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Estudo de caso:
Métodos analiticos aplicaveis a substancias anticancerigenas

O cancer é a principal causa de morte no mundo, atribuem-se a
doenca 7,9 milhoes das mortes ocorridas em 2007, o que corresponde
aproximadamente a 13% dos 6bitos nesse ano [14]. Dentre os medicamentos
desenvolvidos recentemente para o tratamento dessa doenca se destacam
os derivados semisintéticos da camptotecina (CPT), irinotecana (CPT-11)
e topotecana (TPT). Essas trés substancias possuem uma alta semelhanga
na sua estrutura quimica, motivo pelo qual a CPT (altamente tdxica) pode
passar despercebida em testes de controle de qualidade dos medicamentos
cujo principio ativo é CPT-11 ou TPT. Mais preocupante ainda, a CPT
pode ser adicionada deliberadamente para a falsificacao de medicamentos
substituindo o TPT ou CPT-11 como principio ativo. Em ambos casos, vale
a pena ressaltar a importancia dos métodos analiticos para a identificacao de
produtos fora do padrao ou falsificados, ambos prejudiciais a saide. Métodos
analiticos disponiveis em farmacopéias ou compéndios internacionais podem
ser utilizados pela industria no controle de qualidade para a identificacao de
medicamentos fora do padrao, ou sao utilizados por autoridades fiscalizadoras
para identificar medicamentos falsificados. Na auséncia desses, métodos
validados e devidamente documentados na literatura especializada devem ser
aplicados.

Devido a importancia da identificacao de medicamentos falsificados ou
fora do padrao, neste capitulo realiza-se um estudo de caso para avaliar os
métodos analiticos disponiveis na literatura especializada para a determinacao
de CPT, TPT e CPT-11, visando identificar aqueles que possam ser utilizados
como ferramentas para identificacao de medicamentos fora do padrao ou

falsificados

6.1
A camptotecina e seus derivados, irinotecana e topotecana

A camptotecina (CPT) foi isolada pela primeira vez por Wall et al[76], da

cortica e dos talhos da planta Camptotheca acuminata, uma planta proveniente
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da China. A substancia foi caracterizada como um alcaléide com um sistema
de anéis e grupos funcionais de alto potencial antitumoral e antileucémico em
animais. Os estudos iniciais na década de setenta foram feitos com o intuito de
explorar a utilidade clinica da CPT como um agente anticancerigeno, sendo o
seu uso descartado para tal fim devido a alta toxicidade e a baixa solubilidade
da substancia em agua em pH fisiologico. Na tentativa de se aproveitar as
caracteristicas do grupo farmacoférico da CPT, foram sintetizados varios
derivados soliveis em agua, sendo os principais o CPT-11 e o TPT. As

estruturas destas substancias sao apresentadas na figura 6.1:

Grupo

farmacoférico
SUBSTANCIA | C5 C7 Cc9 c10 C20(S)
CPT H H H H OH
TPT H H (CH3);NHCH2 | OH CH
CPT-11 H | C.Hs | H O OH
N

Figura 6.1: Estruturas da camptotecina e seus derivados

O sitio farmacoférico da CPT e de seus derivados contém um grupo
funcional lactonico que, dependendo do pH no meio, pode abrir formando
um grupo carboxilato (figura 6.2), inativo como antitumoral. A formagao
do carboxilato é reversivel e favorecida em pH fisiolégico para a maioria os
derivados da CPT, exceto para o metabédlito SN-38!, que de fato ¢ mais eficiente
na agao antitumoral [77].

