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Camptotecina, irinotecana, topotecana — Desenvolvimento
de métodos e resultados

4.1
Informacdes preliminares

Métodos analiticos para a camptotecina (CPT) e seus derivados, a
irinotecana (CPT-11) e a topotecana (TPT), foram desenvolvidos. Estes
alcaloides pertencem a um grupo de farmacos cuja importancia na area médica
foi recentemente demonstrada. Suas formulagdes farmacéuticas sao
relativamente novas no mercado e, por causa disso, poucos métodos analiticos
sdo descritos na literatura para a determinagéo dessas substancias. A grande
parte dos métodos analiticos se restringe ao uso do HPLC. Sendo assim, dois
meétodos espectrofluorimétricos, um deles baseado na derivagdo fotoquimica
com radiagcao UV, foram desenvolvidos para detectar e quantificar seletivamente
o CPT em misturas contendo CPT-11 ou TPT. Os métodos
espectrofluorimétricos propostos podem servir de alternativa aos métodos
baseados em HPLC, permitindo uma deteccdo simples, rapida e barata de
contaminagcbes de CPT em formulagbes farmacéuticas cujo principio ativo é a
irinotecana ou a topotecana. Adicionalmente, foi desenvolvido um método
baseado na cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), com deteccdo por
fotometria de absor¢ao, para a quantificagdo simultdnea dos trés alcaloides.

O detalhamento das pesquisas envolvendo o CPT e derivados € mostrado

nas secoes abaixo.

4.2
Método espectrofluorimétrico para determinacao de CPT

4.2.1
Estudo das caracteristicas fluorescentes do CPT e de seus derivados

A fluorescéncia do CPT e de seus derivados (CPT-11 e TPT) esta

associada a conjugagado do anel quinolénico na estrutura dessas moléculas.

|76

Para o CPT, estudos realizados por Posokhov et al”® mostraram que os

comprimentos de onda maximos de excitacdo (Aexc) € de emissao (Aem)
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fluorescente do CPT nao se deslocam em funcdo da troca de solvente,
independentemente da sua polaridade ou da capacidade de produzir ligacdes de
hidrogénio. No entanto, maiores intensidades fluorescentes foram alcangadas
em solventes mais polares (efeito hipercrOmico). Partindo dessas informacdes e
sabendo-se que o CPT é insoluvel em agua, escolheu-se como solvente para
medicdo de fluorescéncia, solugdo aquosa contendo 30% em volume, de
metanol. Desta forma, foi garantida a total solubilizagdo do CPT no sistema de
solventes. A solubilidade do TPT e do CPT-11 nesse sistema de solventes nao &
problematica, pois estes se apresentam na forma de cloridratos solUveis em
agua, inclusive nas formulagdes farmacéuticas.

O CPT ¢é um acido fraco e seu anel lactdénico pode ser facilmente aberto
por hidrélise, promovendo a formacdo do grupo carboxilato. Apesar disto, a
fluorescéncia do CPT é bastante intensa e constante ao longo de toda a faixa de
valores de pH compreendidos entre 3 e 12 (ajustada através da utilizagdo de
tampao Britton-Robinson), como pode ser visto na Figura 19. O comportamento
da fluorescéncia do CPT-11 em funcgao do pH é similar ao do CPT, no entanto, a
intensidade do CPT é cerca de duas a cinco vezes menor (dependendo do pH)
do que a emitida pelo CPT-11 (Figura 19). Em contrapartida, a fluorescéncia do
TPT é consideravelmente menos intensa e € muito dependente do valor pH da
solugdo, tendo maiores valores no intervalo de pH entre 6 e 10 (detalhe na
Figura 19). Em todos os casos, as bandas de fluorescéncia do CPT e de seus
derivados tém o mesmo perfil, com Agy € Aoy respectivamente em 368 e 440 nm
(Figura 20). Em tal situacao, nao se pode identificar uma condi¢ao seletiva para
a determinacao espectrofluorimétrica do CPT, sem a prévia separacao deste do
CPT-11 ou do TPT.
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Figura 19: Influéncia do pH na intensidade fluorescente do CPT (1x 10°® mol L'1) e

de seus derivados (1x 10° mol L™).
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Figura 20: (a) Espectros de excitagdo e emissao fluorescente do CPT, CPT-11 e

TPT, todos a 1 x 10° mol L™ e em pH original de suas solugdes aquosas.

Uma vez que houve tendéncia decrescente para o sinal fluorescente do
CPT-11 e do TPT em pH basico, foi realizado um estudo para avaliar a
fluorescéncia do CPT e dos derivados em solugcdes fortemente alcalinas

(solugdes contendo diferentes concentragées de NaOH). Observou-se que na
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medida em que a concentragdo de NaOH foi aumentada, ocorreram
modificacbes acentuadas no perfil fluorescente do CPT-11. Mais
especificamente, em solugdes contendo concentracdes de NaOH entre 1 e 2 mol
L™ houve deslocamentos nNo Aec de 368 nm para cerca de 410 nm (Figura 20a -
espectros 1 € 3) e no Ay de 440 nm para cerca de 560 nm (Figura 20b -
espectros 1 e 3). Em contrapartida, nestas mesmas condigdes (em NaOH 1,0
mol L), os comprimentos de onda méaximos do CPT nao foram alterados e, em
termos da intensidade de sinal, quando comparada com a fluorescéncia obtida
no pH original (pH 6) de suas solugbes aquosas, uma diminuicdo da
fluorescéncia desse composto foi observada no meio aquoso fortemente alcalino
(Figura 20a e b — espectros 2 e 4). Apesar disso, a fluorescéncia do CPT ainda
foi significativa para permitir quantificacdo sensivel deste composto, como
veremos nas secbes seguintes. No caso do TPT, sua fluorescéncia continuou
praticamente nula nas solugdes fortemente alcalinas.
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Figura 21: Influéncia do NaOH 1,0 mol L usado como solvente para CPT, CPT-11
e TPT (todos a 1 x 10® mol L'1) no perfil dos espectros de (a) excitagdo e (b)

emissao fluorescentes destes analitos.
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Assim, os estudos em meio alcalino indicaram que um simples ajuste da
concentragao de NaOH das solugdes de trabalho pode propiciar a eliminacao de
interferéncias espectrais do CPT-11 sobre a fluorescéncia do CPT, se as
diferencas na posicao das bandas espectrais do CPT em relacdo ao CPT-11
fossem adequadamente exploradas. No caso do TPT, a situagdo é
aparentemente mais simples, pois o sinal dessa substancia é totalmente
eliminado no meio fortemente alcalino, permitindo apenas a observag¢ao do sinal
do CPT. No entanto, uma vez que houve uma forte tendéncia decrescente no
sinal do CPT conforme a concentragdo da solugdo de NaOH era aumentada, o
sucesso do desenvolvimento de um método de analise dependeria da viabilidade
de se encontrar um intervalo de concentracdo de NaOH no qual o sinal do CPT
permanecesse constante, produzindo condigdes robustas para o ajuste desse
parametro. Tal situacao foi observada no intervalo de concentracdo de NaOH
entre 0,95 e 1,05 mol L™, no indicando diferengas significativas na intensidade
da fluorescéncia do CPT, como mostrado no grafico da Figura 22 e nos
espectros na Figura 23. Assim sendo, o estudo indicou que ao se ajustar a
concentragdo de NaOH para 1,0 mol L™ e ao se usar as estratégias de varredura
que tirem proveito dos valores diferentes para os maximos de emissdo do CPT
(440 nm) e do CPT-11 (560 nm), potencialmente se teria condigbes para
determinacdo seletiva de CPT. No entanto, a viabilidade desse procedimento
analitico ainda dependeria dos resultados dos testes de interferéncia, da
avaliagdo dos parametros analiticos de mérito e da avaliagdo da incerteza
associada a medi¢cdo da fluorescéncia do CPT em tais condi¢gbes. Tais

avaliacdes séo descritas a seguir.
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Figura 22: Influéncia da concentragao de NaOH na intensidade tluorescente do

CPT.
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Figura 23: Espectros de emissdo e excitagdo fluorescentes do CPT em trés

diferentes concentracbes de solucdo de NaOH.

4.2.1.1
Testes de interferéncia

Testes de interferéncia para avaliar a viabilidade da determinacao seletiva
do CPT foram realizados com misturas sintéticas (em solu¢gao aquosa de NaOH
1,0 mol L'“) contendo diferentes razdes molares de CPT/derivado. Para misturas
CPT/TPT, varreduras sincronizadas com AA = 82 nm (diferenca entre os valores
Aexe (368 nm) e Aen (450 nm) do CPT), foram utilizadas. Nas misturas
CPT/CPT-11, foi usada a derivagdo de segunda ordem dos espectros de
excitagdo, no qual um comprimento de onda isodiferencial (As,), onde a
contribuicdo do sinal do CPT-11 foi nula, foi encontrado em 267 nm, ajudando a
minimizar os efeitos do sinal fluorescente do CPT-11 no CPT. A derivagao dos
espectros de emissdo ndo indicou a presenga de um As adequado, isso
provavelmente foi causado pela longa cauda da banda de emissdo do CPT-11

que se estendeu ao longo da regido espectral da fluorescéncia do CPT.
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Na Tabela 4, as razdes entre a fluorescéncia obtida de uma solucao
padrdo de CPT (2 x 107 mol L") e a fluorescéncia de misturas contendo
CPT (2 x 107 mol L") e quantidades crescentes de CPT-11 (Icpr/lcpr-11) ou TPT
(Icpt/ltpT) 80 mostradas. Razdes com valores de 0,95 a 1,08 indicaram que nao
ha nenhuma interferéncia significativa do CPT-11 ou do TPT no sinal
fluorescente medido para o CPT. Razdes com valores significativamente mais
baixos do que a unidade, implicaram em interferéncia espectral sobre o sinal do
CPT.

Os resultados da Tabela 4 mostraram que n&o foram encontradas
interferéncias na fluorescéncia do CPT em misturas contendo até 50 vezes mais
TPT (CPT:TPT, 1:50). Nesse caso, a medicao de sinal do espectro de varredura
sincronizada foi feita em 368 nm (Figura 24). Interferéncia espectral na mistura
(CPT:TPT, 1:100) é denunciada pelo valor Icpt/ltpr igual a 0,72. Ja no caso das
misturas que continham CPT-11, o sinal medido em 267 nm do espectro de
excitagdo derivado em segunda ordem permitiu a contribuicdo nula do CPT-11
no sinal do CPT em misturas contendo concentracbes com até dez vezes mais
do interferente (CPT.CPT-11, 1:10). Esse fato pode ser visualizado nos
espectros de fluorescéncia de segunda derivacdo do CPT e das misturas
CPT:CPT-11 (Figura 25), demonstrando a viabilidade de utilizar estas condi¢des
para desenvolver o método analitico espectrofluorimétrico. Em misturas
CPT:CPT-11, 1:50 a interferéncia espectral é grande e praticamente encobre a
contribuicdo do sinal do CPT, como pbéde ser constatado pelo valor lcpt/lcpr.11
igual a 0,08.

