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Resumo

Lamounier, Ana Paula; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento de
métodos utilizando Cromatografia Liquida Micelar (MLC) com deteccao
fluorimétrica para a determinacéo de seis alcaloides B-carbolinas e para a
galantamina em presenca dos seus principais metabolitos. Rio de Janeiro,
2015. 294p. Tese de Doutorado. Departamento de Quimica - Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Métodos baseados na cromatografia liquida micelar (MLC) com detec¢do
fluorimétrica foram desenvolvidos para dois estudos de caso. No primeiro deles,
seis B-carbolinas (harmol, harmalol, harmane, norharmane, harmine e harmaline)
foram plenamente separadas de modo a se aplicar o0 método para a determinacao
dos alcaloides em formulacdes de Passiflora incarnata L., extrato seco de
Passiflora alata Dryander e em urina. A separagdo foi realizada em coluna
cromatogréfica C18, utilizando fase movel tamponada (pH 8,0) contendo 220
mmol L™ de dodecilsulfato de sédio (SDS)/acetonitrila (97/3% v/v). A deteccéo
fluorimétrica permitiu que se atingissem limites de deteccdo (LOD) abaixo de 3,6
ng g™ com repetibilidade e preciséo intermediaria entre 0,1 e 5%. As incertezas
combinadas associadas a concentracdo das B-carbolinas ficaram entre 1 e 9%. O
método proposto foi comparado ao método baseado na cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) com detec¢do absorciométrica e os resultados com
MLC se mostraram superiores do ponto de vista da capacidade de deteccdo (por
serem os alcaloides naturalmente muito fluorescentes) e de recuperacdo. Para as
amostras de fitoterapicos, o harmol foi quantificado tanto nas amostras de
medicamento de Passiflora incarnata quanto em urina de voluntario apos a
administracdo de fitoterdpico. O harmine foi detectado apenas na amostra de
medicamento. Os alcaloides norharmane, harmine e harmaline foram identificados
no cha misto de Maracuja, no qual continha em sua composic¢ao extrato seco de
Passiflora alata Dryander. Na segunda abordagem, um método por MLC foi
desenvolvido para a determinacdo de galantamina e de seus principais metabolitos
(N-desmetil galantamina, O-desmetil galantamina, epigalantamina e N-6xido
galantamina). A separacdo da galantamina e dos metabolitos foi feita utilizando
coluna cromatografica C18 com porosidade de 300 angstroms e fase movel
constituida de tamp&o (pH 5,0) contendo 25 mmol L™ de SDS/acetonitrila (97/3%
v/v). A deteccdo fluorimétrica permitiu limites de deteccdo abaixo de 343 ng g,
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repetibilidade e precisdo intermediaria entre 2,2 e 4%. As incertezas combinadas
associadas a concentracdo de galantamina e dos metabdlitos ficaram entre 0,3 e
11%. Ensaios de recuperacdo foram realizados em amostra de urina fortificada
com padrdes da galantamina e metabolitos e os resultados obtidos ficaram entre
de 91,4 e 114,8%. A comparacdo entre o método por MLC e o método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa foram feitas com
amostras de medicamento cujo principio ativo era o hidrobrometo de galantamina.
Os resultados dos teores de galantamina e as variancias das medidas obtidas por
ambos os métodos foram estatisticamente iguais. A sensibilidade da curva
analitica obtida por MLC foi duas vezes maior do que a encontrada por
cromatografia por fase reversa. Analises de urina de ratos coletadas apos a
administracdo do medicamento foram realizadas com o método proposto, sendo
que a galantamina mais o0s metabdlitos N-Oxido galantamina e N-desmetil
galantamina foram identificados nas amostras. Para melhor avaliar o efeito de
amplificacdo de fluorescéncia da galantamina pelo ambiente organizado,
experimentos foram feitos com a separacdo cromatogréafica de fase reversa e com
a adicdo de solucdo rica em micelas de SDS ap6s a passagem do analito pela
coluna cromatografica. As condi¢cBes de separacdo incluiram o uso de coluna
cromatografica C18, fase mdvel constituida por tampéo (pH 5,0) contendo 2% de
propano-2-ol (v/v)/ acetonitrila (80/20 % v/v). A solucdo micelar de SDS (100
mmol L™), misturada & fase mével apés a coluna cromatogréfica, foi preparada
com a mesma composicdo da fase mével. A sensibilidade da curva analitica de
galantamina foi trés vezes maior quando o meio micelar foi usado. O resultado
prova que o ambiente micelar favorece a medigdo fluorimétrica de galantamina
mesmo em regime de fluxo. As recuperagOes obtidas com e sem a mistura com a

solug@o micelar ficaram entre 97,5 e 102,2%.

