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APPLICATION AND ADVANCES IN THE LUMINESCENCE SPECTROSCOPY IN PHARMACEUTICAL ANALYSES.
This paper provides a review on the latest advances and applications of the luminescence spectroscopy for the development

of pharmaceuticals analyses methods, basically based on the photo- and chemiluminescence. The different forms of the drugs

determination on pharmaceuticals through the fluorescence and chemiluminescence are discussed. The analyses include the drugs
native fluorescence (liquid and solid-phases); the fluorescence from the oxidizing or reducing forms of the drug; the fluorescence from
the chemical derivatization and their photochemistry and hydrolysis reactions. The quenching of luminescence and chemiluminescence
generation for the pharmaceutical quantification are also shown. Finally, the trends and future perspectives of the luminescence

spectroscopy in the field of the pharmaceutical research are discussed.
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INTRODUCAO

Devido ao progresso continuo em técnicas e instrumentos, a
inddstria farmacéutica busca o emprego de metodologias que ofere-
¢am maior sensibilidade, seletividade, robustez, precisdo, exatidao
e rapidez. Neste sentido, um grande nimero de equipamentos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com diversos tipos
de detec¢do domina este ramo industrial. Contudo, o advento da
sofisticacdo de instrumentag¢do automatizada de espectrdometros
de luminescéncia poderd resultar em um substancial aumento de
aplicagdes desta técnica instrumental na inddstria farmacéutica,
principalmente, no que se refere a andlise diretamente na matriz do
medicamento.

A espectroscopia de luminescéncia € uma ferramenta analitica
extremamente sensivel e tem sido amplamente aplicada na resolugio
de problemas que requerem baixos limites de detec¢do, podendo ser
facilmente encontrados na literatura muitos trabalhos mostrando
andlises ao nivel de tracos.® A sensibilidade inerente a esta técnica
¢é consideravelmente maior em comparacio a outras metodologias,
entre elas a espectrofotometria UV/visivel, apresentando limites de
deteccdo de até trés ordens de grandeza menores, 0s quais normal-
mente se encontram na faixa de ng mL"', sendo conseqiiéncia do baixo
sinal de fundo que as medidas fluorescentes apresentam. Diferente-
mente do que ocorre no fendmeno da luminescéncia, nas medidas
de absorbancia o sinal estd associado a atenuacio da intensidade de
um feixe de radia¢@o por uma espécie absorvente. Nos casos onde a
quantidade da espécie € pequena, esta atenuagdo € menor, tornando
assim a deteccio da espécie dificil. Outra caracteristica importante
da luminescéncia diz respeito a seletividade, porque espécies com
rendimentos quanticos de fluorescéncia aprecidveis sdo menos co-
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muns do que substincias cuja fluorescéncia ndo pode ser detectada.
Desta forma, moléculas fluorescentes apresentam comprimento de
onda caracteristico de excitagdo e/ou emissdo. Adicionalmente,
o comprimento de onda de excitacdo de moléculas fluorescentes
estd localizado em uma faixa de comprimento de onda diferente do
espectro de emissdo.”

Outra vantagem que apresenta os métodos luminescentes ¢
sua ampla faixa linear de resposta. Além disso, a sensibilidade e
seletividade oferecidas pela espectroscopia de luminescéncia tém
encontrado amplo uso na andlise de numerosos compostos de in-
teresse farmacéutico, bioldgico, ambiental e industrial.*!* A estas
caracteristicas devem ser adicionadas a simplicidade instrumental
e o baixo custo de manutengdo e andlise, quando comparados com
outros métodos analiticos.

Desta forma, medidas da intensidade luminescente tém permitido
a determinag@o quantitativa seletiva e sensivel de uma variedade de
principios ativos de uso farmacéutico. Contudo, apesar de todas as
vantagens oferecidas pelos métodos luminescentes, somente certas
classes de substancias exibem luminescéncia nativa, como conseqti-
éncia dos processos de desativagio que ocorrem em uma molécula,'!
além disto, devem ser considerados os efeitos de espalhamento e
reabsorc¢do. Isto tem limitado o uso dos métodos luminescentes
quando comparados a outros métodos analiticos, como cromatografia
e espectrometria UV/visivel. Apesar disto, € muitas vezes possivel
converter moléculas nao-fluorescentes em derivados fluorescentes
usando reagentes especificos, ou aproveitar a fluorescéncia de com-
postos que reagem quantitativamente com o analito de interesse, de
tal forma que a quantificagio indireta do analito € possivel.'>"

Por outro lado, € possivel aproveitar a versatilidade nos modos
de amostragem e de softwares com mais recursos, oferecidos pelos
atuais instrumentos disponiveis no mercado, com os quais podem ser
avaliadas novas técnicas que antes eram dificeis de serem aplicadas,
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tais como a espectroscopia de fluorescéncia sincronizada de angulo
varidvel para solucdes diluidas; observagdo da fluorescéncia frontal
de solugdes turvas; andlise de amostras sélidas, géis, filmes e pulve-
rizadas, e até adaptada para o uso de fibras Gpticas'®?? para amostras
fluorescentes contidas em laminas de cromatografia de camada
delgada ou em placas contendo pequenas cavidades empregadas em
testes imuno-enzimaticos.%?3

Considerando-se a potencialidade de aplicac@o da espectroscopia
de luminescéncia na drea farmacéutica, este artigo visa descrever os
principais avangos alcangados, nos ultimos anos, na determinacdo
de farmacos, principalmente em formulacdes comerciais, no intuito
de demonstrar o desenvolvimento e potencial que esta metodologia
apresenta.

PRINCIPIOS BASICOS DA ESPECTROSCOPIA DE
LUMINESCENCIA

A luminescéncia envolve vérios tipos de fendmenos dpticos;
os mais difundidos referem-se a fluorescéncia molecular, a fosfo-
rescéncia e a quimiluminescéncia.!! Contudo, cabe ressaltar que
ainda existem a sonoluminescéncia,??® a mecano- ou tribulomines-
céncia,”3* a radioluminescéncia,®* a termoluminescéncia,’***4 a
bioluminescéncia,*! entre outros. Nesta revisdo, serdo abordados
trabalhos envolvendo a determinacdo de farmacos baseados em
fendmenos fotoluminescentes e quimiluminescentes.

Os métodos baseados em fluorescéncia e fosforescéncia sdo
aqueles nos quais a excitacdo da molécula € conduzida pela absor¢ao
de foétons. Como conseqiiéncia, os dois fendmenos sdo muitas vezes
referidos e/ou classificados como métodos fotoluminescentes. Neste
caso, amolécula € inicialmente excitada e promovida para um estado
eletronico de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental €
acompanhado pela emissdo de radiagdo eletromagnética (Figura
1S — material suplementar). Contudo, ¢ importante salientar que a
absorcao do foton em fluorescéncia e fosforescéncia envolve transi-
¢oes eletronicas diferentes.

Como observado na Figura 1S, do material suplementar, a energia
eletronica responsdvel pela transi¢do fluorescente ndo envolve uma
mudanga no nimero quantico do spin do elétron, e passa do nivel
S, — S,, emitindo radiagdo desde o nivel excitado S, para algum dos
niveis vibracionais do estado eletronico S;. Como conseqiiéncia, a
fluorescéncia possui tempos de vida extremamente curtos, com a
luminescéncia cessando quase que imediatamente, por volta de 10?
a 10°s (ns a us). A fluorescéncia é emitida em comprimentos de
onda maiores aqueles de excitagdo, deslocando-se entre 50 e 150
nm, quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para
a excitacdo da molécula.!!4243

Por outro lado, uma mudanga no numero quantico de spin do
elétron acompanha as emissdes fosforescentes, envolvendo transi¢cdes
proibidas de elétrons provenientes de um estado excitado tripleto
(com spin diferente ao original) para um estado fundamental singleto
(T, = S,). Como conseqiiéncia, a radiagdo existe por um tempo no
qual pode ser facilmente detectdvel apds o término da irradiagdo,
entre 10* e 10 s. Contudo, este tipo de transi¢do € menos provavel
que a transicdo envolvendo dois estados singletos (fluorescéncia),
ja que processos paralelos de desativagdo como a conversdo interna
e externa, ¢ o relaxamento vibracional, podem competir com ela
(Figura 1S). Desta forma, a emissdo de transi¢des fosforescentes
tem sido comumente observada apenas em baixas temperaturas, em
meios altamente viscosos ou em moléculas adsorvidas em superficies
so6lidas para introduzir rigidez ao sistema.

Apesar das vantagens que possam ser enxergadas neste tipo de
fotoluminescéncia, ndo se deve esquecer a supressdo da fosforescéncia
originada pelo oxigénio molecular, o qual em seu estado fundamental
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é um tripleto (°Z) possuindo dois estados singletos conhecidos como
oxigénio 'A e oxigénio '%, cujas energias de excitagio sdo de aproxi-
madamente 23 e 38 kcal mol, respectivamente.'' Assim, moléculas
excitadas, que possuam energia menor ou igual a 23 kcal mol™!, podem
ter sua luminescéncia suprimida através da transferéncia de energia
para o oxigénio tripleto, produzindo o oxigénio singleto ('A). Contu-
do, apesar deste fendmeno de supressio ser muitas vezes indesejado,
diversas técnicas de supressao tém sido usadas como ferramentas para
aplicagdes nas dreas de bioquimica e médica.*'#

O terceiro tipo de luminescéncia, a quimiluminescéncia (Esquema
1), estd baseada na emissdo de luz de uma espécie excitada que €
gerada no curso de uma reacio quimica, ao contrario dos processos
fotoluminescentes acima citados, onde a molécula emite luz apds
absorcdo de fotons. Desde que a emissdo € gerada sem luz, nenhuma
fonte serd usada durante a medida do sinal. Desta forma, quando
usado um espectrometro fluorescente convencional (Figura 1) a fonte
de luz serd desligada durante a etapa de medida, para ndo interferir
com o sinal de interesse.