Um resumo das condicbes experimentais selecionadas para a
determinagao espectrofluorimétrica do CPT em misturas

com CPT-11 ou com TPT é mostrado na Tabela 5.
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Tabela 4: Estudos de interferéncia na fluorescéncia do CPT

CPT/CPT1-1 1 Proporgéao lept/lcproa1t
(mol L)
2x107/2x 107 1:1 1,08
2x107/4 x 107 1:2 1,06
2x1071 x10°® 1:5 0,95
2x107/2x10° 1:10 1,05
2x1071 x10° 1:50 0,08
CPT/TI?T Proporc&o [P —
(mol L)
2x107/1x10° 1:50 1,04
2x107/2x10° 1:100 0,72

? Icpt/lcpt-11 — Razéo entre a fluorescéncia medida em uma solugéo padrio de camptotecina

e a fluorescéncia medida em uma mistura contendo camptotecina e irinotecana. Fluorescéncia

medida em Aiso = 267 nm

® |cpr/lter - RazAo entre a fluorescéncia medida em uma solugéo padrdo de camptotecina e a

fluorescéncia medida em uma mistura contendo camptotecina e topotecana. Fluorescéncia medida

em 368 nm apds varredura sincronizada (AA = 80 nm)
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Figura 24: Espectro de varredura sincronizada (AL = 82 nm) da fluorescéncia de
(@) CPT 2 x 10”7 mol L™"; (b) mistura de CPT:TPT 2 x 107: 2 x 10° mol L™ e (c)
mistura de CPT:TPT 2x 107: 1 x 10”° mol L
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Figura 25: Espectro fluorescente de segunda ordem do CPT 1 x 10® mol L™ e da
mistura CPT:CPT-11: a) branco; b) 1 x 10%: 0 mol L™; ¢) 1 x 10% 2 x 10° mol L™;

d)1x10%5x10°mol L™; e) 1x10°% 0,1 x 10° mol L™; f) 1 x 10 0,5 x 10™° mol
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Tabela 5: Resumo das condigbes experimentais selecionadas para a determinagéo

espectrofluorimétrica do CPT em misturas com CPT-11 ou com TPT.

Derivados TPT CPT-11
Proporgdo maxima 1:50 1:10
CPT:derivado
Solvente Solugao aquosa de Solugao aquosa de
NaOH 1,0 mol L NaOH 1,0 mol L™
A (nm) 368* 267
Tipo de varredura sincronizada (AA = 82 nm) 22 derivagao do espectro de
excitacao
*xiso
4.2.1.2

Parametros analiticos de mérito do método espectrofluorimétrico
parao CPT

Parametros analiticos de mérito para o CPT foram obtidos nas duas
condigcbes estabelecidas para a sua determinagao fluorimétrica na presenca de

CPT-11 ou na presenca de TPT (indicados na Tabela 5).
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Para a obtencéo dos parametros relacionados com a resposta linear, trés
curvas analiticas foram construidas para cada uma das duas condicoes
experimentais. Cada ponto das curvas foi o resultado médio de trés medigdes de
fluorescéncia. As curvas (Figura 26) foram construidas em funcdo da
concentragao de solucdo de CPT e a melhor reta entre os pontos experimentais
foi tracada pelo método dos minimos quadrados com a ajuda do programa Origin
6.0. O comportamento homoscedastico foi confirmado nas duas situagdes
através dos graficos de residuos (Figura 27).

No caso do CPT nas condi¢des otimizadas para a sua determinagido na
presenca de CPT-11, verificou-se uma faixa linear (r* = 0,9972) que se estendeu
até a concentracdo de 1 x 10° mol L™ (Figura 26a). Ja nas condicdes otimizadas
para a determinacao de CPT na presencga de TPT, observou-se uma faixa linear
(r* = 0,9991) que vai até a concentracdo de 5 x 10° mol L™ de CPT (Figura 26b).

A precisao das medicdes foi avaliada pelo ensaio de repetitilidade, que
avalia o grau de concordancia entre os resultados de medi¢cbes sucessivas
efetuadas em uma mesma amostra sob as mesmas condigbes (mesmo
instrumento, mesmo operador)®®®'. O valor de precisdo foi expresso através do
célculo do desvio padrao relativo (RSD), para o qual foram usadas solu¢des de
CPT (em NaOH 1 mol L™") na concentracdo de 5 x 107 mol L™, cujos valores de
fluorescéncia foram lidos por 6 vezes consecutivas. Os resultados, que variaram
entre 3,17% e 3,88%, sdo mostrados na Tabela 6.

A detectabilidade dos métodos desenvolvidos foi avaliada pelas
estimativas dos limites de detecc¢ao (LD) e dos limites de quantificagdo (LQ). O
LD foi determinado através de 10 leituras da solugdo de menor concentracao de
CPT na curva analitica (menor concentragdo que pode ser analisada), e o desvio
padréao (sp) destas 10 medigdes multiplicado por trés. Para o LQ, este mesmo
desvio padrao (sp) das medigdes foi multiplicado por 10.

Conforme indicado na Tabela 6, os valores de LD e de LQ para o CPT nas
duas condi¢des experimentais foram bastante similares (na mesma ordem de

grandeza).
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Figura 26: Curvas analiticas para o CPT em NaOH 1,0 mol L" obedecendo as
condi¢des para determinagao seletiva: (a) Espectros de 22 derivada (quando CPT-
11 esta presente); (b) Espectros de varredura sincronizada (quando TPT esta
presente).
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Figura 27: Graficos de residuos para as determinagdes fluorimétricas de CPT em
NaOH 1,0 mol L™ através da (a) 22 derivacao do espectro de excitagao (CPT na

presenca de CPT-11) e da (b) varredura sincronizada (CPT na presencga de TPT).
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Tabela 6: Parametros analiticos de mérito encontrados para o CPT em condi¢des

otimizadas para a sua determinacao na presenca de CPT-11 ou de TPT.

Condigdes da medigao Espectro de segunda derivada Espectro sincronizado
(quando CPT-11 esta presente) (quando TPT estéa presente)
A 267 nm* 368 nm"
Equacéo da curva y=3,43x10"X + 0,54 y=4,20x10"X + 5,84
R? 0,9972 0,9991
Precis&o® 3,17% 3,88%
Limite de detecgao® 2,9x 10 mol L 2,3x10%mol L
(3sp)
Limite de($gar;tificagéod 9,7 x 10 mol L 7,5x 10 mol L
Sb

PUC-RiIo - Certificacé@o Digital N° 0510428/CA

@ comprimento de onda isodiferencial (Aiso).

b Espectro sincronizado com A\ = 82 nm.

° Preciséo calculada pela repetitividade tendo o CPT na concentragdo de 5 x 107 mol L™

¢ Limite de detecgdo e limite de quantificagdo baseados no desvio padréo (Sp) de 10 leituras da
menor concentracdo de CPT que se consegue medir na curva analitica. Este s, € multiplicado por

3 parao LD e por 10 para o LQ.

4.2.1.3
Calculo da incerteza associada a medicao da fluorescéncia da CPT

Fontes relevantes para a incerteza associada a medigao de fluorescéncia
do CPT sob as condi¢cdes seletivas estabelecidas no presente trabalho foram
divididas em quatro diferentes grupos principais: i) repetitividade (u;), ii)
reprodutibilidade (ug), iii) curva analitica (Ucna), € iv) preparagdo de solugdes
(us). A definicao detalhada de cada um desses grupos € discutida no Capitulo 6.

O valor de u, foi avaliado pela variagdo estatistica de medigdes
sequenciais de fluorescéncia (n = 10) de uma solugdo padrdo de CPT 5,0 x 107
mol L' para as duas condigbes estabelecidas (em A = 368 nm, utilizando
espectros sincronizados e em A5, = 267 nm, utilizando os espectros de segunda
derivada). O valor de ug foi obtido a partir da realizacdo das medigdes feitas por
dois analistas diferentes, onde cada um obteve um conjunto de 10 medigdes de
solugdes de CPT 5 x 107 mol L. A incerteza associada ao preparo de solucdes
(us), levou em consideragdo as etapas e as incertezas dos aparatos usados na
preparacdo das solugdes de CPT 5 x107 mol L™ por ajuste de massa. A fim de
se obter a Ucuna, a fluorescéncia de cada um dos padrées de CPT (de 2 x 107 a
5 x 10° mol L") da curva analitica foi medida em ftriplicata. A incerteza

combinada (u.) foi obtida pela soma quadratica destas quatro contribuicdes:
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Ue = (U2 + UR? + Uana® + Us2)"2. Finalmente, a incerteza expandida (U) foi dada
pelo produto de u. pelo fator de abrangéncia (k), que neste caso foi 2, a fim de
expressar a incerteza a um intervalo de confianca com nivel de probabilidade de
95,4%.

Os resultados para cada fonte de incerteza, assim como os valores das
incertezas combinada e expandida sdo indicados na Tabela 7. A incerteza
expandida (U) associada a medida de fluorescéncia de um padrdo de
CPT 5 x 107 mol L foi de 6,94 x 10® mol L™ (com Liso = 267 nm e espectro de
segunda derivada) e igual a 1,23 x 10® mol L' (com A = 368 nm, usando
espectro de varredura sincronizada). Esses valores equivalem respectivamente a

25 e 14% da concentragéo nominal do CPT (5 x 107" mol L™).

Tabela 7: Valores de incerteza calculados para o método fluorimétrico utilizado na
determinagdo de CPT (5 x 107 mol L™).

Espectro de segunda derivada Espectro sincronizado

(A=267 nm) (A=368 nm)

Fontes de incerteza Valor de incerteza Valor de incerteza
(mol L™ (mol L™

Repetitividade (u,) 9,29 x 10°° 5,60 x 10
Reprodutibilidade (ug) 9,31 x 10° 7,93 x 10
Curva analitica (Ugura) 1,44 x 107 5,37 x 10°®
Preparo da solugao (us)® 2,87 x 10°® 2,87 x10®
Incerteza combinada (u,) 3,47x10° 6,17 x 107
Incerteza expandida* (U) 6,94 x 10°® 1,23 x 107

@ preparados por massa de amostras, padrdes e solventes

4.2.1.4
Testes de recuperacao em formulagdes farmacéuticas e comparacao
com método analitico de referéncia

A viabilidade da aplicacdo dos métodos foi testada através de testes de
recuperacao em formulagdes farmacéuticas de CPT-11 e de TPT fortificados
com CPT para simular contaminacdo das formulagdes. Um método analitico,
baseado no uso do HPLC com detecgao por fluorescéncia, proposto por Guo et
al.* foi usado como referéncia. As condigdes experimentais do método de

referéncia foram indicadas na secdo 3.2.3. A titulo de ilustragcdo, os
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cromatogramas obtidos com o método de referéncia para as amostras de
medicamento contaminados e para a solugao padrao de CPT sdo mostrados na
Figura 28.

Amostras dos medicamentos Camptosar (cujo principio ativo € o CPT-11)
e Hycamtin (cujo principio ativo é o TPT) foram enriquecidas com uma
quantidade conhecida do CPT de modo que sua concentracao atingisse o valor
igual a 1 x 10® mol L. Para amostras de Camptosar, contendo 1 x 10 mol L
do CPT-11 e 1 x 10® mol L™ de CPT, a média de recuperagdo do CPT foi de
95% + 12% (n = 3) utilizando o método proposto e 104% + 7% (n = 3), utilizando
o método de referéncia (HPLC)*. Para amostras de Hycamtin, contendo 5 x 10
mol L™ de TPT e 1 x 10° mol L™ de CPT, a recuperacdo média da CPT foi de 91
+ 6% (n=3) usando o método espectrofluorimétrico proposto e 100 + 3% (n=3)
usando HPLC. Esses resultados sdo resumidos na Tabela 8.

Testes de hipoteses foram feitos e os valores para tcacuado fOram menores
que o valor de tuitico (2,228), indicando que nao se pode rejeitar a hipétese nula
(considerando um nivel de confianga de 95%). Portanto, ndo houve diferenga
significativa entre os resultados obtidos pela espectrofluorimetria e pelo método

cromatografico usado como referéncia.

