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Fundamentacéo tedrica

2.1.
Consideracfes sobre os analitos estudados e os métodos analiticos
para a sua determinacao

2.1.1.
Tetrabenazina

A tetrabenazina® (TBZ), Figura 1, é um derivado da benzoquinolizina que
foi descoberto na década de 1950. Inicialmente, essa substancia foi utilizada
como antipsicético. Mas na década de 1970 suas propriedades para tratar a
discinesia (movimentos repetitivos involuntarios) foram descobertas, e desde
entdo a TBZ vem sendo utilizada para tratar diversos transtornos do movimento
involuntario? (Hayden et al., 2009; Del Val et al., 2009).
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Figura 1 - Estrutura da tetrabenazina

As monoaminas cerebrais (dopamina, noradrenalina e serotonina) sao
neurotransmissores que controlam 0s movimentos corporais e a atividade
excessiva dessas substancias provoca os transtornos de movimento. O
mecanismo de acdo da TBZ se baseia na deplecdo dessas monoaminas e na
inibicdo da captacdo de aminas (principalmente a dopamina) nas vesiculas de
armazenamento intracelular. A  diminuicho da concentracdo  dos

neurotransmissores se traduz na eliminagdo ou diminuicdo dos sintomas dos

! Nome IUPAC: cis rac —1,3,4,6,7,11b-hexahidro-9,10-dimetoxi-3-(2-metilpropil)-2H-
benzo[a]quinolizin-2-ona. Férmula molecular: C19H27NOs. Massa molecular: 317,42 g mol™

> Movimentos involuntarios associados a Doenga de Huntington (Ondo et al, 2002),

discinescia tardia (Ondo, Hanna e Jankovic, 1999), sindrome de Tourette (Faridi e Suchowersky
2003; Porta et al, 2008); entre outros.
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transtornos de movimento. A vantagem da TBZ, se comparada com outros
medicamentos utilizados para tratar transtornos de movimento (por exemplo, a
reserpina), € que seus efeitos sdo reversiveis, permitindo a supressdo da
dopamina sem causar efeitos colaterais, como a discinesia tardia e a depresséo
(Del Val et al. 2009).

Ap6s a administracdo oral da TBZ (12,5 a 50,0 mg), o medicamento é
metabolizado no figado gerando seus metabdlitos dihidrogenados: o-HTBZ e B-
HTB, cujas concentracdes maximas plasmaticas ocorrem apés 1 — 1 % h apés a
administracdo da dose de TBZ (Yero e Rey, 2008). A elimina¢cdo da TBZ ou seus
metabolitos ocorre por via renal. Um balanco de massa indicou que
aproximadamente 75% da dose administrada foi eliminada como as formas
glucorinadas ou conjugadas com sulfato dos principais metabolitos a-HTBZ e [3-
HTBZ. Nesta matriz, ndo foi encontrada TBZ livre (Yero e Rey, 2008; Jankovic e
Clarence-Smith, 2011).

A TBZ vem sendo utilizada para fins clinicos em diversos paises (Australia,
Canada e Unido Européia entre outros) durante décadas. Em 2008, o uso da
TBZ foi aprovado nos Estados Unidos como o Unico tratamento para a doencga
de Huntington. Essa aprovacéo, feita pela FDA (United States Food and Drug
Administration), alcou o medicamento a um mercado promissor, ja que 0
laborat6rio fabricante possuia exclusividade no mercado por sete anos devido ao
status do medicamento como medicamento 6rfao’. Dados da IMS
(Intercontinental Marketing Services, Reino Unido) apontam que as vendas de
TBZ em 2007 no mercado Europeu e Canadense foram respectivamente de U$
9 milhdes e 5,5 milhdes. Com o mercado estadunidense avaliado em U$ 600
milhdes e com a estimativa de que 90% dos pacientes da doen¢a de Huntington
sofrem dos movimentos involuntarios, os analistas estimavam, em 2009, que as
vendas de TBZ alcangassem nos anos seguintes, valores da ordem de U$ 150

milhdes por ano (Hayden et al., 2009).

Embora a TBZ seja utilizada como principio ativo do Unico medicamento
utilizado no tratamento da doenca de Huntington e de outros transtornos do
movimento, ha poucos métodos analiticos publicados na literatura para a

determinacgdo desta substancia.

3 . e L . -
Medicamento 6rfao: denominagéo dada pela FDA aos medicamentos utilizados para tratar

doencas raras, com pouco interesse financeiro por parte da indUstria farmacéutica para

desenvolver e comercializar este tipo de produto, destinado a um nimero restrito de doentes.
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Para a realizacdo de um estudo de monitoramento da concentracdo da
TBZ em plasma humano foi desenvolvido um método por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao por fluorescéncia apds a derivatizacéo
quimica da TBZ (Roberts et al.,, 1981). O analito foi separado da amostra
utiizando um pré-tratamento por precipitacdo de proteinas. A derivatizacdo
quimica da TBZ consistiu na reacdo do analito com acetato de mercurio (30 min
em banho-maria) que gerou um produto que permitiu a deteccdo indireta por
fluorescéncia da TBZ e de seu principal metabdlito (a-HTBZ) nos mesmos
comprimentos de onda maximos de excitagcao (Aexc) € de emissao (Aem) de 265 e
418 nm. A separacdo foi realizada em uma coluna com fase estacionaria
reversa do tipo C18, com fase mdvel constituida de acetonitrila e de tampao de
acetato 1% (pH 4,5) na proporcdo de 50:50% v/v. O limite de deteccdo (LD)
reportado foi de 3 x10° mol L, com recuperacées de 76% e coeficiente de
variacéo de 2,7% na concentracéo de 3,5 x10° mol L™. O método foi aplicado no
monitoramento da concentracdo plasméatica da TBZ ou do metabdlito a-HTBZ em
um paciente tratado com 50 mg de TBZ. As concentracdes plasmaticas de TBZ
ou do metabolito variaram entre 1,3 e 4,4 x10® mol L™,

Outro método em que se utiliza HPLC foi reportado por Mehvar et al.
(1986) para a determinagdo de TBZ em plasma humano e de ratos. Para a
separacdo da matriz, a amostra foi tratada por precipitacdo de proteinas. O
método também foi baseado na derivatizacdo quimica com acetato de mercurio
(reacdo a 110°C por 1 h), para a determinagdo de TBZ e do metabdlito principal
(a-HTBZ) com deteccédo por fluorescéncia usando 0 par Aex/Aem de 265/418 nm.
A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa C18
mantida a 60 °C, utilizando como fase mdvel agual/acetonitrila/ acido acético/
trietilamina na proporcédo, em volume, igual a 65: 33: 2: 0,15 %. A faixa de
resposta linear do método foi entre 1,6 x10™° e 6,3 x10”" mol L™ de TBZ. O limite
de deteccao (LD) néo foi reportado. O método foi aplicado para a determinagéo
do analito em plasma de dois pacientes ap6s a administracdo de 25 e 37 mg de
medicamento. As concentracdes plasmaticas para os pacientes foram de 3,2 x
10° a 1,6 x 10® mol L™ para TBZ e de 4,8 x107 a 1,6 x10® mol L™ para a a-
HTBZ. Vale salientar que os dois métodos mencionados utilizam como agente
derivatizante um sal de mercurio, cujo uso seria atualmente evitado nos

laboratorios devido aos riscos ambientais e de exposicao a esse reagente toxico.

Outro método analitico reportado foi baseado no uso da cromatografia a

gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) para a determinacdo de TBZ
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em plasma de rato e em cérebro de rato. No método se utilizou TBZ deuterada
como padrédo interno. A amostra foi previamente submetida a um procedimento
de limpeza por precipitacdo de proteinas e foi derivatizada com acido
trifluoroacético (a 90 © C por 1 h). O procedimento indicou que trés ions
resultavam da reacdo da TBZ (m/z de 413, 370 e 191 Da). O ion de m/z 370 foi
utilizado para a quantificacdo do analito, permitindo obter um LD foi 6,3 x 10
mol L, com recuperacdes de 82% na concentragéo de 7,9 x 10°® mol L™. (Jindal,
et al. 1989). Recentemente, outro método por cromatografia a liquido com
deteccdo por espectrometria de massa em modo tandem (LC-MS/MS) foi
reportada para a determinacdo de TBZ e de seus metabdlitos (a-HTBZ e B-
HTBZ) em plasma humano (Derangula et al, 2013). O método teve uma faixa
linear de resposta entre 3,1 x 10™ e 1,6 x 10°® mol L™ de TBZ. As recuperacdes
reportadas para plasma fortificado com TBZ foram de 75%. O método foi
aplicado para estudos farmacocinéticos apos a administragdo de uma dosagem

de 25 mg de TBZ em humanos.