A quimiluminescéncia é caracterizada por sua alta sensibilidade,
ampla faixa linear de resposta, auséncia de efeitos de espalhamento
e simplicidade de instrumentac¢@o, tendo sido empregada na determi-
nac¢do de vérios farmacos importantes e de amplo uso.>%

(@) A+B—> C*—> C+hv

() A+B-—> C*

C*+D—> C + D*

D*—> D + hv

Esquema 1. Representagdo esquemdtica da geragdo de quimiluminescéncia
mostrando a emissdo direta (a) onde a molécula excitada C* pode decair para
o estado fundamental emitindo luz, e a emissdo indireta (b) na qual a espécie
excitada C* transfere energia para um aceptor D adequado, a partir do qual
se origina a emissdo. Na quimiluminescéncia o processo de emissdo de luz
ocorre porque uma molécula excitada (aquela que emitird luz) é formada
em uma reagdo quimica

Monocromador ou
filtro de excitagdo
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f \
|Fonte | ‘ ‘
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Figura 1. Representa¢do esquemdtica de um luminémetro tipico. A
Sfluorescéncia proveniente da amostra é propagada em todas as diregoes,
porém é mais convenientemente observada em dngulos retos ao feixe de
excitagdo, empregando arranjo dptico adequado de lentes e espelhos. Para
uso em quimiluminescéncia a fonte é desligada e o sistema comporta-se
basicamente como um fotémetro
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Sistemas quimiluminescentes como luminol,**” métodos quimi-
luminescentes baseados no sistema perdxi-oxalato*** e acridina,*
tém sido empregados na determinagao de farmacos. O mecanismo da
quimiluminescéncia promovida pelo luminol € mostrado no Esquema
2. Neste caso, o luminol (5-amino-2,3-diidroftalazina-1,4-diona)
reage com perdxido de hidrogénio na presenca de fons hidroxila e
um catalisador para formar um intermedidrio rico em energia (fon
aminoftalato excitado) com subseqiiente emissao de luz.*

NH, O NH, O 3k NH, O
- O (o}
NH OH
Ly +H0, — o T o *ho
catalisador
o 0 o]
Luminol fon aminoftalato

Esquema 2. Representagdo esquemdtica da geragdo de quimiluminescéncia
do luminol na presenga de perdxido de hidrogénio em meio bdsico

O sistema pode ser aplicado na quantificacio de luminol e seus
derivados, peréxido de hidrogénio ou algum catalisador da reagdo,
como metais,’! formacos®> ou enzimas.

Métodos quimiluminescentes baseados no sistema peroxi-oxala-
to* sdo considerados até o momento 0s processos nao-enzimaticos
com maior eficiéncia quntica.*’#*53 O mecanismo pode ser explicado
através da luminescéncia quimicamente iniciada por intercimbio de
elétrons ou CIEEL (chemically initiated electron exchange lumines-
cence).” Uma reagdo tipica baseada neste tipo de quimiluminescéncia
¢ mostrada no Esquema 3.

o .0 base
c—C + H)O0, —————————» 2ArOH + 2CO, + hv
ArO” “OAr ativador

Esquema 3. Reagentes e produtos do sistema peroxi-oxalato, usando um
éster fendlico do dcido oxdlico e peroxido de hidrogénio, na presenga de um

ativador em meio bdsico*>*

O Esquema 3 mostra a quimiluminescéncia obtida a partir de um
éster fendlico de 4cido oxdlico e peréxido de hidrogénio, catalisada por
base na presencga de uma substancia com rendimento quantico alto a qual
€ chamada, neste tipo de reagdes, de ativador. Estas reagdes sdo acompa-
nhadas por uma forte emissao de luz, a qual € oriunda da fluorescéncia do
ativador,**** resultando em sistemas luminescentes que superam aqueles
baseados em luminol, e apresentam-se como ferramentas em potencial
para serem aplicados na determinac@o de farmacos.*

Outros sistemas quimiluminescentes que eventualmente também
podem ser empregados na determinacdo de farmacos incluem aqueles
baseados nos derivados da acridina, tal como a lucigenina, cuja reagao
quimiluminescente € mostrada no Esquema 4.

N N
0 ) o
_ _ on- S N
(NO3 )2 I (‘) —2 ‘ +hv
(O D g
+o (0]
N N

CH; CHs
L Dioxetano N-metil acridona
Lucigenina (intermediario)

Esquema 4. Reacdo quimiluminescente para a lucigenina na presenga de
peroxido de hidrogénio e em meio alcalino. Mostram-se o intermedidrio
chave e o produto da reagdo®”
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Analogamente ao luminol, derivados da acridina reagem com
peroxido de hidrogénio em solucdes alcalinas, produzindo interme-
didrios excitados, seguidos por luminescéncia. Embora aplica¢des na
determinagdo de formacos ainda ndo tenham sido devidamente explo-
radas, este tipo de reagdes abre uma nova alternativa de aplicag@o.

Em termos gerais, as medidas da intensidade fotoluminescente
ou quimiluminescente permitem a determinagdo quantitativa seleti-
va e sensivel de uma variedade de espécies organicas e inorganicas
importantes, tais como principios ativos de medicamentos e cosmé-
ticos, inclusive em niveis abaixo de 10 mol L. Atualmente, como é
esperado, o nimero de métodos fluorimétricos descritos na literatura €
significativamente superior ao nimero de aplicagdes de procedimen-
tos fosforescentes e quimiluminescentes, proprio das caracteristicas
de cada um dos fendmenos luminescentes.

APLICACAO DA ESPECTROSCOPIA DE
LUMINESCENCIA NO CAMPO FARMACEUTICO

A importancia do controle quimico de produtos farmacéuticos
como resultado do impacto na saide publica e socioecondmica de-
manda métodos analiticos sensiveis e confidveis. Adicionalmente a
estas exigéncias juntam-se aquelas que implicam o acompanhamento
das andlises em larga escala com altas velocidades de amostragem.
Nos tltimos anos, muitos grupos de pesquisas t€ém se dedicado ao
desenvolvimento de novos métodos analiticos baseados na emissio
de luminescéncia, dentre eles a quimilumi-nescéncia'®¥*45-57 ¢ flu-
orescéncia,'>1719-2238-135 no intuito de determinar diferentes farmacos
em diversos tipos de preparagdes farmacéuticas.

As metodologias variam desde o aproveitamento da fluorescéncia
natiVa de alguns fmaCOS19.20,58—74.80,1 10-115,118-122,124,125,129,133-135 a[é 0 uso
da quimiluminescéncia induzida por diversos reagentes. 639435557

Determinaciao de medicamentos baseada na fluorescéncia do
principio ativo

A fluorescéncia nativa tem sido explorada para a quantificacio
de farmacos em medicamentos; com base nisto, muitos trabalhos
tém SidO deSCI‘itOS na literatura.19,20,58—74,80,110—]]5.]I8—122,124,125,]29,]33—]35
A Tabela 1 mostra os principais farmacos determinados através da
fluorescéncia nativa em solug@o.

A literatura destaca indmeras variacdes das metodologias de
andlise que repercutem no aumento da intensidade fluorescente
da molécula do farmaco, dentre elas destacam-se o uso de meio
orgénico,® 719120 4¢ido,5:68.6972-74122.124 h3gico,5%6! e até meios micela-
res usando tensoativos.®®®” Por exemplo, Manzoori e colaboradores®’
reportaram a determinagao de piroxicam em medicamentos, em soro
sanguineo e urina, a partir do aumento da intensidade de fluorescéncia
nativa do farmaco em presenca do surfactante dodecilsulfato de s6dio
(fase micelar) em meio acido. Outros autores também tém relatado
o emprego de tensoativos na determinacio fluorescente de diversos
férmaCOS .89,92, 100,130

O uso da calibra¢do multivariada®®!!*!8-123 para resoluc¢ao de sinais
superpostos de misturas de farmacos fluorescentes também tem sido
empregada. Sdo relatados desde os métodos multivariados mais sim-
ples como PLS (partial least-squares regres-sion),5>4118.19.121-123,125
PARAFAC (parallel factor analysis) e BLLS (Bilinear Least-Squa-
res),'”* até o uso de redes neurais mais sofisticadas como as redes de
Kohonen'? (Tabela 1), cujo objetivo é conferir maior seletividade a
metodologia, visando determinagdo dos fdrmacos em amostras com-
plexas, como soro e urina.

Determinagdo de farmacos em fase solida
Uma técnica recentemente explorada para determinacdo de farma-
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Tabela 1. Determinagao de fairmacos com fluorescéncia nativa

Quim. Nova

Principio Classificacio  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccio e Fabricante
Acido Analgésico Fluorescéncia nativa do 0,40 -5,2 0,11 mg L Naio determinado 118
acetilsalicilico Antipirético farmaco. A__ =220 nm; mg L'
A,,, =408 nm.
Acido Analgésico Fluorescéncia nativa do 2,0-12 Nio reportado  Aspirina® 119
acetilsalicilico Antipirético farmaco em solucdo de pg mL! (comprimido), Bayer
cloroférmio contendo dcido
acético a 1%. A =220 nm;
A,,, = 330 nm. Usando
calibra¢do multivariada.
Acido Antiinfla- Fluorescéncia nativa do 0,25-1,0 Nio informado  Movisilin® (ndo informado), 120
flufenamico matorio farmaco em cloroférmio. png mL! Sankyo Pharma
A, =352nm; A =422 nm.
Usando redes neurais
artificiais de Kohonen.
Acido Antiinfla- Fluorescéncia nativa do 1,0-4,0 Nio informado  Coslan® (cdpsula), 120
mefenamico matorio farmaco em cloroférmio. png mL! Parke-Davis
A, =352nm; A =449 nm.
Usando redes neurais
artificiais de Kohonen.
Acido Antiinfla- Fluorescéncia nativa do 0,25-1,0 Nio informado  Meclofen® (cdpsula), 120
meclofendmico  matério farmaco em cloroférmio. png mL! Parke-Davis
A, =352nm; A =405 nm.
Usando redes neurais
artificiais de Kohonen.
Acrivastina Antialérgico  Fluorescéncia nativa do 58 — 2000 23 ng mL™! Semprex—D® (cdpsulas), 58
farmaco em tampdo acetato  ng mL! Glaxo-Wellcome
(pH 6.,5). A =230 nm;
A,,, =380 nm.
Bromazepan Ansiolitico Fluorescéncia nativa do 0,03 -0,32 5,7 ng mL! Calmepan® (comprimido), 59
farmaco em solug¢ao png mL! ndo informado
metandlica de hidréxido de
potdssio. A_ =260 nm;
A, =570 nm.
Bumetanida Diurético Fluorescéncia nativa do 0,05 - 0,01 pg mL™! Burinex® (comprimido), 60
farmaco em NaOH 0,001 10,0 pg mL"! LEO Pharmaceutical Product
mol L', empregando sistema Burinex® (injecdo),
de inje¢do em fluxo. LEO Pharmaceutical Product
A, =314nm; A =370 nm.
Cetoconazol Antimicético  Fluorescéncia nativa do 49,7 — 800 14,9 ng mL*! Cetoconazol (p9d), 61
farmaco em solucdo tampdo  ng mL! Janseen Pharmaceutical
de Teorrel e Stenhagen Cetoconazol (creme),
(pH 10,0). A, =288 nm; Janseen Pharmaceutical
A, =375 nm.
Ciprofloxacina  Antibidtico Fluorescéncia nativa em meio 0 — 200 2ugL! Aplicado em andlise 124
dcido (pH 4,0). Emprego de  pg L de urina.
métodos de calibragdo multi-
variada (PARAFAC e BLLS).
Clonazepam Sedativo Fluorescéncia nativa do 0,03 -0,38 16,5 ng mL™! Rivotril® (comprimido), 59
Anticonvul- farmaco em solugao png mL! ndo informado
sivo metandlica de hidréxido de
potdssio. A_ =368 nm;
A,,, =425 nm.
Codeina Antitussigeno  Fluorescéncia nativa do 0,05 -0,25 0,04 mg L Naio determinado 118
Analgésico farmaco. A__ =220 nm; mg L
A,,, =350 nm.
Codeina Antitussigeno  Fluorescéncia nativa do 0,25-3,0 Nio reportado  Codeisdan® (comprimido), 121
Analgésico farmaco em tampao fosfato ~ mg L' ndo informado

pH7,0. A =220 nm;
A,,, = 350 nm. Usando

calibra¢@o multivariada.