Tabela 8: % de recuperagéo do CPT 1 x 10°® mol L™ (contaminante) adicionado aos
medicamentos Camptosar (CPT-11 como principio ativo) e Hycamtin (TPT como

principio ativo)

% Recuperacéo (n = 3)

Camptosar Hycamtin
Método fluorimétrico proposto 95+ 12 91+6

Método de referéncia (HPLC) 104 +7 100+ 3
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Figura 28: Cromatogramas obtidos por HPLC (detecgao por fluorescéncia) para o
(@) CPT 1 x 10° mol L™ e para o (b) CPT em formulagdo farmacéutica de TPT 5 x

10" mol L™ e (c) em formulacdo farmacéutica de CPT-11 1 x 10° mol L™.

4.2.2
Método espectrofluorimétrico para determinacdo de CPT apés
derivacao fotoquimica

4221
Estudo das caracteristicas fluorescentes da camptotecina e de seus
derivados apos irradiagdo com UV

Reacgdes fotoquimicas tém sido usadas para aumentar a luminescéncia de

varias substancias de interesse clinico e biolégico tais como anti-

117,118 119 120,121

hipertensivos , antimicrobiais' °, antidepressivos, e anti-inflamatérios
Tal procedimento pode gerar espécies fotoderivadas com eficiéncias quanticas
fluorescentes maiores que a das moléculas dos analitos originais, melhorando o
sinal analitico e, portanto, a sensibilidade das determinacdes. Além disso, pode
ocorrer também a queda ou a eliminacdo total dos sinais de potenciais
interferentes, quando misturas complexas sdo analisadas.'” A derivagdo

fotoquimica é um procedimento simples que evita o uso de agentes quimicos
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derivativos que s&do geralmente caros e que, muitas vezes contribuem com o
aumento do sinal de fundo.'?®

Conforme ja indicado, as caracteristicas fluorescentes do CPT, do TPT e
do CPT-11 s&o muito similares em solugdo aquosa na faixa de pH entre 2 e 12.
Uma das maneiras de se eliminar as interferéncias espectrais que impossibilitam
a determinacao seletiva do CPT é o recurso da derivagao fotoquimica. Assim, a
fluorescéncia dos trés alcaloides foi estudada apds 30 min de exposi¢cao de suas
solugdes a irradiacdao UV no reator fotoquimico. Para tal, solugcbes com pH
ajustados entre 2 e 12 (tampao Britton-Robinson) foram usadas. Os resultados,
mostrados na Figura 29, indicaram comportamentos similares aos obtidos com
as solugdes nédo-irradiadas dos alcaloides, com excegdo de uma diminui¢cdo
relativa da fluorescéncia do CPT e do CPT-11 na faixa de pH acima de 6. Nao
houve mudancgas nos valores de Aq € de Aem, Sendo esse par igual para todos
os alcaloides, independente do valor do pH da solugdo e da exposi¢ao prévia ao
uVv.

£ 200007
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Figura 29: Influéncia do pH e da irradiacdo UV em solugdes de CPT-11, CPT e
TPT (todas a 1 x 10° mol L™).
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Quando o mesmo tipo de estudo foi feito em solugbes muito alcalinas
(solugdes contendo NaOH), notou-se que a fluorescéncia do CPT sofreu um
processo de modificagado produzindo um derivado com maior eficiéncia quantica
fluorescente, cujo sinal foi quase dez vezes maior que o observado em solugéo
de NaOH 1 mol L nao irradiada. Estudos posteriores indicaram que esse sinal
fluorescente do CPT foi maximo no intervalo de exposi¢cao ao UV entre 20 e 40
min, como pode ser constatado na Figura 30. Além disso, ndo houve mudangas
significativas nos valores de Agy (368 Nnm) e de Ay (450 nm) do CPT em fungéo
do tempo de exposig¢ao ao UV (Figura 31).

Com relagdo ainda ao CPT, a influéncia do meio alcalino no sinal
fluorescente medido apds exposicdo ao UV foi estudada usando solucdes
contendo NaOH entre 0,5 e 2,0 mol L. Nesse caso foi verificada uma faixa

robusta de sinal maximo entre 1,0 e 2,0 mol L™" de NaOH (Figura 32).

240+
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40 45 50
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Intensidade de sinal liquido fluorescente

0 30 60 90 120 150

Tempo de exposi¢cado UV (min)

Figura 30: Influéncia do tempo de irradiagao UV no sinal fluorescente do CPT 5 x
10 mol L™
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Figura 31: Espectros de excitacdo e emissao fluorescentes do CPT 5 x 10 mol L
(em NaOH 1,0 mol L'1), apos diferentes tempos de irradiagdo UV, com medicdes

feitas em Aeye = 368 nm € Agy, = 450 nm.
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Figura 32: Influéncia da concentracdo de NaOH na intensidade fluorescente do

CPT (1x 10® mol L'1) apos 30 min de irradiacdo UV de suas solugdes.
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Em contrapartida, a fluorescéncia do CPT-11 (450/550 nm), que era
observada em meio fortemente alcalino, foi praticamente eliminada apés 30 min
de exposi¢ao ao UV, como pode ser observado na Figura 33, que mostra como o
sinal do CPT-11 se comporta apds permanéncia no reator fotoquimico no
intervalo entre 0 e 150 min. Com relagdo ao meio alcalino, o sinal do CPT-11 foi
completamente eliminado a partir da concentracdo de NaOH 0,9 mol L™, como
indicado na Figura 34. Estudos para caracterizar estes fotoprodutos sdo objetos
de estudos futuros.

Assim como nas solugdes alcalinas ndo irradiadas, as solucdes de TPT
previamente submetidas a irradiagdo UV também nao apresentam fluorescéncia

diferente da emitida pelo branco (Figura 34).
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Figura 33: Espectros de excitagio e emissao fluorescentes do CPT-11 1 x 10™° mol
L’ (em NaOH 1 mol L'1), apos diferentes tempos de irradiagao UV, com medig¢des

feitas em Aeye = 368 nm € Agy = 450 nm.
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Figura 34: Influéncia da concentragdo de NaOH na intensidade fluorescente do CPT-11
(1x 10° mol L) e do TPT (1x 10® mol L ™) apds 30 min de irradiacdo UV de suas

solugdes.

Esses estudos permitiram estabelecer condicbes de contorno para a
determinacido seletiva de CPT. Nesse caso, a exposicdo a radiacdo UV de
solugbes fortemente alcalinas promoveram a eliminagcdo de quaisquer
interferéncias espectrais do CPT-11 ou do TPT, dispensando, a principio, a
necessidade de se realizar varredura sincronizada ou derivagédo de ordem
superior dos espectros do CPT. Além disso obteve-se uma relevante
amplificacdo do sinal do CPT em relacao a solugcéo nao irradiada com UV.

Os espectros de excitagdo de emissao fluorescentes dos trés alcaloides
em solucdo de NaOH 1 mol L™ apés 30 min de exposicdo ao UV sdo mostrados
na Figura 35. Vale ressaltar que na Figura 34, os espectros obtidos para o CPT-

11 e para o TPT sao iguais aos da solugéo de branco.
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Figura 35: Espectro de excitagdo e emissao fluorescentes do (a) CPT (1x 10® mol L'1);
(b) CPT-11 (1 x 10 mol L'1) e (c) TPT (1 x 10® mol L'1) depois de 30 minutos de

irradiacao UV e em solugao aquosa de NaOH 1,0 mol L™

4222
Otimizacdo multivariada das condi¢cfes experimentais

A fim de otimizar as condicbes para a determinagao seletiva de CPT por
espectrofluorimetria apds derivagcdo fotoquimica, partiu-se dos estudos
univariados de concentragdo de NaOH e de tempo de exposicdo ao UV
realizados na secéo anterior. Assim, um planejamento experimental fatorial foi
usado para estabelecer a ordem de importancia dos fatores experimentais, para
verificar a existéncia de interacdo entre esses fatores e para realizar um ajuste
final das condi¢des para o método.

A maioria dos experimentos envolve varios fatores, os quais devem ser
otimizados e investigados. Sabendo-se disso, o planejamento experimental
estatistico (DOE — design of experiments) é uma ferramenta usada para conduzir
e planejar experimentos a fim de extrair o maximo de informacdes através do
menor numero de analises. A idéia basica do DOE ¢é a de elaborar um pequeno
conjunto de experimentos, em que todos os fatores pertinentes sado variados
sistematicamente. A anadlise estatistica posterior dos dados experimentais
resultantes (baseando-se na Anadlise de Varidncia, ANOVA) permite a
identificagdo das condigdes o6timas, dos fatores que mais influenciam os
resultados e da presenca de interagdes entre esses fatores. Neste trabalho, o

tipo de DOE aplicado foi o Planejamento Composto Central ou estrela. A grande
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vantagem de um planejamento estrela sobre um planejamento linear é que se

leva em consideragdo a curvatura do modelo sistema '** (

ou seja, as interagdes
quadraticas), fato especialmente importante quando se esta préximo do maximo
verdadeiro.

Um planejamento partindo de um sistema com duas variaveis (tempo UV e
concentracdo de NaOH) é do tipo 22, o que acarreta em um planejamento fatorial
em 4 niveis (na forma de um quadrado). Para ajustar melhor um possivel
comportamento quadratico, aumenta-se a quantidade de niveis no planejamento
(mais quatro niveis) girando o quadrado em 45° em relagdo a orientagdo de
partida. Esse procedimento dobra a quantidade de pontos, no entanto, além
desses, se acrescenta um ponto central (0,0) no sistema. Este planejamento
também é conhecido como planejamento de corpo central do tipo CCC (do
inglés, Central Composite Circumscribed design), pois os pontos acrescentados
se encontrariam sobre uma circunferéncia externa ao planejamento quadrado
original. A Figura 36 apresenta os pontos do planejamento do tipo CCC com 2
fatores.'®

Os pontos dos vértices do quadrado original no planejamento séao
codificados com o numero 1 (considerando o lado do quadrado com 2 unidades
de comprimento), e cujo sinal (+) varia em fungdo da posicao deste no eixo
cartesiano. Os pontos referentes aos vértices do quadrado deslocado em 45°,
sdo codificados como V2 por estarem a 1,414 unidade do ponto central, As
andlises foram feitas aleatoriamente, para evitar erros sistematicos, com uma
réplica para cada ponto dos vértices dos quadrados. Quatro replicas foram
medidas no ponto central do planejamento, para se estimar a varidncia
caracteristica do experimento. O programa utilizado para se efetuar o
planejamento completo dos dados bem como os calculos, foi o moddulo
“Experimental Design” do programa de estatistica Statistica 7.0 Statsoft. Com
este programa foi possivel aplicar o Planejamento Padrdo Box Hunter 2P
enquanto que para o modelo estatistico o tipo de erro escolhido para a ANOVA
foi o puro erro.

Os experimentos foram realizados conforme as condi¢des indicadas na
matriz do planejamento e os sinais fluorescentes obtidos para o CPT colocados
na Tabela 10.
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Figura 36: Pontos experimentais para o planejamento composto central para o caso de

dois fatores.

Tabela 9: Matriz do Planejamento Composto Central indicando niveis (codificados e nao-

codificados) e fatores

Nivel UV (min) [NaOH] mol L
1,414 44,14 1,35

1 40 1,25

0 30 1,00

-1 20 0,75
-1,414 15,86 0,65
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Tabela 10: Planilha elaborada no programa Statistica 7.0 para o planejamento composto
central, considerando os fatores concentragcdo de hidroxido de sédio e tempo de

exposicado UV na intensidade do sinal fluorescente da camptotecina.

