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Resumo

Maia, Priscila Mariana da Silva; Aucélio, Ricardo Queiroz. Fosforimetria na

temperatura ambiente em substrato solido para determinacdo do

cloridrato de irinotecana, principio ativo do anticancer injetavel, e

tracos do contaminante camptotecina em formulacées farmacéuticas

anticancer. Rio de Janeiro, 2010. 124p. Dissertacdo de Mestrado -

Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de

Janeiro.

Os derivados da camptotecina (CPT), irinotecana (CPT-11) e topotecana
(TPT) sao usados para o tratamento do cancer, sendo a CPT um potencial
contaminante em medicamentos anticancer a base de CPT-11 ou TPT. Neste
trabalho, a fosforimetria na temperatura ambiente em substrato sélido (SSRTP)
foi proposta como técnica analitica para a determinagdo do principio ativo do
anticancer injetavel a base de CPT-11 e de tragcos do contaminante CPT em
formulagdes farmacéuticas anticancer. As caracteristicas fosforescentes dos dois
analitos foram estudadas de modo univariado em fungéo de diversos parametros
experimentais, como o tipo e a quantidade de sal de atomo pesado indutor de
fosforescéncia, influéncia do valor do pH do tampé&o usado na solugdo do analito
e quantidade de surfactante modificador de superficie da celulose. Uma vez
definidos os fatores relevantes, o planejamento fatorial do tipo composto central
foi realizado para a determinagao de tragos do contaminante (CPT) com o intuito
de estudar os efeitos principais e as possiveis interagdes entre os fatores de
resposta visando a escolha da melhor condicdo experimental. As melhores
condi¢cdes foram obtidas usando substratos de celulose contendo 332 pg de
TINO; (indutor da fosforescéncia) em solucdo carreadora contendo tampao
Britton-Robinson (pH 10,5). Para a CPT-11 a otimizagao foi realizada apenas
pela abordagem univariada, com as seguintes condi¢des escolhidas: 662 ug de
Pb(NOs). em substratos de celulose contendo 577 ug de SDS. A CPT pd6de ser
determinada seletivamente em matrizes contendo 40 vezes mais TPT, em
concentracdo, usando a determinagdo no ponto isodiferencial (367 nm) da
derivada de 22 ordem do espectro de excitacao. Para matrizes contendo CPT-11,
esse desempenho foi mais limitado, pois a CPT sé foi determinada seletivamente
em misturas contendo até 5 vezes mais CPT-11. Para cada uma das condigbes
selecionadas foram realizados estudos para obtencdo dos parémetros de
desempenho. Em ambos os casos, a resposta analitica teve comportamento
linear (homocedatico) em funcdo da massa de CPT ou de CPT-11 presentes no
substrato de celulose. Os limites de deteccdo e de quantificacdo absolutos
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ficaram na ordem do ng. Um estudo detalhado da estimativa da incerteza de
medigao também foi realizado e a incerteza combinada associada a medigéao de
fosforescéncia da CPT foi de até 16%. O método foi aplicado na quantificagao de
CPT-11 em solugbes injetaveis com 97,5 = 55% de recuperagdo e na
determinagdo de CPT em medicamentos a base de TPT (101,5 + 3,5% de
recuperacao medindo em 367 nm do espectro de excitacao apds derivacao de 22
ordem) e nas matrizes urina (102,5 £ 3,5% de recuperacdo) e saliva (102,5 %
4,5% de recuperacdo), ambas fortificadas com CPT e usando-se deteccdo em
570 nm do espectro de emissdo de varredura normal. Testes comparativos entre
a SSRTP e a HPLC-DF foram realizados e os resultados foram satisfatérios para
um nivel de 95% de confiangca. Uma comparacao entre diferentes substratos foi
também realizada para avaliar requisitos praticos, variabilidade de sinal do
analito e do branco, o que indicou vantagens do substrato de nylon sobre o de
celulose.

Palavras-chave
Camptotecina; irinotecana; topotecana; fosforimetria na temperatura
ambiente; incerteza da medigao.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812597/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812597/CA

Abstract

Maia, Priscila Mariana da Silva; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor). Solid
substrate room-temperature phosphorimetry for the irinotecan
hydrochloride determination, active principle of injectable anti-cancer
drugs, and traces of contaminants in pharmaceutical formulations
camptothecin anti-cancer. Rio de Janeiro, 2010. 124p. MSc. Dissertation
— Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro.