Codeina Perduretas®
(comprimido),
nao informado




Vol. 31, No. 7 Aplicacao e avangos da espectroscopia de luminescéncia 1759
Tabela 1. continuagio
Principio Classificacio  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccao e Fabricante
Diazepam Ansiolitico Fluorescéncia nativa em 0,03 -0,34 7,1 ng mL"! Valium® (comprimido), 59
solucdo metandlica de pg mL! ndo informado
hidréxido de potdssio.
A, =380nm; A =454 nm.
Efedrina Descongestio- Fluorescéncia nativa do 0,80 - 8,0 0,33 mg L Nao determinado 118
nante nasal e farmaco. A_ =220 nm; mg L
tratamento de A =287 nm.
asma
o-Estradiol Estrégeno Fluorescéncia nativa do 1,5-25 0,13 pg mL"! Néo determinado 134
farmaco. A =285 nm; pg mL!
A, =310 nm.
Fenilefrina Descongestio- Aproveitamento da fluores- 0,8 —2,0 0,08 mg L! Wagner® (comprimido), 62
nante nasal céncia nativa, km =277 nm; mgL! nao informado
.., = 300 nm. Emprego de Tabein® (comprimido),
calibragdo multivariada. ndo informado
Dristan® (comprimido),
ndo informado
Wilpan® (comprimido),
ndo informado
Furosemida Diurético Emprego da espectrometria 10 — Naio relatado Seguril® (comprimido), 129
de fluorescéncia de varredura 40 pg mL! Hoechst
de angulo varidvel em mistura
de vdrios diuréticos, aprovei-
tando a fluorescéncia nativa
do farmaco.
Furosemida Diurético Fluorescéncia nativa do 0,212 - 1,06 Nio informado ~ Salidur® (comprimido), 122
farmaco em tampao tartrato  pg mL"! ndo informado
(pH 2,5). A =270 nm; Seguril® (comprimido),
A, =410 nm. Aplicando ndo informado
calibragdo multivariada.
Ibuprofeno Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 04-24 0,2 mg L' Ibuprofeno (comprimido), 63
tério farmaco em hidréxido de mg L nao informado
Antipirético  sédio 0,05 mol L.
Analgésico Km =224 nm; hem =290 nm.
Isoxsuprina Vasodilatador  Fluorescéncia nativa do 0,4-4,0 0,11 pg mL"! Duvadilan® (comprimido), 64
farmaco em dgua destilada. ~ pg mL"! Solvay Duphar B.V.
A, =270 nm; A =305 nm.
Mivacurio Agente Fluorescéncia nativa do 5-500 0,93 ng mL! Mivacrom® (inje¢do), 65
bloqueador farmaco em solucdo tampdo  ng mL! Glaxo-Wellcome
neuromuscular acetato (pH 5,5) Xm =230 nm;
A, =324 nm.
Moxifloxacina  Antibidtico Fluorescéncia nativa do 30 -300 10 ng mL! Octegra® (comprimido), 66
farmaco em tampao fosfato  ng mL" ndo informado
(pH 8,3). A =287 nm; Actira® (comprimido),
A, =465 nm. ndo informado
Proflox® (comprimido),
ndo informado
Naproxeno Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,1-1,0 Nao reportado ~ Naproxin® (comprimido), 119
torio farmaco em solugédo de ng mL! Roche S.A.
cloroférmio contendo dcido
acético a 1% (v/v).
A, =220nm; A =360 nm.
Usando calibragdo
multivariada.
Naproxeno Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 5,0-20 09 ugL! Naprosyn® (comprimido), 63
tério farmaco em hidréxido de pg L! nao informado
Analgésico sédio 0,05 mol L.

A,.=230nm; A =355nm.
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Principio Classificacio  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccdo e Fabricante
Piretamida Diurético Emprego da espectrometria 1,0 — 10 Nao relatado Perbilen® (cdpsulas), 129
de fluorescéncia de varredura pg mL! Hoechst
de angulo varidvel em mistura
de vdrios diuréticos, aprovei-
tando a fluorescéncia nativa
do farmaco.
Piridoxina Vitamina B Fluorescéncia nativa do 0,10-2,0 Nao relatado Benadom® (comprimido), 121
farmaco em tampao fosfato ~ mg L ndo informado
pH7,0. A, =220 nm;
A,,, =390 nm. Usando
calibra¢do multivariada.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,05-1,5 0,015 ug mL!  Naéo informado (cdpsulas), 67
tério farmaco aumentada na ng mL! ndo informado
presenca do surfactante Nao informado (gel),
dodecil sulfato de s6dio em ndo informado
meio 4dcido. A =340 nm;
A, =460 nm.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,01 - 1,25 Nao relatado Naio informado (cépsula), 68
tério farmaco em meio de HNO,  ug mL"! ndo informado
0,5mol L'". A =330 nm;
A,,, =440 nm.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,20-2,0 0,113 pg mL'  Feldene® (injegdo), 69
tério farmaco em meio de H.SO,  pg mL" Pfizer-Egypt
0,05 mol L. A_ =345 nm;
A,,, =470 nm.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,20 — 0,150 ug mL!'  Feldene® (comprimido), 69
tério farmaco em meio organico 1,2 ug mL! Pfizer-Egypt
de dioxano. A__ =340 nm;
A, =470 nm.
Ritrodina Agente simpa- Fluorescéncia nativa do 4,0-9,0 0,16 pg mL™! Yutopar® (comprimido), 80
tomimético farmaco. A =278 nm; pg mL! ndo informado
A,,, =308 nm. Ritodrina® (ampolas),
Pharco Pharmaceuticals
Salicilato Antiinflamat6- Fluorescéncia nativa do 0,010-0,250 3 ng mL"! Aplicado em andlise 70
rio, analgésico, farmaco. A =297 nm; png mL! de soro.
antipirético A, =405 nm.
Salicilato Antiinflamaté- Fluorescéncia nativa do 0,5-5 Nao relatado Nao informado 119
rio, analgésico, fdrmaco em solu¢do de png mL!
antipirético cloroférmio contendo dcido
acético a 1%. A, =220 nm;
A, =450 nm. Usando
calibragdo multivariada.
Salsalato Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 0,10-1,0 0,017 ug mL'  Umbradol® (pg), 71
tério farmaco em meio organico pg mL! ndo informado
de cloroférmio e pirrolidina. Nao informado (cédpsulas),
A,.=299 nm; A =410 nm. nio informado
Tacrina Tratamento Fluorescéncia nativa do 1-70 0,24 ng mL"! Cognex® (cdpsula), 72
de carcinoma  fdrmaco em tamp@o acetato  ng mL! ndo informado
(pH 5.6). A, =242 nm;
A,,, =362 nm.
Tartrato de Sedativo Fluorescéncia nativa do 0,03 -0,61 0,01 mg L Bellaspon® (comprimido), 73
ergotamina farmaco em &cido cloridrico mg L' Leciva A.S.
0,1 mol L', em sistema de
fluxo seqiiencial.
A, =236 nm; A =390 nm.
Tenoxicam Antiinflamaté- Fluorescéncia nativa do 40 -200 11 ng mL*! Epicotil® (comprimido), 74
rio farmaco em 4dcido nitrico ng mL"! ndo informado
Analgésico 0,5mol L. & =350 nm; Epicotil® (supositério),

A, =450 nm.

el

nao informado
Epicotil® (p6 liofilizado),
nao informado
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Principio Classificacdo  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccdo e Fabricante
Tenoxicam Antiinflama-  Fluorescéncia nativa do 03-24 0,137 ug mL"'  Epicotil® (comprimido), 69
tério farmaco em meio organico pg mL! IPICO
Analgésico de dioxano. A =360 nm; Epicotil® (p6 liofilizado),
A, =480 nm. IPICO
Triamtereno Diurético Emprego da espectrometria 50 — 150 Naio relatado Triniagar® (comprimido), 129
de fluorescéncia de varre- ng mL! Farmasimes
dura de angulo varidvel em
mistura de varios diuréticos,
aproveitando a fluorescéncia
nativa do farmaco.
Triamtereno Diurético Fluorescéncia nativa do 0,0204 — 0,143 Nao informado  Salidur® (comprimido), 122

farmaco em tamp3@o tartrato
(pH 2,5). A, =360 nm;
A, =438 nm. Aplicando

calibragdo multivariada.

ug mL!

nao informado

cos em medicamentos tem sido a quantificagdo da fluorescéncia em fase
solida (Tabela 2). Esta técnica tem demonstrado vantagens na reducio
do consumo de reagentes e geracao de residuos. Outra vantagem € o
ganho obtido na intensidade de luminescéncia, uma vez que em fase
s6lida a molécula se encontra com uma estrutura mais rigida quando
comparada em solucdo, evitando com isto perdas da intensidade lumi-
nescente por processos paralelos de desativagao (Figura 1S).

A espectroscopia de luminescéncia em fase sélida para compostos
que possuem fluorescéncia nativa ainda tem sido muito pouco ex-
plorada, 2070112 11S.125.133.135 gpegar das vdrias vantagens que este tipo
de aplicagdo pode oferecer. Adicionalmente, podem ser realizadas
andlises ndo-destrutivas, seguindo a tendéncia atual em dire¢do a
Quimica Limpa, bem como andlises on-line e/ou in situ. Outra van-
tagem ao induzir luminescéncia diretamente na matriz da amostra
diz respeito a eliminag@o de reagdes paralelas capazes de suprimir
a luminescéncia, as quais comumente podem ocorrer em solucao,
e tém limitado a aplica¢do da espectroscopia de fluorescéncia na
determinagdo de muitos analitos.

Recentemente, trabalhos empregando a quantifica¢do de lumines-
céncia diretamente nas amostras sdlidas, tal como comercializadas
(comprimidos e cdpsulas sob a forma de particulas sélidas finamente
pulverizadas), t€m sido descritos na literatura por Moreira e colabo-
radores'?2%12>133 (Tabela 2); os mesmos demonstraram a viabilidade
e vantagens inerentes que este tipo de andlise oferece, tais como
simplicidade, rapidez, nenhuma geragao de residuos, nenhum preparo
de solucdes, nem pré-tratamento de amostra. Essas caracteristicas
tornam a espectrofluorimetria em fase sélida uma ferramenta bastante
promissora para o controle de qualidade, quantificacdo e identificagdo
de medicamentos com baixa solubilidade, como o ibuprofeno,”!%¢
possibilitando ainda avaliar interacdes reais entre o principio ativo e
os excipientes diretamente na matriz oriunda do farmaco.

Uma contribui¢do extremamente importante dos trabalhos
descritos por Moreira e colaboradores € o fato de terem encontrado
propriedades luminescentes em moléculas quando em estado sélido,
as quais em solugdo aparentemente ndo apresentavam lumines-
céncia.” Este fato abre um precedente para investigar as propriedades
luminescentes de farmacos em fase sélida, que até agora, em solugao,
ndo apresentaram luminescéncia.

