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Instrumentacao, materiais e métodos

2.1.Instrumentacao
2.1.1. Sistema de lavagem e secagem dos substratos

Com a finalidade de reduzir o sinal de fundo dos papéis utilizados como
substrato solido, estes foram lavados com agua quente em refluxo em extratores
Soxhlet por duas horas como ilustrado na Figura 6.

Figura 5: Sistema usado para lavagem dos papéis.

Posteriormente, o papel foi colocado para secagem com uma lampada de
luz infra-vermelha de 150 W (Phillips, Brasil) como mostrado na Figura 7.

Figura 6: Secagem do substrato de papel.
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O substrato de nylon ndo necessitou de tratamento prévio para a reducgao
do sinal de fundo, sendo diretamente cortados em circulos de 18 mm de
didmetros para posterior utilizagdo na técnica SSRTP.

2.1.2. Reator fotoquimico

Um reator foi montado no laboratério utilizando a carcaca de uma estufa®.
Na parte interna superior dessa carcaga, instalou-se um conjunto de seis
lampadas de vapor de mercurio de 6W cada. Esse reator é utilizado no
tratamento de substrato de celulose (2 h) e irradiagcdo de amostras, como

mostrado na Figura 8. A emissdo maxima das |Ampadas € em torno de 254 e
300 nm.

Figura 7: Reator fotoquimico com seis |lampadas de mercdrio.

2.1.3. Espectrofotometro de luminescéncia

As medicoes de fosforescéncia foram realizadas em um espectrofotémetro
de luminescéncia comercial da Perkin Elmer modelo LS 55, EUA. O
equipamento tem como fonte de excitagdo uma lampada pulsatil do tipo
descarga de xenénio de 20 kW com 8us de duragao de pulso. O detector é um
tubo fotomultiplicador R928 com resposta modificada S5, sensivel para detectar
radiagcdo até em torno de 900 nm. O sistema de detecgao possibilita o ajuste do
tempo de retardo de abertura de detecgdo. Monocromadores do tipo Monk-
Gillieson cobrem as faixas espectrais de 200-800 nm para excitagdo e 200-900
nm para emissao. Um esquema simplificado do sistema 6ptico do equipamento
€ mostrado na Figura 9.
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Figura 8: Esquema 6ptico do espectrofotdmetro de luminescéncia LS 55 — Perkin Elmer.

O aparato de medigcao em superficie sélida foi utilizado para medigao de
fosforescéncia em substrato solido. Este é acoplado no compartimento de
amostra do espectrofotdmetro de luminescéncia LS55 (Figura 10).

Figura 9: Aparato de medigao em superficie sélida.
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2.1.4.Cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia

Nos testes de comparacao foi utilizado um cromatégrafo em fase liquida
operando em regime de alta eficiéncia (HPLC) com detector de fluorescéncia
(Waters, EUA). O método empregado foi proposto por Guo et al*®, no qual a fase
mével tinha dois componentes: acetonitrila e acetato de aménio 1 x 102 mol L™
(pH 3,5). O tampéo de acetato (1 x 10 mol L™) foi preparado pela dissolucéo de
acetato de amdnio em agua e o pH ajustado para 3,5 com acido acético. A fase
mével, na vazdo de 1 mL min” foi bombeada no modo isocratico, usando
acetonitrila/tampao acetato (pH 3,5) 30/70% v/v. Os tempos de retengao da
camptotecina e da irinotecana foram de 7,8 min e 4,0 min, respectivamente.

O detector de fluorescéncia foi ajustado para medicées nos comprimentos
de onda de excitacdo/emissdo de 355/515 nm para a camptotecina e a
irinotecana.

A injecao de amostra foi feita manualmente por meio de um sistema de
injecao (Reodyne) e alga de amostragem. O tratamento dos dados, integragéao
dos picos e resultado final foi processado pelo software Breeze do proéprio
equipamento (Waters, EUA).

2.1.5. Outros equipamentos auxiliares

Para a secagem dos substratos sélidos apds deposicdo de amostras ou
ensaios em branco, um dessecador a vacuo de polietileno foi utilizado. O
dessecador foi coberto com papel de aluminio a fim de impedir a exposi¢cdo dos
substratos solidos a luz. Esse dessecador foi acoplado a uma bomba de vacuo
modelo 820 de 300 W da Fisatom (Brasil) para total retirada do ar.

Todas as massas necessarias para o preparo das solugcdes foram pesadas
em uma balanga analitica de marca Shimadzu modelo AUW220D calibrada pelo
laboratério Peso Exato Automagéao (Rio de Janeiro, Brasil), com a resolugao de 1
mg.

Para a melhor dissolucado de alguns solutos foi necessario o uso de um
banho ultra-sénico (modelo USB124, de poténcia 40 W, proveniente da CTA do
Brasil, Sao Paulo, Brasil).

Para as medicoes de pH das solucbes e para o preparo dos tampdes
Britton-Robinson, foi utilizado um pHmetro modelo MPA 210, versdo 2.3
fornecido pela Tecnopon (Sao Paulo, Brasil).
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No processo de separagdo de proteinas da matriz de urina, foi utilizada
uma centrifuga modelo BE 4000 Brushless (Bio-Eng, Rio de Janeiro) por
aproximadamente 20 min com rotacao de 3600 rpm.

A degaseificagao de solventes para o HPLC foi realizada em um banho
ultra-sénico modelo USC 1800 (Unique, Sao Paulo, Brasil).

2.2.Reagentes, solucoes e materiais

Os padrdes da camptotecina e da irinotecana foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich (EUA). Camptosar (solugéo injetavel contendo 20 mg mL" de
cloridrato de irinotecana da Pfizer) foi a formulacao farmacéutica escolhida para
a CPT-11. A topotecana (TPT) foi obtida do medicamento injetavel Hyncantim
(p6 estéril liofilizado contendo cloridrato de topotecana equivante a 4 mg da
topotecana livre, da Glaxo SmithKline).

