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Resultados: desenvolvimento de métodos para
determinacéo indireta da amitriptilina

No presente capitulo serdo apresentados e discutidos os procedimentos
realizados para a derivatizacdo fotoquimica da amitriptilina (AMT), uma
substancia utilizada em medicamentos antidepressivos, e a aplicagdo desta
abordagem para o desenvolvimento de um método espectrofluorimétrico para a
andlise de medicamentos com o principio ativo AMT e um método usando a
cromatografia liquida com deteccao fluorimétrica para a determinacao indireta de

AMT em matrizes mais complexas como soro humano.

5.1.
Desenvolvimento de método espectrofluorimétrico para
determinacéo indireta de AMT

5.1.1.
Estudos preliminares

A AMT, comercializada em medicamentos e no padrao analitico na forma
de cloridrato, € altamente solGvel em agua. Em funcdo disso, as solucdes
estoque do padrdo do analito e as diluicdes necessérias foram feitas usando

agua ultrapura.

A AMT é composta por trés anéis sendo dois anéis benzénicos e um outro
anel de 7 carbonos, além de uma cadeia alifatica com uma amina terciaria
terminal. Os anéis benzénicos séo isolados, cada um de um lado do ciclo de 7
membros, mas apesar disso, ha uma conjugagédo mediada pela dupla ligagéo da
cadeia alifatica. Contudo, o conjugacao entre os orbitais ndo é perfeita devido a
presenca do ciclo de 7 membros, que dificulta a deslocalizacdo da nuvem
eletrbnica. Apesar da estrutura com os anéis ligados propiciarem uma certa
rigidez a molécula, a ramificacdo alifatica da AMT causa perdas energéticas por
mecanismos nao-radiativos diminuindo consideravelmente a capacidade da
molécula fluorescer na temperatura ambiente e em solugdo. Isso é confirmado

pela auséncia de fluorescéncia natural da AMT quando em solucdo aquosa na
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temperatura ambiente, como mostrado na Figura 26, onde se tem apenas a
fluorescéncia caracteristica das impurezas da 4gua usada no experimento.
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Figura 26 - Espectro de fluorescéncia obtida da agua e da solu¢éo aquosa de AMT (1,0 x
10° mol LY.

A capacidade da AMT em absorver radiagdo é fundamentalmente funcéo
da presenca dos anéis benzénicos isolados como se verifica pelas bandas
caracteristicas E, (em 205 nm) e B (em 240 nm) do espectro de absorgéo
molecular da AMT (1,0 x10° mol L% (Figura 27). Esse espectro também
confirma a fraca conjugacdo efetiva do sistema de anéis ja que ndo foi
observado deslocamento batocromico dos méaximos das bandas caracteristicas
do benzeno. Os valores das absortividades molares da AMT em &gua nos
comprimentos de onda 205 e 240 nm foram calculados pela curva analitica feita
com os sinais de absorvancia na faixa de concentracdo de AMT entre 5,0 x 10°®
e 2,5 x 10®° mol L™, obtendo-se valores iguais a 3,1 x10* L mol™ cm™ (205 nm) e
1,0 x10* L mol™ cm™ (240 nm).
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Figura 27 - Espectro de absor¢cdo molecular da AMT (1,0 x10”° mol L™, 100% agua)
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Na molécula da AMT, a eliminacdo da cadeia alifatica poderia gerar
estruturas mais rigidas que favoreceriam a observacao de fluorescéncia ja que a
auséncia da cadeia diminuiria grandemente o grau de vibragdo da molécula. Tal
eliminacdo poderia ser obtida por fotdlise como indicado na literatura (Borell,
1977; Albini e Germani, 2010), sendo assim, foram realizados experimentos para
avaliar o efeito da exposicdo da AMT a radiagdo UV em meios aquosos de
diferentes composicdes. Para tal, realizou-se a exposicdo ao UV (45 min) de
solugdes de AMT (1,0 x 10®° mol L™) preparadas nos seguintes meios reacionais:
(i) HCI 0,01 mol L™; (ii) tampéo fosfato pH 3 (0,01 mol L™); (iii) tamp&o fosfato
(pH 5; 0,01 mol L™); (iv) 100% agua ultrapura (pH 7); (v) tamp&o carbonato (pH
10; 0,01 mol L™ e (vi) NaOH 0,01 mol L™. O valor de 45 min para o tempo de
irradiagcéo (no reator fotoquimico 1) foi escolhido baseado na experiéncia prévia

dos estudos preliminares para a derivatizacdo da TBZ.