Complexos fluorescentes de farmacos

No intuito de obter um sinal fluorescente, a formagdo de com-
plexos entre o formaco e outras espécies tem sido bastante explorada

por muitos grupos de pesquisal>7+7894-110.17.132 (Tapela 3).

Muitos artigos t€ém demonstrado que a inclusdo do farmaco den-
tro da cavidade de ciclodextrinas pode induzir a emissao de varias
moléculas.**1211" Egte fato € explicado principalmente pela rigidez
adicional a qual a molécula de fairmaco € submetida. Outra vantagem
deste tipo de complexos € que podem ser determinados farmacos
que sdo insoldveis em meio aquoso, pois as ciclodextrinas fornecem
simultaneamente sitios de ligagdo hidrofilicos e hidrofébicos, estes
dltimos servindo para inclusdo da molécula de farmaco, formando
complexos do tipo héspede-hospedeiro, como sdo conhecidos.

Complexos terndrios formados na presenca de fon térbio (III), o
farmaco, e moléculas de 6xido de trioctilfosfina'® ou moléculas de
tris-hidroximetilaminoetano (TRIS),'"' ou EDTA em meio alcalino'®
também oferecem uma forma de quantificar alguns firmacos em
formulagdes comerciais.

A capacidade que possuem alguns farmacos derivados de quino-
lonas e quinolinas para formar com metais de transi¢do complexos
fluorescentes tem sido explorada na determinacgio desses reagentes
fluorogénicos (farmacos). Assim, quelatos desta familia de firmacos
com diversos metais de transi¢do como zirconio, molibdénio, vanadio,
tungsténio'™ e aluminio'”'® t&ém sido descritos na literatura.

E bastante conhecido que quelatos orgénicos de fons lantanideos
exibem propriedades espectroscdpicas bastantes peculiares. Enquanto
seus espectros de absor¢@o apresentam o perfil esperado para os res-
pectivos complexos organicos, seus espectros de emissao sdo bandas
extremamente estreitas caracteristicas das transi¢des 4f dentro dos
fons lantanideos. %132 Este fendmeno conhecido como luminescéncia
sensibilizada por lantanideos™!3%132137 pode ser explicado como sendo
devido a transferéncia de energia intramolecular desde o nivel tripleto
mais baixo do complexo para um nivel 4f do {on, resultando em uma
mudanga notdria de espectros de bandas largas de excita¢do para uma
banda estreita de emissdo.'* Isto tem sido bastante utilizado para de-
terminacéo de firmacos em preparagdes farmacéuticas,>78105:106.130-132
Nestes casos o fon mais empregado é o Eu(Ill), e baseia-se no com-
portamento espectroscépico do complexo Farmaco-Eu(IIl), no qual
o farmaco, apds absorver fortemente radiacdo eletromagnética a um
comprimento de onda caracteristico, transfere esta radia¢@o para o fon
Eu(IIl), resultando em um pico de emissio atdmica estreito e intenso,
caracteristico da emissdo do fon lantanideo a 615 nm. Deste modo, o
pico de emissao atdmico do Eu(Ill) aparece em uma regido espectral
distante da possivel interferéncia da matriz.'¥” Adicionalmente, pes-
quisas demonstraram que a intensidade da fluorescéncia em meios
micelares de tensoativos ndo-idnicos € grandemente amplificada,>!'*
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Tabela 2. Determinagao de fairmacos com fluorescéncia nativa em fase sélida

Principio Classificagio ~ Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise detec¢do e Fabricante
Acido Antipirético Fluorescéncia nativa do 50-170 2,2mg g’ Amostras magistrais 19
acetilsalicilico  Analgésico farmaco diretamente em mg g’ (comprimido), ndo
fase sélida. A, =288 nm; informados
A, =318 nm.
Acido Antipirético Fluorescéncia nativa do 50-170 Nio informado  Amostras preparadas em 125
acetilsalicilico ~ Analgésico farmaco diretamente em mg g’ laboratério (comprimido)
fase sélida. A =288 nm;
., =318 nm. Empregando
calibra¢do multivariada.
Acido Antipirético Fluorescéncia nativa do 10 -400 4 umol L! Aspirina® (comprimido), 135
acetilsalicilico  Analgésico farmaco impregnado em pmol L Bayer; AAS® (comprimido),
papel de filtro quantitativo. ndo informado
A,.=298nm; A =411nm. Andlise de soro
Acido 2-fenil-  Filtro solar Fluorescéncia nativa do 0,001 -2,5 12 ng mL*! Nao analisa amostras 112
benzimidazol- farmaco retido em SAX (clo- ug mL"! farmacéuticas
5-sulfénico reto de trimetilaminopropil),
empregando sistema de fluxo
seqiiencial. A_ =301 nm;
A, =681 nm.
Amilorida Diurético Fluorescéncia nativa do 10 - 600 0,92 ug L! Ameride® (comprimido), 113
farmaco retido em Sephadex  pg L Dupont
SP-C25, empregando sistema PharmaKalten® (comprimido),
por inje¢do em fluxo. Zeneca Farma
A,.=291nm; A =419 nm.
Carbamazepina Anticonvulsivo Fluorescéncia em estado s6li- Nao informado Nao informado Carbamzepina (comprimido), 114
do do farmaco suportado em Denver Farma;
membranas de nylon, empre- Tegretol® (comprimido),
gando calibragdo multivariada. Novartis; Tegretol®
(suspensio oral), Novartis
Cloroquina Antimaldrico ~ Fluorescéncia nativa do 300 — 700 90 mg g'! Amostras magistrais 133
(fosfato) Antireumdtico  farmaco diretamente em fase mg g’ (cépsulas)
solida. A =290 nm;
A, =413 nm.
Naproxeno Antiinflamaté- Farmaco extraido em mem- 0,014 -0,250 5 ng mL"! Aplicado em andlise de soro 70
rio, analgésico, brana de fase reversa, pug mL!
antipirético medindo a fluorescéncia
nativa do naproxeno direta-
mente na superficie sélida.
A, =272nm; A =350 nm.
Paracetamol Antipirético Fluorescéncia nativa do 100 — 400 13 mg g Amostras preparadas em 20
Analgésico farmaco diretamente em mg g’ laboratério (comprimido)
fase sélida. A =333 nm;
A, =382 nm.
Triamtereno Diurético Fluorescéncia nativa do 10 — 400 0,95 ng mL*! Triniagar® (comprimido), 115
farmaco retido em Sephadex ~ ng mL! ndo informado

SP-C25, empregando sistema
por inje¢do em fluxo.
A, =240nm; A =440 nm.

Salidur® (comprimido),
nao informado

permitindo a determinagdo de alguns fairmacos em matrizes onde se
encontram a niveis de tracos, como em alimentos.’

Complexos formados entre firmacos e compostos organicos como
4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol e 4-cloro-7-nitrobenzofurazan

para determinar gentamicina

109

permitiram a quantificagéo destes farmacos a niveis de pg mL™".

Fluorescéncia nativa de ions metalicos

e nortriptilina,''® respectivamente,

A quantificagdo da intensidade fluorescente emitida por compostos

que possuem fluorescéncia nativa e que, por sua vez, reagem este-
quiometricamente com o farmaco de interesse tem sido amplamente
utilizada na determinacao de principios ativos.®*7577:81.123

O fon cérico é um reagente oxidante bastante versatil que reage
estequiometricamente com vdrios fiarmacos. Sua forma reduzida
apresenta fluorescéncia a 357 nm em meio 4cido, tendo sido empre-
gado na andlise em batelada e em fluxo de principios ativos como
os antibidticos amoxilina'” e aztreonam;” dipirona;’ isoniazida
(tuberculostatico);”” cloreto de isoxsuprina® (vasodi-latador) e cloreto
de ritodrina (simpatomimético).®!
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Tabela 3. Determina¢do de firmacos baseada na formacdo de complexos
Principio Classificacdo  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccao e Fabricante
Acido nalidixico Antibiético Fluorescéncia do complexo 0,1 -2,0 14 ng mL"! Andlise de urina 102
Quimioterd-  entre o farmaco a pug mL!
pico Y-ciclodextrina em pH 2,8.
A, =314nm; A =357 nm.
Dapsona Antileprético  Fluorescéncia do complexo 3,4 — 1,5x10° 1,02 ng mL"! Balance® (comprimido), 94
antimaldrico  entre o farmaco e a B-ciclo-  ng mL™! Pharmaceutical Factory
dextrina na presenca de Shangai
alcoois lineares (1-butanol Sunve® (comprimido), Shangai
ou I-pentanol) a 1% (v/v). Pharmaceutical Co. Ltd.
Diclofenaco Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo  0-35 0,07 pg mL"! Damixa® (comprimido), 95
de sodio tério (1:1) formado pelo firmaco  pug mL! Merck Dioxaflex®
e a o-ciclodextrina em (comprimido),
solucdo aquosa. Bag6 Vesalion®
(comprimido),
Argentia Voltarén®
(comprimido), Novartis
Fluoxetina Antidepressivo Fluorescéncia do complexo 40 — 1000 10 pug L Prozac® (comprimido), 117
(1:1) formado pelo farmaco  ug L' ndo informado
(fluoxetina) e a metil- Adofen® (comprimido),
B-ciclodextrina. ndo informado
A, =224nm; A =294 nm. Reneuronl® (comprimido),
ndo informado
Ibuprofeno Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo 0,1 —2,0 0,03 pg mL"! Ibuprofeno (comprimido), 96
tério (1:1) entre o farmaco e a tg mL! Aria
Antipirético B-ciclodextrina em hidréxido Ibuprofeno (comprimido),
Analgésico de sédio (10>pH>7). Rouzdarou
Ibuprofeno Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo 4,7 — 58 1,6 ug mL! Druisel Ibuprofeno® 97
tério (1:1) farmaco —B-ciclodex- tg mL! (comprimido), Northia
Antipirético  trina em NH, 0,02 mol L", IBU-Buscapina®
Analgésico al0°C. (comprimido), Boehringer
Ingelheim
Tbupirac Fem®
(comprimido), Monsanto
Ibupirac Migra®
(comprimido), Monsanto
Tbupirac Flex®
(comprimido), Monsanto
Menadiona Vitamina K, Fluorescéncia do complexo 0,1 -2,0 0,022 mg L! Vitaencil CKP® 98
Antitumoral (1:1) menadiona — mg L' (comprimido),
B-ciclodextrina em tampao Wassermann Lab.
citrato (pH 6,2). BIO-HUBBER®
(comprimido), ICN
Ibérica S.A.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo 0,02 - 1 0,02 ug mL"! Solocalm® (cdpsulas), 99
torio (1:2) formado pelo firmaco  ug mL™! Microsules-Bernabo
(fluoxetina) e a B-ciclodex-
trina em pH é4cido (3,5).
A, =320nm; A =450 nm.
Acido Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo ~ 4x10°—10°  2x10"mol L'  Andlise de soro 100
Flufenamico tério ternario formado pelo firma- mol L"!
(derivado do co, térbio (III) e 6xido de trio-
dcido antranilico) ctilfosfina em solugdo aquosa
de Triton X-100.
Acido Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo  4x10? - 107 2x10° mol L''  Andlise de soro 100
Mefenamico tério terndrio formado pelo firma- mol L"!