Os sais inorganicos utilizados no preparo das solucoes de atomos pesados
foram: nitrato de talio (I) e cloreto de cadmio da Acros Organics (EUA); nitrato de
prata, nitrato de chumbo (Il) e cloreto de mercurio (Il) da Vetec (Brasil) e iodeto
de potassio da Merck (Brasil). O surfactante utilizado como modificador de
superficie foi o dodecil sulfato de sodio (SDS) 99% proveniente da Merck
(Brasil).

No preparo das solucdes foi utilizado metanol P.A. da Merck (Brasil) e
agua ultra purificada obtida do Ultra Purificador de agua Millipore.

Para ajuste de pH das solugdes utilizou-se o tampao Britton-Robinson 0,04
mol L, cujo preparo foi realizado com a mistura do &cido orto-fosférico, acido
acético glacial ambos da Merck (Brasil) e o acido bérico da Reagen Quimibras
(Brasil). A adicao posterior de hidroxido de s6dio (Merck) possibilitou a obtengéo
de solugdes-tampdes de pH compreendidos na faixa de 2 a 12.

Os substratos soélidos utilizados para a imobilizagdo do luminéforo foram a
celulose e o nylon 66. A celulose (papel de filtro Whatman 42) e o nylon 66 com
o poro de 0.2 um utilizados foram da Whatman Ltda (Inglaterra).

O nitrogénio comercial (99,96%) utilizado para purgar o interior do
espectrofotdbmetro de luminescéncia foi adquirido na AGA (Brasil). Para eliminar
residuos de oxigénio presentes no gas nitrogénio de procedéncia comercial, foi
utilizado o sistema de desoxigenagao. Esse sistema consistiu em duas solucdes
em linha, cuja composicdo era metavanadato de amoénio (Quimica Moura,
Brasil), acido cloridrico P.A. (Merck, Brasil), zinco em pé (Vetec, Brasil) e
mercurio metalico (F. Maia, Brasil). A eliminacao do oxigénio (Figura 11), desse
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modo, ocorreu pela oxidagdo do ion metavanadato. Apds a passagem do gas
nitrogénio nestas duas solucdes, o fluxo foi direcionado para duas colunas de
silica (Vetec) de modo que o gas passasse em direcao vertical e contra a forga
da gravidade. Esse procedimento serviu para a remog¢ao da umidade residual.

Figura 10: Sistema de purga com nitrogénio, composta por unidade de desoxigenagéo e
de desumidificagao do gas.

Uma micropipeta regulavel de 1 a 10 pL de fabricacdo da Brand
(Alemanha) foi utilizada para a aplicagao das solugdes de surfactantes, de sais
de atomos pesados e solugdes do padrédo, branco ou analito no substrato sélido.
Para o preparo de solugdes foi utilizada uma micropipeta regulavel de 100 a
1000 pL da Brand (Alemanha).

2.3.Procedimento geral

As vidrarias utilizadas foram cuidadosamente lavadas em solucao de acido
nitrico 10%, v/v. Apos ficar imersa na solugdo de &cido nitrico por um periodo
minimo de 24 h, a vidraria foi enxaguada com agua destilada e posteriormente
com agua ultrapurificada.

A solucdo estoque de CPT (4 x 10* mol L) foi preparada em metanol. O
cloridrato de irinotecana (4 x 10* mol L™) e o cloridrato de topotecana (4 x 10
mol L") foram preparados em 4&gua ultra purificada. Solugdes com
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concentragées menores de CPT foram preparadas por meio de diluicdo da
solugao estoque com agua/tampao Britton-Robinson (pH 10,5).

Solugées estoque de sais inorganicos de TINO; (0,25 mol L"), Pb(NOs),
(0,25 mol L), AgNO; (0,01mol L"), CdCl, (0,50 mol L"), HgCl (0,25 mol L), KI
(0,20 mol L) e de surfactante dodecil sulfato de sédio (C1.H2sNa04S) 0,4 mol L™
foram preparadas em balbées volumétricos utilizando &gua ultra purificada como
solvente. Quando necessério, solugdes de diferentes concentragbes foram

preparadas a partir destas.

2.3.1.Procedimento geral para medicao da fosforescéncia

Para a medigdo da fosforescéncia foram depositados na superficie do
substrato sélido (papel ou nylon) volumes de 5 pL das seguintes solugées, na
seguinte ordem: solugcao de surfactante (quando necessario), 5 uL da solugao de
sal de a&tomo pesado e 5 pL da solugdo padrdo, branco ou analito. A aplicagao
dessas solugdes no substrato solido foi feita com o auxilio de uma micropipeta
em uma planilha demarcada (Figura 12) para auxiliar na aplicagdo da amostra no
centro do substrato sélido a fim de minimizar a disperséo dos resultados.

Figura 11: Planilha para auxiliar na aplicagdo da amostra.

Os substratos sélidos foram secos sob vacuo em um dessecador protegido
da luz por aproximadamente duas horas no caso dos substratos de celulose ou

por 40 min no caso dos substratos de nylon (Figura 13).
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Figura 12: Dessecador sob efeito do vacuo e protegido da luz.

No momento das medi¢gdes cada substrato foi colocado em um suporte e
acoplado ao aparato de medicdo de superficie solida. Antes da medicdo o
compartimento de amostra do equipamento foi purgado com nitrogénio seco e
desoxigenado por um periodo de aproximadamente 2 min. Em seguida, foram
realizadas as medicdes fosforescentes.
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