A atividade anticancerigena do CPT-11 e do TPT deve-se a inibi¢ao de
uma enzima do DNA, a Topoisomerase Tipo I (Topo I). As topoisomerases
sao enzimas que atuam em processos chaves do DNA como replicacao,
transcri¢ao, recombinacao, reparagao, montagem de cromatina e segregacao
de cromossomos. Existem dois tipos de topoisomerases, as do Tipo I iniciam
o rompimento de uma cadeia na molécula de DNA, e as do Tipo II rompem

ambas as cadeias do DNA. Estas acOes garantem o processo de replicacao

1O CPT11 é transformado no figado em SN38, metabdlito com atividade antitumoral até
1000 vezes maior do que o préprio CPT11.
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Figura 6.2: Equilibrio do grupo farmacoférico da CPT. Adaptado de: Adams
et al [77]

subsequente do DNA. A inibicao parcial ou total dos processos desenvolvidos
pelas topoisomerases resulta na morte celular [78]. O mecanismo pelo qual os
inibidores da Topo I causam o efeito antitumoral encontra-se esquematizado

na figura 6.3:

in vive

H,C\.“

comptatecing

Figura 6.3: mecanismo de reacao da Topo I e o CPT. Adaptado de: Marques
[79]

Segundo este mecanismo, um complexo formado por Topo I e DNA reage
com a CPT e seus derivados para formar um complexo ternario (Topo I - DNA -
CPT). Este complexo inibe a religagao das cadeias de DNA, causando a quebra
da cadeia dupla de DNA, o que leva a morte celular [78].

As células cancerigenas possuem uma maior velocidade de replicacao
e sao mais sensiveis a interferéncias medicamentosas, o que da certa
seletividade aos tratamentos quimioterapéuticos. Porém, células que se
renovam constantemente (medula 6ssea, mucosa do trato digestivo, pélos)
também sao atingidas pelos medicamentos quimioterapéuticos, causando os
chamados efeitos secunddrios do tratamento [81].

O CPT-11 e o TPT contam com a aprovagao da FDA para serem
utilizados no tratamento do cancer. O TPT ¢é comercializado com o nome de

Hycamtin®), lancado pela GlaxoSmithKline. O Hycamtin® encontra-se em
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Figura 6.4: Mecanismo de inibicao da Topo I. Adaptado de: Creemerst, et al
[80]

forma de pé lidfilo injetavel (cloridrato de topotecana) e, recentemente em
forma de cépsulas (topotecana). O medicamento injetével (que possui 4mg
de topotecana) é recomendado para a terapia de cancer de ovario, cervical e
de pulmao. As capsulas sao recomendadas para o tratamento de carcinoma de
pulmao de pequenas células (small cell lung cancer) [82]. O CPT-11 encontra-se
também em forma de cloridrato no medicamento Camptosar(®) que possui
uma concentracao de 17,33 mg de irinotecana por cada mililitro de solucao
injetavel. O medicamento é comercializado pela Pfizer e é recomendado para
tratamento de cancer de célon e de reto [83]. Na tabela 6.1 se descrevem
algumas propriedades desses medicamentos.

As duas marcas de medicamentos rendem lucros consideraveis para as
empresas que detém as suas patentes. Suas vendas representam 1/3 do mercado
farmacéutico de drogas quimioterapicas. Além da alta margem de lucro que
trouxeram as suas empresas, as duas substancias foram responsaveis por salvar
milhares de vidas em todo o mundo [79]. Em 2008, as vendas totais no mundo
de Hycamtin® chegaram a cerca de R$ 451 milhdes [82], e as vendas mundiais
de Camptosar® chegaram a cerca de R$ 432 milhdes nesse mesmo ano [83].

Essa alta margem de lucro faz desses medicamentos alvos para a falsificacao.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0713646/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0713646/CA

Capitulo 6. Estudo de caso: métodos analiticos aplicaveis a substancias anticancerigenas1(2

Tabela 6.1: Propriedades fisicoquimicas e farmacocinéticas do TPT e CPT-11
(80, 82-84]

Propriedades

Medicamentos

TPT (cloridrato)

| CPT11 (cloridrato)

