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Analitos de interesse clinico e biolégico

1.1
Camptotecina, irinotecana e topotecana

Depois das doencas cardiacas, o cancer constitui a principal causa de
morte no mundo. Com os métodos atuais de tratamento, um terco dos pacientes
consegue ser curado através de medidas locais (cirurgia e radioterapia e
imunoterapia), que sao bastante eficazes quando o tumor nao esta metastizado
na ocasido do tratamento. Porém, muitas vezes se faz necessario o uso de
quimioterapia, tratamento no qual uma série de drogas anticancerigenas é
administrada ao paciente. O ideal seria que estas drogas anticancerigenas
erradicassem as células cancerosas sem prejudicar os tecidos normais.
Infelizmente, ndo ha agentes disponiveis que satisfacam esse critério, e 0 uso
clinico dessas drogas exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na busca de um indice terapéutico favoravel.

No tratamento do cancer, ja foram desenvolvidas varias classes de drogas
que incluem agentes indutores de diferenciagcéo, destinados a forcar as células
neoplasicas a formarem células de estagio final com pouca ou nenhuma
potencialidade neoplasica; drogas antimetastaticas, destinadas a alterar as
propriedades de superficie das células malignas, modificando assim a sua
propriedade invasiva e metastasica; agentes especificos para células-tronco
tumorais, destinados a explorar a maior capacidade das reacdes redutoras
nestas células terapeuticamente resistentes, devido a deficiéncia de oxigénio nos
tumores sdlidos e drogas radiossensibilizantes tumorais e radioprotetoras dos
tecidos normais, destinadas a aumentar a eficiéncia terapéutica da radioterapia.’

A camptotecina (CPT) é um alcaloide anticancerigeno extraido das arvores
Camptoteca acuminata® e Mappia foetida®*, encontradas na China e na india.
Sua estrutura quimica (Figura 1a) foi determinada por difracdo de raios-X.°> Além
de ser uma substancia muito toxica®, a administracao intravenosa deste farmaco
€ limitada devido a sua baixa solubilidade em solu¢des aquosas que apresentam
baixos valores de pH. A inativagdo de suas propriedades anticancerigenas é

decorrente da abertura do anel lacténico, em pH fisiol()gico.7 Por isso, estudos
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clinicos para esta substancia foram abandonados de 1970 a 1980. No final dos
anos 1980, CPT comegou novamente a ser de grande interesse por causa da
identificacdo da enzima topoimerase | do DNA como sendo um alvo celular para
esta classe de drogas.8 Assim, varios derivados do CPT foram sintetizados e
usados com sucesso no tratamento de varios tipos de cancer, sendo a
irinotecana (CPT-11) (Figura 1b) e a topotecana (TPT) (Figura 1c) os mais
importantes e que, inclusive, ja possuem a aprovagdo do FDA (United States
Food and Drug Administration) para tratamento clinico. O Hycamtin® (TPT),
langado pela SmithKline Beecham em jun/1996, esta aprovado para terapias de
cancer no ovario, e o Camptosar® (irinotecan HCI) da Pharmacia & Upjohn, para
cancer de colon e reto’. Suas vendas representam 1/3 de todo o mercado
farmacéutico de drogas quimioterapicas. Independentemente do lucro que
trouxeram as suas empresas, as duas substancias foram responsaveis pelo

salvamento de centenas de milhares de vidas em todo o mundo.®

Figura 1. Estruturas da (a) camptotecina, (b) irinotecana e (c) topotecana

A hidrélise do anel lacténico do CPT e de seus derivados produz um
hidroxi-acido e estas duas espécies ficam em equilibrio em tampdes aquosos
(Figura 2)."®" No entanto, a forma aberta (hidroxi-acido) é um inibidor menos

potente da topoisomerase | e, consequentemente um agente antitumoral menos
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eficaz. Assim, o anel lactbnico fechado possui uma atividade muito mais

importante no combate ao tumor.*

O percentual das formas carboxilada ou lacténica presentes no equilibrio e
a taxa de conversao entre estas duas espécies depende do pH do meio. Em
condigbes acidas (pH < 5) a estrutura lacténica é predominante, enquanto que
em valores de pH > 8, a forma do anel aberto (carboxilado) é predominante. Em
pH fisiologico (pH 7,4), o equilibrio se processa em favor da converséo para a
forma de carboxilato para todos dos derivados da CPT, exceto para o SN-38
(7-etil-10-hidroxicamptotecina), o principal metabdlito do CPT-11. Por isso, é de
grande interesse o estudo de ambas as formas (lactona e carboxilada) nas

aplicacdes clinicas.®
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Figura 2: Representacdo esquematica da hidrdlise reversivel do (a) anel lacténico
para a forma do (b) anel aberto carboxilado da camptotecina e seu derivado CPT-
11.