2.1.2.
Amitriptilina

A amitriptilina® (AMT) é classificada como um antidepressivo triciclico,
classificacdo dada aos medicamentos com estrutura principal de trés ciclos
fusionados, conforme mostrado na Figura 2. O medicamento € utilizado como
tratamento de referéncia, ou seja, como primeira op¢do de tratamento para a
depressao, sendo também ¢é utilizado para tratamento de dor crbnica e outros
transtornos como ansiedade e ins6nia (Barbui e Hotopf, 2001; Bryson e Wilde,
1996). Nos medicamentos, a substancia é comercializada na forma de cloridrato,

soluvel em agua.

a9

Figura 2 - Estrutura da amitriptilina

* Nome IUPAC: 3-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-ylidene)-N,N-
dimethylpropan-1-amine; formula molecular (clorhidreto): CoH23-HCI; massa molar 313,9 g mol™.
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Ainda ndo h4 um consenso em relacdo ao funcionamento da AMT como
antidepressivo e sobre seu mecanismo de acgdo, dada a divergéncia de
resultados de estudos farmacocinéticos, das taxas de absor¢do da substancia e
especialmente, da resposta de cada individuo ao tratamento da depressdo com a
AMT (Yu, 1992; Yazdi e Razavi, 2010) . Entretanto, 0 mecanismo de agdo mais
aceito € baseado na inibicdo da chamada bomba de serotonina e norepinefrina,
que pode causar a diminuicdo dos niveis dessas aminas biogénicas no cérebro.
Apesar de terem surgido outros medicamentos com as mesmas propriedades
farmacoldgicas que as da AMT, h& 40 anos essa substancia continua sendo
utilizada como tratamento de referéncia (de primeira linha) para a depressao
(Barbui e Hotopf, 2001). Ainda, durante estudos para o tratamento da depressao,
as propriedades analgésicas da AMT foram descobertas, e embora nédo haja
consenso se essas propriedades surgem como efeito secundario ou
independente da atividade antidepressiva, a substancia é utilizada para o
tratamento de condi¢cdes de dor crOnica e neuropatica, ansiedade e insdnia
(Bryson e Wilde, 1996).

A AMT é rapidamente absorvida apds administracdo oral e é metabolizada
no figado, sendo seu principal metabdlito a nortriptilina®, que também apresenta
atividade farmacologica (Bryson e Wilde, 1996). A ligagdo da AMT com as
proteinas plasmaticas é muito alta, sendo que as concentracdes terapéuticas de
AMT em soro humano (livre) variam entre 1,8 e 8,2 x 10" mol L™". Concentracdes
de AMT em plasma sanguineo maiores que 2,0 x 10° mol L™ s&o consideradas
toéxicas (Wozniakiewicz et al., 2008). Os metabdlitos da substancia sao

eliminados pela urina, matriz onde praticamente nao é detectada AMT livre.

No Brasil, os medicamentos que contém nas suas formula¢cdes AMT ou 0
seu metabdlito ativo, a nortriptilina, s&o de venda controlada pela ANVISA®, pois
estes sdo classificados como substancias psicotrépicas, conforme descrito na
Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC N° 37 de Julho de 2012; que dispde
sobre a atualizacdo do Anexo A, Listas de Substancias Entorpecentes,
Psicotropicas. Precursoras e Outras sob Controle Especial; da Portaria SVS/MS
n° 344, de 12 de maio de 1998 (ANVISA, 2012).

Métodos analiticos para determinar AMT foram desenvolvidos para

analisar medicamentos e fluidos biol6gicos. Dado que a substancia é um

° Metabdlito des-metilado da AMT, M 263,38 g mol™; Férmula molecular: CioHz:N.

® ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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medicamento de referéncia, utilizado ha mais de 40 anos, h4 uma vasta
diversidade de métodos reportados. Na Tabela 1 se listam os métodos
analiticos desenvolvidos para determinar AMT e/ou o metabolito (nortriptilina). J&

no Anexo B sdo mostradas resumidamente as metodologias desenvolvidas para

determinar AMT conjuntamente com outras substéncias.

Tabela 1 - Métodos analiticos desenvolvidos para determinar AMT

Analito(s)/ aplicagao Tratamento de amostra Técnica LD Faixalinear  Rec. Referéncia
analitica (mol LY (mol L™ (%)
AMT em urina, sangue e Extracéo liquido-liquido,  Espectrofo- 2,2x10° n.i n.i Munksgaard,
figado apds intoxicagéo fatal TLC tometria de 1969
absorcéo
Amitriptilina e metabdlito em  Extracdo em fase solida  GC - detector n.i. 25x107 - 89 — Baeck et al.,
sangue de rato apds termoidnico/ 7,5x10° 92% 2000
administragdo de dose aguda GC-MS
Amitriptilina e metabdlito em  Extracdo em fase sélida HPLC-DAD 6,9 x10° <9,5x10” 89 — Caubet et al.,
leite humano fortificado 92% 2001
Amitriptilina ou imipramina Precipitacdo de HPLC-CL 6,9 x10° <25x10° 83— Yoshida et
em plasma humano proteinas 93% al., 2000
Amitriptilina e metabdlito em  Extracéo liquido — liquido MEKC 2,2x107 50x 107 — >80% Wuetal,
plasma humano fortificado 1,1x 10° 2000
Amitriptilina em urina Microextrac@o em fase CE 1,6 x107 1,6x107 — 78 — Jinno et al,
humana sélida 1,6x10° 96% 2001
Amostras simuladas de - Potencio- 50x10° 1,0x10°- 97—  Wangetal,
AMT em &agua metria 1,0x107° 102 2003
%
Amitriptilina e perfenazina Calibragcdo multivariada  HPLC-UV 1,8 x10™ n.i. n.i. Escuder-
em medicamento (Minimos Quadrados Gilabert et
parciais) al., 2004
AMT e metabdlito em Precipitagdo de CZE 72x10°  31x10%- > Chenetal.,
plasma humano proteinas 1,6 x10° 99% 2004
AMT em medicamentos Filtrago FIAe 50x10° 50x10°— 99—  El-Nashar,
potencio- 1,0 x 10 107 etal., 2004
metria %
AMT em medicamentos HPTLC ** * Maslanka &
Krez, 2005
AMT em medicamentos Filtracao Espectrofo- n.i 6,4 x10° — 98 — El-Dien et
tometria de 1,6 x10™ 102 al., 2006
absorgéo %
AMT ou doxepina em soro Extracdo em fase HPTLC 6,9 x 10° 4x10*-1x 84% Petruczynik
fortificado solida 107 etal., 2008
AMT em medicamentos Filtracao TLC * * 100- Patel &
101 Patel, 2009
%
AMT e metabdlito em Extracdo em fase HPLC-MS/MS 1,3 x10° <30x107 81— Bhattetal,
plasma humano sélida 85% 2010
AMT e metabdlito em Extragdo liquido-liquido =~ HPLC-MS 3,6 x10° 3,1x10%- 95 — Shen et al.,
plasma de rato 1,0x10° 102 2010
%
AMT e nortriptilina em urina Micro extracdo em fase GC-MS 1,1x 107 <20 x10° 76 % Yazdi &
fortificada liquida Razavi, 2011
Metabdlito da AMT in vitro Extragéo em chip e ESI-MS 3,6 x10” <3,7x10° 80% Petersen et
por microssomas de figado eletromem-brana al., 2012
de rato
Oxidos de AMT em cartelas  Precipitagdo de HPLC-MS/MS  2,0x107  2,0x107- n.i. Temesi et
com sangue seco (dried proteinas 2,0x10° al., 2013

blood spot cards)

* Foram “gotejados” volumes varidveis de amostra (1 — 12 pL), o LD foi indicado como 20 ng/gota e a faixa linear entre 50 e
1200 ng/ gota. ** Foram gotejados volumes variaveis de analito (0,5 — 6,0 pL) permitindo a determinagéo de 1.6 x10™° - 1.9
x10"° mol AMT/ volume gotejado. Rec. = recuperag&o. n.i ndo informado. TLC: cromatografia em camada fina, HPTLC:

cromatografia de alta eficiéncia em camada fina, CE: eletroforese capilar; CE: eletroforese capilar por zona MEKC:
eletrocromatografia capilar micelar, HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia, GC: cromatografia a gas, DAD: detecg&o por
arranjo de diodos, UV: deteccao por absorbancia, MS: deteccéo por espectrometria de massas, CL: deteccao por
quimioluminescencia, FID: detecg&o por ionizagdo por chama, FIA: inje¢éo por analise em fluxo.
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Na sequéncia do texto, escolheu-se um exemplo emblematico para cada
uma das técnicas empregadas para determinar a AMT, que sdo a
potenciometria, a espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do visivel,
a eletroforese capilar e a cromatografia a gas, a liquido ou de camada fina. Vale
salientar que nesta revisdo bibliografica, ndo foi encontrado método analitico
para determinar a AMT por espectrofotometria de fluorescéncia molecular ou por
HPLC com deteccao por fluorescéncia.

Para a determinagdo por potenciometria, foi desenvolvido um eletrodo
seletivo em uma membrana de PVC’ para determinar AMT na faixa de
concentragdo de 1,0 x 10® a 1,0 x 10° mol L™ (LD de 5,0 x10®° mol L™%).
Recuperacdes em solucdes de padrdo de AMT reportadas foram entre 97 e
102% (Wang et al., 2003).

A técnica de espectrofotometria de absorgéo foi aplicada para determinar
AMT a partir da formagé&o de par idnico entre o analito e um agente cromogénico
(verde de bromocresol ou laranja de metila) permitindo a quantificagéo do analito
(em 410 ou 420 nm) na faixa de concentracdo de 6,4 x 10%a 1,6 x10* mol L%, O
método foi aplicado para a determinacdo de AMT em formulac¢des farmacéuticas

com recuperacdes entre 98 e 102% (EI-Dien et al., 2006).