Palavras-chave

Cromatografia liquida micelar; alcaloides [-carbolinas; galantamina e

metabolitos; detecgdo fluorimétrica; urina; extratos fitoterapicos.
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Abstract

Lamounier, Ana Paula; Aucelio, Ricardo Queiroz (Advisor). Micellar liquid
chromatography with fluorimetric detection for the determination of six
B-carboline alkaloids and galantamine in the presence of its major
metabolites. Rio de Janeiro, 2015, 294p. DSc. Thesis - Departamento de
Quimica - Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

Methods based on micellar liquid chromatography (MLC) with fluorimetric
detection have been developed for two case studies. In the first, six B-carbolines
(harmol, harmalol, harmane, norharmane, harmine and harmaline) were fully
separated allowing the application of the method for the determination of these
alkaloids in Passiflora incarnata L. formulations, in Passiflora alata Dryander
dry extract and in urine. The chromatographic separation was performed on a C18
column using a buffered mobile phase consisting of disodium hydrogen phosphate
(pH 8.0) containing 220 mmol L™ of sodium dodecyl sulfate (SDS)/acetonitrile
(97/3% viv). The fluorimetric detection allowed limits of detection (LOD) below
than 3.6 ng g* to be achieved with intermediary precision and repeatability
between 0.1 and 5%. The calculated combined uncertainties of the concentration
of B-carbolines were between 1 and 9%. The proposed method was compared
with the method based on micellar electrokinetic chromatography (MEKC) with
absortionmetric detection. The MLC results were superior from the viewpoint of
the detection power (since they are very fluorescent alkaloids) and also in terms of
recovery. The harmol was quantified in Passiflora incarnata phitotherapic
samples and in urine collected from a voluntary after of the administration of
herbal medicine. The harmine was detected only in the phitotherapic sample. The
norharmane, harmine and harmaline alkaloids were identified in Passion Fruit tea,
which contained dry extract of Passiflora alata Dryander. In the second approach,
a method for MLC was developed for the determination of galantamine and its
main  metabolites (N-demethyl galantamine, O-demethyl galantamine,
epigalantamine and N-oxide galantamine). The separation was performed using a
C18 chromatography column with porosity of 300 angstroms and with mobile
phase consisting of buffer (pH 5.0) containing SDS (25 mmol L™)/acetonitrile
(97/3% v/v). The fluorimetric detection enabled LOD below 343 ng g with

intermediate precision and repeatability between 2.2 and 4%. Combined
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uncertainties for concentration of galantamine and metabolites were between 0.3
and 11%. Recovery experiments were performed on urine samples fortified with
galantamine standards and metabolites with results between 91.4 and 114.8%. A
comparison between the proposed MLC method and reverse phase high
performance liquid chromatography was made using medicine samples containing
galantamine hydrobromide as the active principle. Galantamine levels and
variances achieved with these methods were statistically equal. The analytical
curve sensitivity by MLC was two times higher than that found with reverse phase
high performance liquid chromatography. Analysis of rat urine, collected after the
administration of the medicine, were performed with the proposed method
enabling the identification of galantamine, N-oxide galantamine and N-demethyl
galantamine. To better evaluate the fluorescence amplification effect of
galantamine in the organized environment, experiments were made with
conventional chromatographic separation and post-column addition of the
aqueous solution rich in micelles. The separation conditions included the use of
C18 chromatographic column, mobile phase consisting of buffer (pH 5.0)
containing 2% of propan-2-ol (v/v)/acetonitrile (80/20% v/v). The micellar
solution of SDS (100 mmol L™), added after the chromatographic column, was
prepared with the same composition of the mobile phase. The column temperature
was 25°C and the sample volume was 20 pL. The sensitivity of the analytical
curve of galantamine was three times higher when the micellar solution was
mixed, proving that the organized environment favors the galantamine
fluorescence even at flow regime. Recoveries with or without post-column mixing

with the micelle rich solution were between 97.5 and 102.2%.

Keywords

Micellar liquid chromatography; pB-carboline alkaloids; galantamine and

metabolites; fluorimetric detection; urine; phytotherapic extracts.
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6.3. Determinagéo do fator de enriquecimento micelar da
galantamina utilizando o meio organizado de SDS e deteccéo
fluorimétrica
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Figura 18. (A) Ratos da linhagem albina Wistar na gaiola de
observacdo e coleta (B) e a administragdo do medicamento
contendo hidrobrometo de galantamina.

Figura 19. Espectros de absor¢gdo da HAE em diferentes valores de
pH, em meio aquoso sem surfactante (A) e em meio aquoso rico em
micelas de SDS (B).

Figura 20. Espectros de absorcdo da NOR em diferentes valores de
pH, em meio aquoso sem surfactante (A) e em meio aquoso rico em
micelas de SDS (B).

Figura 21. Espectros de absorgdo do HIE em diferentes valores de
pH, em meio aquoso sem surfactante (A) e em meio aquoso rico em
micelas de SDS (B).

Figura 22. Injec¢des individuais de HOL, HLOL, HAE, HIE, NOR e
HLINE de concentracdo 2,5 x 107 mol L. Composicdo da fase
mével micelar: tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo 150
mmol L™ de SDS, 0,5%, em volume, (Et)sN/ACN(95/5 v/v). Volume
de amostra introduzida de 20 pL e vazdo igual a 1,0 mL min® e
temperatura da coluna a 25°C. Os pares de lexcem para leitura dos
alcaléides foram HOL 334/419, HLOL: 378/479, HAE: 370/435, HIE:
342/416, NOR: 374/447 e HLINE: 382/467 nm.