O mecanismo de acdao da camptotecina envolve a inibicdo da
topoisomerase |, resultando na formagao de um complexo ternario entre a CPT,
topo | e o DNA' (Figura 3). A topoisomerase | é uma enzima presente em altas
concentragdes nos tumores e que torcem e destorcem o DNA (chave de
instrugdes para a reprodugédo) que compde 0S Cromossomos, 0s quais devem
ser destorcidos para que a célula possa usar a informagdo genética para

sintetizar proteinas. A camptotecina faz com que os cromossomos fiquem
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enroscados firmemente, impedindo a célula de fazer proteinas. Como resultado,

a célula para de crescer. Como as células cancerosas crescem e se reproduzem
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Figura 3: Mecanismo de ac&o da camptotecina

1.1.1
Métodos para a determinagcdo de CPT e seus derivados

Na producdo de um medicamento, o farmaco de interesse estara em
conjunto com varios outros ingredientes que fardo parte da matriz de analise e
que devem ser considerados no procedimento analitico. Além disso, sabendo-se
que o uso de uma droga quase sempre envolve a transferéncia do farmaco para
a corrente sanguinea, a sua quantificacdo tanto no medicamento quanto nos
fluidos biolodgicos deve ser rigorosa, visto que uma concentragcado nao ideal pode
produzir efeitos indesejaveis, ndo curar e até causar a morte'. Assim, é de
grande interesse desenvolver métodos analiticos seletivos, sensiveis e simples,
levando em conta as caracteristicas particulares de cada farmaco e
considerando a complexidade das matrizes bioldgicas e farmacologicas.

Outra questao importante é o problema de falsificagcdo de drogas
medicinais, que foi reconhecido como um problema para a saude e para o

comeércio internacional em uma conferéncia da Organizacdo Mundial de Saude
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(OMS) em 1985. Desde entdo, tem crescido bastante a atencédo para este
assunto.' Existe uma grande variedade de tipos de falsificagdes medicinais, as
quais podem ser divididas em seis categorias: (i) produtos sem os ingredientes
ativos; (ii) produtos com quantidades incorretas dos ingredientes ativos; (iii)
produtos com ingredientes errados; (iv) produtos com quantidades corretas dos
ingredientes ativos mas com fraude na embalagem; (v) cépias de um produto
original e (vi) produtos com altos niveis de impureza e contaminacéo'®.
Medicamentos a base de irinotecana e topotecana podem ter a camptotecina,
por exemplo, como um potencial contaminante, ou mesmo o CPT pode ser
utilizado para adulterar as formulagdes oficiais. Nessa questdo, a quimica
analitica (com novos métodos analiticos e capacitacao de pessoal) tem um papel
fundamental.

Varios fatores podem limitar o correto monitoramento terapéutico da droga
(TDM) para agentes quimioterapicos, como, por exemplo, o efeito da
concentracdo que nido € muito definido para muitos agentes antineoplasicos
como as camptotecinas. Claramente o TDM tem potencial para melhorar o uso
clinico de agentes antineoplasicos, muitos dos quais tém indices terapéuticos
estreitos e grande variagdo farmacocinética.