(derivado do
acido antranilico)

co, térbio (III) e 6xido de
trioctilfosfina em solugdo
aquosa de Triton X-100.
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Tabela 3. continuacio

Principio Classificacio  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccio e Fabricante
Acido Antibidtico Fluorescéncia do complexo 0,02 -7,0 6,0x10° pg mL! Andlise de soro 101
nalidixico Quimiote- formado pelo firmaco e o fon g mL"!

rapico térbio (III) em tampao TRIS

em pH 8,0.

Acido Avalia indireta- Fluorescéncia baseada na 0,01 =10 0,01 wmol L! Analise de urina e soro 103
p-amino- mente a funcdo formacao do complexo pmol L
benzdico pancredtica terndrio formado pelo

Componente de farmaco, térbio (III) e
filtros solares EDTA em meio basico
de NaOH (pH 12,6).

Acido Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo 107 - 107 5x10"°mol L' Anélise de soro 100
Tolfenamico tério terndrio formado pelo mol L

(derivado do farmaco, térbio (III) e

acido antranilico) oxido de trioctilfosfina em

soluc@o aquosa de
Triton X-100.

Furosemida Diurético Fluorescéncia do complexo 10— 10% 5x10"° mol L' Andlise de soro 100
(derivado do terndrio formado pelo mol L!
acido antranilico) farmaco, térbio (III) e 6xido

de trioctilfosfina em solugio
aquosa de Triton X-100.
Norfloxacina Antibidtico Fluorescéncia do complexo 0,4-9,0 0,13 pg mL™! Analise de soro 101
formado pelo farmaco e o fon ug mL’
térbio (I1I) em tampdo
TRIS em pH 8,0.

Acido Antibidtico Fluorescéncia dos quelatos abed]() — 60 1,8 ng mL! Nalidixic® (comprimido), 104
nalidixico Quimiote- do farmaco-metal. Os quela- ng mL"! °1,7 ng mL"! Elnasr Pharm. Chem. Co
rapico tos foram obtidos com os ‘1,3 ng mL"!
seguintes metais: zirconio®; 41,8 ng mL!
molibdénio®; vanadio* e
tungsténio®
Ciproflo- Antibidtico Fluorescéncia dos quelatos ~ “*<410 — 60 1,5 ng mL"! Serviflox® (comprimido), 104
xacina do farmaco-metal. Os quela- ng mL"! 1,4 ng mL"! Novartis Pharma
tos foram obtidos com os ‘1,5 ng mL! Cipro otic® (gotas), Chemical
seguintes metais: zirconio®; 91,8 ng mL"! Industries Development
molibdénio®; vanadio® e Ciprofloxacin® (injegdo),
tungsténio? Amriya Pharmaceuticals
Norfloxacina Antibidtico Fluorescéncia dos quelatos ~ ><¢10 — 60 1,3 ng mL! Spectrama® (comprimido), 104
do farmaco-metal. Os quela- ng mL"! 1,5 ng mL"! Amoun Pharm. Ind. Co.
tos foram obtidos com 0s °1,6 ng mL"! Norbactin® (comprimido),
seguintes metais: zirconio®; 41,7 ng mL"! RanbaxyOpto Q3 eye® (gotas),
molibdénio®; vanddio® e Chemical Industries
tungsténio? Development
Ofloxacina Antibidtico Fluorescéncia dos quelatos ~ “*<410 — 60 1,2 ng mL"! Tarivid® (comprimido), 104
do farmaco-metal. Os quela- ng mL"! 1,5 ng mL"! Hoechst
tos foram obtidos com os ‘1,8 ng mL! Ofloxacin® (comprimido),
seguintes metais: zirconio*; 41,5 ng mL™! Sedico Pharm. Co.
molibdénio®; vanadio® e
tungsténio’.
Pefloxacina Antibidtico Fluorescéncia dos quela- abed]() — 60 1,5 ng mL! Peflacine® (ampola), 104
tos do farmaco-metal. Os ng mL! 1,8 ng mL"! Rhone-Poulenc Rorer
quelatos foram obtidos com 1,7 ng mL"!
0s seguintes metais: zirconio?; 41,6 ng mL"!
molibdénio®; vanadio* e
tungsténio’.
Amicasina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu** 10-70 2,2 ug mL! Amikin® (ampola), 78
aumentada na presenca pug mL! Briston Co.

do farmaco em pH 5.,5.
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Tabela 3. continuagio
Principio Classificacio = Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica) ~ Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccdo e Fabricante
Clorotetra- Antibidtico Fluorescéncia fon Eu** Nio informada 2 ng mL! Nio reportada 132
ciclina aumentada na presenca
do farmaco.
Diclofenaco Antiinflama-  Fluorescéncia fon Eu** 10 - 200 Nio reportado ~ Voltaren® (comprimido), 105
tério aumentada na presenca ng mL! Ciba Giegy
do farmaco. Rheumafen® (cépsula),
Apic Co.
Voltaren® (ampola),
Ciba Giegy
Voltaren® (suspenséo),
Ciba Giegy
Voltaren® (ungiiento),
Ciba Giegy
Doxiciclina Antibidtico Fluorescéncia fon Eu** Nio informada 3 ng mL"! Naio reportada 132
aumentada na presenca
do farmaco.
Gentamicina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu* 10-70 2,6 ug mL! Gentamicina (ungiiento), 78
aumentada na presenca ng mL! Memphis Co.
do farmaco em pH 5,5. Gentamicina (ampola),
Memphis Co.
Kanamicina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu** 10-70 2,2 ug mL! Kanamicina (solugdo), 78
aumentada na presenca ng mL! ndo informado
do farmaco em pH 5,5.
Neomicina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu** 20 - 100 2,3 ug mL! Neomicina (comprimido), 78
aumentada na presenca pg mL! Memphis Co.
do farmaco em pH 5.,5.
Piroxicam Antiinflama-  Fluorescéncia do fon Eu** 0,1-2,00 23,0 ug mL! Nio relatada (comprimido), 106
torio aumentada na presenga mg mL! ndo informado
do farmaco em metanol e Nao relatada (cdpsula),
pH 9,0 (tampao TRIS). nao informado
Tetraciclina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu** Nio informada 1 ng mL! Nao relatada 132
aumentada na presenga
do farmaco.
Tobramicina Antibidtico Fluorescéncia do fon Eu** 10-70 2,6 ug mL! Nebcin® (ampola), 78
aumentada na presenca pg mL! Lily Franca S.A.
do farmaco em pH 5,5.
Cloroxina Antimicético  Fluorescéncia do complexo 20,02 - 51 25,0 nmol L™ Nao informado (comprimido), 107
farmaco - aluminio (IIT), em g mL™! 0,13 ug mL!'  ndo informado
meio micelar de lauril sulfato 0,56 — 56 Nio informado (pilula),
de sddio, em estado estacio- g mL™! ndo informado
ndrio® e em sistema por
injecdo em fluxo®.
Norfloxacina Antibidtico Fluorescéncia do complexo 0,003 -6,8 0,4 ng mL! Senro® (capsula), Biosart 108
farmaco - aluminio (IlN) em  pg mL™! Espeden® (comprimido), Vita
meio micelar de dodecil Vicnasl® (comprimido), Semar
sulfato de sédio em pH 4.0 Baccial® (comprimido),
Pharmaceuticals S.A.
Noroxin® (comprimido), Merk
Sharp and Dohme S.A.
Uroctal Norfloxacina®
(comprimido), Funkk S.A.
Amicrobin® (cdpsula),
Hosbon, S.A.
Chibroxin® (solu¢ao),
Merk Sharp and Dohme-Chibret
Tenoxicam Antiinflama-  Fluorescéncia do complexo 16 — 100 4,7 ng mL*! Epicotil® (comprimido), 74
torio (1:1) farmaco-aluminio (II[)  ng mL"! ndo informado
Analgésico em &cido nitrico 0,5 mol L. Epicotil® (supositério),

nao informado
Epicotil® (p6 liofilizado),
nao informado
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Tabela 3. continuacio

Quim. Nova

Principio Classificacio  Metodologia empregada Faixa de Limite de Marca (forma farmacéutica)  Ref.
ativo para gerar luminescéncia andlise deteccio e Fabricante
Gentamicina Antibidtico Fluorescéncia do aduto for- 0,56 -2,8 0,11 ug mL! Gentam® (injec¢@o), Spimaco 109
mado pelo fdrmaco com png mL! Gentam® (gotas), Spimaco
4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa- Gentamicin (ungiiento),
1,3-diazol, em solugdo 1:1 Schering-Plugh
(v/v) de metanol e tampao
fosfato em pH 7,2.
Nortriptrilina Antidepressivo Fluorescéncia do aduto 0,6 — 60 0,18 ug mL! Martimil® (comprimido), 110
formado pelo farmaco png mL! Alonga S.A.
com 4-cloro-7-nitroben- Norfenazina® (comprimido),
zofurazan. Alonga S.A.
Paxtibi® (comprimido),
Dista S.A.
Tropargal® (comprimido),
Alonga S.A.
Dopamina Catecolamina  Fluorescéncia baseada na 0,02 -0,6 Nao relatado Amostras injetaveis, 15

formagdo do complexo obtido pg mL™!

da condensacio de etilenodia-
mina com o produto de oxida-
¢do da dopamina com nitrato
de mercurio (II).

fabricante nao informado

O fon fluorescente TICL,* formado pela reducdo quantitativa do
fon TI3* na presenca do farmaco em meio de dcido cloridrico tem sido
explorado na quantificagdo em fluxo de farmacos contendo grupos
tiéis como a tiopronina (N-2-mercaptopropioniglicina) e a penicila-
mina (3-mercapto-D-valina),” empregados no tratamento de doengas
do figado e pele, e na artrite reumatdéide, respectivamente.

Fluoréforos obtidos por derivatizacao do farmaco

Processos mais complexos, com a finalidade de converter o firmaco
em um derivado fluorescente,'#%4 permitindo aumentar ou gerar fluo-
rescéncia a partir de compostos nao fluorescentes, t€m sido propostos.

Desta forma, o dcido ascdrbico (vitamina C) tem sido quantificado
em batelada e em fluxo em diferentes formulag¢des comerciais, através
da fluorescéncia da quinoxalina obtida pela reac@o de o-fenilenodia-
mina com o 4cido deidroascorbico (produto da oxidacdo aerdbia do
farmaco)."? O antiipertensivo captropil, foi quantificado a partir da
fluorescéncia do 4acido 1,2-diidroxinaftaleno-4-sulfonico, produto
da reducdo estequiométrica do dcido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico
na presenca do farmaco.”® A dopamina foi determinada através da
fluorescéncia do produto de condensagdo da etilenodiamina com
a DOPAquinona, produto de oxida¢do da dopamina com nitrato de
mercurio (II), permitindo analisar dopamina na faixa de concentragao
em niveis biol6gicos (ng mL™").!3

Aly* desenvolveu uma metodologia para a determinacao de clo-
reto de prenalterol, agente simpatomimético, baseada na derivatizagio
deste farmaco em duas etapas, na primeira, € realizada a derivatizagio
para obter um nitro-derivado, e na segunda o firmaco nitrogenado
reage com 2-cianoacetamida em meio amoniacal, obtendo-se um
composto fluorescente.