Figura 23. Cromatogramas da mistura das seis B-carbolinas, HOL,
HLOL, HAE, HIE, NOR e HLINE de concentragéo 2,5 x 107 mol L™,
variando a vazdo de fase mével: 1,0 mL min™ (A) e 0,6 mL min™ (B).
Composicéo da fase micelar: tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 3,0),
contendo 150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et)sN e 5%, em volume, de
ACN. Temperatura da coluna de 25°C e volume de amostra
introduzida de 20 uL. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides
foram HOL 356/410, HLOL: 356/500, HAE: 370/435, NOR: 370/447,
HIE: 370/416 e HLINE: 370/495 nm.

Figura 24. (a) Cromatograma da injecdo de uma mistura dos seis
alcaloides de concentracdes iguais a 1 x 10 mol L™ para HOL e
HLOL e demais analitos iguais a 1 x 10™° mol L™. (b) Destaque do
cromatograma na regidao do HOL e HLOL em diferentes canais de
detecgdo por fluorescéncia: 356/479 nm (A), 356/419 nm (B),
356/410 nm (C) e 356/500 nm (D). Composicdo da fase movel
micelar: tamp&o acetato (10 mmol L™*; pH 3,0), contendo 150 mmol
L' de SDS, 0,5% (Et)sN e 5%, em volume, de ACN. Volume de
amostra introduzida de 20 pL, vazdo igual a 0,6 mL mint e
temperatura da coluna a 25°C.

Figura 25. Cromatogramas da mistura das seis p-carbolinas de
concentracdo 1 x 10 mol L™, variando a concentracdo do SDS: 70
mmol L™ (A), 150 mmol L™ (B) e 200 mmol L™ (C). Composicéo da
fase movel micelar: tampéo acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo
SDS, 0,5% (Et)sN e 5%, em volume, de ACN. Vazéao de 0,6 mL min’
! temperatura da coluna de 25°C e volume de amostra introduzida
de 20 pL em todas as injecdes. Os pares de Aexciem para leitura dos
alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479, HAE/HIE/NOR/ HLINE:
370/435 nm.

Figura 26. Cromatogramas da mistura das seis p-carbolinas de
concentracéo 1 x 10° mol L™ comparando duas propor¢des de ACN:
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20% (A) e 5% (B). Composicdo da fase movel micelar: tampao
acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo 150 mmol L™ de SDS, 0,5%
(Et)sN e ACN. Vazdo de 0,6 mL min?, temperatura da coluna de
25°C e volume de injecdo de 20 uL em todas as injecdes. Os pares
de Aexcem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479,
HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

Figura 27. Cromatogramas obtidos para cada uma das seis B-
carbolinas, na concentracéo de 2,5 x 10”7 mol L. Composicdo da
fase mével micelar: tampao acetato (10 mmol L™; pH 5,0), contendo
150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et)sN e 5% de ACN em volume. Vaz&o
de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo
20 uL. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides foram HOL
356/410, HLOL: 356/500, HAE: 370/435, NOR: 370/447, HIE:
370/416 e HLINE: 370/495 nm.

Figura 28. Cromatogramas de uma mistura de solugbes padrao das
seis B-carbolinas, na concentragéo 2,5 x 10”7 mol L™ em funcéio do
pH da fase movel micelar: 3,0 (A) e 5,0 (B). Composi¢cdo da fase
mével micelar: tamp&o acetato (10 mmol L™), contendo 150 mmol L™
de SDS, 0,5% (Et)sN e 5% de ACN, em volume. Vazao de 0,6 mL
min, temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo 20 uL. Os
pares de Aexcem pPara leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL:
356/479, HAE/HIE/NOR/ HLINE: 370/435 nm.

Figura 29. Superposicdo de cromatogramas obtidos da mistura das
seis B-carbolinas de concentracdo 1 x 10" mol L™ (a) e a regido
aumentada (b) do HAE/NOR variando a temperatura da coluna, °C:
40 (A), 30 (B) e 25 (C). Composicdo da fase mével micelar: tampé&o
acetato (10 mmol L™; pH 5,0), contendo 150 mmol L™ de SDS, 0,5%
(Et)sN e 5% de ACN, em volume. Vaz&o de 0,6 mL min™ e volume
de injecdo 20 uL. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides
foram HOL/HLOL: 356/419, HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/447 nm.
Figura 30. Cromatogramas obtidos de uma mistura das seis f-
carbolinas de concentracdo 1 x 107 mol L™ em diferentes fases
moveis micelares: Fase 2: 100 mmol L™ de SDS e pH 7,5 (A), Fase
8: 150 mmol L™ de SDS e pH 8,0 (B) e Fase 4: 200 mmol L™ de SDS
e pH 7,5 (C). Todos os cromatogramas foram gerados em vazao de
0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C, volume introduzido de
amostra de 20 uL. As proporgdes de (Et)sN e de ACN foram 0,5% e
5%, respectivamente. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides
foram HOL/HLOL: 356/479, HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.
Figura 31. Superposicdo dos cromatogramas resultantes das
injecdes de uma mistura das seis p-carbolinas de concentracdo 1 x
107 mol L™ em duas fases méveis distintas: 220 mmol L™ de SDS e
pH 8,0 (A) e 150 mmol L™ de SDS e pH 8,0 (B). Vazdo de 0,6 mL
min?, temperatura da coluna de 25°C, volume introduzido de
amostra de 20 uL. As proporcdes de (Et)sN e de ACN foram 0,5% e
5%, respectivamente. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides
foram HOL/HLOL.: 356/479, HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.
Figura 32. Cromatogramas resultantes das injecfes de uma mistura
das seis B-carbolinas na concentracéo 1 x 107 mol L™ (excecéo para
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HAE, NOR e HIE, no cromatograma B, cuja concentracao foi de 5 x
107" mol L™) com proporgéo de ACN (v/v) de 5% (A) e 3% (B).
Composicéo da fase mével micelar: tampéao fosfato (10 mmol L™; pH
8,0), contendo 220 mmol L™ de SDS e 0,5% de (Et)sN. Vazéo 0,6
mL min, temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo de 20
uL. Os pares de Aexciem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL.:
356/479, HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