Foérmula molecular Co3Ho3N305-HCI C33H3gsNyOg HCI-3H20
Massa molar 4579 677,19
Dosagem 0,5 a 1,5 mg m—2 | 125 e 340 mg m 2 administradas em
administradas em  infusdo | infusao intravenosa de 30 a 90 minutos
intravenosa de 30 minutos
Vida média de | De 2 a 3 horas De 0,8 20,11 h
eliminacao
Ligacdo com proteinas | 35% SN—38: 95%; CPT—11: 50%
plasmaéticas (%)
Metabdlitos N—desmetiltopotecana e | SN—38, que inibe a topoisomerase I
bis—N—desmetiltopotecana com poténcia aproximadamente 1.000
vezes maior do que o CPT—11. A
conversao metabdlica é mediada pelas
enzimas carboxilestearasas e ocorre
principalmente no figado.
Eliminagao Via renal, cerca de 30—40% da | Cerca de 17% do CPT—11 ¢é excretado
dose administrada pela urina em um periodo de 24
horas, entanto, a quantidade de SN—38
recuperada da urina representa 0,23%
do CPT—11.
6.2

Métodos utilizados na analise de CPT, TPT e CPT-11

A concentragao de CPT-11 ou TPT em medicamentos encontra-se na
ordem do mg mL~!. Para identificar e quantificar essas substancias nessa faixa
de concentragao é necessdrio dispor de métodos analiticos sensiveis? (baixa
detectabilidade). Para quantificar CPT na presenga de TPT ou de CPT-11
(que pode ocorrer em medicamentos falsificados ou fora do padrao) necessita-se
de métodos altamente seletivos que possam diferenciar essas trés substancias
quimicamente similares.

Para a CPT e seus derivados, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) é utilizada para a separacao e quantificagdo dessas substancias. O
tipo de deteccao mais utilizada em HPLC é por medicao da fluorescéncia
natural dessas substancias. Outras formas de deteccao como espectrometria de
massa (MS) ou espectrofotometria de absorgao na regiao do ultravioleta/visivel
(UV/VIS) também sao utilizadas. Técnicas espectrofluorimétricas e técnicas
baseadas na separacao eletroforética em capilar também sao utilizadas para
a determinacao da CPT e derivados. A seguir faz-se uma breve descrigao das
caracteristicas gerais dos métodos utilizados na determinacao da CPT, TPT
e CPT-11 para, em seguida, descrever alguns dos parametros de desempenho

dos métodos existentes na literatura especializada.

= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC): A
cromatografia é uma técnica de separacao de misturas, que se baseia na

20 termo sensivel (que acusa diferengas pequenissimas, variacdes minimas) foi traduzido
da expressao em inglés sensitive
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particao das substancias de interesse entre duas fases: a fase estacionaria,
que estd imobilizada em uma coluna; e a fase movel, que é o meio
que transporta a amostra pelo sistema. A migracao diferencial das
substancias na coluna leva a separacao das mesmas. A fase estacionaria
é constituida por particulas de diametro da ordem de 3 a 5 micrometros
sendo as fases classificadas como reversa (RP), de caracteristica apolar,
no caso dos métodos para CPT e derivados. A fase mével (solvente ou
mistura de solventes) é introduzida a pressoes elevadas para se obter
separagao eficiente e rapida entre as substancias de interesse [85]. Apds
a separacao, as espécies sao detectadas aproveitando alguma de suas
propriedades fisicoquimicas, no caso da CPT e derivados, destacam-se
as propriedades épticas (absor¢ao e luminescéncia).

* Espectrofluorimetria: A técnica se baseia na capacidade que certas
substancias possuem para emitir luz quando sao excitadas por fétons, na
regiao do ultravioleta (préximo e visivel) do espectro eletromagnético.
A capacidade de emissao luminescente das substancias esta relacionada
com a sua estrutura (presenga de elétrons 7 deslocalizados e rigidez
estrutural), sendo diretamente proporcional a quantidade presente na
amostra, dentro de condigoes especificas, basicamente aquelas que valem
para a lei de Beer-Lambert [85]. Na espectrofluorimetria nao ha a
separagao fisica do(s) analito(s) de interesse da matriz da amostra, assim
a deteccao seletiva é baseada na propriedade luminescente diferenciada
do(s) analito(s), que pode ser amplificada por meio de ajustes das
condicoes experimentais.