A eletroforese capilar por zona foi utilizada para determinar AMT e
nortriptilina medindo as absorvancias caracteristicas das substancias em 200
nm®. A resposta linear do método foi entre 3,6 x10® a 1,6 x10° mol L* (LD
reportado de 6,3 x10®° mol L™ para a AMT). Testes indicaram recuperacdes de
AMT maiores a 99% nas concentracdes testadas (1,6 x107; 6,4 x107 e 1,6 x10°
mol L™"). O método foi aplicado para a determinac&o de AMT e do metabolito em
plasma humano, com concentracdes encontradas de AMT entre 1,4 x 107 e 1,0
x 10® mol L™ monitoradas apds 24 e 78 h de administracdo de 25 mg do
medicamento (Chen et al., 2004).

Um método de cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC)
foi desenvolvido para determinar AMT em medicamentos. A separacdo do
analito da matriz foi realizada em placas de silica gel e uma fase movel

constituida de cloroférmio, tolueno, metanol e trietilamina (4:3:2:0,2 v/v), e a

" Eletrodo de membrana seletivo de ions, composto por PVC e 4% de clonidina-

tetrafenilborato como componente eletroativo, e solucdo de referéncia interna de NaCl 1,0 x 108
mol L™ e clonidina 1,0 x 10 mol L™ (Wang et al., 2002).

8 A separacdo foi realizada utilizando um capilar de silica fundida, tampéao Tris (1,4 M pH
4,5), 10 mM de b-ciclodextrina, 50% de etileno glicol, 25 kV (Chen, et al 2004).
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deteccdo foi realizada por medicbes densitométricas da mancha de AMT.
Adicdes entre 0,5 e 6 pL de solucéo foram feitas permitindo a determinagdes na
ordem de 1,6 x10™° a 1,9 x10®° mol de AMT/mancha (Maslanka e Krez, 2005).

A determinacdo de AMT e do seu metabdlito (nortriptilina) foi reportada
com uso de HPLC com um detector de arranjo de diodos (DAD) (Caubet et al.,
2001). A separagdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna de fase reversa
C18 (30 x 4,6 mm; 3,5 pm), utilizando a mistura de acetonitrila e acetato de
amdnio (0,1 mol L™), na proporcdo de 33 e 67% v/iv como fase mével na vaz&o
de 1,5 mL min™ e deteccdo em 238 nm. O tempo de retencéo da AMT foi de 1,32
min. A resposta linear do método ficou entre 1,91 e 9,5 x 10”7 mol L de AMT. O
LD reportado para a AMT foi 6,1 x10° mol L. O método foi aplicado para
determinar AMT e o metabdlito em amostras de leite fortificadas com o analito,
com recuperacdes entre 99 e 101% para as concentracdes de 2,9 e 7,6 x 107
mol L™ de AMT. A extracdo por fase sdlida foi utilizado para o tratamento da

amostra.

Um método baseado em cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com
deteccdo por espectrometria de massas em modo tandem (UPLC-MS/MS) foi
desenvolvida para determinar AMT e seu metabdlito em plasma. A separacao
cromatogréfica foi realizada a 45 °C utilizando uma coluna C18 e fase movel de
acetonitrila/ tamp&o de acetato de aménia pH 3,5 0,01 mol L™ (85:15 v/v) a uma
vazdo de 0,3 mL min™ , o tempo de retencéo da AMT foi 0,45 min. A extracdo
dos analitos foi realizada por extragdo em fase solida (SPE), permitindo a
determinagdo da AMT na faixa de concentracdes de 1,2 x 10° - 3,2 x 10°® mol
L™, com recuperacdes entre 85 e 88%. O método foi aplicado para estudos de
bioequivaléncia de AMT, apds administrar uma dose de 50 mg em 24 pacientes
(Bhatt et al., 2010).

A cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizagdo de chama
(GC-FID) foi aplicada para determinar AMT e nortriptilina em urina fortificada
ap6és um procedimento de microextracdo liquido-liquido dos analitos. A
separacao foi realizada utilizando uma coluna CP-Sil 24CB e hélio como géas
carregador. As condi¢cdes de GC foram uma temperatura de injecdo de 280 °C,
temperatura de forno inicial de 100 °C incrementada a 2 °C min*. O FID foi
mantido a 280 °C e uma vazdo de hidrogénio de 30 mL min™. A faixa linear do
método foi de 1,6 e 6,4 x10” mol L™ de AMT, com um LD de 9,6 x10® mol L e
recuperacdes em urina de 78 a 86% para a AMT (Yazdi et al., 2008).
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2.1.3.
Vareniclina

A vareniclina® (VRN), Figura 3, é o primeiro medicamento formulado para
atuar como antagonista parcial dos receptores nicotinicos de acetilconlina. A
VRN foi aprovada em 2006 para ser utilizada no tratamento da dependéncia de
nicotina, tanto pela FDA™ quanto pela EMEA™.

[/ Ij H
\N N

Figura 3 - Estrutura da vareniclina

A VRN ajuda a aliviar os sintomas causados durante a abstinéncia da
nicotina e protege os fumantes dos seus efeitos durante uma eventual recaida
(Coe et al., 2009). A substancia foi descoberta a partir da sintese de compostos
inspirados na estrutura do amino&cido natural citisina, que possui uma acgéo
antagonista parcial em relagdo aos receptores nicotinicos (Coe et al., 2009;
Niaura et al., 2006).

Em um mercado onde o tratamento para o tabagismo se baseia
principalmente na substituicdo do cigarro com produtos contendo doses minimas
de nicotina (adesivos, inaladores, ou goma de mascar); ou pela utilizacdo de
medicamentos contendo bupropiona® como ingrediente ativo, a VRN tem se
mostrado muito eficiente neste tipo de tratamento (Niaura, et al 2006).
Resultados de um estudo para avaliar trés estratégias para induzir voluntarios a
parar de fumar (utilizando (i) placebo; (ii) bupropiona e (iii) VRN) apontaram o
sucesso do tratamento com VRN quatro vezes maior comparado com 0S
resultados obtidos com o placebo, e de até duas vezes maior em relacdo ao

tratamento com a bupropiona (Nides et al., 2008).

° Nome IUPAC: 7,8,9,10-Tetrahydro-6,10-methano-6H-pyrazino[2,3-h][3]benzazepine,
formula molecular: C13H13N3-C4HsOs. Massa molar (tartarato): 316,35 g mol™; pKa =9,2.

1 Food and Drug Administration, Agéncia estadounidense encarregada da aprovagéo e
controle de medicamentos.

1 European Medicines Agency, Agéncia europeia encarregada do controle de

medicamentos.

12 Antidepressivo que atua como inibidor da dopamina e serotinina no sistema nervoso
central, que em estudos clinicos para a depresséo, mostrou-se também eficaz para diminuir o uso
do cigarro. Possui efeitos secundarios como insonia, cefaleia e boca seca.
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A afinidade da VRN pelas proteinas plasmaticas é relativamente baixa,
assim, entre 80 e 90% da droga € excretada pela urina sem modificacfes
(Obach et al., 2006; Coe et al., 2009). Por ser uma substancia relativamente
nova, métodos analiticos reportados para a determinacéo da VRN sdo escassos

na literatura.

Métodos cromatograficos com deteccdo por espectrometria de massas
foram desenvolvidos para determinar VRN. Por exemplo, Dobrinas et al. (2011)
desenvolveram um método cromatogréfico em regime de resolucdo rapida (ou
ultra eficiéncia) com um sistema de deteccdo MS/MS em tandem para a
determinacdo de VRN e nicotina em plasma humano. O pré-tratamento da
amostra foi realizado com SPE e a separagdo cromatografica foi realizada em
uma coluna por interacdo hidrofilica e eluicdo por gradiente da fase movel,
composta por tampédo de formato de aménio (pH 3) e acetonitrila, a uma vazao
de 0,4 ml min®. A resposta analitica linear para VRN cobriu a faixa de
concentracéo entre 3,2 X 10° mol L' a 1,6 x 10°® mol L. As recuperacdes de
VRN em plasma humano fortificado foram de 83 a 96% nas concentragdes
testadas (3,2 x 10® e 8,0 x 107 mol L, respectivamente). O método foi aplicado
na andlise de amostras de pacientes em tratamento do tabagismo, encontrando

VRN em concentrac¢des até 6,4 x 10® mol L™,

Em outro trabalho, HPLC-MS foi usado para estudar o metabolismo da
VRN em ratos, macacos e humanos apds administracdo oral de VRN
enriquecida com **C. A resposta analitica cobriu uma faixa de concentragéo
entre 1,6 x 10° e 3,2 x 107 mol L* do analito (Obach et al., 2006). A
concentracdo de VRN foi monitorada de 0,5 a 192 h ap6s a sua administracao,
tanto em plasma como em urina. Apesar de ser constatado nesse estudo que a
VRN ¢é pouco metabolizada no organismo, foram identificadas pequenas
guantidades de sete metabdlitos no plasma humano. Somente dois metabolitos
foram identificados em urina humana, que corresponderam a 3% da dose total
de VRN administrada.

