nervoso simpatico e um diurético para inicio de terapia.

CONTRA-INDICACOES:
LONITEN (minoxidil) ¢ contra-indicado em feocromocitoma, em pacientes com porfiria e em
pacientes hipersensiveis ao minoxidil.

ADVERTENCIAS:

Se administrado isoladamente, LONITEN (minoxidil) pode provocar. em poucos dias. retengao
significativa de sal e agua, produzindo edema dependente, turgéncia da face, olhos e maos;
distensao das veias do pescoco, hepatomegalia e refluxo hepatojugular positivo.

O raio-X do torax pode tambem revelar engurgitamento vascular pulmonar.

A condig¢ao clinica de alguns pacientes com insuficiencia cardiaca sintomatica pode deteriorar
nestas circunstancias. O tratamento diurético isolado ou em combinacao com ingestao restrita de
sal minimizara esta resposta. Respostas refratarias a estas medidas podem exigir descontinuacao
temporaria da terapia com LONITEN (minoxidil) por 1 ou 2 dias, durante os quais pode haver
perda parcial do controle de pressao sangiiinea.

Pode haver desenvolvimento de angina pectoris em pacientes com doenca nao detectada da
artéria coronaria, a nao ser que se previna a taquicardia induzida por LONITEN (minoxidil) com
drogas bloqueadoras beta-adrenérgicas ou oufros supressores adequados do sistema nervoso
simpatico. Pacientes com angina pectoris instavel ou de surgimento recente devem ser protegidos
com estes agentes antes do inicio da terapia com LONITEN (minoxidil), para se evitar
agravamento do quadro. O efeito de redu¢ao da pressao sangiiinea adiciona-se aquele dos agentes
anti-hipertensivos administrados concomitantemente. A interacao de LONITEN (minoxidil) com
agentes que produzem hipotensdo ortostatica pode resultar em reducao excessiva da pressao
sangiiinea.

PRECAUCOES:

LONITEN (minoxidil) nao € recomendado para o tratamento de pacientes com hipertensao labil,
leve, ou confrolavel por doses toleradas de um diurético associado a um outro agente anti-
hipertensivo. Nao deve ser usado para terapia prolongada de hipertensdo ja melhorada por
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cirurgia, isto €, coarctacao da aorta, aldoesteronismo primario ou estenose unilateral da artéria
renal.

Retencio de agua e sal: LONITEN (minoxidil) deve ser usado em combinag¢ao com um
diurético para evitar reten¢ao hidrica. edema e, possivelmente, insuficiéncia cardiaca congestiva.
Retengao hidrica e salina levando a aumento de peso de 1 - 1.5 kg pode diminuir a eficacia de
LONITEN (minoxidil). O peso do paciente e o balanco hidroeletrolitico devem ser monitorados
e, em caso de evidencia de reten¢ao de fluidos, deve ser instituido um esquema mais rigoroso. Os
pacientes devem ser cuidadosamente instruidos acerca da sua necessidade de uso do diurético e a
limitacao de sua ingestao de eletrolitos.

Taquicardia: como o minoxidil ¢ um vasodilatador, pode ocorrer taquicardia reflexa e,
possivelmente, angina pectoris; recomenda-se, portanto, que seja associado ao tratamento um
agente beta-bloqueador ou outro supressor do Sistema Nervoso Simpatico para prevenir ou
minimizar tal resposta.

Alteracoes no ECG: Aproximadamente 60% dos pacientes apresentam alteracoes do
eletrocardiograma na direcdo e magnitude das ondas T logo apos o inicio da terapia com
LONITEN (minoxidil). No caso de alteragoes maiores, pode ser atingido o segmento S-T, porém
nao ha alteracdo independente nesse segmento, e nao ha evidéncia de isquemia do miocardio.
Estas mudangas assintomaticas desaparecem usualmente com a continuidade do tratamento com
LONITEN (minoxidil). O eletrocardiograma revertera a fase do pré-tratamento se a medicagao
for descontinuada.

Hipertricose: na maioria dos pacientes sob tratamento com LONITEN (munoxidil). se observa
alongamento e pigmentacao acentuada dos pelos do corpo (hipertricose), ndo acompanhada de
anormalidades endocrinas. Notada inicialmente na area facial, no periodo de 3 - 6 semanas apos o
micio da terapia, pode desaparecer ligeiramente durante terapia prolongada. Apos a
descontinuag¢ao do tratamento, cessa o crescimento de pelos e, em um periodo de 1 - 6 meses,
retorna-se a aparencia anterior ao inicio da terapia. Todos os pacientes devem ser informados
deste provavel efeito antes de iniciar a terapia com LONITEN (minoxidil).