UV (min) [NaOH]2m0I L’ Intensidade do s?;nal fluorescente
1 -1 -1 2700
2 1 -1 2333
3 -1 1 2800
4 1 1 2000
5 0 0 3733
6 0 0 3767
7 0 0 3633
8 0 0 3833
9 1,414 0 2300
10 0 1,414 2133
11 -1,414 0 3367
12 0 -1,414 1500

A partir dos resultados, um grafico da importancia dos efeitos (Grafico de
Pareto, mostrado na Figura 37), mostra a relevancia estatistica da contribuicao
quadratica de ambos os fatores (UV e [NaOH]), ja que as barras
correspondentes a estes fatores ultrapassaram a linha tracejada no grafico
(considerando 95% de confianga).

O grafico de Pareto mostra ainda a relevancia da contribuicao linear do UV
€ a pouca relevancia da interacao entre os dois fatores. Os resultados permitiram
também a obtencdo da superficie de resposta com curvaturas caracteristicas das
contribuigbes quadraticas (Figura 38) e de onde ja se poderia estimar os valores
otimos para os dois fatores. No entanto, esses valores 6timos foram obtidos a
partir da equagdo do modelo (Equagao 16) para o sinal fluorescente maximo (I)
usando os valores codificados dos coeficientes gerados (usando coeficientes

codificados):
| = 3741,48 — 334,52(UV) — 420,70(UV)? — 929,35([NaOH])? (16)
A derivacao parcial da Equacgédo 16, primeiro em fungdo do fator UV e

depois em funcédo do fator [NaOH], forneceu duas equacbes que permitiram a

solugcao do sistema e com isso os valores 6timos para os fatores. Esses valores
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foram 26 min para o tempo de exposicdo UV e 1,02 mol L™ para a concentracéo
de hidréxido. Interessante ressaltar que esses valores o6timos indicados no

planejamento experimental foram muito proximos aos encontrados no estudo
univariado (vide item 4.2.2.1).

Lt

[NaOH] mol L7'(Q) -28.18
UV (min) (Q) 12.76
UV (min) (L) 11.34

[NaOH] mol L™'(L) Eg 2.81
UV x [NaOH] E -2.60

Efeitos estimados
(valor absoluto)

Figura 37: Grafico de Pareto referente ao Planejamento Composto Central para a
derivatizagao fotoquimica (UV) da camptotecina.

Melhor
sinal

Intensidade de sinal liquido fluorescente
(unidades arbitréarias)

Figura 38: Superficie de resposta para o Planejamento Composto Central para a
derivatizagao fotoquimica (UV) da camptotecina.
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4.2.2.3
Testes de interferéncia

A fim de verificar a viabilidade da aplicacdo do método analitico em
misturas contendo CPT-11 e TPT foram realizados testes de interferéncia com
misturas sintéticas, nos moldes do realizado na secdo 4.2.1.1. Assim, a
fluorescéncia de solugdes de CPT (2 x 107 mol L") foram comparadas com a
fluorescéncia obtida do CPT (2 x 107 mol L") presente em misturas contendo
CPT-11 (Icpt/lcpr-11) ou TPT(Icpt/lteT), €M diferentes razées molares.

Na Tabela 11, os valores das razbes entre 0,91 e 1,11 indicaram que nao
houve nenhuma interferéncia significativa do CPT-11 ou TPT no sinal
fluorescente do CPT. Razbes com valores significativamente mais altos do que a
unidade implicaram em interferéncia nao espectral no sinal do CPT, isto &, a
presenga da substancia concomitante causou a atenuacao da fluorescéncia do
CPT. Para as razdes mais baixas do que a unidade, interferéncia espectral sobre
o sinal do CPT é caracterizada.

Tabela 11: Estudos de interferéncia na fluorescéncia do CPT

CPT/TF:T PI’OpOfQéO ICPT/I(CPT+TPT)
(mol L)
2x107/1x10° 1:50 1,07
2x107/2x10° 1:100 0,79
CPT/CP-E-'] 1 PI"OpOI’QéO ICPT/I(CPT+CPT-11)
(mol L)
2x1072 x 107 1:1 0,93
2x107/4 x 107 1:2 0,91
2x107/1 x10°® 1:5 0,97
2x1072 x10°® 1:10 1,11
2x107/1 x10° 1:50 1,68

Icpt/ltpT - Razdo entre a intensidade fluorescente de solugédo padrdo de CPT e a
intensidade fluorescente de solugcdo padrdao de TPT, ambas em NaOH 1,0 mol L" e
irradiadas por 26 min.

Icpt/lcpT.11 — Razao entre a intensidade fluorescente de solugédo padrdo de CPT e a
intensidade fluorescente de solugdo padrdo de CPT-11, ambas em NaOH 1,0 mol L™ e

irradiadas por 26 min.

Os resultados da Tabela 11 mostraram que ndo foram encontradas
interferéncias na fluorescéncia do CPT em misturas contendo até 50 vezes mais

TPT (CPT:TPT, 1:50). A comparagao entre os espectros de excitacdo e de
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emissao fluorescentes do padrao de CPT e os obtidos na mistura CPT/TPT
(1:50) pode ser visualizada na Figura 39. Como o valor da razao lcpt/ltpr foi igual
a 0,79 para misturas CPT:TPT 1:100, concluiu-se que ha interferéncia espectral
do TPT neste caso.

Para as misturas que continham CPT-11, a proporcdo maxima de
CPT:CPT-11 permitida sem que houvesse interferéncia espectral do CPT-11 no
sinal fluorescente do CPT foi de 1:10 (CPT:CPT-11), igual ao obtido para o
meétodo espectrofluorescente baseado na derivacdo de segunda ordem dos
espectro de excitagdo do CPT em NaOH 1 mol L (sem irradiagdo UV das
solugdes dos analitos). Os espectros da Figura 40 mostram a similaridade entre
os espectros fluorescentes do CPT na solugdo padrdo e na mistura sintética
CPT/CPT-11 (1:10). Em misturas CPT:CPT-11 1:50, a atenuag¢do da

fluorescéncia do CPT é grande, o que pbéde ser constatado pelo valor lcpt/lcpr.11

igual a 1,68.
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Figura 39: Bandas de fluorescéncia de solucdes alcalinas de (a) CPT (2 x 107 mol
L"), (b) mistura CPT:TPT (2x 10" mol L™ : 1 x 10° mol L™"), e de (c) TPT (1 x 10°

mol L'1) apos 26 minutos de irradiagdo UV.
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Figura 40: Bandas de fluorescéncia de solugdes alcalinas de (a) CPT (2 x 107 mol
L"), (b) da mistura CPT:CPT-11 (2 x 10" mol L™ : 2 x 10°® mol L") e do (c) CPT-11
(2 x 10° mol L) apds 26 minutos de irradiacéo UV.

Um resumo das condigbes experimentais para determinacédo seletiva de
CPT na presenca de CPT-11 e de TPT usando derivagcdo fotoquimica é

mostrado na Tabela 12.

Tabela 12: Resumo das condigbes experimentais selecionadas para a determinagéo
espectrofluorimétrica do CPT em misturas com CPT-11 ou com TPT submetidas a

irradiagao UV.

Derivados TPT CPT-11
CPT:derivado 1:50 1:10
Solvente Solugao aquosa de Solugao aquosa de

NaOH 1,0 mol L™ NaOH 1,0 mol L™
Tempo de irradiagao UV (min) 26 26
Aexc | Aem (NM) 368 / 450 368 / 450

Tipo de varredura normal normal
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4.2.2.4
Parametros Analiticos de Mérito do método espectrofluorimétrico
para o CPT ap0s derivacado fotoquimica

Os parametros analiticos de mérito foram obtidos para o CPT nas
condicbes estabelecidas para a sua determinacédo apds derivagao fotoquimica,
na presenca de CPT-11 ou de TPT.

Para a obtencao dos parametros relacionados com a resposta linear, trés
Curvas analiticas foram construidas usando as condigcbes experimentais
otimizadas e indicadas na Tabela 12. Cada ponto da curva foi o resultado médio
de trés medicdes de fluorescéncia e a melhor reta entre os pontos experimentais
foi tragada com ajuda do método do programa Origin 6.0.

Os resultados permitiram verificar uma faixa de resposta linear que se
estendeu de 1,0 x 107 a 1,0 x 10° mol L™" caracterizada pelo valor de r? igual a
0,9989 (Figura 41). O comportamento homoscedastico foi confirmado através do

grafico de residuos (Figura 42).
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Figura 41: Curva analitica para o CPT em NaOH 1,0 mol L" e apos 26 min de

irradiagédo UV, obtida através de varredura normal (Aexs / Aem = 368 / 450 nm).
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Figura 42: Grafico de residuos para as determinagdes fluorimétricas de CPT em

NaOH 1,0 mol L™ e apos 26 min de irradiagdo UV.

A precisao foi avaliada em termos da repetitividade das medi¢cdes usando
solugdes de CPT (em NaOH 1 mol L") na concentragdo de 5 x 10° mol L
irradiadas por 26 min. O resultado obtido por meio de 10 experimentos
consecutivos produziu um desvio padréo de 1,8%, o que pode ser considerado
muito bom ao se considerar a etapa de tratamento fotoquimico da amostra. A
detectabilidade do método foi avaliado pelos valores de limite de deteccdo (LD) e
de quantificagdo (LQ) usando os critérios definidos anteriormente. Os resultados
ficaram na ordem de 10" e 10® mol L™, uma ordem de grandeza a menos do
que a encontrada para a determinagao fluorimétrica de CPT sem o artificio da
derivatizagao fotoquimica (Tabela 6). Os parametros de merito obtidos podem

ser visualizados na Tabela 13.
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Tabela 13: Parametros Analiticos de Mérito encontrados para o CPT em condicdes

otimizadas para a sua determinacao na presenca de CPT-11 ou TPT apés irradiagdo UV.

Condigoes da medicao Espectro de varredura normal
A 450 nm
Equacéao da curva y=3,01x 10%x + 664,06
(limite de confianca de 95%)
r? 0,9989
Precisao® 9,7 x 10® mol L™ (1,8%)
Limite de detecg&o” 8,0 x 10" mol L
(3sb)
Limite de quantificacdo” 2,7x10°mol L™

(10sy)
2 Precis&o calculada pela repetitividade tendo CPT na concentragdo de 5 x 10™° mol L’

® Limite de detecgso e limite de quantificagido baseados no desvio padréo (Sp) de 10 leituras
da menor concentragdo de CPT que se consegue ler na curva analitica. Este s, €

multiplicado por 3 para o LD e por 10 para o LQ.

A robustez, definida como a capacidade de um método nao ser afetado por
uma pequena modificacdo de seus parametros, foi avaliada através do estudo da
influéncia do tempo de irradiagcdo UV no sinal fluorescente do CPT, o que ja foi
demonstrado no detalhe da Figura 30, cujos resultados indicaram que o método
€ robusto compreendendo a faixa de tempo que vai de 25 a 40 min de irradiagcao
uVv.

4.2.2.5
Célculo daincerteza associada a medi¢cédo da fluorescéncia da CPT
apo6s derivacao fotoquimica

Os mesmos grupos de fontes relevantes de incerteza citados
anteriormente foram usadas nesse estudo: i) repetitividade (u;), ii)
reprodutibilidade (ugr), iii) curva analitica (Ucna) € iv) preparo das solugdes
padrdo (us). Vale lembrar que cada grupo deste sera brevemente comentado
abaixo, mas maiores detalhes sobre cada um deles serdo discutidos no Capitulo
6.