Até a década de 1980, o uso rotineiro de monitoramento de drogas
terapéuticas em drogas antineoplasicas foi limitado ao metotrexato. Durante os
ultimos anos, no entanto, esta rotina de monitoramento na oncologia tem sido
aplicada a outras drogas. No entanto, ha limitagdes. Existe um entendimento
incompleto da farmacologia e da cinética do farmaco na maioria dos agentes
antineoplasicos; a concentragdo da droga no plasma € uma medida indireta da
quantidade de farmaco no tecido alvo e ha normalmente um longo tempo entre a
medi¢cdo da droga no plasma e a avaliagdo do efeito farmacodindmico final.
Definir relagdes concentragcao-efeito é ainda mais complicado pelo fato de que os
canceres sao quase sempre tratados com multiplas combinacdes de drogas.
Esta combinagcdo de medicamentos durante a quimioterapia ndo sé complica a
avaliagdo dos efeitos terapéuticos, mas também muitas vezes dificulta a
farmacodinamica da toxicidade das drogas. Assim, é dificil estabelecer intervalos
€ quais sao os elementos essenciais para TDM. Além disso, caracteristicas
celulares contribuem para a variabilidade da resposta do consumo de droga
entre os pacientes e limitam a precisdo das “faixas terapéuticas” para agentes
anticancerigenos.*

A quimioterapia com CPT e seus derivados poderia ser melhorada através

da aplicagdo de TDM, porque, como outros medicamentos anticancerigenos, as
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camptotecinas tém alta variavel farmacocinética e indices terapéuticos estreitos.
A maxima eficacia da quimioterapia é de primordial importancia devido as
enormes consequéncias para pacientes com cancer. O conhecimento sobre a
faixa terapéutica das camptotecinas é de grande utilidade clinica, a fim de
maximizar a eficacia e minimizar efeitos adversos indesejaveis. Embora o
objetivo final do TDM seja a de individualizar a quimioterapia, outros potenciais
beneficios incluem a minimizagdo da variacdo da farmacocinética entre os
pacientes, o ajuste da dose em doentes com disfun¢des hepaticas e/ ou renais e
detecgao de interacbes medicamentosas.

Uma boa execugdo de TDM inclui a correta administragdo da droga,
tratamento adequado de amostras de sangue, precisdo na medi¢gdo das drogas e
metabdlitos e interpretacdo adequada dos resultados. Uma quantificacdo exata e
precisa das drogas e metabdlitos é critica na TDM. Gragas a tecnologia
avancgada, a quantificacdo e o monitoramento de muitas drogas ou metabdlitos é
automatizado com reagentes disponiveis comercialmente. No entanto, este nao
€ o0 caso de medicamentos anticancerigenos, a maioria dos quais deve ser
medido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou cromatografia
gasosa. Para a determinagéo dos niveis de CPT em plasma humano, a maioria
dos ensaios desenvolvidos até a data é baseada em HPLC. E essencial utilizar
métodos analiticos bem caracterizados e plenamente validados para quantificar
e monitorar as drogas e/ ou metabodlitos. Preferencialmente, os ensaios
selecionados devem ser exatos, precisos, simples, rapidos e sensiveis, e com o
minimo de interferéncias. O método deve ser clinicamente e financeiramente
viavel se é para ser executado em uma rotina.*

Em geral, os estudos de separacao e de quantificagdo do CPT e de seus
derivados foram feitos por HPLC com deteccao por fluorescéncia. Os métodos

por HPLC descritos para estas determinacdes estao resumidos na Tabela 1.
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Substancia Espécime Coluna Deteccéo Pré-tratamento  Ref.
da amostra
CPT ratos, plasma, RP-Cg Flu, Ex 360 nm, Em 430 nm SPE 16
coracao, figado,
bago, pulméao, rins,
cérebro
CPT bilis de rato Micro Flu, Ex 360 nm, Em 440 nm Microdialise 17
RP-C+s
CPT sangue de rato, RP-C1s Flu, Ex 360 nm, Em 440 nm Microdialise 18
cérebro
CPT Plasma e urina de RP-Cg Flu, Ex 370 nm, Em 434 nm LLE 19
rato
CPT Plasma de rato RP-Cg Flu, Ex 369 nm, Em 426 nm Precipitagdo de 20
proteina
CPT Plasma humano RP-Cqg Flu, Ex 360 nm, Em 440 nm SPE 21
CPT-11 Soro humano RP-C+g LC-ES-MS Precipitagdo de 22
proteina
CPT-11 Soro de rato RP-C4g Flu, Ex 373 nm, Em 428 nm SPE 23
CPT-11 Plasma humano RP-Cg Flu, Ex 362 nm, Em 425 nm Precipitacdo de 24
proteina
CPT-11 Plasma humano RP-Cg Flu, Ex 370 nm, Em 432 nm SPE 25
CPT-11 Plasma, urina e RP-Cg Flu, Ex 228 nm, Em 450 nm Precipitacdo de 26
fezes humano proteina
CPT-11 Plasma humano RP-C+g Flu, Ex 355 nm, Em 515 nm Precipitacdo de 27
proteina
CPT-11 Plasma e urina RP-C+s LC-APCI-MS LLE 28
humano
CPT-11 Plasma humano TSKODS-  Flu, Ex 380 nm, Em 556 nm Precipitacdo de 29
80Ts proteina
CPT-11 Plasma de rato Hypersil  Flu, Ex 380 nm, Em 540 nm Precipitacdo de 11
Cis proteina
CPT-11 Células de rato ODS- Flu, Ex 380 nm, Em 540 nm Precipitacédo 30
Cis
CPT-11 Figado e plasma Alltima LC-MS/MS Precipitagdo de 31
humano Cis proteina
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Continuacao da Tabela 1