* Eletroforese capilar: A eletroforese capilar é uma técnica de separacao
muito eficiente e que se baseia na migracao diferenciada das espécies
quimicas dentro de um meio tamponado em um capilar. Entre as
extremidades do capilar é aplicada uma diferenca de potencial elétrico,
que faz com que os analitos carregados migrem. A separagao ocorre
devido a diferenga na razao entre massa/carga das espécies quimicas.
A deteccao em geral é realizada por fotometria de absorcao molecular e,
em menor frequéncia por fluorimetria e por espectrometria de massa.
Existem muitos modos de separacao eletroforética que podem ser
utilizados para separagoes mais eficientes de diferentes classes de espécies
quimicas [85]. Por exemplo, o uso de micelas i6nicas permite a separagao
eletroforética de substancias sem carga, que estabelecem equilibrio
de particao com a micela. Esse tipo de abordagem ¢é denominado
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

O detalhamento dos métodos para determinacao de CPT e de seus
derivados em vérios tipos de matrizes ¢ indicado nas duas préximas subsecoes?.
Na primeira estudam-se os métodos baseados em HPLC, e na segunda faz-se

uma descricao dos métodos espectrofluorimétricos e os baseados na eletroforese

3Dado que este estudo de caso se centra na avaliacdo de métodos aplicdveis & andlise
da CPT e seus derivados (CPT-11 e TPT) em medicamentoss, aqueles métodos desenhados
exclusivamente para detectar SN-38 ou qualquer outro metabolito (usualmente em matrizes
biolégicas) ndo foram incluidos neste trabalho.
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capilar. Apéds a descricao dos métodos realiza-se uma avaliacao para determinar
aqueles mais adequados para a andlise de CPT na presenca de TPT ou CPT-11,

fundamental para identificar medicamentos fora do padrao ou falsificados.

6.2.1
Andlise de CPT e derivados com HPLC

A HPLC ¢é a técnica analitica mais difundida para andlises de
rotina na industria farmacéutica, utilizada no controle de qualidade de
medicamentos e no monitoramento dessas substancias em fluidos bioldgicos.
Um pré-tratamento (clean up) a amostra em matrizes bioldgicas (e.g.: sangue,
saliva, urina) deve realizar-se para separar, minimizar e/ou retirar uma
diversidade de componentes (proteinas, peptidios, lipidios) que podem causar
interferéncias analiticas ou danos aos componentes do sistema de HPLC.
Os procedimentos utilizados para o pré-tratamento de amostras que contém
CPT ou derivados em matrizes biolégicas incluem: a precipitacao de proteinas
[86-93]; a extragao em fase sélida (SPE) [94]; a extragao liquido-liquido (LLE)
[95, 96] e a microdidlise [97].

Para a separacao de CPT, TPT e CPT-11 em diversas matrizes

1 e medicamentos), a cromatografia de fase reversa (fase

(bioldgicas, farmacos
estaciondria apolar) é a mais aplicada, usualmente mediante a utilizagao de
fase do tipo octodecil (C18, RP18 ou ODS) suportada em silica ou em base
polimérica [88, 98, 99]. No entanto, o uso de fase estacionaria quiral, para a
separagao de (R)- e (S)-CPT em farmacos foi reportada [100].

Para a determinagdo da concentracao total (lactona e carboxilato) de
CPT ou derivados [87, 95, 96, 101], a fase mével com dois ou trés componentes é
a mais utilizada. Sao esses componentes: (i) uma solugao tampao utilizada para
controlar o pH e o equilibrio lactona/carboxilato; (ii) um solvente orgénico,
usualmente acetonitrila, para controlar a retencao da lactona do CPT ou
derivado e; (iii) um modificador quimico para controlar a formagao de cauda
nos picos cromatograficos (peak tailing®). Para a determinagao por separado da
concentragao da lactona e do carboxilato [89, 90, 94, 102], um agente pareador
de fons foi agregado a fase mével, para aumentar a afinidade do carboxilato a
coluna e assim evitar a sua elu¢ao no volume morto.