Vale salientar que a fluorescéncia medida da solu¢cdo de AMT preparada
nos meios aquosos mencionados foi similar & observada nas solucdes dos
respectivos brancos, com espectros de excitagdo e de emissdo similares aos da
Figura 26. Em contrapartida, ap0s a exposicao ao UV, observou-se a indugéo de
fluorescéncia em todas as solugbes testadas em dois pares de bandas de
fluorescéncia cujos maximos caracteristicos de Aey/Aem foram em 233/345 nm e
em 263/325 nm. As intensidades relativas destes pares, que variaram em funcéo
da composi¢do do meio de reacdo, sdo mostradas no grafico de barras da Figura
28.
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Figura 28 - Fluorescéncia de solu¢bes de AMT (1,0 x 10 mol L"l) preparadas em
distintos meios de reagéo apos exposicao ao UV (45 min) e monitorada nos pares de
excitacdo e de emisséo de 233/345 nm e 263/325 nm.
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Observou-se que apoés a irradiacdo com o UV, a tendéncia do aumento da
fluorescéncia do analito foi mais favoravel nas condicdes mais extremas de
acidez (HCI 0,01 mol L™ e de basicidade (NaOH 0,01 mol L™). Os espectros de
excitagdo e de emissdo do fotoderivado preparados nessas duas condigfes,
apés 45 min de irradiacdo com UV, sdo apresentados na Figura 29. Para
medicdo da fluorescéncia destas solugbes, que foi bastante intensa, foi
necessaria a utilizacao de filtro de atenuacao (de 50% de transmitancia medida a
632,8 nm?®, com um fator 75 vezes de atenuacéo da fluorescéncia na faixa entre
300 e 350 nm) na entrada do monocromador de emissdo de modo a se evitar a

saturacao do sinal no detector.
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Figura 29 - Espectros de excitacdo e de emisséo de solucdes de AMT 1,0 x 10®° mol L™
nos meios reacionais: (a) HCI 0,01 mol L'e (b) NaOH 0,01 mol L* apos 45 min de
irradiacdo com UV.

E importante observar também que em meio alcalino a intensidade do par
de bandas em 263/325 nm € maior que o par em 233/345 nm, apés a irradiacao
da solugdo de AMT por 45 min. Neste caso, o0 aumento de fluorescéncia em
relacdo ao da solugcéo ndo tratada com UV é de mais de 22 vezes. J& em meio
acido, utilizando o mesmo tempo de UV, a formacao da fluorescéncia no par de
233/345 nm foi o mais favorecido apos a fotoderivatizacdo da AMT (lfna), cOM

amplificacdo de sinal em quase 35 vezes em relagdo ao medido antes da

%% Conforme as informacdes fornecidas pelo fabricante (Newport, EUA)
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exposicdo ao UV (linca). Esses fatores de amplificacdes da fluorescéncia,
mesmo em condi¢cbes ndo otimizadas, mostram o potencial da derivatizacdo
fotoquimica para a determinagcdo da AMT. Os fatores de amplificagdo de
fluorescéncia (linaflinicia) Obtidos nas condicbes de cada experimento séo
mostradas na Tabela 11.

Tabela 11 - Raz0es entre intensidade de sinal apds tratamento fotoquimico (l.q) € antes

tratamento fotoquimico para a AMT (liniciar), NOS pares de excitagdo/ emissao 233/345 nm
e 263/325 nm.

Ifinat / linicial

Meio de reacao/(Aexc/Aem ) 233/345 nm 263/325 nm
HCI 0,01 mol L™ 22,17 8,13

Tampéao fosfato pH 3 12,60 7,96

Tampé&o fosfato pH 5 11,30 13,78
100% agua 11,99 13,92
Tampdo bicarbonato pH 10 14,03 20,58
NaOH 0,01 mol L™ 19,59 34,95