Composto Espécime Coluna Detecgéo Pré-tratamento  Ref.
da amostra
SN-38 Plasma humano RP-C1g Flu, Ex 375 nm, Em 560 nm Precipitagdo de 24
proteina
SN-38 Plasma humano RP-C1g Flu, Ex 380 nm, Em 532 nm SPE 25
SN-38 Plasma, urina e RP-Cig  Flu, Ex 228 nm, Em 543 nm Precipitacdo de 26
fezes humano proteina
SN-38 Plasma humano TSKODS- Flu, Ex 380 nm, Em 556 nm Precipitagdo de 29
80Ts proteina
SN-38 Plasma de céo Zorbax Flu, Ex 368 nm, Em 515 nm Precipitagdo de 32
SB-C1s proteina
SN-38 Plasma de rato Hypersil  Flu, Ex 380 nm, Em 540 nm Precipitagdo de 11
Cis proteina
SN-38 Células de rato ODS-  Flu, Ex 380 nm, Em 540 nm Precipitagédo 30
Cis
SN-38 Figado e plasma Alltima LC-MS/MS Precipitagdo de 31
humano Cis proteina
TPT Plasma, urina e RP-C1s Flu, Ex 380 nm, Em 527 nm LLE 33
fezes humano
TPT Plasma e urina RP-C1s Flu, Ex 381 nm, Em 525 nm LLE 34
humano
TPT Plasma humano Zorbax  Flu, Ex 361 nm, Em 527 nm Precipitacdo de 35
SB-C1s proteina
TPT Sangue humano OoDSs Flu, Ex 381 nm, Em 525 nm Precipitacdo de 36
80A proteina
TPT Plasma humano Agilent  Flu, Ex 376 nm, Em 530 nm  Precipitagdo de 37
SB-C1s proteina
TPT Plasma de rato Nova Flu, Ex 361 nm, Em 527 nm Precipitacdo de 38
Pack C1s proteina
TPT Plasma humano Nova Flu, Ex 380 nm, Em 527 nm Precipitagcdo de 39

Pack C1s proteina
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1.2
Derivados da B-carbolina

Nos paises em desenvolvimento, uma boa parte da populagéo ainda usa a
medicina tradicional para satisfazer as suas necessidades de saude, e neste
contexto as plantas medicinais ainda constituem um material basico para a
pesquisa farmacolégica e para o desenvolvimento de novas drogas.

Harmane, harmine, harmol, harmaline, harmalol e norharmane s&o
alcaloides que pertencem a familia das p-carbolinas. Suas estruturas quimicas
(Figura 4) estdo relacionadas com as estruturas das aminas aromaticas
heterociclicas, que sao identificadas como produtos da pirélise de aminoacidos e
proteinas contidas em carne ou peixe cozidos, por exemplo. O harmane,
especificamente, € um dos principais produtos obtidos da pirdlise do D,L-
triptofano.*® Além disso, o harmane também é um dos produtos da oxidagdo de
uma outra B-carbolina, o 1-metil-tetrahidro-p-carbolina, a qual é formada no
organismo apos a ingestao de alcool, sendo maior a sua concentragao durante o
periodo de ressaca.*’ O harmane e o norharmane também sdo constituintes
normais do corpo e sao produzidos in vivo pela ciclizagdo de alquilaminas-
inddlicas com aldeidos (vide exemplo do harmane na Figura 5) ocorrendo na
maioria dos tecidos animais e humanos. *?