Mais recentemente, um método por GC-MS foi desenvolvido e usado para
determinar os niveis de VRN no organismo de um individuo ap6s um caso de
Obito causado por ingestdo excessiva do medicamento e &lcool. A VRN foi
determinada em sangue, urina e humor vitreo, removendo o analito da matriz
mediante precipitagdo de proteinas, e derivatizando o analito com acido
heptafluorobutirico previamente a introducdo ao GC-MS. Os ions monitorados

para a VRN foram os de m/z 407, 240 e 180. O método foi validado em
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concentracdes de VRN consideradas como terapéuticas (entre 7,4 x 10° e 2,4 x
10" mol L™), porém, dada a alta concentracdo de VRN nas amostras, diluicbes
tiveram que ser feitas. Concentracbes maiores que 1,3 x 10° mol L™ foram
encontradas no organismo da vitima (Stove et al., 2013). Segundo os autores,
atualmente ndo existem dados toxicologicos consistentes para concluir se os

niveis de VRN encontrados na vitima indicam contribuicdo da droga no 6bito.

Andlises de medicamento a base de VRN por HPLC com deteccao por
fotometria de absor¢do molecular (no UV) foram reportados. A quantificacdo da
VRN na presenca de produtos de degradacao foi feita em medicamentos (Pujeri
et al., 2012). A separacao foi realizada em uma coluna com fase estacionaria
C18 com fase moével composta de tamp&o de acetato de amdnia (0,02 mol L™,
pH 4) e acetonitrila. A elui¢éo foi feita no modo gradiente, a 40 °C, e detecgéo da
VRN foi em 237 nm, com um tempo de retencdo de 8,46 min. A VRN foi
detectada na presenca dos produtos e degradacdo do medicamento nas
concentracdes de 4,8 x 107 a 9,1 x 10° mol L™* de VRN.

Outro método por cromatografia liquida foi desenvolvido por
Channabasavaraj et al. (2011) para determinar VRN em medicamentos. Uma
fase estacionéria reversa (coluna C18) e fase mével contendo tampéao fosfato
(pH 3) e metanol foram usadas. A eluigéo foi feita por gradiente, com um tempo
de retencdo da VRN de 2,99 min, detectada medindo-se a absorvancia a 237
nm. O método foi aplicado na faixa de concentracdes entre 4,7 x10° e 1,2 x10
mol L™* de VRN, com recuperacdes de 100%.

Um meétodo eletroquimico utilizando eletrodos de vidro dopados com boro
ou eletrodo de carbono o alcance de valores de LD da ordem de 10”7 mol L de
VRN (Aleksic et al., 2012). Mais recentemente, um método por
espectrofotometria de absor¢do molecular foi desenvolvido para a andlise de
medicamentos. A VRN foi detectada (sem modificacdo quimica) em 319 nm em
solucdo contendo tampéo fosfato (pH 7), medindo o analito em uma faixa linear
de 2,6 x10° a 2,6 x10™* mol L™ (Kogak et al., 2013).

2.2.
Fluorescéncia molecular

A luminescéncia é o fenbmeno de emisséo de radiacdo eletromagnética na
regido do UV-Vis emitida por uma espécie quimica quando esta sofre uma

transicdo eletrénica de um estado de maior energia (excitado) para um de menor
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energia (em geral o fundamental). A fluorescéncia é a luminescéncia estimulada
por fétons (fotoluminescéncia) que decorre de uma transicdo eletrbnica entre
dois estados com a mesma multiplicidade. Num estado excitado com
multiplicidade singleto, o elétron promovido a um orbital de maior energia retém
seu numero quantico de spin original, isto €, oposto ao do elétron remanescente
no orbital de menor energia. Quando a espécie quimica relaxa emitindo luz, o
elétron retorna para o orbital original de menor energia numa transicao singleto-
singleto (S, — Sp) onde S,, em geral, € o primeiro estado de energia excitado,
com n =1, e Sy indica o estado fundamental singleto. Por ser uma transicdo
entre estados de mesma multiplicidade, a fluorescéncia é quanticamente
permitida (favoravel) e ocorre com tempos de vida da ordem de nanosegundos
(10° a 107 s) (Lakowicz,2008).

A desativacdo de uma populacdo de espécies quimicas excitadas por
fluorescéncia sofre competicdo de outros processos, em especial 0s néo-
radiativos (que ndo envolvem emisséo de luz). Esses processos concorrentes
podem ser compreendidos ao se analisar o diagrama (modificado) de Jablonski
que indica os processos de mudanca de energia para uma populagdo de
moléculas (Figura 4).

Estados singletes excitados Estado triplete excitado

1—-‘— Conversio Relaxamento

Q interna vibracional

8, ¥ "
‘ Cruzamento

intersistemas
s ¥
1
T]

Conversio
interna e
externa

L ¥

Energia

Absorcdo Fluorescéncia

vy
Oy I ——

{ Relaxamento

5, Y - vibracional ~_-r__l '|

Estado Y ¥ 1
2, Ao Ko A A 2a

Figura 4 - Diagrama de Jablonski modificado (Adaptado de Skoog et al., 2001)

Seguindo o diagrama, ap0s a excitacdo de uma populacdo de moléculas,
pela absor¢cdo de energia proveniente de fotons, esta populacdo tende a retornar
ao estado fundamental (Sy) mediante diversos processos. A fluorescéncia € um
desses processos e se refere a radiagdo emitida quando a populacdo se
desativa do menor nivel vibracional do estado de energia S; para os diferentes

niveis vibracionais de S, (obedecendo as restricdes impostas pelas regras de
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selecdo). Paralelamente, a transicdo entre S; e So pode ocorrer sem a emissao
de luz (conversao interna), caso a diferenca de energia entre estes estados seja
pequena a ponto de haver niveis vibracionais degenerados associados aos dois
estados eletrénicos, ou quando a perda de energia for provocada por
transferéncias de energia decorrentes de colisGes entre espécies quimicas
durante o tempo que a populacdo esta em estado excitado. A conversao interna
€ um processo muito eficiente sendo a principal via que compete com a
fluorescéncia na desativagdo do estado excitado de energia. Outro processo
possivel para a desativacdo de energia, embora menos eficiente, pois € quanto-
mecanicamente proibido (pouco provavel), é o cruzamento intersistemas. Nesse
processo, a multiplicidade da populagdo no estado excitado € invertida
(passando de singleto para tripleto: S; —T,). Tal cruzamento somente é
favorecido em condigbes especiais que permitem o denominado acoplamento
spin-orbital (que favorece a inversao do spin do elétron no orbital de mais alta
energia). Caso a populagdo, ou parte dela, mude de multiplicidade ao estado
tripleto (T,), a desativacdo energética pode ocorrer mediante emissdo de luz
(fétons), no que € denominado fosforescéncia, ou; via processos néo radiativos

de cruzamento interno (Ingle e Crouch, 1999; Lackowickz, 2006).

A eficiéncia quantica fluorescente (®F) € um parametro que indica a
eficiéncia da desativacdo radiativa por fluorescéncia, o que, por sua vez, reflete
na intensidade da fluorescéncia medida. A @ é dada pela razéo entre o nimero
de fétons emitidos por uma populacéo na forma de fluorescéncia e o numero de
fétons (com energia suficiente para promover a transicao eletrénica) absorvidos
por essa mesma populacdo. Essa relagdo pode ainda ser reescrita conforme
indicado na Equacéio 1, relacionando as constantes de velocidade (em s™) dos
processos envolvidos na despopulacdo do estado excitado singleto, isto €, da
fluorescéncia (kg), e dos processos ndo radiativos (k,) que sé@o a conversao

interna e o cruzamento intersistemas.

_ _kr
T kp+knr

PF 1)

A eficiéncia quantica de uma molécula é apreciavel quando o valor de kg €
comparavel ou maior do que o valor de k,,, isto €, quando os valores de @ estdo
entre 0,1 a 1. Em tal situacdo, a probabilidade de emisséo de fétons € elevada,
pois as condicbes sdo favoraveis para fazer da fluorescéncia um processo

competitivo em relacéo aos processos de desativacdo nao-radiativos.
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A estrutura da molécula é importante para que se tenha um valor de ®¢
relevante. Primeiramente, a molécula deve possuir grupos cromoforos relevantes
para que ocorra absorcao e fotons na regido do UV-vis. Em moléculas organicas,
as transicGes do estado Sy para 0 S; podem ser do tipo =-n* ou n-m*, onde
elétrons nao ligantes (n) ou envolvidos numa ligacdo n sdo promovidos para um
orbital molecular =*.Outro aspecto importante € a rigidez da estrutura da
molécula, o que estd relacionado com a capacidade da molécula vibrar e com
isso perder energia por processos nao-radiativos. Moléculas com estruturas mais
rigidas favorecem a desativacdo energética por emissdo de fétons, em
detrimento aos processos de relaxacao vibracional. A fluorescéncia usualmente
é decorrente de transi¢des n-n* de elevada probabilidade. Para a transi¢ado n-n*,
a probabilidade de fluorescéncia € menor, devido ao menor grau de
sobreposigcdo entre os orbitais envolvidos e pelo favorecimento de acoplamento
spin-orbital, que retira a populagdo do estado excitado singleto via cruzamento
intersistemas. A partir desses pré-requisitos podem ser feitas algumas
generalizacdes (Ingle e Crouch, 1988; Lackowicz, 2006):

= A fotoluminescéncia ndo é observada em hidrocarbonetos
saturados.