O anestésico procaina foi determinado pelo composto fluores-
cente obtido da reag¢@o do formaco com a fluorescamina em tampao
citrato/fosfato em pH 4,0,% permitindo a determinacdo deste anes-
tésico na faixa de concentragdo de ng mL"'. Finalmente, a tiamina
(vitamina B,) foi quantificada através da fluorescéncia emitida pelo
composto 1-alquil-tio-2-alquil-isoindol, obtido da derivatizacio do
grupo amino primdrio da vitamina com o o-ftalaldeido na presenga
de 2-mercaptoetanol.

Quantificacio de farmacos baseada em diversos tipos de
reacoes

Determinagdo de farmacos baseada em reagoes fotoquimicas

A combinagio de reagdes fotoquimicas com deteccio fluorimétri-
ca em sistemas hidrodinamicos tem demonstrado ser uma estratégia
versatil, simples, seletiva e sensivel para a determinacéo de diversos
farmacos em medicamentos.®® ' Desta forma, o antiinflamatdrio
diclofenaco tem sido quantificado sob diferentes apresentagdes co-
merciais (suspensio, comprimido, supositério), empregando andlise
por injecdo seqiiencial (SIA) apds irradiacdo com radiacdo ultravioleta
(279 nm) durante 30 s. Ap6s este tempo a solucdo de diclofenaco apre-
senta uma nova banda de emissao em 420 nm, com uma intensidade
485 vezes maior quando comparada com a banda de fluorescéncia
do diclofenaco em sua forma nativa em 310 nm.%

A vitamina K, (menadiona) foi determinada através da quantifi-
cacao de sua forma reduzida (diidronaftoquinona), fotoquimicamente
obtida pela irradiacio UV de uma solucio do farmaco preparada
em meio micelar de docecilsulfato de sédio (no qual € soldvel) e
empregando andlise por inje¢do em fluxo.*

O antibiético sulfametazina foi determinado em diferentes
preparacdes comerciais (comprimido, pd, suspensdo), através da
fluorescéncia induzida fotoquimicamente a 287 nm, na presenca de
sulfito de sédio e tamp@o borato (pH 8,8) empregando sistema por
injecdo em fluxo.”® De forma similar, a fluorescéncia da tiamina tem
sido induzida através da reagdo fotoquimica empregando radiacdo
ultravioleta de 370 nm na presenca de uma soluc¢@o aquosa contendo
2% de NaOH e 0,4% de sulfito de s6dio.’!

Determinagdo baseada na hidrélise de farmacos

Muitos farmacos apresentam fluorescéncia nativa fraca, contudo
a intensidade da emissdo pode aumentar ap6s hidrélise dcida,” basi-
ca'?12! ou até ser promovida em meio orgénico e catalisada por fons
metélicos.”” Neste sentido, Ferndndez e colaboradores descreveram
um método para determinag@o de ampicilina em cépsula e suspensao,
baseada na hidrélise acida (pH 3,7) do farmaco, catalisada pelo fon
cuiprico em meio micelar de dodecilsulfato de sédio empregando
sistema em fluxo.”
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A fluorescéncia nativa do salicilato (produto da hidrdlise bési-
ca) foi aproveitada por Martos e colaboradores'?' na quantificacdo
de 4cido acetilsalicilico em comprimidos e empregando calibracio
multivariada. Linares e colaboradores'® também determinaram dcido
acetilsalicilico a partir da quantificagdo da fluorescéncia em matriz
solida do salicilato em amostras de firmacos e de soro sanguineo.

Por outro lado, os sedativos derivados das benzodiazepinas, dia-
zepam, oxazepam e nitrazepam, foram quantificados ap6s hidrélise
em meio de dcido sulftrico e etanol para os dois primeiros e em
metanol para o tltimo.”

O antimicdtico tolnaftato foi satisfatoriamente determinado apds
hidrélise em meio bésico para formar o fluoréforo B-naftolato, em
preparagGes comerciais na forma de creme e p6.°!

Determinagdo baseada na cinética da reagdo luminescente de
fdarmacos

Outros tipos de configuragdes menos exploradas, tais como a
inibi¢do da velocidade de oxidagdo' ou de redugdo!!! de compostos
fluorescentes, na presenga do farmaco tém sido descritos na litera-
tura.

Feng e colaboradores' descreveram a determinacio de dcido
ascorbico ao nivel de tragos, baseada na inibi¢do da velocidade
de oxidagdo do fluoréforo pironina Y pelo nitrito na presenca de
acido ascérbico. O método foi convenientemente empregado na
determinagdo de 4cido ascérbico em comprimidos, injegdes, vege-
tais, frutas e bebidas.

Por outro lado, Pérez e colaboradores'!' descreveram um mé-
todo em fluxo para a determinag@o do hipotensivo nitroprussida,
baseado na inibi¢do da velocidade de fotorreducao do fluoréforo
fluoxina (fluorescéncia rosa, A, . =543 nm) pelo EDTA na
presenca do farmaco. Quando uma solugdo contendo floxina e
EDTA ¢ irradiada na auséncia de oxigénio com luz branca em
um pH adequado, a fotorredug¢a@o do fluoréforo ocorre e a cor rosa
desaparece. Na presenca de nitroprussida a velocidade da reacdo
fotoquimica diminui grandemente e esta mudanca pode ser quan-
tificada pela intensidade de fluorescéncia da floxina. Esta inibi¢ao
pode ser explicada pela interagdo entre a nitroprussida com o
estado triplete da floxina, assim a redug¢do da cor devido a reagdo
com o EDTA € impedida. O método foi aplicado satisfatoriamente
na determinacgdo do fadrmaco em preparacdes farmacéuticas e em
soro sangiiineo.

Fluorescéncia nativa da espécie oxidada ou reduzida do
principio ativo

A fluorescéncia inerente das espécies oxidadas e reduzidas
de farmacos ndo fluorescentes tem sido aplicada na determinacdo
de écido félico,"** vitamina K * e prenalterol.”” Zhang e Tang'*®
descrevem a determinacio de dcido félico pela oxidacgdo on line do
farmaco com chumbo em um sistema em fluxo. A metodologia foi
empregada na determinac@o em comprimidos e em teste de dissolucio
de medicamentos.

A vitamina K, foi determinada pela fluorescéncia inerente da
espécie reduzida do farmaco, obtida pela reagdo com zinco metdlico
em meio de 4cido cloridrico, empregado na forma de um reator de
fase s6lida em um sistema em fluxo. A metodologia foi empregada na
determinagdo de vitamina K, em diferentes formulagdes comerciais
(comprimidos, solugd@o e injetdveis) com sucesso.

Finalmente, o agente simpatomimético prenalterol foi determina-
do a partir da quantificacdo da forma oxidada fluorescente do farmaco
pela acdo de hexacianoferrato de potdssio em tampao borato a pH
9,2, sendo aplicada na determinag@o do farmaco em comprimidos
e injetaveis.”’
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Determinacio de farmacos por métodos indiretos

A determinagdo indireta de farmacos tem sido aplicada para
quantificagdo de antiinflamatdrios, antibidticos e vitaminas. 161783
Sudrez e Dfaz'* desenvolveram um método para determinar clora-
mfenicol através de um ensaio competitivo fluorescente realizado
em fluxo e baseado na competi¢do pelos sitios de reconhecimento
em um polimero sintético com impressdo molecular (MIP), ao qual
estdo ligadas moléculas de estrutura andloga ao farmaco marcadas
com reagente fluorescente. De modo similar, Rachkov e colabora-
dores'® descreveram um método para determinagé@o de B-estradiol,
baseado em um ensaio imuno-fluorescente acoplado a cromatografia
liquida e MIPs.

Os farmacos piroxicam e propanolol foram quantificados indi-
retamente, através da medida da intensidade emitida pelo fluoréforo
formado da reac@o entre a N-bromosuccinimida e cloreto de metildi-
lazina.'” O método envolve a oxidagdo inicial dos firmacos com um
excesso conhecido de N-bromosuccinimida, seguida da geragdo do
fluordforo pela reacéio da N-bromosuccinimida ndo consumida com
cloreto de metildilazina.

A determinagdo indireta das vitaminas K, e K, também tem sido
relatada na literatura.'®® Pérez e colaboradores® desenvolveram um
método para determinar vitamina K, em fluxo, através da medida
da fluorescéncia do dcido hidroxibenzoéico (fluoréforo), quantitati-
vamente gerado pela oxidagdo do dcido benzdico com perdxido de
hidrogénio e catalisada pelo fon ferroso. O peréxido de hidrogénio
foi estequiometricamente gerado, pela oxidac¢do fotoquimica com
radiacdio UV, da glicose na presenga da vitamina.

Determinacio de farmacos baseada na supressao de fluorescéncia

Metodologias baseadas na supressio da fluorescéncia t€m sido
empregadas para determina¢do de diversos analitos de interesse
em indmeras dreas de pesquisa. A teoria da supressdo fluorescente
tem sido descrita na literatura'“*-'¥’ ¢ basicamente € governada pela
Equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 1):

I
7°=1+K.W[Q] (1)

onde, [ e I sdo, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na
auséncia e na presenga do farmaco supressor de fluorescéncia, [Q] a
concentragdo do farmaco e K, € a constante de Stern-Volmer. Esta
equagdo permitird a quantificagdo do farmaco de interesse.

Baseado neste principio, alguns grupos de pesquisa tém proposto
metodologias de andlise para antibiéticos (derivados das cefaloporinas,
metronidazol e tetraciclina)?'?>!2%128 ¢ anti-micéticos.'”’

Por exemplo, Bebawy e colaboradores'? descreveram um método
altamente sensivel para quantificar cefoperazona de sédio, cefazolina
de sodio, cefixima e ceftriaxona de sddio, todos antibiéticos da familia
das cefalosporinas. O método baseia-se na supressdo da fluorescéncia
do fon térbio (III) em tampao TRIS quando o complexo terndrio entre
0 Tb*-TRIS-Farmaco é formado. Um pH de 10 permitiu a quantifica-
¢do da cefoperazona de sédio, e um pH de 8 permitiu a determinacdo
dos outros farmacos. A metodologia foi satisfatoriamente aplicada
em formulagdes comerciais com diferentes apresentagdes, como
solucdes e capsulas.

A determinacio de formaldeido, que possui propriedades tera-
péuticas como anti-séptico e antimicotico, foi proposta através da
supressdo da fluorescéncia do bromato de acridina amarela pelo
fon brometo, catalisada pelo farmaco (formaldeido) em meio acido,
empregando sistema por inje¢do em fluxo. A metodologia foi sa-
tisfatoriamente aplicada na determinagdo de preparagdo comercial
(Viberol®) contendo 45 mg mL"! de formaco, assim como na anélise
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de alimentos e ambiental.'”’