Pericardite, efusdo pericardica e tamponamento: Embora ainda ndo exista evidencia de
relacao causa-efeito, ha varios relatos de pericardite ocorrendo em associagao com minoxidil.
Efusao pericardica e, ocasionalmente, tamponamento, foram observados em cerca de 3% - 5%
dos pacientes tratados e que nao estavam sob dialise. Em muitos casos, ha evidencias de outra
etiologia potencial, mas em outros casos nenhuma outra causa estava presente. A maioria das
efusoes observadas em pacientes sem dialise foram atribuidas a fatores tais como uremia,
retengao hidrica acentuada, insuficiéncia cardiaca congestiva, “shunt™ auriculo-ventricular aberto
ou doenga tissular infecciosa. auto-imune ou do tecido conectivo.

Os pacientes tratados com LONITEN (minoxidil) devem ser moniforados periodicamente e. se
houver suspeita de efusao pericardica. deve-se instituir uma terapia apropriada (dose maior de
diureticos, dialise, pericardiocentese ou mesmo cirurgia podem se mostrar necessarios). Se a
efusdo persistir, deve-se considerar a retirada do minoxidil e optar-se por outros meios de
controle da hipertensao.

Infarto do miocardio: Pacientes que sofreram infarto do miocardio somente devem ser tratados
com LONITEN (minoxidil) apds o estabelecimento de uma situagao pos-enfarte estavel.

Lesoes cardiacas em animais: demonstrou-se que o munoxidil produz varios tipos de lesoes
cardiacas em espécies nao-primatas. Entretanto, atraves do grande actimulo de experiéncia com o
produto e de autopsias em pacientes que tomaram e nao tomaram minoxidil, observou-se que
essas lesoes nao ocorrem no ser humano.

Insuficiéncia renal ou pacientes em dialise: esses pacientes podem requerer doses menores de
minoxidil.

Interac¢ao com guanetidina: embora o minoxidil por si s6 ndo cause hipotensao ortostatica, sua
administracao a pacientes que ja recebem guanetidina pode levar a profundos efeitos ortostaticos.
Se possivel, deve-se suspender a administra¢ao de guanetidina antes do inicio da terapia com



165

minoxidil. Caso confrario, o minoxidil deve ser administrado em ambiente hospitalar e o paciente
cuidadosamente monitorado.

Gravidez e amamentacao: A seguranca do produto ainda nao foi estabelecida para o periodo de
gravidez. Estudos em animais nao mostram efeitos teratogénicos, mas LONITEN (minoxidil)
somente deveria ser usado durante a gravidez se os beneficios potenciais superarem o risco
potencial para o feto. Esta droga ¢ excretada no leite humano: deve-se, portanto. evitar o seu uso
durante a amamentacao.

EFEITOS COLATERAIS E REACOES ADVERSAS:

A maioria dos pacientes que receberam LONITEN (minoxidil) observaram uma diminui¢do de
eventos clinicos adversos pré-existentes atribuidos a sua doenga ou a terapia prévia.

Novos efeitos. ou efeitos com possivel aumento, incluem: hipertricose, edema periférico
associado ou nao a aumento de peso, efusao pericardica e tamponamento; aumento da freqiiéncia
cardiaca. declinio temporario de hemoglobina e hematocrito, aumento temporario de creatinina e
nitrogénio uréico do sangue. Efeitos colaterais raramente registrados incluem hipotensao,
mtolerancia gastrintestinal, nauseas e vomifos, amolecimento dos seios, trombocitopenia,
leucopenia e rash cutaneo. incluindo casos raros de sindrome de Stevens-Johnson e vesiculas
bolhosas.

POSOLOGIA E ADMINISTRACAO:

Dose usual para adultos: 5 - 40 mg/ dia. Dose maxima recomendada: 100 mg/dia.

A terapia com LONITEN (minoxidil) pode ser iniciada com dose unica ou dividida (duas vezes
ao dia). Se a pressao diastolica supina deve ser reduzida menos que 30 mmHg, a medicacao deve
ser administrada apenas uma vez ao dia; se a pressao diastolica supina necessita ser reduzida mais
que 30 mmHg, a dose diaria deve ser dividida em duas partes iguais.