Diversos tipos de deteccao sao acoplados ao sistema de HPLC para

determinar a concentragao CPT e derivados. A deteccao por fluorescéncia

“Neste estudo de caso, considerou-se farmaco a substancia pura (cloridrato de TPT
ou CPT-11) obtida como padrao comercial ou sintetizada em laboratérios de pesquisa, e
medicamento exclusivamente aos produtos Hycamtin® e Camptosar®).

°Q peak tailing ocorre devido as interacdes entre o analito e particulas de silicio nao
derivatizadas da parede da coluna.
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é a mais utilizada [87, 89-91, 93-95, 97, 102, 103], aplicada até em estudos
farmacocinéticos [89, 93] ou de monitoramento terapéutico dos farmacos
[87, 101]. A detecgao por fotometria de absorgao no UV/VIS é utilizada, em
menor proporcao, para analise de CPT e derivados em matrizes bioldgicas
[96] e em formulagoes farmacéuticas [98, 101]. A detec¢ao por espectrometria
de massas (MS) também é utilizada para andlise de amostras em matrizes
biolégicas [86, 88, 92] ¢ em farmacos [100]. A HPLC-MS tem sido aplicada em
estudos exploratérios [86, 100] que precisam de maior seletividade.

A detectabilidade dos métodos é definida em termos de limite de
quantificagdo (LQ) da concentracao de CPT ou derivados. Para andlises em
matrizes bioldgicas, limites de quantificagao entre 0,5 ng mL™" [91, 92] e 40
ng mL~! [96], foram reportados. Para os métodos aplicdveis a medicamentos
ou farmacos, os limites de quantificaga a partir de 150 ng mL~! [104] foram
reportados.

Um resumo das principais caracteristicas dos métodos analiticos baseados
no uso do HPLC desenvolvidos para determinacao de CPT, TPT e/ou
CPT-11, (publicados na literatura especializada entre os anos de 2000 e 2009)

encontra-se na tabela 6.2.
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6.2.2
Analise de CPT e derivados com outras técnicas

Outras técnicas analiticas, como espectrofluorimetria ou eletroforese
capilar, também sao utilizadas para analisar a CPT e derivados. Caracteristicas
luminescentes da CPT foram investigadas utilizando espectrofluorimetria [105].
Esse estudo indica que os comprimentos de onda maximos de excitacao e
de emissao fluorescente da CPT nao se deslocam em funcao do solvente,
nem dependem da sua polaridade ou da capacidade de produzir pontes
de hidrogeénio. Porém, maiores intensidades fluorescentes em solventes mais
polares foram alcangadas (efeito hipercroémico).

As caracteristicas fluorescentes do CPT-11 em meio acido e bésico e, a
emissao fluorescente gerada pela oxidacao de CPT-11 com diversos agentes
—Ce(IV), I?/T" e {ons metélicos®— foram estudadas [106]. A partir desse
estudo, métodos espectrofluorimétricos para analise de CPT-11 em meio acido;
na presenca de Ce(IV), 12/~ e Fe?* foram propostos”. Para a analise de
CPT-11 em urina utilizou-se o método baseado na oxida¢ao com iodo (melhor
reprodutibilidade e a detectabilidade mais baixa), entanto que o método em
meio acido utilizou-se para analise de CPT-11 em medicamentos (melhor
percentagem de recuperagao).

A determinacao da concentracao de CPT-11 e outro medicamento
anticancerigeno utilizando fluorimetria e calibragao multivariada foi reportada
[107]. Aplicou-se tratamento com irradiacdo ultravioleta a uma solugao de
CPT-11, na presenga de tracos de peroxido de hidrogénio. Esse procedimento
de derivatizacao fotoquimica permitiu a amplificacao do sinal do analito.
Para analisar os dados de calibragao de segunda ordem compararam-se varios
algoritmos como fator de anélise paralelo (PARAFAC), minimos quadrados
bilineares (BLLS), e minimos quadrados multivariados (multiway least squares,
N-PLS). O estudo reportou que estes trés métodos apresentam resultados
similares para a determinagao de CPT-11 nas condigoes estudadas.