O harmane, harmine, harmol, harmaline, harmalol e o norharmane estao
presentes em varias plantas medicinais, tais como a Grewia bicolor, a Tribulus
terrestris, a Passiflora incarnata e principalmente a Peganum harmala L.***, a
qual contém cerca de 55,5 mg de harmine por grama de extrato seco da planta.
As sementes da Peganum harmala L., em pequenas doses (25 — 50 mg), agem
como estimulantes terapéuticos cerebrais brandos, algumas vezes provocando
sono durante um periodo de 1-2 horas. Em doses maiores (acima de 750 mg) os

efeitos sdo alucinégenos, podendo até mesmo causar paralisia.*®
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Figura 4: Estruturas dos derivados da B-carbolina: harmane (a); harmine (b);

harmol (c); harmalol (d); harmaline (e); norharmane (f)
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Figura 5: Biossintese do harmane

O harmane tem acgéao direta no sistema nervoso central, sendo classificado
no grupo de drogas ditas alucinégenas. E encontrado no tabaco, em alimentos
grelhados, bebidas (vinho, uisque, cerveja) e em alguns grdos como o arroz e o

milho 47

O harmane tem varias atividades biolégicas, agindo como
antimicrobial, antioxidante, antimalarial e, potencialmente, como antiHIV*®® % e
no tratamento da epilepsia®

Devido a presenca destas substadncias em uma variedade de alimentos
como o arroz, o milho e carnes e peixes fritos ou grelhados (mais de 184 ng g™),
em bebidas como o vinho, a cerveja e o uisque (acima de 42 ug mL™") e em
cigarros (mais de 14,1 pg g' de tabaco), eles sdo considerados como
contaminantes comuns da dieta diaria das pessoas.*®*"*'. Apés exposicdo aos
mesmos, eles podem ser encontrados e quantificados em urina (em niveis de
97,7 a 259 ng em um volume total de amostra coletada em 24 horas) e em
sangue humanos. Acredita-se que a sua presenga no sangue possa ser
originada da condensacdo da triptamina e do acetaldeido.*® Embora pouco se
saiba sobre o mecanismo de transporte destas p-carbolinas ao longo da
membrana celular, o seu nivel de fototoxidade tem uma relacdo direta com a
permeabilidade da droga na membrana.®

Poindexter Jr. e Carpenter (1962) isolaram o harmane e o norharmane do
tabaco e de sua fumaga. Estudos quantitativos mostraram que na fumaga do
cigarro existem, em média, 15 ug de harmane por grama de cigarro fumado.

Como o tabaco por si s6 contém somente cerca de 1% deste total de harmane
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encontrado na fumaga, a formacdo do harmane por pirdlise do triptofano foi
sugerida.

Também foi demonstrado que o harmane e o harmine podem interagir,
direta ou indiretamente, com o DNA de bactérias e de células de mamiferos,
inibindo enzimas do DNA e impedindo a sua replicagao, além de formar novas
espécies mutagénicas e até mesmo reparar os defeitos do DNA.>*%°

O harmane também é responsavel por uma doenga denominada Tremor
Essencial (Essential tremor), que € uma desordem neurolégica complexa dos
movimentos, provocando tremores involuntarios que normalmente atingem as
maos, mas que também podem afetar a cabeca, a face, o maxilar, a lingua, a
voz, as pernas e os pés. Esta doenga atinge mais de dez milhdes de pessoas
nos Estados Unidos e é considerada até mais comum que o mal de Parkinson, o
qual além do tremor, também causa lentiddo dos movimentos. Um estudo em
pacientes com esta doencga, mostrou que os niveis de harmane eram duas vezes
maiores no sangue de pacientes humanos se comparados com o sangue de
animais, sugerindo que pacientes cronicamente expostos a altos niveis de
harmane em suas dietas, metabolizam este alcaloide de forma diferente ou
simplesmente produzem maior quantidade deste.”*®%":%8

O estudo de suas propriedades anticancerigeras mostrou que a presenga
de harmane na dieta de macacos provocou altera¢cdes das células malignas,
principalmente no figado e no rim*’. Um outro estudo, também em macacos,
mostrou que o harmine teve um efeito moderado contra um tipo de cancer no
pulmé&o.*®