O valor de u, foi avaliado pela variagdo estatistica das medigdes
sequenciais de fluorescéncia (n=10) de solugdo padrdo de CPT 5 x 10 mol L™
preparada em meio alcalino e irradiada com UV. O valor encontrado foi de 9,65 x

10 mol L. Para ug, o valor de 9,77 x 10® mol L™ foi encontrado. Nesse caso,
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as medig¢des de sinal foram feitas por dois analistas diferentes, onde cada um
obteve um conjunto de 10 medi¢cdes das solucdes fotoderivatizadas de
CPT 5 x 10° mol L. Para us, levou-se em consideracdo as etapas e as
incertezas dos aparatos usados na preparagcdo das solugdes de
CPT 5 x10° mol L. Diferentemente da avaliagdo feita para os métodos sem
derivagao fotoquimica, nesse caso, duas estratégias de preparacao de solugao
foram feitas: uma por ajuste de volume da solugao de trabalho e outra por ajuste
de massa da solugdo de trabalho (considerando psg. = 1,0003 g cm? e
dNaoH 1 moi L) = 1,0323 g cm™ a 20 °C). Os valores obtidos foram 2,17 x10°
mol L para as solugdes ajustadas por volume e 2,87 x 10® mol L' para
solugdes ajustadas com medicdo de massa, ou seja, duas ordens de grandeza
menor do que o resultado obtido com o preparo das solugdes por avolumacao.
Para os calculos da ucya (2,48 x 107 mol L'1), a fluorescéncia de cada um dos
padrdes de CPT (de 1 x 107 a 1 x 10”° mol L") da curva analitica foi medida em
triplicata.

A incerteza combinada (u.), obtida pela soma quadratica de todas as
contribuicbes de incerteza relativas a medigdo da fluorescéncia do CPT foi de
2,19 x 10® mol L' e 2,87 x 10® mol L™ respectivamente para os casos do
preparo das solugbes por ajuste de volume e por ajuste por massa. Portanto, a
incerteza expandida (k=2;95%) obtida foi de 4,39 x 10 mol L™, na qual a fonte
de contribuicdo mais relevante foi a proveniente do preparo de solugdes por
ajuste de volume (2,17 x 10° mol L™"); mas quando a solug&o foi preparada por
ajuste de massa da amostra e solvente, a incerteza combinada (us) foi de 2,87 x
10® mol L' e a expandida (U) foi de 5,70 x 10" mol L™", o que equivale a 11% da
concentragdo nominal do CPT (5 x 10° mol L™).

Os resultados para cada fonte de incerteza assim como os valores das

incertezas combinada e expandida s&o indicados na Tabela 14.
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Tabela 14: Valores de incerteza calculados para o método fluorimétrico utilizado na

determinagao de CPT na presenga de CPT-11 ou TPT apés irradiagdo UV.

Fontes de incerteza Valor da incerteza (mol L™)
Repetitividade (u;) 9,65x 107
Reprodutibilidade (ur) 9,77 x 10°®

Curva analitica (Ugura) 2,48 x 107

Preparo da solug&o (us) 2,17 x10°@ 2,87 x10%®
Incerteza combinada (u.) 2,19x10°® 2,85x 107
Incerteza expandida* (U) 4,39 x 10° 5,70 x 107

@ Solugdes preparadas por ajuste de volume

®) Solugses preparadas por ajuste de massa de amostras, padrdes e solventes

4.2.2.6
Testes de recuperacao em formulagdes farmacéuticas e comparacao
com método analitico de referéncia

O desempenho do método espectrofluorimétrico usando derivatizacao
fotoquimica foi avaliado por meio de testes de recuperagdo em formulacoes
farmacéuticas fortificadas com CPT, simulando uma contaminagdo. Os
resultados obtidos com o método proposto foram comparados com os obtidos
com o método baseado no uso do HPLC com deteccdo de fluorescéncia,
proposto por Guo et al %,

Amostras dos medicamentos Camptosar (cujo principio ativo € o CPT-11)
e Hycamtin (cujo principio ativo é o TPT) foram enriquecidas com uma
quantidade conhecida (1 x 10° mol L") de CPT. Para amostras de Camptosar,
contendo 1 x 10° mol L™ do CPT-11 e 1 x 10° mol L™ de CPT, a média de
recuperacao do CPT foi de 101% + 7% (n = 3) utilizando o método proposto para
as determinagbes de CPT na presenga de CPT-11 (Tabela 12), e 93% + 5%
(n = 3) utilizando o método de referéncia (HPLC). Para amostras de Hycamtin,
contendo 5 x 10° mol L™ de TPT e 1 x 10° mol L™ de CPT, a recuperacdo média
da CPT foi de 103 + 8% (n=3) usando o método espectrofluorimétrico proposto
para as determinagcbes de CPT na presenca de TPT (Tabela 12), e 111 + 4%
(n=3) usando o método de referéncia por HPLC. Esses resultados séo

resumidos na Tabela 15.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RiIo - Certificacé@o Digital N° 0510428/CA

137

A analise de variancias indicou que as recuperagdes médias encontradas
para cada amostra estavam estatisticamente dentro do limite de confianca de

95%, indicando a validade do método espectrofluorimétrico proposto.

Tabela 15: Taxa de recuperagdo do CPT 1 x 10 mol L™ (contaminante) adicionado aos
medicamentos Camptosar (CPT-11 como principio ativo) e Hycamtin (TPT como

principio ativo)

% Recuperagéo (n = 3)

Medicamento Camptosar Hycamtin
Método fluorimétrico proposto 101+7 103+ 8
Método de referéncia (HPLC) 93+5 111 +4

4.3
Método para determinacdo simultanea de CPT, CPT-11 e TPT por
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

4.3.1
Otimizacdo dos parametros criticos para separacao eletroforética na
fase pseudoestacionaria

Para a otimizacdo do método de separacdo e quantificacdo do CPT e
derivados por MEKC, inicialmente foi feito um estudo univariado dos parédmetros
considerados principais na constituicido do eletrdlito de trabalho (BGE), da
solucdo da amostra e dos parametros instrumentais. No caso do BGE, foram
avaliados a concentracdo e pH tampao borato, a concentracdo do surfactante
usado como fase pseudoestacionaria (no caso o SDS) e quantidade de
modificador organico (acetonitrila). O parametro instrumental otimizado foi a
temperatura, pois o potencial aplicado foi mantido em 25 kV. O tempo e a
pressdo de injecdo também foram fixados nesse primeiro momento, porém
ajustes desses parametros e também da composicdo da solugdo da amostra
foram feitos posteriormente para se alcancar a pré-concentragcido da amostra no
capilar.

Para finalizar a otimizacdo com base nos estudos univariados, um
planejamento fatorial, usando trés parametros (fatores) mais criticos, foi

empregado para conseguir o ajuste final das melhores condigbes para o método.
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43.1.1
Estudos univariados

Separagbes em cromatografia eletrocinética resultam de diferengas na
mobilidade eletroforética dos analitos, assim como de diferengas na distribuicao
das espécies entre a solugédo do eletrélito e a fase pseudoestacionaria. Como
todas as moléculas neutras tém a mesma velocidade eletroforética, a fase
pseudoestacionaria € importante para produzir as diferencas no tempo de
migracao dos analitos. Por isso, a primeira decisado foi selecionar o surfactante
mais apropriado para constituir a fase micelar. Esta escolha implica em definir a
natureza fisico-quimica das micelas e, portanto, a seletividade. Para este
trabalho foi escolhido o surfactante aniénico dodecil sulfato de sédio (SDS) por
ter boa solubilidade em agua, por ser uma substancia estavel, por produzir
facilmente micelas estaveis e por ser amplamente usado na literatura para a
separacgao eletroforética de um grande numero de substancias.

A seletividade da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) é
dependente de um grande numero de fatores. Logo, a otimizagdo da resolucéo
dos picos por MEKC pode seguir varios caminhos. Por isso, Nursten'® sugere
em seu livro algumas condigbes iniciais a serem seguidas no inicio de um
desenvolvimento de método por MEKC. Assim, ja tendo definido a fase
pseudoestacionaria (SDS), decidiu-se também um sistema constituido por
tampao de borato, contendo acetonitrila como modificador quimico. Para os
experimentos de otimizacdo foram usadas solucdes aquosas de TPT (2 x 10™
mol L™, CPT (1 x 10° mol L") e CPT-11 (1 x 10° mol L™"). As solucdes de TPT e
CPT-11 foram preparadas em agua ultrapurificada, enquanto o CPT foi
preparado em MeOH:agua ultrapurificada 30:70 v/v. Vale salientar que pelo fato
do TPT ter uma absorvancia relativamente mais baixa, a concentragao utilizada
deste analito foi vinte vezes maior que a dos outros dois. Os testes foram
realizados com potencial aplicado fixa em 25 kV e com inje¢cbes hidrodinamicas
de 15 s com pressao de 50 mbar. O monitoramento dos sinais dos analitos foi
feito pela medicdo da absorvancia em 368 nm, escolha essa baseada na

avaliacdo dos espectros de absorcao dos trés alcaloides (Figura 43).
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Figura 43: Espectros de absorcéo da (a) TPT; (b) CPT e (c) CPT-11.
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Um breve estudo preliminar indicou que uma boa separagédo dos analitos
poderia ser feita na faixa de pH do tampao borato entre 8 e 9 com acetonitrila
como modificador quimico (Figura 44). Nessas condigdes os picos dos analitos
surgiram na seguinte ordem crescente de tempos de migracado: TPT, CPT e
CPT-11.

20 1 pH10,0
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35 15‘ P
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E 125]
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o] )

25 5 75 10 125 15
Tempo (min)

Figura 44: Efeito do pH 8,0-10,0 na separagao e nos tempos de migragédo dos picos de
(@) TPT 2x 10* mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (¢) CPT-11 1 x 10™ mol L™ por MEKC,
usando tampéao de borato 2 x 10 mol L™ contendo acetonitrila 5% v/v, com temperatura
do sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de injec&o hidrodinamica por pressdo
de 50 mbar.

Assim, a primeira otimizagao, a da concentragdo de SDS, foi realizada com
tampao de borato (2 x 102 mol L) com pH ajustado em 8,2 contendo acetonitrila
(5% vIv). As concentragdes de SDS foram variadas entre 1 x 102 e
6 x 102 mol L. Verificou-se que a melhor separacdo foi obtida com o BGE
contendo SDS na concentracéo de 5 x 102 mol L™". Em concentracdes de SDS
maiores ou menores que esta, a qualidade da separacdo e os formatos dos
picos ficaram prejudicados. A Figura 45 mostra este resultado, além de indicar
que o EOF também é afetado, pois quanto maior a concentragdo do surfactante

maior o tempo de migracao (diminuicdo do EOF).
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Figura 45: Efeito da concentragdo de SDS na separagido e nos tempos de migragao
(ordem crescente)dos picos de (a) TPT 2 x 10 mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (c)
CPT-11 1 x 10®° mol L™ por MEKC, usando tamp&o de borato 2 x 102 mol L™ (pH 8,2)
contendo acetonitrila 5% v/v e com temperatura do sistema igual a 25°C, potencial de

25 kV e 15 s de injecao hidrodindmica por pressao de 50 mbar.

A influéncia da temperatura do sistema também foi considerada. A
temperatura afeta a viscosidade do tampao e, consequentemente, altera o EOF
e o tempo de migragao. Temperaturas mais elevadas diminuem a viscosidade do
BGE, diminuindo os tempos de migracdo. Em contrapartida, temperaturas mais
elevadas podem provocar alargamento das bandas e degradagéo dos analitos, o
que sao efeitos negativos.