Figura 33. Cromatogramas resultantes da inje¢cdo de uma mistura de
padrées das seis p-carbolinas, respectivamente, HOL 11,8 min,
HLOL 13,5 min, HAE 17,9 min, NOR 19,3 min, HIE 21,7 min e
HLINE 26,3 min com leitura em um detector fotométrico de
multicanal: canal A (A), canal B (B), canal C (C), canal D (D) e leitura
do ensaio em branco (Br). Fase mdével micelar: tampéao fosfato (10
mmol L™*; pH 8,0), contendo 220 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et)sN e 3%
de ACN. Vazdo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna 25°C e
volume introduzido de amostra de 20 uL.

Figura 34. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e gréafico de
residuos padronizados (C) para HOL.

Figura 35. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e grafico de
residuos padronizados (C) para HLOL.

Figura 36. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e gréafico de
residuos padronizados (C) para HAE.

Figura 37. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e gréafico de
residuos padronizados (C) para NOR.

Figura 38. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e gréafico de
residuos padronizados (C) para HIE.

Figura 39. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e gréafico de
residuos padronizados (C) para HLINE

Figura 40. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do HOL por MLC: C1 (A), C4 (B) e
C7 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), Usg
(preparo  da solugdo), up (precisdo intermediaria) e u,
(repetibilidade).

Figura 41. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do HLOL por MLC: C1 (A), C4 (B) e
C7 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), Usg
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e Uy
(repetibilidade).

Figura 42. Contribuicéo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do HAE por MLC: C1 (A), C4 (B) e
C7 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), Usg
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e Uy
(repetibilidade).

Figura 43. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medigéo
em trés niveis de concentracdo do NOR por MLC: C1 (A), C4 (B) e
C7 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), Usg
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e u,
(repetibilidade).

Figura 44. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do HIE por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7
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(C). Componentes da incerteza: Ucyna (Curva analitica), usq (preparo
da solugao), uy; (precisao intermediaria) e u, (repetibilidade).

Figura 45. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do HLINE por MLC: C1 (A), C4 (B) e
C7 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), Usg
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e Uy
(repetibilidade).

Figura 46. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (®) HOL/()
HLOL. Linhas pontilhadas (----): limite inferior de 80% e limite
superior de 120%.

Figura 47. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (0) HAE/(m)
NOR. Linhas pontilhadas (---): limite inferior de 80% e limite superior
de 120%.

Figura 48. Recuperacgdes obtidas para o par de analitos (m)

NOR/() HIE. Linhas pontilhadas (---): limite inferior de 80% e limite
superior de 120%.

Figura 49. Recuperacdes obtidas para o par de analitos () HIE/(®)
HLINE. Linhas pontilhadas (---): limite inferior de 80% e Ilimite
superior de 120%.

Figura 50. Eletroferogramas de uma mistura de padrdoes de B-
carbolinas obtidas por meio das condi¢cdes experimentais adaptadas
do método de referéncia por MEKC. Todos os alcaloides foram
detectados em A = 241 nm (A), exceto HLINE que foi detectado em A
=383 nm (B). HOL (2 x 10* ng g*, tm = 7,8 min ), NOR (1,7 x 10* ng
gt tn = 9,8 min), HAE (9 x 10° ng g%, tn = 11,2 min), HIE (2 x 10*
ng g, tm = 12,7 min) e HLINE (2 x 10* ng g*, t,, = 16,6 min).

Figura 51. Superposicédo de eletroferogramas de amostras de urina
de voluntario ndo fumante: urina néo fortificada (B) e urina fortificada
(A) com uma mistura de padrées de HOL, NOR, HAE, HIE e HLINE.
Todos os alcaloides foram detectados em A = 241 nm, exceto
HILNE, em A = 383 nm.

Figura 52. Superposicdo de cromatogramas de amostras de urina
voluntario ndo fumante (A) e urina fortificada (B) com uma mistura
de HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

Figura 53: Cromatogramas superpostos de trés amostras de urina
de voluntarios fumantes (A), (B) e (C) obtidos através das condi¢cbes
experimentais do método proposto por MLC.