Irinotecan (CPT-11) and topotecan (TPT) are employed for cancer
treatment and camptothecin (CPT) is a potential contaminant in anti-cancer drugs
based on CPT-11 or TPT. In this work, solid substrate room-temperature
phosphorimetry (SSRTP) was proposed as analytical technique for the
quantification of CPT-11 in anti-cancer drugs and for the determination of traces
of CPT in CPT-11 and TPT based anti-cancer pharmaceutical formulations. The
phosphorescence characteristics of the analytes have been studied and
experimental conditions (type and amount of the heavy atom salts used to induce
phosphorescence, influence of the pH of the analyte carrier solution and the
amount of surface modifier) were optimized in an univariate way. For the method
aiming the determination of CPT, a further optimization using a central composite
design was made in order to identify the main effects and possible interactions
among factors. The best conditions had been achieved using cellulose substrate
containing 332 ug of TINO; (phosphorescence inducer) and analyte carrier
solution containing Britton-Robinson buffer (pH 10.5). For the CPT-11, best
conditions were achieved in cellulose substrates containing 577 ug of SDS and
662 ug of Pb(NOs), The selective determination of CPT could be performed in
samples containing a higher amount of TPT (40 times) if the signal measurement
is made at the isodifferential wavelength (367 nm) of the 2" derivative excitation
spectra. For samples containing CPT-11, selective determination of CPT could be
made in samples containing CPT-11/CPT molar proportion no higher than 5.
Parameters of merit have been obtained for both methods. Analytical responses
presented linear behavior in the in working range from the limit of quantification
up to at least 348.0 ng of CPT or 440.2 ng of CPT-11 (deposited in the center of
the substrate). Absolute limits of detection and quantification were 26.8 and 42.3
ng for CPT and 79.6 and 99.9 ng for CPT-11. A detailed metrological study was
performed for the measurement of CPT and the combined uncertainty associated
to the phosphorescence measurement was 16%. The method was applied for the
quantification of CPT-11 in injectable solutions with recovery of 97.5 + 5.5%. For
CPT, recovery in TPT based pharmaceutical formulation, previously fortified with
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the analyte, was 101.5 + 3.5% (measurement made at 367 nm of the 2"
derivative excitation spectra). In analyte fortified urine and saliva, recoveries were
respectively 102.5 £ 3.5% and 102.5 + 4.5% (using non-derived spectra and
detention at 570 nm of the emission band). Comparative tests between the
SSRTP and HPLC-DF have been made and the results agreed (at a 95%
confidence level). A comparison using different substrates (nylon and cellulose)
was also performed in order to evaluate practical aspects, analyte signal intensity
and the variability of the analyte and blank signals. The result indicated
advantages in using nylon substrates for the phosphorimetric determination of
CPT.

Keywords
Camptothecin; irinotecan; topotecan; room-temperature phosphorimetry;
measurement uncertainty.
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Figura 38: Curva analitica da CPT depositada no substrato de nylon.

Figura 39: Grafico de residuo da CPT depositada no substrato de nylon.

Figura 40: Curva analitica da CPT-11 em substrato de celulose.

Figura 41: Grafico de residuo da CPT-11.

Figura 42: Diagrama de causa e efeito para medicao de fosforescéncia por
SSRTP’8,

Figura 43:Gréficos de contribuicao das fontes de incerteza da CPT em
diferentes concentracdes no substrato de celulose: (a) 2,4 x 10, (b)
48x10°e(c)7,4x10° mol L™

Figura 44: Graficos de contribuicdo das fontes de incerteza da CPT em
diferentes concentracdes no substrato de nylon: (a) 9,0 x 10 (b) 3,2 x
10° (c) 5,5 x 10° mol L™

Figura 45: Graficos de contribuigdo das fontes de incerteza da CPT-11 em
diferentes concentragdes: (a) 3,0 x 10° (b) 4,5 x 10° (¢) 7,5 x 10™ mol
L-1

Figura 46: Espectros de emissdo da recuperacdo da CPT (4 x 10 mol L)
em formulagdes farmacéuticas (CPT-11 e TPT).

Figura 47: Espectros de emissdao da recuperagao da CPT-11 em

medicamento.
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Siglas e abreviacoes

ABNT — Associagao brasileira de normas técnicas
ANOVA — Andlise de variancia

ANVISA - Agéncia nacional de vigilancia sanitaria

AP — Atomo pesado

ClI - Cruzamento interno

CIS - Cruzamento intersistemas

CPT - Camptotecina

CPT-11 - Irinotecana

CV — Coeficiente(s) de variagao

Em - Emisséo

ESI-MS - Eletrospray- espectrometria de massas
ETCO - Instituto Brasileiro de Etica Concorrencial

Ex - Excitagcédo

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ia— Intensidade fosforescente do analito

Ia-Ig — Sinal fosforescente liquido

Is— Intensidade fosforescente do branco

Icpt - Intensidade de sinal fosforescente da CPT

Icpr.11 - Intensidade de sinal fosforescente de misturas contendo CPT +
CPT-11

INMETRO - Instituto nacional de metrologia

ISP-MS - ion spray espectrometria de massas

I+p7 - Intensidade de sinal fosforescente de misturas contendo CPT + TPT
LC - cromatografia liquida

LD — Limite de deteccao

LDA — Limite de deteccao absoluto

LEEA — Laboratério de Espectroanalitica e Eletroanalitica Aplicada
LQ — Limite de quantificagao

LQA — Limite de quantificagdo absoluto

MEKC - Eletroforese capilar com uso de meio micelar
MS - Espectrometria de massa

OMS - Organizagao Mundial de Saude
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PF- Planejamento fatorial

RSD — Desvio(s) padrao relativo(s)

RV - Relaxamento vibracional

S, - Estado fundamental singleto

S, - Estado excitado singleto

SDS - Dodecil sulfato de sédio

SPE- Solid phase extraction

S, - Estado excitado singleto de maior energia

SSRTP - Fosforimetria em temperatura ambiente suportada em substrato
sélido

T, - Estado fundamental tripleto

T, - Estado excitado tripleto

T, - Estado excitado tripleto de maior energia

TPT - Topotecana

u.a. - Unidades arbitrarias

US FDA - United States Food e Drug Administration

UV - ultravioleta

Aem - Comprimento de onda de emissao expresso em nm
Aexc - Comprimento de onda de excitagao expresso em nm
Aiso - Comprimento de onda isodiferencial
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