Com o intuito de verificar o efeito da temperatura do sistema na qualidade
da separacao e do formato dos picos, valores entre 25 e 40°C foram testados. A
menor temperatura (25 °C) testada produziu melhor simetria, formato e
resolucéo entre os picos, embora com tempos de migracdo um pouco maiores
(Figura 46). No entanto, como o tempo de migracdo maximo foi abaixo de 10

min, o uso de 25 °C foi considerado satisfatorio.
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Figura 46: Efeito da temperatura na separagcdo e nos tempos de migragdo (ordem
crescente) dos picos de (a) TPT 2 x 10 mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (c) CPT-11
1 x 10° mol L por MEKC, usando tampao de borato 2 x 10 mol L™ (pH 8,2) contendo
SDS 5 x 10” mol L™ e acetonitrila 5% v/v, com temperatura do sistema igual a 25°C,

potencial de 25 kV e 15 s de injec&o hidrodindmica por pressao de 50 mbar.

A partir desses primeiros resultados, o ajuste final do tampao borato foi
realizado com um estudo mais detalhado do efeito do pH e da concentracédo do
tampao. Quando estas condicbes do tampdo ndo sao ajustadas, separacoes
insatisfatérias, longos tempos de migragdo, assimetria dos picos e linhas de
base com muito ruido sdo observadas. O valor do pH do BGE tem uma forte
influéncia na separagdo dos analitos, pois influencia tanto a mobilidade
eletroforética dos analitos (equilibrio entre analito e fase pseudoestacionaria)
quanto a mobilidade do fluxo eletro-osmético (0 aumento do pH do tampéo
causa a diminuicao da mobilidade do EOF). Por outro lado, a concentragao do
tampao pode afetar a magnitude do EOF e influencia a simetria dos picos dos
analitos, pois se a concentragdo dos analitos € alta em relagdo aos ions do
tampao, o campo elétrico no capilar pode tornar-se distorcido, acarretando a
formacao de picos irregulares.

Primeiramente, o estudo mais detalhado do pH foi realizado usando os
valores otimizados de SDS e temperatura. Valores de pH entre 8 e 10 foram
usados. Na Figura 47, os eletroferogramas obtidos em intervalos de pH de 0,1

unidade entre 8,4 e 9,5 sdo apresentados. Observa-se excelente separacdo com
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valores entre 8,5 e 9,0, no entanto, dentro desta faixa, os maiores tempos de
migracdo foram obtidos com valores de pH 8,9 e 9,0. Assim, BGE com pH

ajustado em 8,8 foi escolhido para o trabalho.
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Figura 47: Efeito do pH 8,4 a 9,5, na separagéao e nos tempos de migracdo dos picos de
(@) TPT 2x 10* mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (c) CPT-11 1 x 10™ mol L' por MEKC,
usando tampéo de borato 2 x 10 mol L™ contendo acetonitrila 5% v/v, com temperatura
do sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de injecéo hidrodinamica por pressdo
de 50 mbar.

Com o valor de pH ajustado em 8,8, o efeito da concentragdo de acido
bérico foi testado na faixa de 1 x 102 a 4 x 102 mol L. Os melhores resultados
em termos de tempo de analise, resolucao e estabilidade da corrente gerada em
funcdo da potencial aplicado (em torno de 48 pA) foram obtidos com a
concentragao de acido borico de 1 x 107 (neste valor o pico do TPT fica dividido)
e 2 x 102 mol L' (Figura 48), sendo esse ultimo valor o escolhido para a

continuidade do trabalho.
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Figura 48: Efeito da concentragido de acido bérico (pH 8,8) contendo SDS 5 x 102
mol L™ e acetonitrila 5% (v/v), com temperatura do sistema igual a 25°C, potencial
de 25 kV e 15 s de injecao hidrodinamica por pressao de 50 mbar, na separagao e
nos tempos de migragédo (em ordem crescente) dos picos do (a) TPT 2 x 10™* mol
L”, (b) CPT 1x 10° mol L e (c) CPT-11 1 x 10®° mol L™ por MEKC.

Solventes orgénicos como metanol ou acetonitrila podem ser usados no
BGE como modificadores quimicos para alterar o tempo de retencéo dos analitos
pela fase micelar. Inicialmente ja se havia constatado a necessidade do uso da
acetonitrila para proporcionar resolugédo entre os picos dos analitos quando do
uso do tampao borato. Para avaliar o efeito da acetonitrila na qualidade da
separacao eletroforética, variou-se a quantidade desse modificador orgéanico
entre 0 a 15% v/v. Os resultados indicaram que o melhor desempenho entre
tempo maximo de migracao e resolugao dos picos foi obtido com BGE contendo
7,5% de acetonitrila. Com quantidades menores deste modificador organico, os
tempos de migracdo foram mais curtos, mas a resolugdo dos picos dos analitos
nao ficou adequada. A separacao feita com quantidades de acetonitrila maiores
que 7,5% (v/v), além de nao proporcionar melhoras na resolugéo, os tempos de
migracdo foram maiores por causa da reducdo do EOF pelo modificador
organico. Os eletroferogramas obtidos neste estudo estdo indicados na Figura
49.
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Figura 49: Efeito do percentual de acetonitrila na separacéo e nos tempos de migragao
dos picos de (a) TPT 2 x 10™ mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (c) CPT-11 1 x 10°
mol L™ por MEKC, usando tampao de borato 2 x 10 mol L (pH 8,8), contendo SDS 5 x
10 mol L™ com temperatura do sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de

injecao hidrodinamica por presséao de 50 mbar.

Um resumo das condi¢cdes otimizadas (pelo estudo univariado) para a
separacgao de TPT, CPT e CPT-11 encontra-se na Tabela 16. Nessas condicdes,
a ordem crescente dos tempos de migragao dos analitos foi TPT, CPT e CPT-11.
A Figura 50 mostra a ordem de migracao dos analitos cujas caracteristicas como

tempo de migragéo, simetria de pico e resolugdo sdo mostradas na Tabela 17.

Tabela 16: Condig¢des otimizadas univariadamente para a separagao do TPT, CPT e
CPT-11 por MEKC

Acido borico 2x10“mol L™
pH 8,8

Sistema tampé&o B’ p
Surfactante (SDS) 5x10“mol L
Modificador orgénico (ACN) 7,5% viv
Temperatura do sistema 25°C
Potencial aplicado 25 kV

Parametros instrumentais* Tempo de injec&o hidrodinamica 15s

Pressao 50 mbar
Comprimento de onda (A) 368 nm

*Estes pardmetros foram mantidos constantes durante todo o estudo univariado.
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Figura 50: Sobreposi¢do dos eletroferogramas da mistura TPT 2 x 10 mol L™ : CPT
1x 10° mol L™ : CPT-11 1 x 10° mol L™, assim como de cada uma das solugdes dos
analitos separadamente e nas mesmas concentragdes da mistura, todas em pH original,
utilizando tampao de borato 2 x 10 mol L™ (pH 8,8) contendo SDS 5 x 102 mol L™ e
acetonitrila 7,5% v/v, com temperatura do sistema igual a 25°C, potencial de 25kV e 15s

de injecao hidrodindmica por presséo de 50 mbar.

A eficiéncia (N) expressa o numero de pratos tedricos e largura do pico na
altura da linha de base (W) e pode ser calculada utilizando o tempo de migragéo,

segundo a Equacéo 17:

N= 16(tm/w)? (17)

onde t, é o tempo de migragdo e w é a largura do pico na altura da linha de
base. Conforme esperado, a TPT apresenta um numero de pratos teoricos
menor € é a primeira a eluir. Analogamente, como a irinotecana é a ultima,
apresenta um numero de pratos tedricos maior (Tabela 17).

Picos simétricos sdo obtidos quando a mobilidade dos analitos dentro do
capilar é préxima a mobilidade do tampéao. Outro fator que influencia na simetria
€ a concentracao do tampao, se a concentracdo dos analitos é alta em relagao
aos ions do tampao o campo elétrico no capilar pode ser distorcido o que leva a
picos irregulares. Para obter melhores resolugbes e formato do pico, a
concentragdo do tampao deve se aproximadamente 100 vezes maior que a

concentragdo de analito injetada®. Na Tabela 17 os valores de simetria dos
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picos ficaram em torno de um valor ideal (1,0), o que indica um bom resultado ao

longo das analises. A resolugao foi calculada pela Equacdo 18, na qual se

utilizou o critério da largura do pico a meia altura.'®

R=1,176 (tr o)
Wiy  Woyargy

(18)

onde: t; e t; sdo os tempos de migragéo dos analitos 1 e 2, wy(2) € W 2112 S80 as

larguras dos picos 1 e 2 calculadas a meia altura e 1,176 é o fator de

multiplicagdo. A resolugcao entre os picos referentes ao TPT e ao CPT foi de
20,53 + 0,37 e entre os picos do CPT e CPT-11 a resolugao foi de 14,56 + 0,52

(Tabela 17), esses valores indicam uma resolugao excelente entre os picos, pois

o valor considerado como 6timo é igual a 1,5.'%

Tabela 17: Caracteristicas do TPT, CPT e CPT-11 quanto ao tempo de migragao,

eficiéncia, simetria de pico e resolugao por MEKC.

; Tempo de A . . =
Analitos migracao (min) Eficiéncia Simetria Resolugao
TPT 6,52 + 0,31 105613 0,99 + 0,08 TPT-CPT CPT-CPT-11
CPT 7,90 + 0,49 130192 1,02+0,05 | 20,53+0,37 14,56 + 0,52
CPT-11 9,06 + 0,63 133671 1,08 +0,14
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4.3.1.2
Planejamento experimental

A partir do estudo univariado, escolheu-se trés fatores criticos para a
realizacdo de um estudo multivariado: (i) concentragdo de SDS, (ii) quantidade
de acetonitrila e (iii) concentracdo do tampao borato pH 8,8. A partir desse
estudo multivariado, um ajuste fino das condi¢cbes experimentais é feito através
da verificagdo de interacdes sinérgicas ou antagobnicas entre esses fatores.

O planejamento experimental escolhido foi o planejamento composto
central com trés fatores 2°, cujo design pode ser visualizado como dois cubos de
mesmo volume, sendo um deles deslocado espacialmente de forma que suas
arestas se posicionam no centro da face do outro. Com isso, tem-se oito pontos
nos vértices do primeiro cubo (codificados pelo nimero 1, com sinal (+) indicado
pela posicao do ponto no plano cartesiano) e oito pontos axiais que séo os
vértices do cubo deslocado (cujo fator representado pelo eixo é codificado por
1,682 ((2°)"*) também com sinal (z) indicado pela posigdo do ponto no plano
cartesiano e que indica a distancia relativa do ponto axial em relagdo ao ponto
central, quando se leva em consideragcéo que a aresta do cubo tem 2 unidades
de comprimento). Além disso, tem-se o ponto central (0,0,0) onde a realizagao
de uma série de replicas permite se obter a estimativa da variancia do
experimento (Figura 51).

Para inicio do processo, estabeleceu-se os pontos “0” para cada fator,
como indicado a seguir: 4 x 102 mol L™ (40 mmol L") de SDS; 3 x 102 mol L
(30 mmol L") de concentragéo do tamp&o borato (concentragéo de HsBO; usado
na preparagao do tampao) e 6%, em volume, de acetonitrila. O valor de 10 mmol
L™ foi estabelecido como o deslocamento de uma unidade para concentracédo de
SDS e concentracdo de H3z;BO; e o valor de 1% foi estabelecido como
deslocamento de uma unidade para quantidade do modificador organico. Um
esquema para os valores codificados e os respectivos valores reais para cada

fator sdo indicados na Tabela 18.
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Figura 51: Planejamento composto central para trés fatores. Os pontos das

arestas do cubo sdo os ensaios de um fatorial 2° e os circulos fora do cubo

representam a parte em estrela.

