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Contextualizagcéao

Os alcaloides B-carbolinas sdo substancias que provocam varios efeitos
bioldgicos, que podem ser deletérios ou benéficos, dependendo da quantidade
consumida, e podem ser comumente encontrados, principalmente, em alimentos,
chas e fitoterapicos. Devido a importancia de se determinar seletivamente esses
alcaloides nessas matrizes, escolheu-se desenvolver nessa presente tese de
doutorado um método de determinagdo seletiva dessas substancias por
cromatografia liquida. Além da classe das B-carbolinas, a galantamina também foi
escolhida por se tratar de um importante principio ativo de um medicamento
utilizado no controle da doenca de Alzheimer. Na literatura ha um ndmero
consideravel de métodos de determinagdo da galantamina, porém poucos métodos
foram propostos para a determinagdo seletiva da galantamina e seus principais
metabolitos. Esse fato motivou o desenvolvimento de um método de separagédo
para essas substancias em cromatografia liquida.

Na década de 1980 foi quando ocorreram os estudos fundamentais para o
desenvolvimento da cromatografia liquida micelar (MLC). Muitos trabalhos
cientificos desse periodo sdo referéncias que continuam importantes para o
desenvolvimento de métodos de separacdo eficazes que utilizam essa técnica. Essa
abordagem cromatografica vem ganhando espaco como alternativa para
cromatografia liquida convencional, por trazer vantagens em funcdo do uso de
fase mdvel essencialmente aquosa, que tem menor custo, € menos tdxica, mais
segura e biodegradavel. Essas caracteristicas vém de encontro aos preceitos da
Quimica Verde, que engloba varias estratégias para minimizar ou eliminar o uso
de substancias toxicas e a geracdo de residuos, além da busca por seguranca,
economia e menor impacto ambiental. A fase movel micelar também permite que
as amostras mais complexas sejam diretamente introduzidas no sistema
cromatogréafico ou introduzidas ap6s 0 minimo de etapas de preparagéo.

Assim, no contexto geral, visou-se aliar as vantagens atribuidas a técnica
de MLC com o proposito de desenvolver métodos seletivos para determinagéo das
B-carbolinas em matriz de chas, fitoterapicos e urina e, para a determinacdo da

galantamina e seus metabolitos em urina de ratos. Além disso, os alcaloides [3-
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carbolinas, galantamina e seus metabdlitos, foram escolhidos por serem
substancias basicas naturalmente fluorescentes possibilitando maior interagdo com

o surfactante anidnico SDS.

1.1
Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi desenvolver métodos analiticos de
separagdo baseados na técnica de cromatografia liquida micelar visando a
determinacédo seletiva de alcaloides da classe das (-carbolinas em amostras de
Passiflora e a determinacéo seletiva de galantamina e seus principais metabolitos
em amostras de urina.

Especificamente, foram realizados: (i) estudos e otimizacdo das condigdes
cromatograficas experimentais que favorecessem a separacdo efetiva de seis
alcaloides B-carbolinas e a separagdo da galantamina e seus quatro metabolitos
principais; (ii) estudos para a obtencdo dos parametros analiticos e das
caracteristicas metrologicas a fim de identificar e mensurar a contribuicdo das
principais fontes de incerteza de medicdo da concentracdo dos analitos nos
métodos propostos; (iii) estudos de interferéncia mutua na quantificacdo dos
analitos considerando os pares criticos na separacdo cromatogréfica; (iv) aplicacdo

dos métodos em amostras reais.

1.2

Estrutura da Tese

A presente Tese de doutorado foi estruturada em seis capitulos. No
Capitulo 2, as principais caracteristicas dos analitos sdo apresentadas assim como
suas atividades bioldgicas e aplicagdes farmacéuticas, aléem de uma revisao
bibliografica dos métodos analiticos existentes na literatura para a determinacéao
dos seis alcaloides p-carbolinas, galantamina e seus metabdlitos. Nesse capitulo,

consideracdes relevantes sobre os principios da técnica de cromatografia liquida
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micelar s&o feitas, aléem da abordagem sobre a validagdo de métodos e estimacao
da incerteza de medigéo.

O Capitulo 3 contém as informac6es detalhadas sobre a instrumentacéo, 0s
materiais utilizados e os procedimentos de preparacdo de solucdes e amostras.
Neste capitulo sdo também apresentados os procedimentos das analises
envolvendo os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho.

No Capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos para a determinagéo
seletiva dos alcaloides B-carbolinas (HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE).
Neste capitulo foram descritos: (i) a determinacao dos valores encontrados de pK,
(Sp) das B-carbolinas HAE, NOR e HIE em meio aquoso e em meio aquoso
organizado contendo o surfactante aniénico dodecilsulfato de sédio (SDS): (ii) o
desenvolvimento de método cromatografico por MLC com detec¢do fluorimétrica
para separacdo e determinacdo de seis B-carbolinas, buscando aliar a melhor
resolugcdo dos picos com o menor tempo de corrida e menor gasto de solvente
organico; (iii) a validacdo do método proposto & luz das melhores praticas
metrologicas, incluindo o célculo de incertezas de medicdo; (iv) a avaliacdo da
estabilidade das solucGes dos padrGes dos alcaloides em meio micelar; (v) a
aplicabilidade do método em amostras reais de medicamentos fitoterapicos,
tinturas de Passiflora incarnata, cha de Passiflora alata e urina.

No Capitulo 5 sdo apresentados os resultados obtidos para a determinacgéo
seletiva de galantamina (GAL) e seus principais metabolitos: N-0xido galantamina
(NOx), O-desmetil galantamina (OD), N-desmetil galantamina (ND) e
epigalantamina (EP). Neste capitulo foram descritos: (i) o desenvolvimento de
método por MLC e deteccdo fluorimétrica de separacdo da galantamina e seus
quatro metabdlitos principais, buscando aliar a melhor resolucédo dos picos com o
menor tempo de corrida; (ii) a validacdo do método proposto, seguindo as
orientagdes dos orgaos competentes, incluindo o calculo de incerteza de medicao;
(iii) a aplicabilidade do método proposto em amostras de urina de ratos apds a
administracdo de medicamento, contendo hidrobrometo de galantamina; (iv) os
estudos de enriquecimento de sinal fluorescente da galantamina em MLC e em

meio rico de micelas de SDS em regime de fluxo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

36

Finalizando, no Capitulo 6 se encontram descritas as conclusfes deste
trabalho de tese de doutorado e, ao término deste documento, sdo apresentadas as

Referéncias bibliogréficas.
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