= Diversos hidrocarbonetos aromaticos apresentam fluorescéncia
intensa, pois apresentam um estado singleto -* de baixa energia.
A luminescéncia aumenta em intensidade e diminui em energia
com o numero de anéis aromaticos acoplados uns nos outros.

= A fluorescéncia tende a ser desfavorecida em moléculas
aromaticas que apresentam grupos carbonil ou heteroatomos por
causa da ocorréncia de acoplamento spin-orbital.

= Os grupos substituintes nos anéis aromaticos tem uma grande
influéncia sobre as eficiéncias quanticas e os comprimentos de
onda de emisséo.

= A estrutura planar rigida em uma molécula favorece a

luminescéncia.

As condi¢cbes do ambiente também exercem influéncia sobre o fluor6foro
(espécie quimica fluorescente) afetando sua capacidade de fluorescer. Por
exemplo, o0 aumento da temperatura diminui a eficiéncia quantica fluorescente,
pois provoca o aumento das vibracdes moleculares e também aumenta a
probabilidade da ocorréncia de colisdes entre o fluoréforo no estado excitado

com outras espécies quimicas, com consequente desativacdo nao-radiativa
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(supressédo dinamica de fluorescéncia). Outro fator € o provocado pelo solvente
onde fluoréforo se encontra. O aumento da viscosidade do solvente implica na
diminuigéo das vibragdes moleculares e na diminuig&o das taxas de colisbes que
provocam supressdo dinamica de fluorescéncia. Por outro lado, solventes que
provoquem maior estabilizacdo do estado excitado (pelo aumento da solvatacéo
das espécies no estado excitado em solventes polares) podem provocar uma
aproximacdo energética entre estado excitado e estado fundamental que
acarreta no aumento da eficiéncia do cruzamento interno. O pH do sistema de
solventes também pode exercer efeito critico na estabilizacdo de estados
excitados de moléculas com propriedades &cido-base. Em muitos casos, existe
diferencas relevantes na fluorescéncia das espécies quando ionizadas ou néo
em solugdo tanto em termos de intensidade quanto em termos da posi¢éo
espectral das bandas. Finalmente, a fluorescéncia de uma molécula tende a se
reduzir em sistemas contendo espécies quimicas com elementos de elevada
massa atbmica. Por exemplo, quando dissolvidos em solventes contendo iodo ou
bromo, o acoplamento spin-orbital tende favorecer o cruzamento inter-sistemas
gue diminui a populagdo do estado excitado singleto. (Ingle e Crouch, 1999;
Lackowickz, 2006 Skoog,Holler e Nieman, 2001).

A fluorescéncia molecular é um fendmeno relativamente seletivo dado que
pequenas diferencas nas estruturas das moléculas podem implicar em
significantes diferencas nas caracteristicas da emissdo de fluorescéncia.
Adicionalmente, quando a estrutura do fluoréforo é adequada e quando este se
encontra em um ambiente com condigcbes adequadas, a fluorescéncia € um
fendbmeno extremamente intenso permitindo que se meca experimentalmente o
sinal luminoso proveniente de quantidades de espécie quimica que chegam na
ordem de 10° mol L. Por esse motivo, técnicas analiticas voltadas para a
andlise de alimentos, fluidos biolégicos, amostras ambientais entre outras se
baseiam na deteccdo de fluorescéncia. Por exemplo, se pode destacar a
espectrofluorimetria (em dominio espectral e temporal), e as diversas técnicas
que utilizam a detecgdo por fluorimetria como a cromatografia liquida, as
técnicas de eletroforese capilar, as técnicas de andlise por injecdo em fluxo e as
técnicas em plataformas microfluidicas e em leitores de placas com mdultiplos
pocos para amostras. E importante salientar que mesmo quando a espécie
quimica de interesse ndo tem fluorescéncia intrinseca, existem abordagens que
possibilitam torna-las fluorescentes por meio de rea¢cdes com agentes quimicos

organicos (derivatizagdo quimica), reagbes com acidos e bases, complexagéo
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com ions de terras raras e por meio de transformacdes fotoinduzidas

(derivatizacéo fotoquimica).

2.3.
Fluorescénciainduzida fotoquimicamente

2.3.1.
Consideracfes sobre a derivatizagéo fotoquimica e a aplicacdo em
guimica analitica

Um processo fotoquimico é uma reagdo quimica que ocorre sob a
influéncia de luz. Considera-se que a maioria das reagfes fotoquimicas ocorre
em diversas etapas. A absor¢do de radiagdo eletromagnética (foton) leva a
molécula (M) do estado fundamental para um estado eletrénico excitado (M¥*).
Em seguida ocorrem processos fotoquimicos priméarios que envolvem M*, as
reagfes secundarias, denominadas escuras, pois ocorrem em uma etapa que
ndo depende de luz, e que podem levar a producéo de fotoprodutos estaveis ou
ainda a reacfes de M* com outra espécie em solu¢cdo (um catalizador ou
coadjuvante) levando a producédo (por fotosensibilizacdo) de produtos estaveis
(Albini e Germani, 2010; Suppan, 1973). No diagrama da Figura 5 sé&o
representados alguns dos processos e algumas das etapas de uma reacao

fotoquimica.
Moléculaemestado
fundamental (M)
Absorcdode luz
(Aex)
Moléculaem
estado excitado
(M*)
L
1 : | ; 1 1
Dperii:;izgiiggr Fluorescéncia ‘ Fotosensibilizacdo Fotoprodutos
v FE AN v ) A* _:_ *) *
radiantes (M* - M) (M* >M+Aem) i“\' Hher RS (ME2N--0)
1
1 1 1

Desativacdo por
processosnao
radiantes (A* = A)

Fluorescéncia
(A* = A +Aem)

Fotoprodutos
(A* =B +()

Figura 5 - Etapas em uma reacao fotoquimica (Adaptado de Borrell, 1973)
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Para que ocorra uma reacdo fotoquimica deve haver correspondéncia
entre o comprimento de onda emitido pela fonte de irradiacdo (A) € O
comprimento de onda de absorgdo (A.s) do analito ou de uma outra espécie
quimica que produzira a reacdo com o analito. Para isso se faz necessério que o
ambiente onde a reacéo ocorre (solventes) e os recipientes sejam transparentes
a radiacdo incidente. A eficiéncia da reagdo quimica secundaria ou
fotosensibilizagdo em relacdo aos outros eventos que envolvem M*
(fluorescéncia, cruzamento inter-sistemas e relaxamentos nao radiativos) deve
ser elevada, do contrario, a molécula retorna para o estado fundamental sem

modificagdes (Albini e Germani, 2010).

Os parametros experimentais usualmente considerados para induzir
reagbes fotoquimicas incluem a energia e radiancia da fonte irradiacdo e o
tempo de exposicdo. Os fatores acima estdo ligados a natureza da fonte e a
arquitetura do reator fotoquimico. Além disso, devem ser considerados a
composicao e as condi¢des do sistema de solventes no qual ocorrem as reagdes

além dos possiveis coadjuvantes ou catalisadores.

Como as reagdes fotoquimicas geralmente envolvem a quebra de ligaces
gquimicas covalentes das moléculas organicas, as fontes mais eficientes séo
aguelas que emitem na regido do UV. Energias nesta regido acarretam na
fotdlise de ligagbes C-H, H-X, C-O e C-C em moléculas de baixa massa molar.
Ja na regiao do visivel, menos energética, pode ocorrer a fotélise de ligacbes C-
X (Wells, 1972). A fonte mais popular e conveniente, por causa da sua
simplicidade e preco e baixa tens@o de operacdo € a lampada de mercurio, que
emite as linhas caracteristicas do mercurio (253 nm e na fixa entre 296 e 313
nm). No entanto, fontes de xendnio (faixa do UV) e lasers como o NdYAG podem
ser usados. O desenho dos reatores € feito de modo a maximizar a radiancia
recebida pela amostra, o que implica na otimizacdo da distancia entre as
lampadas e a amostra e o melhor aproveitamento da reflexdo interna de modo a

tirar melhor proveito exposicao.

Os materiais utilizados para reacdes fotoquimicas em pequena escala®®,
consistem em tubos de quatzo e tubulagdes de PTFE (polifluorotetraetileno ou
teflon) que sdo materiais transparentes no UV proximo (absorvem radiacao

abaixo de 320, 200 e até 170 nm) (Wells, 1972). Os solventes utilizados para as

13 . . S s .
Em sinteses fotoquimicas em grande escala, a irradiacdo da amostra se realiza

introduzindo lampadas de maior poténcia no meio de reagdo, ja em reacdes em pequena escala a
fonte de irradiag@o pode estar préxima, mas nao no mesmo recipiente que a amostra.
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reacdes fotoquimicas também devem ser transparentes a radiacao incidente. Por
exemplo, a agua, a acetonitrila ou o ciclohexano, que sdo usualmente
escolhidos, s6 absorvem radiacdo abaixo da faixa entre 190 a 205 nm. Ao
considerar preceitos relacionados com a quimica limpa, desses solventes, a
adgua é o solvente mais apropriado. Finalmente, a presencga de coadjuvantes
pode ser necessaria para induzir a reacdo fotoquimica, o que implica na
introducdo de espécies quimicas reativas que usualmente contém um grupo
funcional sensivel a radiacdo UV como o carbonila (ex. benzofenona, acetona)

ou um peroéxido (Albini e Girani, 2010).