Conforme ja foi mencionado, o harmine constitui um dos principais
metabdlitos do harmane. Cerca de 13% do harmane administrado oralmente por
ratos, é transformado em harmine (determinacao feita em sangue por HPLC). O
aparecimento de harmine no sangue apds a administragdo oral de harmane
sugere que este sofre prioritariamente uma biotransformacao hepatica ao invés
de entrar diretamente na circulagdo sanguinea. Baseando-se neste e em outros
estudos, uma rota metabdlica destas substéncias é mostrada na Figura 6. O
harmane, uma vez absorvido pelo corpo, sofre um primeiro passo do
metabolismo pelo citocromo P-450 no figado, produzindo o metabdlito 7-hidroxil,
o qual é metilado para gerar o harmine. Uma por¢ao deste harmine entra na
circulacdo sanguinea, enquanto que uma outra porgéo € catalisada pela enzima
P-450 para hidroxilagdo ou eliminagao na bilis. Uma vez que a metilagéo do 7-
hidroxi-harmane aumenta a lipofilicidade, o harmine pode ser mais

favoravelmente distribuido pelos tecidos do corpo.*®
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Figura 6: Rota metabdlica proposta para o harmane e o harmine

Com o objetivo de ajudar nas pesquisas relacionadas a atividade antiHIV
do harmane, Kusurkar e Goswami®® mostraram um método para sintese de
harmane e seus derivados através de uma reacdo de heterociclizacdo do
monoazahexatrieno.

Kartal et al®*

, estudaram o efeito do harmane e do harmine em ratos com
sindrome de abstinéncia de morfina. Os autores verificaram que o harmane
apresentou resultados positivos, atenuando inclusive, os sintomas de tremedeira
nas pernas e nos dentes. Como as doses de harmane e harmine utilizadas em
ratos ndo dependentes de morfina ndo produziram nenhum efeito significativo
em suas atividades motoras, os efeitos benéficos destes agentes nos sinais de
sindrome de abstinéncia de morfina ndo estao relacionados com outros efeitos
farmacolodgicos destas drogas tais como sedagdo, excitacdo ou relaxamento
muscular.

A doencga de Chagas é um sério problema de saide em paises Latino
Americanos, onde mais de 20 milhdes de pessoas ja foram infectadas com o
Trypanosoma cruzi, um parasita protozoario que causa esta doenca. Os indices
de mortalidade chegam a 8-12%, dependendo da idade e do estado fisiolégico
do paciente. Nifurtimox e benzinidazole, as drogas mais utilizadas para este
tratamento, tém mostrado muitos efeitos colaterais em 40 - 70% dos pacientes,

obrigando-os a parar com o tratamento. Além disso, nifurtimox nao tem sido mais
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usado em diversos paises por causa de sua toxicidade e ineficacia em alguns
estagios da doencga de Chagas. Por isso, varias substancias quimicas naturais e
sintéticas tém sido estudadas. Entre estas substancias, estdo os alcaloides B-
carbolinas, que se mostraram ativos contra as espécies Trypanosoma (in vitro), o
que pode ser devido principalmente a interagbes com o metabolismo do DNA

destes parasitas por causa da estrutura planar destas moléculas.®

1.2.1
Métodos para determinagéo de B-carbolinas

Cheng e Mitchelson (1997)%® estudaram a separacdo de uma mistura de
seis derivados da B-carbolina (harmane, norharmane, harmine, harmaline,
harmol e harmalol) usando cromatografia eletrocinética micelar com detecgao
por absorcdo UV, com completa resolugao dos picos em 14 min de corrida.

Zheng et al (2000)** desenvolveram um método analitico para determinar
niveis de harmane e harmine no sangue. Para tal, sangue humano foi extraido
com acetato de etila e éter metil-t-butilico (2:98, v/v) em meio alcalino. Apds
evaporacao do solvente organico, as amostras foram reconstituidas em metanol
e em seguida fracionadas em uma coluna C-18 com fase moével isocratica
consistindo de tamp&o de fosfato de potassio (pH 6,5) e metanol (30:70 v/v). A
deteccao foi feita por medi¢cao de fluorescéncia. O método alcangou limites de
detecgdo de 206 e 81 pg mL™ de harmane e harmine, respectivamente, em 10
mL de sangue humano. A precisdo (CV) do método foi de 6,7% e 3,4%, para o
harmane e o harmine, respectivamente. Apesar do método se mostrar
reprodutivel e util para estudos de toxicidade das B-carbolinas, o tempo gasto na
extragao feita na coluna C-18 é inconveniente.