Figura 54. Superposi¢cédo dos cromatogramas obtidos pela injecdo da
solucdo amostra de medicamento de fitoterapico Maracuja (A) e
solucdo amostra de medicamento de fitoterapico Maracuja fortificado
(B) com HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

Figura 55. Cromatogramas obtidos pela injecdo das amostras de
urina de voluntario coletadas em tempos diferentes: antes da
administragcdo da dosagem do medicamento — 0 h (A), 1 h (B), 2 h
(C) e 8 h (D) apds a ingestao do fitoterapico.

Figura 56. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecéo,
em condicdes experimentais por MLC de uma amostra de urina
coletada apés 8 h da ingestédo de dois comprimidos do medicamento
de fitoterapico Maracuja (A) e a mesma amostra de urina Maracuja
(B) fortificada com HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.
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Figura 57. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecéo,
em condigbes experimentais por MLC de uma amostra de tintura de
P. incarnata nas dosagens minima de 20 gotas (A), maxima de 30
gotas (B) e amostra de 30 gotas fortificada (C) com HOL, HLOL,
HAE, NOR, HIE e HLINE.

Figura 58. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecéo,
em condicdes experimentais por MLC de uma amostra de cha misto
de maracuja contendo de P. alata Dryander em dois canais: 370/447
nm (A) e 370/495 nm (B) e a mesma amostra fortificada (C) com
HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

Figura 59. Diagrama de distribuicdo (alfa das espécies) da
galantamina em funcdo do pH dos meios - aquoso (linha cheia) e
micelar de SDS (linha pontilhada).

Figura 60. Cromatogramas advindos da injecao de solucdo de cada
um dos padrées de OD (4,5 x 10™ mol L™), NOx (9 x 10 mol L),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol L™ e EP (4,7 x 10° mol L’
1. Composicéo da fase mével micelar: solugdo tamp&o de acetato
(10 mmol L™*; pH 3,0) contendo SDS (50 mmol L™) e (Et)sN
(0,5%)/ACN (91/9% v/v); volume de amostra 40 uL; vazdo de fase
mével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 30°C. Os pares de
Aexclem Para medicdo de fluorescéncia foram: OD 285/334 nm, NOXx
285/332 nm, GAL 285/330 nm, ND 285/334 nm e EP 285/334 nm.
Figura 61. Cromatograma da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol L’
1, NOx (9 x 10° mol LY, GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol
L") e EP (4,7 x 10®° mol L™"). Composicdo da fase mével micelar:
solugéo tampdo de acetato (10 mmol L™; pH 3,0) contendo SDS (50
mmol L), (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra 40
uL; vazdo de fase mével de 1,0 mL min™'; temperatura da coluna de
30°C; medicao de fluorescéncia em 285/330 nm.

Figura 62. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol
L), NOx (9 x 10° mol L), GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol
L) e EP (4,7 x 10™ mol L™) obtidos em 30°C (A) e em 25°C (B).
Composicdo da fase mével micelar: solucdo tampéo de acetato (10
mmol L™ pH 3,0) contendo SDS (50 mmol L™, (Et)sN (0,5%)/ACN
(91/9% v/v). Volume de amostra 40 uL; vazdo de fase movel de 1,0
mL min*; deteccéo em 285/330 nm.

Figura 63. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol
L), NOx (9 x 10™ mol L™), GAL (4 x 10™ mol L™), ND (9,6 x 10° mol
LY e EP (4,7 x 10 mol L™) obtidos com fases méveis contendo
diferentes proporgcdes de ACN: 7% (A), 9% (B), 12% (C) e 15% (D).
Composigédo da fase movel micelar: solucdo tampao de acetato (10
mmol L™ pH 3,0) contendo SDS (50 mmol L) (Et)sN (0,5%) e
complemento de ACN. Volume de amostra de 40 uL; vazao de fase
mével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 25°C; deteccéo em
285/330 nm.

Figura 64. Cromatogramas advindos da injecdo de solucdo de cada
um dos padrées de OD (4,5 x 10 mol L™), NOx (9 x 10™ mol L™),
GAL (4 x 10 mol L™), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L’
1Y em (A) fase mével tamponada em pH 5,0 (tampdo acetato; 10
mmol L?) e em (B) fase mével tamponada em pH 8,0 (tamp&o

206

207

212

214

215

216

217


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

fosfato; 10 mmol L™). Fase mével micelar contendo SDS (50 mmol
L), (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra de 40 pL;
vazdo de fase mével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de
25°C; detecgdo em 285/334 nm (OD), 285/320 nm (NOXx), 285/330
nm (GAL), 285/334 nm (ND) e 285/334 nm (EP).