A aplicagdo da espectrofluorimetria foi proposta [79] para a anélise
seletiva de CPT em farmacos e medicamentos. Nesse estudo, dois métodos
espectrofluorimétricos para a determinacao da concentracao de CPT
foram propostos. No primeiro método utilizaram-se diferentes recursos do
equipamento (espectro de 2* derivada e varredura sincronizada) para melhorar
a seletividade e detecgao da CPT. O espectro de segunda derivada foi aplicado
para detectar CPT na presenga de CPT-11. O LD de CPT nessa condigao foi

67Zn2%t, Cu?t, Co?t, Sr?t+, Ca?t, Mg?t, Fe?t e AIPT.
"Nos métodos que utilizam cério e iodo quantifica-se a supressdo da fluorescéncia do
CPT- 11 (lei Stern-Volmer).
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9,7x 107® mol L™ (3,4 x 10! ng mL~!). O espectro de varredura sincronizada
foi utilizado para detectar CPT na presenca de TPT. O LQ de CPT nessa
condi¢ao foi 7,5 x 107® mol L™ (2,6 ng mL™!). A incerteza expandida
(Ug=2.95%) desse método foi calculada utilizando a medida de fluorescéncia de
um padrao de 5,0 x 107" mol L™! (1,7 x 10? ng mL~!) de CPT. Os resultados
das incertezas foram: 6,9 x 107® mol L™ (2,4 x 10* ng mL~!) de CPT para o
método em que se utiliza o espectro de 2% derivada e 1,2 x 107" mol L™! (4,3 x
10! ng mL~!) de CPT para o método em que se utiliza o espectro sincronizado.
No segundo método utilizou-se a derivatizacao fotoquimica em meio basico
(reagao que modifica as propriedades luminescentes do analito) para amplificar
o sinal da CPT e melhorar a detectabilidade. O LQ da concentracao de CPT
na presenca de TPT ou CPT-11 para esse método foi 2,7 x 107 mol L™ (9,4
x 107" ng mL™'). A incerteza expandida (Uy—295%) foi calculada utilizando a
medida de fluorescéncia de um padrdo com concentracao de 5,0 x 107% mol
L7! (1,7 x 10 ng mL™*) de CPT fotoderivatizado. O resultado da incerteza
foi 5,7 x 107" mol L™! (2,0 x 102 ng mL™1).

A eletroforese capilar foi utilizada como técnica para a determinacgao de
camptotecina em extratos de Nothapodytes foetida, planta de origem chinesa.
Nesse estudo, a CPT foi extraida de amostras da planta com dimetilsulféxido
(DMSO) em temperatura elevada. O extrato foi injetado em um capilar de
separacao e analisado no modo MEKC utilizando dodecil sulfato de sédio
(SDS) como eletrélito de trabalho. Reportou-se uma faixa de trabalho de 5
a 400pug mL !, com coeficiente de variacdo menor do que 7%. O método
foi aplicado para monitorar a quantidade de camptotecina durante o cultivo
da planta medicinal [108]. Para a andlise simultanea das trés substancias,
um método baseado em cromatografia eletrocinética micelar foi proposto [79].
Estudos univariado e multivariado (planejamento de composto central) foram
utilizados para: otimizar as condigoes analiticas; verificar as possiveis interacoes
entre as variaveis do processo e determinar simultaneamente CPT, TPT e
CPT-11. Os limites de quantificacao das substancias foram 1,4 x 107¢ mol L}
(4,9 x 10> ng mL~') de TPT; 8,7 x 107 mol L™! (3,0 x 10" ng mL~!) de CPT
e 4,3x 1078 mol L™ (1,5 x 10! ng mL~1) de CPT-11.

Um resumo das caracteristicas principais dos métodos analiticos baseados
em espectrofluorimetria e eletroforese capilar desenvolvidos para determinacao
de CPT, TPT e/ou CPT-11, publicados entre os anos de 2000 e 2009,

encontra-se na Tabela 6.3.
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A producao de medicamentos falsificados estd sendo realizada sob
maiores exigéncias, o que torna imprescindivel a aplicagao de técnicas analiticas
mais rigorosas para a identificacao de produtos irregulares. No caso dos
medicamentos cujo principio ativo é CPT-11 ou TPT, a determinacao de
impurezas de CPT na faixa de concentracao encontrada nos medicamentos
(mg mL™!) é de suma importancia para a identificacio de produtos fora do
padrao e de falsificagoes.