Com o objetivo de determinar niveis farmacologicos de harmane e harmine
em tecidos do cérebro, no fluido da espinha e em plasma sanguineo, Moncrieff
(1989) ® usou cromatografia liquida (HPLC) de fase reversa seguida de
deteccgao por fluorimetria. O autor concluiu que niveis mais altos das substancias
podem ser encontrados preferencialmente em uma area especifica do cérebro, o
que pode ser devido ndo s a fontes externas, mas também a uma produgao
enddgena.

B-carbolinas presentes em plaquetas humanas foram extraidas com éter
dietilico e depois identificadas por fluorimetria, cromatografia gasosa (CG) e
espectrometria de massa (MS). Neste estudo feito por Bidder et al (1979)%, o

harmane foi a Unica substancia do grupo das B-carbolinas inequivocamente
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identificado em amostras de plaquetas com estas técnicas. E ja que o harmane é
também biossintetizado pela condensacgao da triptamina e do acetaldeido, sua
formagdo pode ser de grande importdncia no metabolismo e nas acoes
farmacoldgicas e toxicas do alcool.

Kartal, Altun e Kurucu (2003)* também utilizaram a cromatografia liquida e
a espectrofotometria para a separacao e a determinacdo de algumas pB-
carbolinas, entre elas o harmine, em sementes da Peganum harmala L. A
separacgao foi feita usando uma coluna (Metasil ODS) de elui¢do isocratica com
alcool isopropilico:acetonitrila:agua:acido férmico (100:100:300:0,3 v/viviv) e o
pH foi ajustado a 8,6 com trietilamina. Detecc¢ao espectrofotométrica foi realizada
em 330 nm.

Outra abordagem, baseada na adicdo continua de reagente, também foi
utilizada para a determinagao de alcaloides alucindégenos, tais como o harmane
e o harmine, através da medigdo da quimioluminescéncia produzida na reacao
com o sistema bis(2,4-dinitrofenil)oxalato e peroxido de hidrogénio. Os dados
cinéticos (intensidade relativa da quimioluminescéncia versus tempo) e o sinal
quimioluminescente foram monitorados do inicio ao fim da reagao. Para mostrar
a aplicabilidade da técnica, os autores (Cepas et al, 1995) determinaram estas
substancias em amostras de plasma e os resultados foram satisfatérios e
seletivos, segundo os autores.®’

Martin et al (2003)°® utilizaram a cromatografia eletrocinética micelar como
um metodo alternativo para separar e determinar derivados da B-carbolina. Eles
mostraram a existéncia de complexos entre ciclodextrinas (CD), no caso j-
ciclodextrinas, a hidroxipropil-p-ciclodextrina e o harmane e o harmine. A
existéncia destes complexos foi mostrada por mudancas produzidas por
espectros NMR, IR e UV-vis. Os autores concluiram que as ciclodextrinas
possuem um papel importante nas técnicas de separacao para discriminagao
destes alcaloides. A diferenciagdo é baseada em intera¢des entre as moléculas
hospedes (B-carbolinas) e as hospedeiras (CD). Apesar das técnicas de NMR
terem sido melhores para o estudo de interagdes entre as moléculas hospedes e
as hospedeiras, outras técnicas espectroscopicas possibilitaram o exame das
interacdes.

