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Contextualizacao do trabalho

Nos ultimos 20 anos, o desenvolvimento de métodos analiticos tem sido
pautado por questdes relacionadas a seguranga, economia e menor impacto
ambiental, seguindo preceitos da denominada Quimica Verde. Para tal, tem-se
buscado desenvolver métodos que, na sua esséncia, incorporam a diminuicédo
da geracdo de residuos toxicos, a utilizagdo de processos mais seguros, a
reducdo de uso de solventes organicos e a incorporagéo de procedimentos que
reduzam custos e riscos na transformacao dos analitos de interesse em espécies
guimicas mais convenientes para a aplicagdo do método em questdo. Nesse
contexto, a derivatizagdo fotoquimica é uma alternativa relevante, pois se utiliza
da energia da luz para desencadear transformagfes quimicas nos analitos de
forma a produzir espécies quimicas que tenham propriedades vantajosas do
ponto de vista da quantificagdo. A radiagdo pode ser utilizada para substituir
reagentes toOxicos e caros usualmente empregados nos procedimentos de
derivatizagdo quimica e permite a realizagdo das reacbes em meios
essencialmente aquosos, por ndo haver necessidade de se empregar reagentes
(por exemplo, os cromogénicos) que usualmente possuem pouca solubilidade

em agua.

Nas derivacbes fotoquimicas, a fotélise, a fotociclagao, a foto-oxidacao ou
a fotoreducgao séo os processos mais frequentes na modificacdo da estrutura de
uma molécula apés a sua exposicdo a radiacdo. O produto formado (o
fotoproduto) deve possuir propriedades quimicas e fisicas (6pticas,
eletroquimicas, de retencédo) diferentes das da substancia original, acarretando
melhorias do ponto de vista analitico em relacdo a sensibilidade e preciséo da
resposta analitica ou em termos de seletividade em determinagbes em um

ambiente complexo.

Neste trabalho, a derivatizacéo fotoquimica foi utilizada como abordagem
para o desenvolvimento de métodos analiticos por espectrofotometria de

fluorescéncia e avaliacdo da aplicagdo destes em abordagens cromatograficas
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que se baseiam na medicdo da fluorescéncia dos fotoprodutos gerados. Mais
especificamente visou-se a amplificagdo da fluorescéncia medida a partir de
moléculas que, na sua forma original, eram pouco ou né&o fluorescentes e a
obtencdo de espécies quimicas mais estaveis que a molécula original com
consequente melhoria da precisdo nas determinacdes analiticas indiretas de
tetrabenazina (TBZ), amitriptilina (AMT) e vareniclina (VRN), substéancias
utilizadas como principios ativos em medicamentos. Assim, no contexto geral,
visou-se com o0 uso da derivatizagdo fotoquimica associar um melhor
desempenho analitico com procedimentos que seguem os preceitos da Quimica
Verde.

1.1.
Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver e validar métodos
analiticos baseados na derivatizagéo fotoquimica visando melhorar desempenho
das medi¢bes de fluorescéncia na determinacdo de trés substancias com
propriedades farmacoldgicas. Nesse contexto, visou-se um melhor desempenho
analitico associado a procedimentos mais seguros e que minimizem o uso de

solventes organicos e de reagentes téxicos.

Especificamente, os objetivos foram voltados para: (i) estudar as
caracteristicas fluorescentes dos fotoprodutos visando aplica¢des analiticas; (i)
estudar e otimizar as condi¢cdes experimentais que favoreceram a producdo de
derivados fotoquimicos fluorescentes da TBZ, AMT e VRN; (iii)) elucidar os
possiveis mecanismos das derivacdes fotoquimicas. (iv) desenvolver métodos
por espectrofotometria de fluorescéncia molecular para determinar o0s
fotoprodutos da TBZ, AMT e VRN em medicamentos e em fluidos biolégicos; (v)
avaliar a abordagem com uso da cromatografia acoplada a deteccdo da
fluorescéncia e (vi) identificar e estimar a contribuicdo das principais fontes de
incerteza associadas a medicdo indireta da concentracdo dos analitos nos

métodos propostos.
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1.2.
Estrutura da tese

A presente Tese de doutorado se estrutura em sete capitulos. No Capitulo
2, as principais caracteristicas dos analitos séo apresentadas assim como suas
atividades farmacologicas, aplicacdes farmacéuticas além de uma revisédo
bibliografica dos métodos analiticos existentes na literatura para a determinacgéo
de TBZ, AMT e VRN. Nesse capitulo séo feitas consideragdes relevantes sobre
os principios fisicos e quimicos das técnicas analiticas utilizadas. Finalmente, se
apresenta uma revisdo bibliografica dos métodos que utilizam a derivatiza¢do
fotoquimica como abordagem para indugcdo/amplificacdo fluorescéncia em

substancias utilizadas como principio ativo em medicamentos.