Utilizar a radiacdo para produzir modificagbes quimicas e usar meios
reacionais essencialmente aquosos sdo escolhas que estdo em consonancia
com preceitos da quimica verde (quimica limpa), que é definida segundo a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) como a invengéo,
desenvolvimento e aplicagdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou
eliminar o uso e a geracdo de substancias perigosas (substancias nocivas de
algum modo a salde ou ao meio ambiente). A USEPA (United States
Enviromental Protection Agency) e a ACS (American Chemical Society)
propuseram 12 principios, para nortear a pesquisa em quimica verde que busca
a reducdo da producao de rejeitos, do uso de materiais e energia, do risco e da
periculosidade, e do custo de processos. Koel e Kaljunard (2006) ressaltaram
que dentre os 12 principios da quimica verde indicados no quadro (pagina
seguinte), os que tém maior aplicabilidade para o desenvolvimento de
metodologias mais “verdes” em quimica analitica sdo: (1) a prevencao de
geracao de residuos, (3) o uso de reagentes e processos mais seguros, (4) o
desenho de processos para maior eficiéncia energética e (12) o uso de
processos, materiais e reagentes mais seguros para minimizar o potencial de

acidentes quimicos.
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OS 12 PRINCIPIOS DA QUIMICA VERDE

1. Prevencao: é melhor prevenir a geracdo de material de descarte do que trata-lo
2. Economia de atomos: os procedimentos sintéticos deveriam ser desenhados
para maximizar a incorporacdo de todos os materiais utilizados no processo de
sintese no produto final.

3. Sintese quimica menos perigosa: quando possivel, as metodologias sintéticas
devem ser desenhadas para gerar substancias que possuem pouca ou henhuma
toxicidade para o ser humano e o meio ambiente.

4. Desenho de produtos quimicos mais seguros: os produtos quimicos
deveriam ser desenhados para preservar a eficacia de funcionamento e reduzir ao
mesmo tempo a sua toxicidade.

5. Solventes e auxiliares mais seguros. O uso de substancias auxiliares
(solventes, agentes de separacdo) deveria ser reduzido e quando usados,
deveriam ser inécuos.

6. Eficiéncia energética. O impacto econdmico e ambiental dos processos
quimicos deve ser minimizado. Se possivel, 0s processos sintéticos deveriam ser
conduzidos em temperatura e pressdao ambientes.

7. Uso de matérias primas renovaveis: caso seja técnica ou economicamente
possivel, prefere-se o uso de matérias primas renovaveis em lugar de matérias
primas degradaveis

8. Reducéo de derivados: A derivatizacdo desnecessaria deve ser minimizada ou
evitada

9. Catalise: os reagentes cataliticos deveriam ser preferidos aos estequiométricos
10. Desenho de produtos para degradacdo inécua: os produtos quimicos
deveriam ser desenhados para que no final de sua vida Gti, se decomponham em
produtos inécuos e nao persistentes no meio ambiente

11. Andlise em tempo real para prevencdo de poluicdo: as metodologias
analiticas deveriam ser desenhadas para permitir analise em tempo real a modo
de evitar a formacéo de substéncias perigosas

12. Quimica mais segura para prevencao de acidentes: as substancias usadas
em procedimentos quimicos devem ser escolhidas para minimizar potenciais
acidentes, explosdes, vazamentos e incéndios. .

(Anastas & Eghbali, 2010; Anastas e Kirchoff, 2002: Koel e Kaljunard, 2006)

A partir do ponto de vista da quimica verde surge o conceito da quimica

quimica analitica verde que implicam a utilizacao de:

i.  Técnicas analiticas / processos de producédo nao poluentes;
ii.  Tempo, trabalho e eficiéncia energética;
iii.  Nenhuma ou simples preparacdo amostra;

iv.  Pouca ou nenhuma destruicdo da amostra;

analitica verde, uma tendéncia de importancia crescente em quimica analitica
que estimula o desenho, desenvolvimento e a implementacdo de métodos que
visam reduzir ou eliminar o uso ou geragdo de substancias nocivas a saude
humana e ao meio ambiente Em 2001, Namiesnik, baseado nos 12 principios da
quimica verde e em quatro prioridades (a eliminacdo do consumo de reagentes,
a reducdo na emissao de vapores e gases, a eliminagdo do uso de reagentes de

alta toxicidade e a reducéo do consumo de energia) definiu sete principios da
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v.  Baixo ou sem qualquer custo de reagentes e liberacdo de residuos,
e eliminacdo de reagentes altamente toxicos de procedimentos
analiticos;

vi.  Monitoramento em tempo real do processo de andlise;

vii.  Instrumentacao portatil, mantendo alta seletividade e sensibilidade.

Estes sete aspectos devem ser vistos como um todo e néo
individualmente, quando se trata de quimica analitica verde. O conceito é
simples, porém nem sempre é possivel fazer com que todas os métodos
analiticas cumpram os sete principios em questdo, mas € benéfico para toda a
sociedade que se tenha procedimentos analiticos que sejam norteados por tais

preceitos.

Na derivatizac@o fotoquimica a introducdo de fétons em lugar de agentes
quimicos de derivatizagdo permite uma economia de atomos na producdo de
derivados. Por outro lado, quando sé&o utilizados inicializadores ou coadjuvantes
nas reagfes fotoquimicas, estes sdo introduzidos em propor¢cfes cataliticas.
Além disso, no processo de derivatizacdo fotoquimica hd uma maior eficiéncia
energética e econbmica associadas, devido ao fato de que as reacgles
fotoquimicas podem ser conduzidas em condi¢cdes de pressdo e temperatura
ambiente, e as fontes de irradiacdo, especialmente as de baixa pressdo, nédo
oferecem um custo energético ou econd6mico consideravel. Ainda, quando
aplicavel, as reacdes fotoquimicas podem ser realizadas em meio aquoso, o que
reduz o uso de solventes organicos e a geracao de material de descarte toxico.
Finalmente, a derivatizacdo fotoquimica se realiza mediante um processo
quimico mais seguro, ja que com a protecdo adequada a radiacdo, a utilizacéo

de fotons como reagentes oferece menos riscos de acidentes quimicos.

2.3.2.
Métodos desenvolvidos para determinar medicamentos apés
fluorescéncia fotoinduzida

O objetivo da derivatizacdo fotoquimica no desenvolvimento de métodos
analiticos é o de obter um derivado quimico com alguma propriedade que possa
ser usada com vantagem do ponto de vista analitico, por exemplo: o aumento do
sinal analitico; a diminuicdo do sinal de fundo; o aumento de seletividade; a
melhoria da preciséo; a eliminag¢éo do sinal de um interferente, ou a modificacéo

de propriedades eletroquimicas ou de retencdo. Ao mesmo tempo, o derivado ou
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fotoproduto formado deve manter uma relacdo de proporcionalidade com a
quantidade original do analito e o sinal analitico do fotoproduto gerado deve ser
respeitada, pelo menos durante o periodo da analise de modo a se obter

informag&o quantitativa valida.

No caso de métodos desenvolvidos visando a detecgédo da fluorescéncia
dos produtos gerados por fotoderivatizagdo, a exposicdo de espécies quimicas
ndo fluorescentes ou pouco fluorescentes ao UV pode promover reacdes de
fotoreducdo, fotoxidagao, fotociclizacao e fotdlise que resultam em produtos com
maior eficiéncia quéntica fluorescente por causa da eliminacdo de cadeias
alifaticas, que na molécula original favoreciam a desativacdo do estado excitado
por processos ndo-radiativos. O processo pode ainda promover a formagéo de
insaturacdes, que no fotoproduto favorecem a conjugacéo eletrénica de elétrons

7 e beneficiam a ocorréncia da fluorescéncia (Yates, 2001).

Na literatura h& trabalhos de revisdo que abordam: () o uso da
derivatizagéo fotoquimica pos-coluna em métodos baseados na técnica de HPLC
com detec¢cdo dos produtos a partir da quimioluminiscéncia dos mesmos
(Fedorowski e Lacourse, 2010); (ii) a derivatizagao fotoquimica de pesticidas
utilizando deteccéo por fluorescéncia ou pela quimioluminescéncia produzida no
decorrer do processo reacional com énfase em métodos por injegdo de fluxo
(Icardo e Calatayud, 2008); (iii) os avancos da espectroscopia de luminescéncia
aplicada a andlise dos principios ativos farmacéuticos (Sotomayor et al., 2008)
ou (iv) os métodos aplicados na andlise de medicamentos por técnicas de
injegdo em fluxo (Evgen’ev et al., 2001). Os métodos baseados na aplicacédo da
fotoderivatizagdo para a determinacdo fluorimétrica de substancias utilizadas

como principio ativo em medicamentos sdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Métodos analiticos baseados na inducgéo fotoquimica de fluorescéncia para
determinacédo de medicamentos