Norharmane, harmane e harmine diferem-se em um grupo metil
posicionado no C-1 e em um grupo metdxi no C-7 no anel da B-carbolina. Por
isso, Ledn et al (2008)* consideraram estas estruturas como 6timas para o

estudo da influéncia da CD na separacdo destes alcaloides por HPLC. A
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presenca de CD na fase movel altera o equilibrio cromatografico e induz um
equilibrio quimico secundario associado a separacdo por HPLC. Duas fases
estacionarias foram utilizadas (metil e octadecil) com solu¢gdes aquosas de
metanol e etanol tamponadas como fases méveis. As concentragdes de o-metil-
B-ciclodextrina (DMB-CD) e 2,3,6-tri-o-metil-B-ciclodextrina (TMB-CD) variaram
de 0 a 1,7 x 102 mol L. O aumento da concentracdo de CDs na fase movel
reduziu o tempo de retencao e as mudancas observadas nos fatores de retencao
permitem a determinacdo de constantes de associacdo aparentes de
alcaloide/CD, cuja magnitude ¢ influenciada nao sé pelas propriedades quimicas
e estruturais das moléculas hdspedes, mas também pela composicdo da fase
movel.

Bahram Hemmateenejad et al. (2006)"° usaram a técnica de PLS (minimos
quadrados parciais) para a determinacdo espectrofotométrica simultanea de
harmine, harmane, harmalol e harmaline em sementes de Peganum harmala L,
mostrando que as quantidades destas B-carbolinas nas sementes foram de
1,84%, 0,16%, 3,90% e 0,25%, respectivamente.

Lourdes Agiii et al (2007)"!, desenvolveram um método para a separagao
e quantificacao de p-carbolinas em alimentos e bebidas por HPLC com detecgao
eletroquimica com eletrodos feitos com nanotubos de carbono. O método foi
aplicado na analise de amostras de cerveja, café e queijos, nos quais foram
feitas fortificagbes com B-carbolinas em niveis de concentragéo correspondentes
aos que podem ser encontrados nas respectivas amostras.

Marques et al. desenvolveram um método analitico baseado na
Fosforimetria na Temperatura Ambiente usando Substrato Sélido (SSRTP) para
a determinagao de harmane na temperatura ambiente, avaliando o seu potencial
uso analitico. O papel de filtro ou cromatografico foi utilizado para inducédo de
fosforescéncia conjuntamente com o uso do efeito externo de ions de atomos
pesados (AgNO; e TINOs;), permitindo limites de deteccdo de 0,12 e 2,4 ng
quando do uso de AgNO; e TINOs, respectivamente como indutores de
fosforescéncia. Faixas de resposta linear se estendendo até 456 ng (AgNOs) e
até 911 ng (TINO;) foram obtidas. Desvios padrbes relativos de cerca de 3%
foram observados em substratos contendo 46 ng de harmane e taxas de
recuperacdo em torno de 100% foram obtidas para determinacbes em
medicamento simulado e em urina enriquecida. Maiores detalhes deste trabalho
podem ser visto no artigo publicado, conforme referéncia 2. Estudos similares de

SSRTP com harmine também foram feitos por Marques et al.”
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Marques et al. (1999)" usaram micelas neutras, anidnicas e catidnicas
como uma imitagdo da membrana biolégica. A técnica espectrométrica de
luminescéncia resolvida no tempo em matrizes a 77 K e métodos de calculos de
orbitais moleculares (PM3-MOPAC/93 e HAM/3-Cl) foram utilizados para
otimizagdo geométrica e calculos das energias de excitagao, foram utilizados. Os
surfactantes utilizados foram o Triton X-100 (neutro), o dodecil sulfato de litio
(anibénico), e o brometo de hexadecil-trimetilamonio (catibnico). Em meio micelar
(neutro, aniénico e catidénico), o harmane desprotonado penetra no interior da
micela permanecendo na regido aquosa. Estes estudos mostraram que uma
estrutura micelar bem definida € mantida em 77 K e os resultados obtidos foram
usados como meios diretos para caracterizagdo de quais espécies sao soluveis
no interior da micela e quais realmente permanecem e agem na regido na célula.
As observacgbes deste trabalho foram uteis para o entendimento do transporte
das drogas através da membrana e em especial, da acdo farmacoldgica do
harmane em nivel molecular.

Olba et al. (1987)” investigaram a fosforescéncia por polarizacdo e por
tempo de vida do harmane em éter etilico-isopentano-etanol (5:5:2 v/v) e em
metil-ciclohexano (MC) a 77 K, com o objetivo de caracterizar o estado tripleto
responsavel pela fosforescéncia, assim como elucidar qualitativamente a
importancia dos efeitos de acoplamento de spin em relagdo aos mecanismos do

processo de fosforescéncia.
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