A dose deve ser ajustada cuidadosamente de acordo com a resposta individual. Os intervalos
entre os ajustes de dose normalmente devem ser de pelo menos 3 dias, pois nao se obtém resposta
mtegral a uma dada dose em periodo mais curto. Quando for necessario um controle mais rapido
da hipertensao, os ajustes de dose podem ser feitos a cada 6 horas, se o paciente for
cuidadosamente monitorado.

A dose pode ser menor em pacientes sob dialise cronica.

Antes da administragao de LONITEN (minoxidil), recomenda-se que a terapia anti-hipertensiva
seja ajustada a um regime consistindo de diurético e bloqueador beta-adrenérgico. Quando outros
supressores do sistema nervoso simpatico forem usados, a dose inicial do produto deve ser
reduzida.

Pacientes acima de 12 anos: A dose inicial recomendada ¢ de 5 mg como dose unica diaria. Se
necessario, a dose pode ser aumentada. gradativamente. com tres dias de intervalo. para 10 mg,
20 mg e mais tarde para 40 mg/dia em dose unica ou dividida (2 vezes ao dia), até o otimo
controle da pressao artertal. A dose usual efetiva varia de 10 a 40 mg ao dia. A dose maxima
recomendada € de 100 mg ao dia.

Pacientes até 12 anos: Deve-se levar em conta que a experiéncia em criancas ainda € limitada.
As recomendagoes a seguir podem ser consideradas apenas uma sugestao para o tratamento e ¢
fundamental um cuidadoso ajuste individual da dose.

A dose inicial recomendada ¢ de 0.2 mg/'kg de minoxidil em dose unica diaria. A dose pode ser
aumentada de 0.1 a 0.2 mg/kg/dia, com trés dias de intervalo, até se atingir o 6timo controle da
pressdao arterial. A faixa usual de tratamento e de 0.25 a 1,0 mgkg/dia. A dose maxima
recomendada ¢ de 50 mg/dia.

TERAPIA CONCOMITANTE:
Diurese:
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LONITEN (minoxidil) deve ser administrado em conjunto com um diurético adequado em todos
0s pacientes que nao estejam sob dialise. Quando houver refen¢ao excessiva de agua, resultando
em aumento de peso superior a 1.0 - 1.5 kg. estando o paciente sob tiazida ou clortalidona. deve-
se adicionar espironolactona ao esquema terapéutico, ou mudar a medicacao para furosemida.
Supressores do sistema nervoso simpatico:

E também necessaria para muitos pacientes a administracao concomitante de um supressor do
sistema nervoso simpatico, para limitar o aumento da freqiiéncia cardiaca induzido por
LONITEN (minoxidil), e o agente preferido € o beta-bloqueador. A dose do beta-bloqueador deve
ser equivalente a 80 - 160 mg de propanolol por dia, para adultos. em doses divididas. Se forem
contra-indicados os beta-bloqueadores, pode ser utilizado metildopa na dose de 250 mg a 750 mg
duas vezes ao dia, mas deve-se iniciar sua administragao pelo menos 24 horas antes do inicio da
terapia com LONITEN (munoxidil). Tipicamente. os pacientes que recebem um beta-bloqueador
no inicio da terapia sofrem bradicardia e pode-se esperar um aumento na taxa cardiaca quando se
adiciona o minoxidil ao esquema terapeutico. E necessario um cuidado especial no ajuste da dose
do beta-bloqueador ou de outro supressor do sistema nervoso simpatico para a obtencao do
maximo de seguranca e eficacia.

SUPERDOSAGEM:

Hipotensao resultante da administracao de minoxidil tem sido relatada em casos raros. Se houver
hipotensdo exagerada, esta, muito provavelmente, ocorrerd em associagao com o bloqueio
residual prévio do sistema nervoso simpatico (efeitos semelhantes aos da guanetidina ou bloqueio
alfa-adrenérgico). O tratamento recomendado € a administragdo intravenosa de solugao salina
normal.

Devem ser evitadas as drogas simpaticomimeéticas. tals como norepinefrina e epinefrina. por
estimularem excessivamente a fun¢do cardiaca. A fenilefrina. a angiotensina II e a vasopressina,
que revertem os efeitos de LONITEN (minoxidil), devem somente ser usadas quando for evidente
a perfusao madequada de um orgao vital.

Registro n® MS - 1.2389.0007
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