Figura 65. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol
L), NOx (9 x 10™° mol L), GAL (4 x 10 mol L™), ND (9,6 x 10°® mol
L) e EP (4,7 x 10° mol L) usando: (A) fase mével micelar com pH
3,0 (tamp&o acetato 10 mmol L™) com 9% de ACN (B) fase movel
micelar com pH 5,0 (tamp&o acetato10 mmol L) com 9% de ACN e
(C) fase mével micelar com pH 8,0 (tamp&o fosfato 10 mmol L™)
com 12% de ACN. As fases moéveis continham SDS (50 mmol L) e
(Et)sN (0,5%). Volume de amostra de 40 uL; vazao de fase mével de
1,0 mL min*; temperatura da coluna de 25°C; deteccéo em 285/330
nm.

Figura 66. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol
L"), NOx (9 x 10™ mol L™), GAL (4 x 10™ mol L), ND (9,6 x 10° mol
LY e EP (4,7 x 10® mol L™) variando a concentracdo de SDS e
proporcédo de ACN na fase mével: 40 mmol L™ de SDS e 10% ACN
(A) 50 mmol L™ de SDS e 9% ACN (B) e 100 mmol L™ de SDS e
15% ACN (C). Composicao da fase mével micelar: solugdo tampao
acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS e (Et)sN (0,5%)/ACN
(v/v). Volume de amostra de 40 pL; vazao de fase movel de 1,0 mL
min™; temperatura da coluna de 25°C; deteccdo em 285/330 nm.
Figura 67. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol
L"), NOx (9 x 10™ mol L™), GAL (4 x 10™ mol L), ND (9,6 x 10° mol
LY e EP (4,7 x 10™ mol L") usando colunas cromatogréaficas com
fase estacionaria C18 com porosidade de A) 120 A e B) 300 A.
Composicdo da fase moével micelar: solucdo tampédo acetato (10
mmol L™ pH 5) contendo SDS (50 mmol L™) e (Et)sN (0,5%)/ACN
(91/9% v/v). Volume de amostra de 40 uL; vazédo de fase mével de
1,0 mL min™; temperatura da coluna de 25°C; deteccdo em 285/330
nm.

Figura 68. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol
L), NOx (9 x 10° mol L), GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol
L") e EP (4,7 x 10 mol L™) em func&o da concentracdo de SDS na
fase mével: 50 mmol L™ (A) e 25 mmol L™ (B). Composicéo da fase
mével micelar: solucdo tampdo acetato (10 mmol L™*; pH 5,0)
contendo SDS e (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra
de 40 uL; vazdo de fase moével de 1,0 mL min™; temperatura da
coluna de 25°C; deteccdo em 285/330 nm.

Figura 69. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol
L), NOx (9 x 10™ mol L™), GAL (4 x 10™ mol L™), ND (9,6 x 10° mol
L) e EP (4,7 x 10 mol L) em funcéo da vazdo da fase mével: A)
1,0 mL min™ e B) 0,8 mL min™. Composicéo da fase mével micelar:
solucdo tampdo acetato (10 mmol L™*; pH 5) contendo SDS (25
mmol L) e (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de injecdo 40
uL; temperatura da coluna de 25°C; deteccdo em 285/330 nm.
Figura 70. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol
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L), NOx (9 x 10™ mol L), GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol
L) e EP (4,7 x 10®° mol L") em funcéio da porcentagem de ACN na
fase mével: 9% (A) e 5% (B), 3% (C), 2% (D) e 1% (E). Composicao
da fase mével micelar: solucdo tamp&o acetato (10 mmol L™*; pH 5,0)
contendo SDS (25 mmol L™) e (Et)sN (0,5%)/ACN (v/v). Volume de
injecdo 40 ulL; vazdo de fase mével de 0,8 mL min™; temperatura da
coluna de 25 °C; deteccdo em 285/330 nm.

Figura 71. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™ mol
L), NOx (9 x 10° mol L), GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol
LY) e EP (4,7 x 10° mol L") variando a porosidade da coluna
cromatografica. A) 120 A. Composicdo da fase movel micelar:
solucdo tampdo acetato (10 mmol L™*; pH 5) contendo SDS (25
mmol L) e (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9 v/v). Vazdo de fase mével de
1,0 mL min™; B) 300 A. Composicéo da fase mével micelar: solucdo
tamp&o acetato (10 mmol L™*; pH 5) contendo SDS (25 mmol L™) e
(Et)sN (0,5%)/ACN (97/3 viv). Vazéo de fase mével de 0,8 mL min™;
Volume de amostra de 40 pL; temperatura da coluna de 25°C;
deteccdo em 285/330 nm.

Figura 72. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B)
para o metabolito NOXx.

Figura 73. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B)
para o metabolito OD.

Figura 74. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B)
para o metabolito GAL.

Figura 75. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B)
para o metabdlito ND.

Figura 76. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B)
para o metabolito NOXx.

Figura 77. Contribuicéo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do NOx por MLC: M1 (A), M7 (B) e
M9 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), Usgl
(preparo  da solugdo), up (precisdo intermediaria) e u,
(repetibilidade).

Figura 78. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medigéo
em trés niveis de concentracdo do OD por MLC: M1 (A), M7 (B) e
M9 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), Usol
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e Uy
(repetibilidade).

Figura 79. Contribuicéo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do GAL por MLC: M1 (A), M7 (B) e
M9 (C). Componentes da incerteza: Uqna (Curva analitica), Usgl
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e Uy
(repetibilidade).