Analito e Dispositivo para Condicdes de foto- Mecanismo LD/ Faixa Rec. Ref.
aplicacao/ fotoderivatizagao derivatizagdo de reacao/ linear (mol (%)
técnica fotoproduto LY
Sulfonamidas Tubulagdo de PTFE Fluido carregador: Fotélise 6,4x10°/ 97 — Mahedero
em (100 cm, 0.5 mm DI) agua; vazéo: 5 mL 1,7-85x 103 e Aaron,
medicamento e colocada ao redor de min™ 107 1992
leite fortificado uma lampada de
/ FIA - FL mercurio de baixa

pressédo (254 nm)
Zuclopentixol e Tubo de teflon (5 m x Irradiagdo por um Fotélise 5,0x 10/ 62 — Hansen e
metabdlito em 0.5 mm DI) entrelagado ~ minuto em fase seguida de 2,5x10° - 85 Hansen,
urina fortificada ao redor de uma mével (ACN/ tami)éo foto-oxidag&o 1,2x10° 1994
JHPLC-FI lampada de mercurio fosfato 0,2 mol L™; / Tioxantona

de 8W pH 6,6; agua;

36:5:59 v/v/v; 1 mL
min™)
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Analito e Dispositivo para Condigdes de foto- Mecanismo LD/ Faixa Rec. Ref.
aplicacao/ fotoderivatizacao derivatizagéo de reacao/ linear (mol (%)
técnica fotoproduto LY
Fenotiazinas Cubeta de quartzo 2 -1020s de Foto-oxidagdo 4,2 x 108/ 87 — Laassis,
em urina irradiada com uma irradiacéo UV; pH 2 3,5-50x 116 etal.,
fortificada/ lampada de alta — 13, dependendo do 107 1994
Fluorimetria presséo de mercurio composto
(200 W)
Azure — A/ Cubeta de quartzo Tampao NHz/ NH4CI Fotdlise 3,8x 108/ n.i. Maafi et
Fluorimetria colocada a 30 cm de (pH 10,5); 1,7 x 107 - al., 1995
uma lampada de alta Complexagéo 1:1 51x107
presséo de mercurio com 3 —CD; 6 min
(200 W) de irradiacdo
Estrogénios em Reator comercial: Fase mével: tampédo n..i 1x10°/ 98 — Gatti et
medicamento/ tubulac&o capilar de fosfato 0,05 mol L™ 2,7x10°- 101 al., 1998
HPLC-FL PTFE (20 m, 0,3 mm pH 4/ ACN 64:36 ou 1x10°
ID) ao redor de uma 70:30; 1,0 mL min.
lampada de mercurio
de baixa presséo (254
nm; 8 W)
Antidepressivos Reator comercial: Fase movel: ACN/ n.i. 1,7-40 52 - Johansen
em plasma Tubulacédo (10 m x 0,3 MeOH/ tampéo de x10° /5 x 66 e
humano mm DI) ao redor de fosfato de amonia 10%-2x Rasmuss
fortificado / lampada 254nm 0,005 mol L™ pH 7 10° en, 1998
HPLC-FI 70:15:15; 1 mL min™.
Sulfametazina Tubulagdo de PTFE Analito em 0,01 mol n.i. 1,3x10%/ 99 — He, Chen
em (150 cm, 0,5 mm ID)ao L™ HCI, solugdo 7,2x10%- 103 e Cao,
medicamento / redor de uma lampada fotoreativa: 0,03 mol 7.2x10° 1999
FIA-FI de mercurio de baixa Lt Na,SO, / tampéo
presséao (6W) fosfato (pH 8,8, 0,01
mol L)
Diclofenaco em Tubulagdo de PTFE Fluido carregador: Fotolise 6x107 / n.i. Pimenta,
medicamento/ (200 cm; 0,8 mm Dl)ao  tamp&o amonia pH 1,x10-6-1 etal,
SIA—FI redor de uma lampada 9,9; 30 s de x10-5 2002
de mercurio de baixa irradiacéo, 2,0 mL
press&o (245 nm, 15 min™
W); camara protetora e
ventilador
Efavirenz em Reator fotoquimico Fase movel: ACN/ Foto- 1,6 x10° 98 — Matthews
plasma humano  comercial (PHRED™): tampd&o fosfato 0,05 decarboxila- /4.7 x107° 102 etal.,
/ HPLC-FL PTFE colocado em mol L™ pH 3,5 (53:47 céo / ' 7 2002
serpentina ao redor de viv); 1 mL min* Quinolona -25x10
uma lampada de 254 substituida
nm UV
Carbamazepina  Tubulag&o de PTFE Fluido carregador: Foto-oxidagdo 3,4 x 1070/ 99 — Huang,
em (200 cm x 0.5 mm DI) agua; reagente: HCI 8,5x10° - 101 Hee
medicamento/ ao redor de uma 0,01 mol L’l; vazao: 1,1x 10°® Chen,
FIA-FL lampada de mercurio 1,5mL min. 2002
(6W) de baixa pressédo
Rofecoxib em Reator comercial: Fase movel: ACN/ Fotociclacdo 1,6 x 10°/ 98 — Matthews
plasma serpentina (10 m x 0,3 agua (35:65) v/v; 1,2 1,6 x10° - 100 ,etal,
humano/ HPLC- DI ) ao redor de uma mL min? 2,5x 107 2002
FI lampada de mercurio
de baixa presséo (254
nm)
Khellin em urina Tubulagdo de PTFE Fase movel: 40% n.i. 1,2-25x 94 — Mawatari
e soro (18m, 0,25 mm DI) ao EtOH contendo 107/ 1,8 x 99 etal.,
fortificados / redor de uma lampada 0,075 mol L H,0,; 107 -7,.2x 2003
HPLC-FI de luz negra (20 W) 0,5mLmin % 10°®
Reagente pos-
coluna: tampéo
fosfatos 0,07 mol L*
(pH 12,7) contendo
50% EtOH a 0,4 mL
min™.
Talidomida em Estrutura de estufa 60 min de irradiagéo; n.i. 46x10°/< 104— Cardoso,
medicamento e com 6 lampadas de pH 2; na presenca ou 5x10° 120 etal,
soro humano mercurio, baixa auséncia de 2004
fortificado/ presséo (353 nm, 6W) sulfanilamida (no
Fluorimetria e amostra em tubos de medicamento)
quartzo
Hidrocortisona Estrutura de estufa Analito aquecido por Fotooxidacéo 11x107/< 96— Cardoso
em com 6 lampadas de 5 min a 60°C, 5x10° 103 etal,
medicamento / mercurio, baixa posteriormente 2004
Fluorimetria presséo (353 nm, 6W) irradiado por 30 min

e amostra em tubos de
quartzo

em 0,8 mol L* HCI
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Analito e Dispositivo para Condicdes de foto- Mecanismo LD/ Faixa Rec. Ref.
aplicacao/ fotoderivatizacao derivatizagédo de reacao/ linear (mol (%)
técnica fotoproduto LY
Antibiéticos Lampada de mercurio Irradiagdo pré-coluna  Fotolise / 1,9-3,9x 98 — Espinosa-
fluoroquinolénic de alta pressé@o em 50:50 EtOH/ Eliminacéo de 10%/1,3-4 103 Mansilla
os em plasma e (200W); localizada @30  tampéo TRIS (pH anel x 107 etal,
urina / HPLC-FI cm de uma célula de 3 7,05; 0,015 mol L'l), nitrogenado 2005
oul0mL. sob agitacéo de 6
magnética. Apos membros,
irradiacéo; as estudado por
solugdes foram (Burhenne,
diluidas em tampao Ludwig e
fosfatos (0,03 mol L Spiteller,
! pH 3) antes da 1997)
inje¢do no HPLC
Prednisolona e Amostras acomodadas 40 min de irradiagdo n.i. 1,4 x 108/ 95 — Coelho e
tramcinolona em tubos de quartzo; em 2 mol L H,S0,, Até5x10% 107 Aucélio,
em irradiadas com 65° C 2006
medicamento/ lampadas de mercurio
Fluorimetria de 80 W (254 e 300
nm)
L-dopa e Tubulagdo de PTFE Determinacéo n.i. 3,3x10°/ 100 Perez-
dopamina em (200 cm, 0,5 mm ID) ao indireta, medindo a 1,3x10° - % Ruiz et
medicamento / redor de um tubo de inibicdo da reagao 6,4x10™ al., 2007
FIA-FI vidro com duas fotoquimica do
paredes (0,5 mm D), EDTA-tionina
refrigerado com agua causada pelo analito.
(2 mL min™). Lampada  Meio: tamp&o
de tungsténio (500 W, acetato pH 5 (0,1 mol
250 V) colocada a 20 L™"); EDTA e azul de
cm do reator. tionina (0,1 e 2 x10*
mol L.
Tetraciclinas em  Ventilador, lampada de Tampao carbonato Fotolise 1,6 x10°/ 97 — Valverde
agua de Xenbnio de 50 — 500 0,02 mol L™ pH 10; n.i, 101 etal,
superficie / W, lente de quartzo e 2,5% MeOH % 2006
Fluorimetria cubeta de quartzo a 30 homogeneizado por
com calibragédo cm da lampada 8 min e irradiado por
mutivariada 3 min com agitacéo
constante
Eritromicina em Estrutura de estufa Amostras em H,SO,4 n.i. 3,4x10%/ < 98 — Finete, et
medicamento/ com 6 lampadas de (6,3 mol LY 2,7x10™ 105 al., 2008
Fluorimetria mercurio, baixa aquecidas por 5 min %
presséao (353 nm, 6W) (65°C)e
e amostra em tubos de posteriormente
quartzo irradiadas por 60 min
Acido fdlico e Tubulagdo de PTFE Analitos em tampéao n.i 7,2x10° 88 — Giron et
metabdlitos em (0,5 mm ID) ao redor acetato pH 4, 0,4 mol 104 al., 2008
soro / de um reator UV L™ %
Fluorimetria
com calibragédo
multivariada
Ciclofenil em Estrutura de estufa Analito irradiado em Fotolise em 1,1x10%/ < 94 — Pacheco
medicamento / com 6 lampadas de metanol por 120 min. duas etapas 8x10° 101 etal,
Fluorimetria mercurio, baixa 1 mL da solugédo (foto- % 2008
presséo (254 nm, 6W) irradiada foi diluida decarboxilaca
e amostra em tubos de com 1 mL detampdo 0)/
quartzo Britton-Robinson (pH Identificado
10,5) e avolumado a por GC-MS
10 mL com metanol.
Camtpotecina Amostra acomodada Analito em NaOH 1 n.i. 4x10™ /< 92 — Marques,
em em tubos de quartzo e mol L; irradiado por 1x10° 94% etal,
medicamentos irradiada com 6 26 min. 2010
de topotecan e lampadas de baixa
irinotecan presséo de mercurio
fortificados / LIF ~ (6W, 254 nm)
Indometacina Tubo de PTFE (90 cm, Fluido carregador: Foto- 1,23 x 10 99% Passos et
em 0.8 mm DI) em tampéo fosfato 0,1 decarboxila-¢éo 5/4,6x al., 2011
medicamentos serpentina ao redor de mol L'l; pH 7,2; 25 / Estudado por 10°-9x
SIA-FI uma lampada de min de irradiagéo e (Weedon e 10°
mercurio de baixa vazdo: 2 mL min™ Wong, 1991)
presséo (15 W/G15T8), (5,6)
ligada 10 min antes das
medicdes.
Tigeciclina em Tubulagéo de PTFE Fluido carregador: Fotdlise em 5,6 x10° 99 — Molina-
medicamento/ (300 cm) ao redor de agua, analito em duas etapas /2,1x10 101 Garcia et
FIA-Fl e SIA-FI uma lampada de acido nitrico pH 4; 3 T—_42x % al., 2011
mercurio de baixa ml min’; 330 s de 10°®