A partir da revisao bibliografica e da avaliacao de métodos analiticos
existentes, constatou-se que a técnica de HPLC é a mais difundida e a mais
utilizada para a andlise de CPT e derivados. Esta técnica é a mais versatil,
tanto na sua aplicabilidade em diversos tipos de matrizes (vérios tipos de
amostras bioldgicas, formulagoes farmacéuticas), quanto na detectabilidade dos
analitos em amplas faixas de concentracao (L) em amostras biolégicas a partir
de 0,5 ng mL™! e em farmacos a partir de 150 ng mL~!). Porém, apesar da
HPLC ser uma técnica de separacao que pode aplicar-se para detectar varias
substancias simultaneamente, na grande maioria das metodologias avaliadas
somente é utilizada para analisar uma das trés substancias de interesse. Apenas
um método foi reportado para a sua aplicagao na separacao de duas substancias
(TPT e CPT-11) [104], mas a aplicabilidade para a identificagao/quantifica¢ao
de CPT na presenca de seus derivados nao foi reportada.

No que concerne a espectrofluorimetria, poucas foram as metodologias
encontradas que utilizam a técnica para a determinacao dos analitos de
interesse. Dos métodos avaliados, somente dois [79] podem ser aplicados a CPT
na presenca de seus derivados em farmacos e medicamentos. Esses métodos
foram testados para quantificar CPT em concentracoes na ordem dos ng mL™*
na presenca de CPT-11 ou TPT, inclusive em concentragoes até 50 vezes
maiores que a da CPT. Além disso, esses métodos foram os uinicos —dentre os
avaliados neste estudo de caso— em que foi reportado o cédlculo da incerteza
de medicao, dando-lhes maior confiabilidade metrolégica.

A eletroforese capilar, tdo pouco é uma técnica amplamente utilizada
para andlise de CPT e derivados. Dos métodos avaliados, somente um [79] pode
ser aplicado na quantificacao de CPT na presenca dos derivados. Esse método
(desenvolvido no modo MEKC) é aplicavel para a determinagao simultanea
de CPT, TPT e CPT-11 em saliva e farmacos. A CPT e CPT-11 podem ser
detectadas em concentracoes na ordem dos ng mL~! utilizando esse método.

A adocao de um método na rotina de trabalho depende nao somente
das caracteristicas anteriormente discutidas (aplicabilidade do método na
matriz de interesse e detecgao do analito na concentragao de interesse), mas

também do custo e da operabilidade da técnica. No que diz respeito ao


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0713646/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0713646/CA

Capitulo 6. Estudo de caso: métodos analiticos aplicaveis a substancias anticancerigenasl12

custo, as trés técnicas avaliadas requerem altos investimentos na aquisi¢ao e
manutencao dos equipamentos. A HPLC ainda requer investimentos constantes
relacionados aos insumos préprios da técnica (e.g.: solventes de alta pureza,
filtros, pré-colunas e colunas de separagao). A MEKC e a espectrofluorimetria
requerem uma quantidade de insumos em menor escala, se comparada com
a HPLC. Em termos de operabilidade, a espectrofluorimetria oferece uma
vantagem maior, ja que as amostras analisadas por essa técnica usualmente
nao precisam de pré-tratamentos (limpeza de amostra, filtracao), enquanto
que esse procedimento é necessario ao analisar amostras utilizando MEKC ou
HPLC.

Com base na avaliagdo das caracteristicas discutidas (aplicabilidade,
detectabilidade, custo e operabilidade) destacam-se os métodos
espectrofluorimétricos desenvolvidos por Marques [79], que apresentaram
vantagens para serem utilizados: (i) no controle de qualidade de medicamentos
cujo principio ativo é CPT-11 ou TPT, visando identificar produtos fora do

padrdo e (ii) na identificagao de falsifica¢oes desses medicamentos.
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