Figura 80. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medig&o
em trés niveis de concentracdo do ND por MLC: M1 (A), M7 (B) e
M9 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), Usgl
(preparo da solugdo), up (precisdo intermediaria) e u,
(repetibilidade).

Figura 81. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicéo
em trés niveis de concentracdo do EP por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9
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(C). Componentes da incerteza: uqyna (Curva analitica), use (preparo
da solugéo), upi (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).

Figura 82. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (®) GAL/(D)
ND e () ND/(e) EP. Linhas pontilhadas (----): limite inferior de 80% e
limite superior de 120%.

Figura 83. Superposi¢cao de cromatogramas obtidos pela introdugéo
de amostra de urina voluntario (ensaio em branco) (A), de amostra
de urina fortificada com os analitos (nivel M2) (B) e de uma solucéo
padrdo dos analitos (C). As concentracdes finais dos analitos nos
cromatogramas B e C foram: NOx (1,6 pg mL™), OD (1,2 pg mL™),
GAL (1,2 ng mL™), ND (1,2 pg mL™") e EP (0,9 pg mL™). Volumes
introduzidos de 30 uL e condi¢cdes experimentais indicadas na
Tabela 37.

Figura 84. Cromatogramas obtidos pela introducédo da solucéo de
GAL (11,5 pg mL™): por HPLC de fase reversa em fase movel
composta por solugédo aquosa contendo (Et)sN (1%) e ACN (20%) e
pH 7 (A) com vazado da fase mével de 1,0 mL min™ e temperatura da
coluna de 30°C; por MLC em fase movel contendo tamp&o acetato
(10 mmol L™; pH 5,0), SDS (25 mmol L) (Et)sN (0,5%)/ACN (97/3%
v/v) (B) com vazdo da fase mével de 0,8 mL min™ e temperatura da
coluna de 25°C. Volume de amostra de 20 uL e deteccdo em
290/320 nm por HPLC e 285/330 nm por MLC.

Figura 85. Curva analitica construida para GAL (A) em MLC e (B)
em HPLC por fase reversa.

Figura 86. 1) Cromatogramas obtidos pela introducdo da solugéo
amostra de urina antes da administracdo do medicamento (A),
solucdo amostra de urina coletada 2 h apés a administracdo do
medicamento (B) e solucdo amostra de urina coletada 2 h apos
administragdo do medicamento fortificada com os analitos (C). 2)
Destaque dos cromatogramas A, B e C na regido da GAL, ND e EP.
Figura 87. Espectros de excitacdo (A) e emissdo (B) de
fluorescéncia de uma solucdo de GAL (0,3 pg mL™) medidos em
meio aquoso contendo tampao acetato (pH 5,0) e espectros de
excitacdo (C) e emissdo (D) de fluorescéncia de uma solucdo de
GAL (0,3 ng mL™?) medidos em meio aquoso contendo tamp&o
acetato (pH 5,0) e 100 mmol L™ de SDS.

Figura 88. Cromatogramas obtidos com a introducao de solucéo de
GAL (11,5 pg mL™Y) (A) e o respectivo ensaio em branco (B) no
experimento de adicdo de fase movel micelar apdés a coluna
cromatografica. Fase mével principal contendo tampao acetato (10
mmol L™; pH 5,0) e (Et)sN (0,5%)/ACN (80/20% v/v) e mantida com
vazdo de 0,8 mL min™ (bomba principal). Composicdo da solucéo
micelar adicionada na mola de reacédo contendo tampéao acetato (10
mmol L% pH 5,0) SDS (100 mmol L™?) e (Et)sN (0,5%) mantida com
vazdo de 0,2 mL min™ (bomba secundaria). Temperatura da coluna
de 25°C; volume de amostra de 40 uL; deteccdo em 285/330 nm.
Figura 89. Linhas de bases obtidas com a mistura da fase mavel
com a solucao rica em micelas de SDS na auséncia de propan-2-ol
em ambas as solucdes (A) e na presenca de 2% de propan-2-ol em
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ambas as solucdes (B). Fase movel consistindo de solucdo tampéao
acetato (10 mmol L™*; pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%)/ACN (80/20%
v/v) e solucdo rica em micelas preparada em tampdo acetato
(10 mmol L™*; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™) e (Et)sN (0,5%).
A relacdo da vazao das bombas principal/vazdo de solucéo rica em
micelas de SDS foi igual a 0,8/0,2 mL min™; temperatura da coluna
de 25°C; volume de amostra de 40 pL; detecgdo em 285/330 nm.

Figura 90. Linhas de bases obtidas com diferentes razbes de vazao
de fase movel/vazdo de solucéo rica em micelas de SDS de 0,8/0,2
(A), 0,8/0,5 (B), 0,5/0,5 (C) e 0,5/1,0 (D). Fase movel de tampao
acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%) propano-2-ol
(2%)/ACN (80/20% v/v). Solucdo rica em micelas preparada em
tampé&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™),
(Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%). Temperatura da coluna de 25°C;
volume de amostra de 40 uL; deteccdo em 285/330 nm.