Os antibidticos metronidazol e tetraciclina também foram quanti-
ficados através da supressdo da fluorescéncia. Sulkowska'?® relatou a
determinacio de metronidazol a partir da supressdo da fluorescéncia
dos residuos de triptofanil contidos na proteina de soro albumina na
presencga do farmaco. A metodologia foi aplicada na determinagio
de metronidazol em comprimidos. A determinagdo da tetraciclina
foi realizada através de um sensor construido empregando como fase
sensora uma membrana plastificada imobilizada na ponta de um feixe
bifurcado de fibras dpticas. A membrana foi preparada imobilizando
o fluoréforo 1,4-bi(5,5 -dimetilbenzoxazol-1",37-il-2”) benzeno em
uma matriz polimérica de PVC e bis(2-etilexil)sebacato (DOS). Na
presenca do farmaco a intensidade de fluorescéncia diminui e esta
pode ser relacionada com a concentracdo de tetraciclina presente na
amostra. A metodologia foi aplicada na determinacdo do farmaco
em comprimidos.?

Determinacio de farmacos através de reacoes
quimiluminescentes

A andlise empregando quimiluminescéncia oferece alta sensibili-
dade, ampla faixa de resposta linear e instrumentagao simples. A vi-
tamina K, tem sido quantificada pela medida da quimi-luminescéncia
gerada pela reagdo entre luminol e per6xido de hidrogénio, catalisada
por hematina.'® Neste caso, o peréxido de hidrogénio € estequiome-
tricamente gerado pela oxidag@o fotoquimica, com radiaciio UV, de
etanol na presenca da vitamina.

Quando acoplada a sistemas em fluxo, a quimiluminescéncia
fornece uma metodologia de baixo custo, rdpida, simples e altamente
reprodutivel para a quantificagio, com sucesso, de farmacos como
cefmetazol,* gentamicina,* dipirona,*>>*¢ cloranfenicol,** antibidti-
cos derivados da fluoroquinolona® e filtros solares.’

Fukutsu e colaboradores*® determinaram cefmetazol, um derivado
semi-sintético do antibidtico cefamicina, em um sistema por inje¢ao
em fluxo. Neste sistema a quimiluminescéncia entre o antibidtico e o
luminol foi induzida pela oxidag@o do luminol com a espécie superd-
xido, gerada da decomposi¢do do grupo B-lactimico do antibiético
em meio alcalino." Esta metodologia permitiu a determinagio de
tracos deste formaco em dguas de limpeza de equipamentos indus-
triais, como reatores, centrifugas, filtros, pulverizadores e tanques da
inddstria farmacéutica Sankyo Co. Ltd.*

O antibidtico gentamicina tem sido quantificado empregando ana-
lise em fluxo e a quimiluminescéncia do complexo perdxi-oxalato.*’
Neste caso, o farmaco foi previamente derivatizado com o-ftalaldeido,
com a finalidade de obter o ativador necessdrio para a reagdo. O
catalisador usado foi o imidazol e a reagdo quimiluminescente foi
realizada empregando dodecilsulfato de sédio (meio micelar) como
carregador para evitar a degradacdo do peréxi-oxalato. A metodolo-
gia permitiu a determinac@o de gentamicina em varias formulacdes
oftdlmicas comerciais, permitindo andlises na faixa de concentragdes
entre 4 e 30 ug mL".

A determinacdo da dipirona foi realizada pela geracao da lumines-
céncia apés a oxidacdo do grupo sulfito da analgina (SO,*) pelo MnO,
em meio 4dcido para formar diéxido de enxofre excitado (SO,*).
Para aumentar a intensidade luminescente foi adicionada Rodamina
B (fluoréforo) que gera uma luminescéncia mais intensa, apés sua
reagdo com o SO,*, uma vez que a energia adicional do sulfito pode
ser facilmente transferida a um fluoréforo intencionalmente adicio-
nado ao sistema. Esta metodologia foi aplicada na determinacdo do
farmaco em comprimidos como Dipirona®, Novalgina® e Metamizol®
e em testes de dissolucdo.”® Huang e colaboradores®® determinaram
dipirona pela auto-oxidacdo do grupo sulfito em meio de acido
sulftirico contendo 0,1% de Tween 80 (meio micelar) e empregando
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Rodamina 6G para aumentar a sensibilidade do método.

A determinag¢@o do cloranfenicol, um nitro composto, foi realiza-
da pela geracdo quimica da luminescéncia da reagdo entre os produtos
da fotélise em solu¢@o aquosa do cloranfenicol, luminol e cobalto(II).
A fotdlise foi realizada empregando lampada de mercitirio de baixa
pressdao como fonte de irradiagdo. Neste processo os produtos da
fotélise (4-nitrobenzaldeido em maior propor¢do) oxidam o luminol,
sendo catalisado pelo ion Co*". A metodologia foi empregada para a
determinagio do farmaco em diversas marcas comerciais de colirios,
assim como em outros formacos nitro-derivados como nitrofurantoina,
metronidazol e nitroprussida.>

Farmacos derivados da fluoroquinolona (FQ) foram quantifi-
cados pela luminescéncia gerada na reag@o entre a fluoroquinolona
complexada com fons lantanideos e a molécula de SO,*, que € o
produto da reagdo entre sulfito e fon cérico. Foram avaliadas as res-
postas para levofloxacina, moxifloxacina e trovafloxacina. Os fons
lantanideos empregados para complexar cada firmaco foram Eu** para
os dois primeiros e Tb* para a trovafloxacina. O Esquema 5 mostra
o mecanismo de determinac@o de trovafloxacina.®

Ce** +HSO; —» Ce3* +{HSO,[*
2{HSO4}"——> $,04% + 2H*

8206 ) —_— 8042_ + {SOZ}*

{sO,}*+Tb(FQ)} —> S0, + Th(FQ*)3*

Tb(FQ*)3* —— *Tb(FQ)S*

*Th(FQ)S* —» Tbh(FQ)S* + hv

Esquema 5. Mecanismo global da formagdo de luminescéncia quimica
na determinagdo de trovafloxacina. Tb(FQ),’* : complexo Térbio (Ill) e
Sfluoroquinolona (FQ)

E conhecido que nos iltimos anos tem crescido enormemente
o consumo e a produgdo de filtros solares, como conseqiiéncia dos
efeitos adversos que a irradiacdo UV pode causar a pele. Neste
sentido, Townshend e colaboradores” relataram a quantificagido
de octil-dimetil-PABA, um filtro solar de grande absortividade na
regido UV-B, através da quimiluminescéncia do farmaco induzida
pelo fon MnO,” em meio écido. Esta metodologia foi eficientemente
empregada na determinacdo do filtro solar em cremes comercialmente
disponiveis, permitindo identificar o composto em concentra¢des na
ordem de ng mL™".

TENDENCIAS E PERSPECTIVAS FUTURAS
Emprego de técnicas fluorimétricas niao convencionais

No intuito de aumentar a sensibilidade e seletividade na deter-
minagdo de compostos com fluorescéncia nativa outras técnicas
fluorimétricas tém sido descritas. Dentre elas incluem-se a espec-
troscopia fluorescente sincronizada convencional,'' a espectroscopia
sincronizada derivada,'®152153157 3 espectroscopia fluorescente sin-
cronizada de angulo varidvel'?!3+155 e a espectroscopia sincronizada
isopotencial.!33:1%

Sabe-se que a fluorescéncia convencional envolve a obtengdo de
um espectro de emissao pela varredura em uma determinada faixa de
comprimentos de onda (A, ) quando uma amostra € irradiada com um
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comprimento de onda de excitacdo (A ) fixo. De maneira similar, um
espectro de excitagdo € obtido pela varredura nos diferentes compri-
mentos de onda de excitagdo enquanto se registra o sinal de emissao
em um tnico comprimento de onda. Contudo, existe a possibilidade
de variar simultaneamente A__e A, e dependendo da velocidade de
varredura dos dois monocromadores € possivel obter os diferentes
formatos da técnica fluorimétrica conhecida como espectroscopia de
fluorescéncia sincronizada.

Assim, se a velocidade de varredura € constante para os dois
monocromadores, serd gerado conseqiientemente um intervalo de
comprimentos de onda (AA) constante entre A,__ e A e neste caso
obtém-se a técnica conhecida como espectroscopia de fluorescéncia
sincronizada convencional, a qual foi introduzida por Lloyd hd mais
de trés décadas,'' sendo esta amplamente empregada. Nos casos em
que a fluorescéncia de um composto € mascarada pelo espalhamento
de Rayleigh, esta técnica permite uma melhora nas medidas em
relagdo ao método convencional, desde que os AA sejam apropriada-
mente selecionados, os quais podem ser rdpida e convenientemente
determinados a partir de graficos tridimensionais.

Se os comprimentos de onda de excita¢do e emissdo sdo variados
simultaneamente, porém a diferentes velocidades, a técnica € conhecida
como espectroscopia de fluorescéncia sincronizada de angulo varid-
vel.'?155 Essas diferentes velocidades permitem a construgio de planos
em angulos entre +90° ¢ —90° a0 eixo X de excitagdo em toda a extensao
do espectro completo. Esta técnica € mais seletiva e foi proposta por
Kubic em 1980,'* e tem sido aplicada a determinacao simultinea das
vitaminas B, e B 6,‘58 na determinagdo simultanea dos diuréticos, furo-
semida, triamteno epiretamida,'® assim como em amostras ambientais
de hidro-carbonetos aromadticos policiclicos.'>

Quando o angulo da trajetdria da varredura ¢ variado continua-
mente para descrever algum caminho desejado, a técnica € conhecida
como espectroscopia de fluorescéncia sincronizada de angulo varidvel
ndo-linear." Esta técnica tem sido empregada na determinag@o se-
letiva de cloropromazina na presenca de seu produto de degradacio
sulféxido de cloropromazina e de oxitetra-ciclina na presenga de
aditivos colocados nas formulagdes farmacéuticas comerciais (vita-
mina C, tiamina, riboflavina, entre outros).'®

A introducdo de artificios matematicos, como o emprego da
derivada de primeira e segunda ordem em combinag@o com a fluo-
rimetria sincronizada, tem sido empregada para aumentar as carac-
teristicas espectrais minoritdrias e para conseguir uma identificacao
mais confidvel. Ja a segunda derivada do espectro sincronizado
pode ser util para resolver bandas muito préximas nos casos de
andlise de misturas. As principais caracteristicas desta técnica sdo a
seletividade, sensibilidade, rapidez, simplicidade e baixo custo.'> A
técnica tem sido empregada para determinar simultaneamente me-
ticilina e naftilina'** e norfloxacina na presenca de dcido nalidixico,
ambas aplicando-se a primeira derivada do espectro sincronizado.
A norfloxacina foi determinada em urina empregando-se a segunda
derivada do espectro sincronizado.!”® De la Pena e colaboradores'>’
descreveram um método para determinacio simultidnea dos dcidos
salicilico e salicildrico na andlise de urina, através da espectroscopia
sincronizada com a primeira derivada.