O Capitulo 3 contém as informacdes detalhadas sobre a instrumentacéo,
0s materiais utilizados e os procedimentos de preparacdo de solucdes e de
amostras. No capitulo sdo também apresentados os procedimentos das andlises
envolvendo os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho e as equagdes

detalhadas utilizadas para a estimagéo da incerteza de medigéo.

No Capitulo 4 os resultados obtidos para a derivatizagdo fotoquimica da
TBZ sado apresentados. Neste se descreve: (i) os estudos preliminares de
derivatizagédo fotoquimica e as caracteristicas fluorescentes do(s) fotoproduto(s)
da TBZ, (ii) a otimizacdo das variaveis que afetam a derivatiza¢éo fotoquimica da
TBZ em funcgéo das caracteristicas de estabilidade e magnitude da fluorescéncia
observada, (iii) os parametros analiticos de mérito e incertezas associadas com
a medicdo de fluorescéncia na determinacdo indireta da TBZ por
espectrofluorimetria, (iv) a aplicabilidade do método em amostras de
medicamento e em fluidos bioldgicos com o método espectrofluorimétrico

desenvolvido e (v) proposi¢cdo de um mecanismo de derivatizacdo fotoquimica.

No Capitulo 5 os resultados obtidos para a derivatizagdo fotoquimica da
AMT sdo apresentados. Neste se descreve: (i) os estudos preliminares de
derivatizacdo fotoquimica em diferentes condicbes e as caracteristicas
fluorescentes do(s) fotoproduto(s) da AMT (ii) a otimizacdo das variaveis que
afetam a derivatizacdo fotoquimica da AMT em funcdo das caracteristicas
apropriadas para o método baseado na espectrofotometria de fluorescéncia, (iii)
a otimizagcdo das varidveis que afetam a derivatizacdo fotoquimica da AMT em
fungéo das caracteristicas adequadas para uso da cromatografia com fase movel

liquida e com deteccéo fluorescéncia, (iv) os parametros analiticos de mérito e
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incertezas associadas com a medi¢cdo de fluorescéncia na determinacao indireta
da AMT por espectrofluorimetria e por cromatografia, (v) a aplicabilidade dos
métodos desenvolvidos na andlise de amostras de medicamento e de fluidos
biol6gicos e (v) os estudos para elucidacdo do mecanismo de derivatizagdo

fotoquimica.

No Capitulo 6 os resultados obtidos para a derivatizagdo fotoquimica da
VRN sdo apresentados. Neste se descreve: (i) os estudos preliminares de
derivatizagdo fotoquimica em diferentes condicbes e as caracteristicas
fluorescentes do(s) fotoproduto(s) da VRN (ii) a otimiza¢do das varidveis que
afetam a derivatizacdo fotoquimica da VRN em funcdo das caracteristicas
apropriadas para o0 método baseado na espectrofotometria de fluorescéncia , (iii)
a otimizagdo das variaveis que afetam a derivatizacdo fotoquimica da VRN em
fungcdo das condicbes para a separacdo dos fotoderivados utilizando
cromatografia a liquido com deteccdo por fluorescéncia, (iv) os parametros
analiticos de mérito e incertezas associadas com a medi¢éo de fluorescéncia na
determinagéo indireta da VRN por espectrofluorimetria (v) a aplicabilidade do
método desenvolvido na andlise de medicamento, (vii) desenvolvimento de
método cromatografico para a analise de medicamento contendo VRN e (vii)

proposi¢cdo de um mecanismo de derivatiza¢do fotoquimica.

Finalizando, no Capitulo 7 se encontram descritas as conclusdes e as

recomendacdes deste trabalho de tese de doutorado.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0921544/CA