Tabela 18: Codificagéo dos fatores (variaveis).

Parametros -1,682 -1 0 +1 +1,682
-6,82 -10 +10 +6,82
1D s AV N N \
(mmol L™) 23,18 30 40 50 56,82
-6,82 -10 +10 +6,82
(501 ( N/ \/ 4 N
(mmol L") 13,18 20 30 40 46,82
-1, 682 -1 +1 +1, 682
% ACN 4 Y4 AY4 AY4 A
(VIv) 4,32 5 6 7 7,68

A Tabela 19 apresenta a matriz planejamento codificada para este

trabalho, gerada através do programa Statistica 7.0. Cada linha da matriz de

planejamento corresponde a uma corrida experimental, que foi realizada com as
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variaveis assumindo o seu valor correspondente (indicadas na quarta coluna). O
parametro avaliado foi o tempo de migracdo. No entanto, o uso do capilar ao
longo do dia produz pequenas variagdes sistematicas nos tempos de migragao.
Porém, a diferenca de tempo entre cada pico ndo oscila muito. Por isso, as
respostas de cada ponto do planejamento foram analisadas em termos de
diferenca de tempo entre os picos do TPT-CPT e do CPT-CPT-11. Os dados e

os resultados dos tempos de separacado podem ser vistos na Tabela 20.

Tabela 19: Matriz de planejamento experimental, gerada através do programa Statistica.

OST, (0T, RO (0SB A
Central 0 0 0 (40; 30; 6)
1 -1 -1 -1 (30; 20; 5)
2 -1 -1 +1 (30; 20; 7)
3 +1 -1 -1 (50; 20; 5)
4 -1 +1 +1 (30; 30; 7)
5 -1 +1 -1 (30;40;5)
6 +1 +1 +1 (50; 40; 7)
7 +1 -1 +1 (50; 20; 7)
8 +1 +1 -1 (50; 40; 5)
9 0 +1,682 0 (40; 46,82; 6)
10 0 -1,682 0 (40; 13,18; 6)
11 +1,682 0 0 (56,82; 30; 6)
12 -1,682 0 0 (23,18; 30; 6)
13 0 0 +1,682 (40; 30; 7,7)
14 0 0 -1,682 (40; 30; 4,3)
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Tabela 20: Dados experimentais e resultados

[SDS] [H:BO 3] %ACN  Tempo TPT-CPT Tempo CPT-CPT11

mmolL ' mmol L - (min) (min)
1 30,0 20,0 5,00 1,00 1,40
2 30,0 20,0 7,00 1,70 2,30
3 30,0 40,0 5,00 1,20 1,40
4 30,0 40,0 7,00 1,60 2,20
5 50,0 20,0 5,00 1,20 1,20
6 50,0 20,0 7,00 2,00 2,30
7 50,0 40,0 5,00 1,30 1,10
8 50,0 40,0 7,00 1,90 1,90
9 23,2 30,0 6,00 1,30 2,30
10 56,8 30,0 6,00 1,60 1,40
11 40,0 13,2 6,00 1,30 1,40
12 40,0 46,8 6,00 1,50 1,80
13 40,0 30,0 4,32 1,00 1,30
14 40,0 30,0 7,68 1,60 2,00
15 (C) 40,0 30,0 6,00 1,70 1,80
16 (C) 40,0 30,0 6,00 1,10 1,40
17 (C) 40,0 30,0 6,00 1,20 1,90
18 (C) 40,0 30,0 6,00 1,20 1,60

Os graficos de Pareto (Figura 52 e Figura 53), obtidos a partir dos
resultados do planejamento, mostram que o valor estatisticamente mais
relevante foi a quantidade de acetonitrila (apontada pela barra que cruzou a linha
tracejada do grafico, significando que o resultado n&o esta dentro do nivel de
95% de confianga). Os graficos de Pareto também indicaram que nao existe
interacdo relevante entre fatores e descartou a relevancia da influéncia
quadratica dos mesmos. Sendo assim, o Unico ajuste a ser feito € um aumento
da quantidade de acetonitrila. Os resultados do planejamento sinalizaram
também a robustez e a adequagdo da escolha dos valores de 2 x 102 mol L™
para a concentracdo de tampdo e 5 x 102 mol L™ para concentracdo de SDS.
Com relagéo a concentracao de acetonitrila, o valor de t indicado na barra indica
que o ajuste deveria ser feito com o aumento da quantidade do modificador
organico. Como nao foi verificada interacdo desse fator com os outros dois, a
escolha da quantidade étima pbde ser justificada pelo experimento univariado,
isto é, 7,5% de acetonitrila. Assim o planejamento experimental corrobora os

parametros experimentais escolhidos na Tabela 16.
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e
ACN (L) S | 4,74

[SDS] mol L(L) —189-

[SDS] mol L' (Q) —

[H;BO,] mol L™(Q) — 1,01

[H3BO3] (L) x %ACN (L) -0,88

[HyBO,] mol L (L)
[SDS] (L) x % ACN (L)
% ACN (Q)

[SDS] (L) x [HyBO5] (L)

p=,05
Efeitos estimados (valor absoluto)

Figura 52: Grafico de Pareto referente ao tempo de separagao entre os picos do
TPT-CPT.

% ACN (L) _
(5010 L+ 1) [ -5

[SDS] mol L(Q)

[HBO,] L x % ACN (L)
[SDS] L x [H,BO,] (L)
[H,B0;] mol L (Q)
[SDS] (L) x % ACN (L)
[H,BO;] mol L (L)

% ACN (Q)

p=, 05
Efeitos estimados (valor absoluto)

Figura 53: Grafico de Pareto referente ao tempo de separagéo entre os picos do
CPT-CPT11.
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4.3.2
Pré-concentragdo em linha

Uma das principais desvantagens do uso da fotometria de absor¢édo como
método de detecgcdo em eletroforese capilar é a baixa sensibilidade, resultante
das pequenas dimensdes da coluna de separagao (caminho éptico do capilar) e
do pequeno volume de amostra. Uma das formas de se melhorar a sensibilidade
da detecgao é por meio de processos de pré-concentracdo no capilar usando a
técnica denominada “empilhamento” (acumulagdo da amostra dentro de uma
pequena zona do capilar). Como ja discutido anteriormente, as duas formas de
empilhamento mais comumente utilizadas sdo: modo normal de empilhamento
(NSM) e modo de empilhamento onde se aplica inversdo da polaridade do
eletrodo (REPSM). Neste trabalho foi usado o NSM por se tratar de um
procedimento mais simples, porém eficaz, podendo provocar a redugdo em pelo
menos uma ordem de grandeza na concentragdo caracteristica do limite de
detecgéao.

No NSM, a pré-concentragdo ocorre devido ao aumento do tempo de
injecdo hidrodindmica da amostra para o interior do capilar cheio com o eletrdlito
de corrida. Nesse caso a condutividade do eletrolito de corrida deve ser mais alta
que a da solugdo de amostra. Quando a diferenga de potencial € aplicada para
que ocorra a eletroforese, gera-se uma diferengca de condutividade entre os
meios (eletrélito de corrida e amostra) dentro do capilar, fazendo com que a
forca do campo elétrico seja maior na regido da amostra do que no resto do
capilar. Os analitos da amostra irdo se mover com maior velocidade do que os
ions inseridos na regido de alta condutividade e, ao atingirem a regido de baixo
campo elétrico (regido do tampao de corrida) sua velocidade diminui, ocorrendo
assim o empilhamento dos analitos no eletrélito de corrida. Portanto, para este
método €& necessaria a escolha e a otimizacdo de uma matriz de baixa
condutividade, onde os analitos serao dissolvidos. Por isso, solugbes de TPT,
CPT e CPT-11 foram preparadas em agua ultrapurificada:tampao borato
2 x 102 mol L™ (pH 8,8) nas seguintes proporcdes (v/v): 1:1; 1:3; 3:1. O mesmo
foi feito também em SDS:tampdo borato (2 x 102 mol L', pH 88) e
acetonitrila:tamp&o borato (2 x 102 mol L™, pH 8,8), ambas na proporcéo 1:1 v/v.
O melhor resultado em termos de sinal analitico foi obtido com preparagao dos
padrdes em agua ultrapurificada: tampao borato (2 x 102 mol L™, pH = 8,8) 1:3
vlv. Para os demais casos, a qualidade dos picos e da separagcido ficou

prejudicada.
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Apbs a otimizagédo da matriz de baixa condutividade, a influéncia do tempo
de injecdo hidrodindmica da amostra (tempos entre 15 e 90 s) foi estudada
(Figura 54). Como era esperado, com maiores tempos de injecdo, as areas dos
picos aumentaram; no entanto, a eficiéncia da separag¢ao diminuiu. Sendo assim,
a injegdo no tempo de 75 s foi escolhida como o melhor, pois se obteve
separacdo de todos os picos em corridas de menos de 10 min. A ordem de
migragdo dos picos nao foi alterada, porém os tempos de migragdo sofreram
algumas modificagdes, mas que foram insignificantes: topotecana (4,3 min),

camptotecina (4,6 min) e irinotecana (8,3 min).

1200 1
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)
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0 30s HIC 8
2 4 6 8 10 12
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Figura 54: Influéncia do tempo de injecdo hidrodindmica na separacao dos picos de (a)
TPT 2 x 10* mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L™ e (c) CPT-11 1 x 10®° mol L™ sob as

condigbes otimizadas (Tabela 22).

Na tentativa de amplificar ainda mais os sinais dos analitos, e
consequentemente melhorar a sensibilidade do método, utilizou-se uma cela
com caminho 6ptico alongado (Figura 16) cujo objetivo era aumentar caminho
Optico da detecgdo em dez vezes. Em conjunto com a pré-concentragao NSM,
esperava-se obter uma grande amplificagdo de sinal dos analitos, o que seria
bem vindo especialmente no caso do TPT, cujo sinal € bem mais baixo que o
dos outros dois analitos. Assim, o uso da cela e a aplicagcdo do NSM provocaram

um aumento nas areas do TPT, CPT e CPT-11 da ordem respectivamente de 28,
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63 e 76 vezes (Figura 55), quando comparadas ao método no qual é usado

somente o alinhador convencional e a inje¢do de 15 s (normal). Na Tabela 21,

esses resultados sdo esquematizados e na Tabela 22 estdo indicadas as

condicoes finais otimizadas para o método de determinacdo de CPT e derivados

por MEKC usando também o artificio do empilhamento (NSM) em conjunto com

a cela de caminho optico alongado.

(a) Alinhador (cela) nomal

700 CPT
(b) Cela de caminho 6ptico alongado
5‘ 600
< (c) Cela de caminho 6ptico alongado + NSM
é 500
© CPT-11
2
. g 400
O 3001 TPT, || 4rea =2323 .
8 (©) area = 620 area = 5538
< -
200 (b) TPT CPT CPT-11
A e
100 - area =120 drea=522 area=1113
(@) TPT CPT CPT-11
—_A A
U area=22 drea=37 area=73
2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Figura 55: Influéncia do uso da cela de caminho éptico alongado em conjunto com

NSM na amplificacdo das areas dos picos da topotecana 2 x 10* mol L7,

camptotecina 1 x 10”° mol L™ e irinotecana 1 x 10™° mol L™, utilizando tempo de

injegéo de 75 s.