Figura 91. Cromatograma obtido pela introdugéo de uma solucéo de
GAL (11,5 ug mL™) usando fase mével de tamp&o acetato (10 mmol
L™: pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20%
v/v) com mistura, na mola de reacdo, com solucéo rica em micelas
preparada em tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS
(100 mmol L™ e (Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%). A raz&o entre a
vazao da fase mével e a vazado da solucéo rica em micelas foi igual
0,5/1,0 mL min™. Temperatura da coluna de 25°C; volume de
amostra de 40 uL; deteccdo em 285/330 nm.

Figura 92. Cromatograma obtido pela introdu¢éo de uma solucao de
GAL (11,5 pg mL™) usando fase mével de tampao acetato (10 mmol
L™: pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20%
v/v) com mistura, na mola de reacao, de (A) solucao rica em micelas
preparada em tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS
(100 mmol L) e (Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%) e (B) solugéo
tampé&o acetato (10 mmol L™*; pH 5,0). A razdo entre a vazdo da fase
moével e a vazdo da solucdo rica em micelas foi igual 0,5/1,0 mL
min™. Temperatura da coluna de 25°C; volume de amostra de 40 pL;
deteccdo em 285/330 nm.

Figura 93. Curva analitica construida para GAL feitas com adi¢cdo na
mola de reacdo apods a coluna cromatografica de (A) de solucéo rica
em micelas de SDS e (B) solucdo sem surfactante.

Figura 94. Grafico de residuos das curvas analiticas da GAL feitas
com adi¢cdo na mola de reacao apods a coluna cromatografica de (A)
de solugéao rica em micelas de SDS e (B) solugédo sem surfactante.
Figura 95. Cromatograma obtido pela introducdo de amostra de
riacho por HPLC  usando a abordagem de mistura de solugao rica
em micelas de SDS na mola de reagcdo apdés a coluna
cromatogréfica: (A) amostra fortificada com GAL (11,5 pg mL™) e (B)
ensaio com branco de amostra. Fase movel de tampéao acetato (10
mmol L™*; pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN
(80/20% v/v) com mistura, na mola de reacdo, de solucao rica em
micelas preparada em tampdo acetato (10 mmol L™; pH 5,0)
contendo SDS (100 mmol L™) e (Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%) A
razdo entre a vazao da fase mével e a vazdo da solucdo rica em
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micelas foi igual 0,5/1,0 mL min™. Temperatura da coluna de 25°C;
volume de amostra de 40 pL; deteccdo em 285/330 nm.
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do pK,; em meio rico em micelas de SDS por absorciometria.
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interferéncia.
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combinacéo das solucdes do teste de interferéncia.
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GAL, ND e EP e indicagédo de massa dos analitos introduzida no
sistema cromatografico a partir de 40 uL das misturas e proporgao
entre as massas introduzidas para os pares GAL:ND e ND:EP.
Tabela 37. Valores de massa introduzida de analito a partir da
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seus metabolitos™.

Tabela 38. Valores de recuperacdo percentual dos analitos na
amostra de urina fortificada com GAL e seus metabdlitos.

Tabela 39. Condi¢des experimentais utilizadas para a quantificacéo
da GAL usando HPLC com deteccdo fluorimétrica.
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introduzida de GAL, equacdes das curvas analiticas e valores de R?
para o método proposto por MLC e para o método por HPLC.
Tabela 41. Teores de GAL obtidos pelo método proposto por MLC e
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hidrobrometro de galantamina.

Tabela 42. Teste t bi-caudal presumindo variancias equivalentes
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Tabela 44. Condicbes experimentais para a determinacdo de GAL
por HPLC de fase reversa usando abordagem com mistura de
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Tabela 45. Pardmetros de mérito para as abordagens por HPLC
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Abreviaturas e Acronimos

ACN Acetonitrila

ALOD Limite de deteccéo absoluto
ALOQ Limite de quantificac&o absoluto
BGE Eletrdlito de corrida

CL Quimioluminescéncia

CMC Concentracdo micelar critica
CTAB Brometo de cetiltrimetilamnio
DA Doenca de Alzheimer

DAD Detector de Arranjo de Diodos
DNPO bis(2,4-dinitrofenil)oxalato

EP Epigalantamina

EtOH Etanol

(Et)sN Trietilamina

FM Fase movel

FLD Detector de fluorescéncia

GAL Galantamina

HOL Harmol

HLOL Harmalol

HAE Harmane

NOR Norharmane

HIE Harmine

HLINE Harmaline

LOD Limite de deteccgéo

LOQ Limite de quantificacdo

MEKC Cromatografia eletrocinética micelar
MeOH Metanol

MLC Cromatografia liquida micelar
ND N-desmetilgalantamina

NOXx N-oxido galantamina

oD O-desmetilgalantamina

P. Passiflora

PAM Parametros Analiticos de Mérito
RRLC Rapid Resolution Liquid Chromatography
SDS Dodecil sulfato de sodio

Ue Incerteza combinada
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“Nao ¢ o mais forte que sobrevive, nem o mais inteligente, mas o que se adapta
melhor as mudancas.”
(Charles Darwin)
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