presséo (30W, 254 nm)

irradiacéo

n.i.: ndo informado. * em métodos de separacgéo, a propor¢do de fase mével é indicada como v/v. HPLC: cromatografia liquida
de alta eficiéncia, FIA: andlise por injecédo em fluxo, SIA: andlise por injecdo sequencial, LIF: fluorescéncia induzida por laser,
SPS: espectroscopia em fase solida, FL: detecgéo por fluorescéncia. PTFE: polifluorouretano,
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Algumas aplicacdes usando espectrofotometria de fluorescéncia acoplada
com técnicas de injecao em fluxo ou HPLC com deteccéo por fluorescéncia para
determinar medicamentos apés derivatizagdo fotoquimica pds ou pré coluna séo

descritos brevemente a seguir.

Nos métodos onde a derivatizacdo fotoquimica ocorre em regime de fluxo,
o sistema mais amplamente utilizado é o composto por tubulagdo de PTFE ao
redor de uma (Hansen & Hansen, 1994; Huang, et al, 2002; Passos et al., 2011 )
ou Vvérias lampadas de mercurio de baixa pressao (Nieder & Jaeger, 1987). Em
muitos casos, reatores pdés-coluna comerciais de sistemas de HPLC foram
usados (Matthews et al., 2002; Gatti et al., 2000; Johansen & Rasmussen, 1998),
porém, na maior parte dos métodos descritos, 0s equipamentos para

derivatizag&o fotoquimica sao feitos nos préprios laboratérios (Tabela 2).

A maior parte dos métodos que se baseiam na indugéo de fluorescéncia
de analitos por derivatizagdo fotoquimica sdo desenvolvidos em sistemas em
linha, como analise por injecdo em fluxo (FIA), analise por injecdo sequencial
(SIA) ou HPLC. As vantagens de se utilizar esses sistemas em fluxo sdo
claramente a automacdo, a diminuicdo do tempo de analise e 0 aumento da
precisdo na medicdo do sinal analitico em um momento especifico do processo
reacional. Porém, dado ao baixo tempo de exposi¢cédo ao UV tipico dos sistemas
em linha, a sensibilidade do método é muitas vezes sacrificada a ndo ser nos
casos onde sao usados inicializadores/catalisadores das reacdes fotoquimicas
no sistema em fluxo (Mawatari et al., 2003; Chen e He, 2000; Nieder e Jaeger,
1987). Porém, de um modo geral, nos métodos reportados com FIA ou SIA,
estabelecer um compromisso entre o tempo de reacdo e 0 comprimento da
tubulacéo representou um desafio para a otimizacdo dos métodos (Passos et al.,
2011; Molina-Garcia et al., 2011). Além disso, por causa das limitacbes de
resisténcia quimica da tubulacdo de PTFE ou dos componentes de um sistema
cromatogréafico, nas condicbes de reacao utilizadas com estes métodos se
empregam solucdes aquosas com valores de pH nédo corrosivos, como pH 9
(Pimenta et al., 2002) ou pH 4 (Molina-Garcia et al., 2011; Giron et al., 2008)

limitando assim a eficiéncia da derivatiza¢éo de alguns compostos.

Nas derivatizacdes fotoquimicas realizadas em batelada (fora de linha), a
desvantagem da ndo automacdo € compensada pela maior flexibilidade no
emprego de condi¢Bes experimentais para produzir a reacao fotoquimica. Entre
essas vantagens podem ser citadas: (i) a utilizacdo de fontes de radiacdo com

maior poténcia (Espinosa-Mansilla et al. 1995; Laassis et al.,1994) que
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produzem maior eficiéncia na derivatizacdo, desde que seja utilizado
acoplamento com um sistema de refrigeracdo para evitar grande elevacdo da
temperatura do meio reacional; (i) a utilizagdo de uma maior quantidade de
lampadas para aumentar a efetividade da derivatizacdo fotoquimica (Cardoso et
al, 2004; Marques et al, 2010; Pacheco et al., 2008) e (iii) uso de solu¢cdes com
valores de pH mais extremos como meio de reacao (acidos ou bases fortes nas

concentragdes maiores que 0,1 mol L™ (Finete, et al 2008; Cardoso et al., 2004).

Embora o conhecimento dos mecanismos envolvidos nas reacgles
fotoguimicas ndo seja fundamental para viabilizar a aplicacdo dos métodos
analiticos baseados na determinacdo de analitos de interesse pela fluorescéncia
obtida ap0Os derivatizacdo fotoquimica, diversos trabalhos indicaram possiveis
mecanismos de reacdo a fim de justificar o aumento do sinal obtido e, em alguns

casos, os fotoprodutos formados foram identificados.

O mecanismo de reagdo mais frequente nas reacdes fotoquimicas
aplicadas para induzir fluorescéncia é a fotolise Tabela 2 na qual, a eficiéncia
gquéantica da molécula aumenta por causa da perda de cadeias alifaticas
saturadas, que no produto original prejudicam a fluorescéncia por promover a
desativacdo do estado excitado mediante processos ndo-radiativos. Um exemplo
deste processo é mostrado na Figura 6, em que apés duas etapas, a radiagédo

promoveu o aumento da fluorescéncia de fluoroquinolonas (Mansilla, et al 2005).

Q

R = etl {norfloxacina) R = ciclopropil {Ciprofioxacina)

Figura 6 - Fotoderivatizacdo da ciprofloxacina e norfloxacina (Adaptado de Mansilla et al,
2005)

No caso da derivatizacdo do clopentiixol (um antipsicotico), a
fotoderivatizacdo ocorreu em duas etapas, primeiro pela fotélise da cadeia
alifatica, e depois pela formacéo de dois produtos de oxidacéo (Figura 7). Estes
produtos, formados por derivatizacdo poés-coluna, possuem maior rigidez
estrutural do que a molécula original (e maior fluorescéncia) o que permitiu a
determinacgdo da substancia por HPLC com deteccao por fluorescéncia (Hansen
e Hansen, 1994).
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soel

hv : Clorotioxantona
H cu,cu,uuncn,cu,oa
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Figura 7 - Fotoderivatizacao do clopentixol (Adaptado de Hansen & Hansen, 1994)

A fotociclizagéo € um tipo de reagdo menos comum em procedimentos de
fotoderivatizagdo. No caso da derivatizagdo em linha do rofecoxib (um anti-
inflamatorio), a reagéo fotoquimica ocorreu em duas etapas, primeiro com a
fotociclizacao e, posteriormente com a reducgéo (eliminagdo de hidrogénio), o que
favoreceu a formagdo de um produto com maior rigidez estrutural e maior
conjugacéo de elétrons w, conforme mostrado na Figura 8. A formagdo deste
produto de reacdo, que € fortemente fluorescente, permitiu a quantificacéo
indireta do rofecoxib por HPLC detectando fluorescéncia apds a derivatizacédo

pés-coluna.
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Figura 8 - Fotoderivatizacdo do rofexocib (Mathews et al., 1999)
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