Tabela 21: Resultados que indicam a vantagem do uso da cela de caminho 6ptico

alongado em conjunto com NSM para aumento da sensibilidade do método desenvolvido

por MEKC
Areas
TPT CPT CPT-11
@2x10*molL")  (1x10°molL") (1x10°molL™)
Alinhador normal 22 37 73
Cela de caminho éptico alongado 120 28 x 522 63x 1113 76 x
Cela de caminho 6ptico alongado + NSM 620 2323 5538



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RiIo - Certificacé@o Digital N° 0510428/CA

156

Tabela 22: Resumo das condig¢des finais otimizadas para o método de determinagao e
quantificacdo de CPT e derivados por MEKC, usando também o artificio do

empilhamento (NSM) em conjunto com a cela de caminho 6ptico alongado.

Matriz de baixa condutividade | agua:tampao borato 2 x 10 mol L™ (pH 8,8) 1: 3 viv
Acido borico 2x10“mol L™
Tamp3o de corrida Surfactante (SDS) 5x 102 mol L
(alta condutividade) Modificador organico (ACN) 7,5% viv
pH 8,8
Temperatura do sistema 25°C
Potencial aplicado 25 kV
Parametros instrumentais Tempo de injegédo hidrodindmica 75s
Presséo 50 mbar
Comprimento de onda (1) 368 nm

Com as condi¢des experimentais definidas, a viabilidade da aplicagcdo do
método foi testada através da avaliagao dos parametros analiticos de mérito, de
testes de recuperagcdo em amostras de saliva e da comparagao com um método
analitico de referéncia por HPLC.

Da mesma forma como calculada para os valores da Tabela 17, os valores
de simetria dos picos, assim como a eficiéncia e a resolugdo também foram
encontradas para esta condigdo final otimizada (MEKC usando o artificio do
empilhamento (NSM) em conjunto com a cela de caminho 6ptico alongado). Os

valores, todos satisfatoérios, encontram-se na Tabela 23.

Tabela 23: Caracteristicas do TPT, CPT e CPT-11 quanto ao tempo de migragao,
eficiéncia, simetria de pico e resolugao por MEKC apés condig¢des finais otimizadas para
0 método, usando também o artificio do empilhamento (NSM) em conjunto com a cela de

caminho éptico alongado.

. Tempo de A . . ~
Analitos migragao (min) Eficiéncia Simetria Resolugéo
TPT 4,43 +0,34 20123 0,85+ 0,05 TPT-CPT CPT-CPT-11
CPT 4,77 + 0,45 21187 0,90 + 0,02 3,86 + 0,07 29,72 + 0,61

CPT-11 8,99 + 0,67 31514 1,25+ 0,11
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4.3.3
Parametros de mérito do método eletroforético para o CPT e
derivados

A validacdo do método desenvolvido (MEKC) foi feita avaliando-se os
limites de detecgdo (LD), limites de quantificagdo (LQ), faixa de resposta linear,
precisdo e exatiddo, de acordo com a European Medicinal Agency
CPMP/ICH/381/95 Directive'®’. Estes parametros analiticos de mérito foram
calculados para o TPT, CPT e CPT-11 nas condi¢cbes previamente estabelecidas
e otimizadas indicadas na Tabela 22.

A fim de mostrar que o método produz uma resposta linear para o CPT e
seus derivados em uma faixa util para analise através do método desenvolvido,
um estudo foi realizado usando duas curvas analiticas para cada substancia. Os
sinais foram medidos em termos de areas de picos e cada ponto da curva
representa o resultado meédio de trés injecdes e a regressao linear foi obtida com
ajuda do programa Origin 6.0. Para o TPT, verificou-se resposta linear entre o
intervalo testado que se estendeu de 1 x 10* a 1 x 10 mol L™ com r* = 0,9949.
Tanto para o CPT quanto para o CPT-11, a faixa linear obtida ficou entre 1 x 10”7
e 1x10° mol L, com r? = 0,9977 para o CPT e 0,9951 para o CPT-11. A Figura
56 mostra uma curva analitica caracteristica para cada analito e a Figura 57 o
comportamento homoscedastico das variancias obtidas em cada curva. A
sobreposicao de eletroferogramas obtidos na construgao destas curvas pode ser
visto na Figura 58.

O valor da precisdo instrumental, dada pela repetitividade, foi expressa
baseando-se na analise das variaveis (ANOVA) e estimada pelo desvio padréo
de seis medicbes consecutivas do sinal de solugbes dos padrdes de
TPT 1,00 x 10° mol L, CPT 2,00 x 10° mol L' e CPT-11 2,00 x 10° mol L. Os
resultados de repetitividade foram de + 4,7 x 107 mol L™ (5,2%) para o TPT;
+6,0x 108 mol L™ (2,4%) parao CPT e + 1,1 x 107 mol L™ (2,6%) para o CPT-
11.

A detectabilidade do método em questao foi avaliada pelas estimativas
dos limites de deteccdo (LD) e dos limites de quantificagdo (LQ). Esses
parametros foram dados da mesma maneira como ja indicado no item 4.2.1.2.
Os limites de detecgdo para o TPT, CPT e CPT-11 foram de 4,3 x 107 mol L™ ;

26 x 10 mol L' © 1,3 x 10® mol L, respectivamente. Para os limites de

quantificagdo, os valores obtidos foram de 1,4 x 10°® mol L' para o TPT;
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8,7 x 10® mol L' para o CPT e 4,3 x 10® mol L' para o CPT-11. Um resumo dos
parametros de mérito estimados encontra-se na Tabela 24.

A exatidao foi avaliada por meio da comparacao de resultados obtidos com
o método desenvolvido e um método analitico de referéncia baseado em HPLC
com deteccdo fluorimétrica®’. O detalhamento do método de referéncia ja foi
discutido previamente. Os ensaios independentes de amostras de analitos em
seis diferentes concentragdes realizados por MEKC e por HPLC confirmaram
boa exatiddo do método proposto, ja que a estimativa dos resultados das
concentragcdoes de CPT e seus derivados nao diferiram significativamente dos
valores obtidos com o método de referéncia. Os valores de t de Student
determinados pelo teste-t (1,03) foram inferiores ao valor teorico (2,228),
indicando que estatisticamente ndo houve diferengas significativas entre os dois

métodos.
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Figura 56: Curvas analiticas para o (a) TPT, (b) CPT e (c) CPT-11 obtidos sob as
condi¢bes otimizadas (Tabela 22).
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Figura 57: Graficos de residuo para a determinacéo de (a) TPT; (b) CPT e (c) CPT-11

por MEKC.
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Figura 58: Sobreposicdo dos eletroferogramas obtidos a partir das Curvas

analiticas mostradas na Figura 56.

Tabela 24: Pardmetros Analiticos de Mérito encontrados para o TPT, CPT e CPT-11 em

condic¢des otimizadas para a sua determinagéo por MEKC

TPT CPT CPT-11

A 368 nm 368 nm 368 nm

Equagdodacurva  y=632x106+7,24 Y=161x108+64,69 Y =23,77 x 108 — 48,68

r 0,9949 0,9977 0,9951
Precis&o® 5,2% 2,4% 2,6%
T =D
Limite de detecgao 4,3 %107 mol L-1 2,6 x 10 mol L~ 1,3x10° mol L1
(3sp)
Limite de -6 -1 -8 -1 -8 -1
quantificagéob 1,4 x 10" mol L 8,7x 10" mol L 4,3x10" mol L
(1 OSb)

2 Precisdo calculada pela repetitividade do TPT 1 x 10” mol L'; do CPT 2 x 10° mol L™ e do
CPT-112x 10 mol L

® | imite de detecgio e limite de quantificagdo baseados no desvio padrio (s,) de 10 medigbes da
menor concentragdo de CPT que se consegue ler na curva analitica. Este S, € multiplicado por 3

para o LD e por 10 para o LQ.
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4.3.4
Testes de recuperacao em saliva

A viabilidade do método (MEKC) foi verificada através de testes de
recuperagcao em amostras de saliva obtidas de dois voluntarios saudaveis, ndo-
fumantes e que ndo receberam qualquer tratamento médico prévio a essas
experiéncias. As amostras de saliva foram coletadas em diferentes horarios do
dia (antes e apds almocgo). O procedimento para o tratamento das amostras da
saliva (fortificadas ou n&o com quantidades conhecidas dos analitos) foi
adaptado de LLABOT et al'?® e foi descrito em detalhes no item 3.2.3.

O eletroferograma da Figura 59 indica a importancia do tratamento da
saliva antes de seu uso nas analises, com o intuito de se eliminar a influéncia de
componentes da matriz no resultado. Apds o procedimento de limpeza (clean
up), para a minimizacdo do conteudo protéico das amostras, estas foram
injetadas usando as condi¢des otimizadas (Tabela 22). Mesmo com individuos
diferentes e em horarios distintos de coleta da amostra, as linhas de base
obtidas, apds tratamento, apresentaram-se praticamente sem ruido que pudesse
atrapalhar o sinal dos analitos, o que mostra a eficacia do pré-tratamento da

saliva.
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Figura 59: Eletroferograma de amostra de saliva (a) sem tratamento; (b) pds-
tratamento de clean up e obtida de um voluntario na parte da manh3; (c) pés-
tratamento de clean-up e obtida de outro voluntario na parte da tarde; (d) pos-
tratamento de clean up adicionada previamente de TPT 2 x 10®° mol L"; CPT
1x10°mol L e CPT-11 1 x 10° mol L™

Os testes de recuperagdo em amostras de saliva foram feitas com
amostras  fortificadas com quantidades conhecidas de analito
(TPT 1 x 10° mol L, CPT 2 x 10° mol L' e CPT-11 2 x 10® mol L™). Somente
apoés a fortificacdo € que a amostra passou pelo processo de limpeza. Estes
testes foram realizados em trés dias consecutivos e a média dos percentuais de
recuperacao (n=3) foram 110 + 7 % para o TPT; 112 + 3 % para o CPT e 108 + 5
% para o CPT-11. Estes resultados foram bastante satisfatérios e confirmaram a
eficacia do método proposto. Um resumo dos resultados encontra-se na Tabela
25. A Figura 60 mostra a sobreposicao de trés eletroferogramas obtidos durante

estes testes de recuperacéo.
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Tabela 25: Médias dos percentuais de recuperagdo em amostras de saliva fortificadas
com TPT 1 x 10° mol L™, CPT 2 x 10° mol L™ e CPT-11 2 x 10° mol L™

Absorvancia (mAU)

% Recuperagao

TPT 110+7 %
CPT 112+3 %
CPT-11 108+ 5 %

40
] CPT (a) Solugdo padrao da mistura (TPT + CPT + CPT-11)
1 (b) Saliva pés tratamento (branco)
307 (c) Saliva + solugdo padrdo da mistura (TPT + CPT + CPT-11)
257 CPT-11
CPT
CPT-11
207 TPT
157 - ()
107]
A (b)
51
TPT
L . (a)
03 ;

5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min)

Figura 60: Sobreposi¢cdo de eletroferogramas de (a) uma solugdo padrdo da
mistura de TPT 1 x 10° mol L™, CPT 2 x 10° mol L e CPT-11 2 x 10° mol L™; de
(b) uma amostra de saliva poés-tratamento e de (c) uma amostra de saliva
adicionada de TPT 1 x 10° mol L™, CPT 2 x 10° mol L™ e CPT-11 2 x 10® mol L

e apos tratamento para desproteinizagao.
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