Finalmente, em 1996 Pulgarin e Molina'> reportaram uma
nova técnica fluorimétrica chamada de espectroscopia de fluores-
céncia sincronizada de matriz, isopotencial, onde um programa
computacional obtém uma trajetdria juntando pontos com a mesma
intensidade (trajetdria isopotencial) do espectro tridimensional
completo. Esta técnica € especialmente ttil para remover o sinal
de fundo proveniente da matriz permitindo a determinagao seletiva
de algum composto em amostras complexas e tem sido satisfato-
riamente aplicada na determinagdo de dcido gentisico'>® e dcido
nalidixico'*® em urina.
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Emprego de técnicas de separacio com deteccio fluorimétrica

As Tabelas 4 e 5 relacionam os farmacos que t€ém sido quantifi-
cados empregando métodos de separagédo como CLAE!®!"!77 (Tabela
4) e eletroforese capilar®®!7®!8! (Tabela 5) na andlise de amostras
complexas, como plasma e urina, ou na quantificacdo de misturas de
farmacos e em estudos relacionados com bioequiva-1éncia, farmaco-
cinética e biodisponibilidade. Desta forma, estas técnicas apresentam
grande potencialidade de uso em situagdes especificas onde a matriz
da amostra seja muito complexa.

A espectroscopia de luminescéncia exibe intimeras caracteristi-
cas vantajosas quando comparada com métodos ja existentes e bem
estabelecidos, pois compostos que aparentemente ndo apresentam
fluorescéncia nativa poderdo ser detectados através de técnicas
fluorescentes nido-convencionais. As técnicas ndo-convencionais
conferem maior sensibilidade e seletividade a metodologia, uma
vez que nao € necessdrio realizar etapas prévias de separacio, como
ocorre nos métodos cromatograficos. Ressalta-se ainda que a imple-
mentagdo em andlise de rotina destas técnicas ndo-convencionais
ndo acarretard custo adicional de instrumentacio, apenas dependerd
de um treinamento e um software adequados para a execugdo dos
experimentos e para o tratamento de dados.

CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

O controle da qualidade de produtos farmacéuticos € um ramo
da quimica analitica que tem um grande impacto econdmico, social
e principalmente na sadde publica, de forma tal que o desenvolvi-
mento de metodologias analiticas confidveis, rdpidas e precisas para
determinagdo de seus principios ativos ainda é bem-vindo. Neste
contexto, a espectroscopia de luminescéncia apresenta-se como uma
técnica adequada e promissora para esses objetivos.

A literatura relata uma ampla gama de metodologias analiticas
empregadas para a determinagdo fluorescente de farmacos, que vao
desde a modificacdo do ambiente quimico ao redor do analito para
promover fluorescéncia em solugao; derivatizacdo ou complexagio da
molécula alvo com outras, para gerar uma espécie fluorescente; deter-
minagado da fluorescéncia em fase sélida, até o emprego de técnicas
fluorimétricas mais sofisticadas, como espectroscopia sincronizada,
espectroscopia sincronizada derivada e fluorescéncia de varredura de
angulo varidvel. As vantagens das andlises por fluorescéncia incluem
economia, redu¢@o no tempo de andlise e na quantidade de rejeitos
langados ao meio ambiente, quando comparada com anélises que em-
pregam técnicas de separagdo acopladas com deteccgdo fluorimétrica,
visto que pode ser dispensado, em alguns casos, o pré-tratamento
de amostra, e até o preparo de solu¢des nos casos da determinacio
fluorimétrica em fase sélida.

A versatilidade das técnicas de amostragem dos novos espec-
trdmetros de luminescéncia, como o acoplamento de fibras dpticas,
analise em fluxo e monitoramento em fase solida, aliada as inud-
meras possibilidades para obter compostos fluorescentes, poderd
implementar novas metodologias baseadas em lumi-nescéncia para
determinacdo de substancias de relevancia terapéutica. Assim, a
quantificagdo luminescente de analitos, como filtros solares organicos,
dcido p-metocinamico, 2-etil-metil-p-metoxicinamato'®* e derivados
da benzofenona;'¥3-1°! substéncias estrogénicas, como os derivados
do estradiol; e antiinflamatoérios nao-esteréides (AINEs) como a
indometacina, acetamicina, ibuprofeno, e muitos outros farmacos,
serd plausivel dependendo apenas da habilidade do pesquisador para
investigar e/ou explorar novas rotas alternativas que permitam quan-
tificar esses analitos através da espectroscopia de luminescéncia.

Por outro lado, a andlise fluorescente diretamente na matriz da
amostra pode se tornar uma realidade, visto a excelente resposta



1770 Sotomayor et al. Quim. Nova

Tabela 4. Determinacgdo de fairmacos empregando CLAE e deteccio fluorimétrica

Principio Ativo Classificacdo Amostra analisada Ref.

Alcaldides derivados da efedrina{(-) — norefedrina,  Estimulantes simpatominéticos para Comprimentos, cipsulas e p6 161

(+) — norpseudoefedrina, (-) —efedrina, (+) —pseudo-  perda de apetite e aumento muscular.

efedrina, (-) =N -metilefedrina, (+) —N —metilpseudo-

efedrina}e (+) — sinefrina

Acido oxolinico Antibidtico Na planta Fontinalis antipyretica 162

Captopril Antiipertensivo Plasma, para estudos 163
farmacocinéticos.

Derivados do dcido quinolénico (4cido nalidixico, Quimioterdpicos Urina, para monitoramento 164

acido 7-hidroxi-metilnalidixico, 4cido oxolinico, Antibidticos de 6 dcidos derivados de 4dcido

4cido piromidico, 4cido pipemidico) e do dcido

Derivados das quinolonas (ciprofloxacina, danoflo-  Antibidticos
xacina, difloxacina, enrofloxacina, flumequina,

marbofloxacina, dcido nalidixico, dcido oxolinico

e sarafloxacina)

Derivados da tetraciclina (clorotetraciclina, Antibidticos
doxiciclina, oxitetraciclina e tetraciclina)

quinoldnico e cinolénico.

cinoldnico (cinoxacina)

Carnes de frango, porco, bovino, 165
ovino e peixe.

Comprimidos contendo cada 166
farmaco individualmente.

Digoxina Tratamento de faléncia cardiaca Solugdes de digoxina e seus 167

metabdlitos (digoxigenina,
digoxigenina monodigitoxosida,
digoxigenina bisdigitoxisida,
diidrodigoxina. Combina
imuno-ensaio com HPLC.

Digoxina Tratamento de faléncia cardiaca Soro e plasma, para estudos 168
farmacocinéticos.
Derivados das quinolonas (dcido nalidixico, Antibidticos Carnes de gado e porco. 169

acido oxolinico, dcido pipemidico, cinoxacina,
ciprofloxacina, danofloxacina, difloxacina,
flumequina e norfloxacina).

Diuréticos (amilorida, bendroflumetiazida, Diuréticos Urina de voluntarios sadios. 170
bimetanida, furosemida, hidroflumetiazida,

piretanida e triamtereno)

Estrégenos (17B-estradiol, 17a~etinilestradiol) Anticoncepcionais Amostras sintéticas de dgua 171

contendo niveis de estrogénios
na faixa de concentragdo de ng L.

Estrégenos (estriol, 17a-estradiol, 17B-estradiol, Anticoncepcionais Urina proveniente de voluntdrios 172

170-etinilestradiol, 4-nonilfenol, bisfenol A)

Furosemida Diurético
Gliburida Hipoglicémico
Itraconazol Antimicético
a-Metildopa Antiipertensivo
Triamtereno Diurético

de ambos 0s sexos.

Leite de vaca na presencga de outros 173
diuréticos, drogas e antibidticos

usadas na dieta do gado

Plasma, para realizar estudos 174
farmacocinéticos, biodisponibilidade

e bioequivaléncia.

Plasma, para monitoramento 175
em niveis terapéuticos em

pacientes com transplante de

medula dssea.

Plasma, para estudos de 176
bioequivaléncia.
Urina, para monitoramento de 177

17 diuréticos. Apenas o
triamtereno foi monitorado
por fluorescéncia.

que a determinagdo de medicamentos diretamente em fase sélida
tem apresentado. Isto abre a possibilidade de desenvolvimento de
metodologias de andlise para quantificar principios ativos em outros
tipos de formulagdes como cremes, géis e ungiientos, além das
amostras s6lidas (comprimidos pulverizados e cdpsulas) que ja tém
sido propostas na literatura.

A quimiluminescéncia como ferramenta analitica também
pode oferecer muitas vantagens, principalmente em sistemas que
possuem boa eficiéncia quantica, como luminol e peroxi-oxalato.
Contudo, pesquisas que elucidem rea¢do quimiluminescente de
farmacos (derivatizados ou nio) t€ém sido muito pouco exploradas,
0 que torna esta uma drea de pesquisa bastante interessante. As
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Tabela 5. Determinagdo de farmacos empregando electroforese capilar e detec¢io fluorimétrica
Principio Ativo Classificacio Amostra analisada Ref.
Digoxina e gentamicina Antibidtico Solugdes padrdo dos farmacos. 178
Medidas realizadas através de
eletroforese capilar acoplada a
um ensaio imuno-fluorescente.
Diuréticos (amilorida, bendroflumetiazida, Diuréticos Urina, para testes de dopping, 179
bumetanida e triamtereno) através eletroforese capilar de
zona (CZE).
Furosemida Diurético Urina, através eletroforese capilar 180
de zona (CZE) e cromatografia
capilar de eletrocinética
miscelar (MECC).
Vancomicina Antibidtico Plasma, através de eletroforese 181

capilar acoplada a um ensaio
imuno-fluorescente.

muitas inovagdes das técnicas de detec¢do quimiluminescente
também podem ser uma ferramenta promissora na determinacio
de moléculas de importancia biomédica e ambiental conforme
destacado na literatura.'*

Desta forma, estudos relacionados com a utilizagdo de métodos
luminescentes em geral, na determinagdo de compostos farmacéuticos
e cosméticos, ainda apresentam um grande campo de exploragdo e
merecem ser incentivados.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O diagrama de Jablonski (Figura 1S), mostrando os processos
fisicos que podem ocorrer apés uma molécula absorver um féton com
energia da faixa ultravioleta ou visivel, € apresentado como material
suplementar (disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br em forma
de arquivo PDF, com acesso gratuito), pois pode ser encontrado em
livro texto.*
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Figura 18. Diagrama de Jablonski, mostrando os processos fisicos que podem ocorrer apos uma molécula absorver um foton com energia da faixa ultravioleta
ou visivel. S, é o estado eletronico fundamental, S, e T, sdo os estados excitados singleto e tripleto de menor energia, respectivamente. S, é um segundo
estado excitado singleto. As setas retas representam os processos envolvendo fotons, e as setas onduladas sdo as transi¢ées ndo-radioativas (que ndo emitem
radiagdo)”
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