A estabilidade da fluorescéncia da solugdo de AMT exposta ao UV foi
estudada pelo monitoramento do sinal ao longo de 120 min (medicbes feitas a
cada 5 min) apés a exposicdo ao UV por 45 min. No intervalo entre cada
medicdo, a solucdo foi mantida no escuro e na temperatura ambiente. Essa
avaliacdo se faz necessario nesta etapa preliminar para se averiguar se a
fluorescéncia do fotoderivado obtido ¢é estdvel o suficiente para o
desenvolvimento de um método analitico para determinag&o indireta de AMT
apés derivatizacdo fotoquimica. O teste de estabilidade foi realizado
primeiramente na solugdo da AMT preparada em NaOH 0,01 mol L™,
acompanhando o sinal em 263/325 nm, que é 0 Ae/rem Caracteristico do(s)
fotoproduto(s) que produziu(ram) maior sinal nessa condi¢cdo. Os resultados
apontaram para um decréscimo de fluorescéncia do fotoderivado de até 25%
durante o periodo do teste, o que indica falta de estabilidade desse(s) produto(s)
em meio basico. O mesmo estudo foi realizado em uma solucao do fotoderivado
da AMT preparada em HCI 0,01 mol L™, monitorando o sinal em 233/345 nm,
que € 0 Aexc/Aem Caracteristico do(s) fotoproduto(s) que produziu(ram) maior sinal
nessa condi¢do. Nesse caso, a intensidade da fluorescéncia foi estavel ao longo
dos 120 min do experimento. Os resultados sdo mostrados na Figura 30. Dessa
forma, a fluorescéncia (233/345 nm) do(s) fotoderivado(s) obtidos em HCI 0,01
mol L™ permaneceu estavel durante o tempo suficiente para permitir seu uso do
ponto de vista analitico da determinagdo de AMT. Assim, foram otimizadas as

condiches experimentais relacionadas a concentracdo do HCI na solugdo de

AMT e o tempo de exposi¢do da solucdo ao UV.
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Figura 30 - Fluorescéncia da AMT (AMT 1,0 x 10 mol L'l) monitorada entre 0 e 120 min
apos derivatizagdo fotoguimica (45 min UV) em a) HCI 0,01 mol L™ (233/345 nm) e b)
NaOH 0,01 mol L™ (263/325 nm).

5.1.2.
Otimizacéo de parametros experimentais para a derivatizagéo
fotoquimica

Um estudo univariado para avaliar o comportamento da fluorescéncia
induzida da AMT em funcéo da variacdo da concentracdo do acido (HCI na faixa
entre 0 e 0,5 mol L™) foi realizado. Com 45 min de exposi¢do ao UV, observou-
se um crescimento significativo da intensidade da fluorescéncia da solugcéao de
AMT em func&o do aumento da concentracdo de HCl até 0,1 mol L. O aumento
da concentragéo de HCI para 0,2 mol L™ promoveu a supressao da fluorescéncia
de 25%, ao comparar o sinal com o obtido em solucéo irradiada sem adicéo de
acido. A supressao se torna mais efetiva em concentracées maiores de HCI na

solucao (Figura 31).
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Figura 31 - Efeito da concentracao de HCI na fluorescéncia de solu¢des aquosas de AMT
(1,0 x 10®° mol L) irradiadas por 45 min
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A influéncia do tempo de exposicdo ao UV também foi avaliada. Para tal, a
fluorescéncia da AMT (1,0 x 10®° mol L™; HCI 0,1 mol L) foi medida ap6s expor
airradiac@o UV solucdes de AMT, em intervalos de 5 min até o tempo final de 70
min (Figura 32). Como resultado, verificou-se um perfil de aumento de sinal,
aparentemente em duas etapas com sinal maximo e praticamente estavel entre

60 e 70 min de exposicéo ao UV.
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Figura 32 - Efeito do tempo de exposi¢do ao UV na intensidade de fluorescéncia de
solucdes de AMT (1,0 x 10”° mol L™) preparadas em solucdo aquosa de HCI 0,1 mol L™

Para a otimizagdo das condi¢Bes de derivatizagdo fotoquimica da AMT
usando planejamento experimental, concentracdes menores de analito (1,0 x 10
® mol L™) foram usadas visto que nos estudos preliminares, para a medicdo de
alguns dos sinais na concentracdo de 1,0 x 10®° mol L™ de AMT necessitaram o
uso do filtro de atenuacdo e correcdo de valores medidos (valores acima de
1000 u.a.). Por causa de defeitos e ndo homogeneidade dos filtros, 0 uso destes
em ensaios de otimizacdo pode distorcer levemente o perfil de resposta em

relagéo aos sinais medidos sem o uso do filtro de atenuacao.

Para avaliar os efeitos das variaveis experimentais, e as possiveis interagées, um
planejamento experimental preliminar do tipo CCD 2 foi realizado utilizando os intervalos
de concentracao de HCI e de tempo de UV nos quais foram observadas maiores
mudancas na fluorescéncia da AMT nos estudos univariados. Mediante a avalia¢do do
diagrama de contorno deste desenho experimental preliminar (Anexo C), pode ser
observada a regido onde, ao variar as duas variaveis ao mesmo tempo, efetivamente se
observa um maior aumento da fluorescéncia da AMT. Assim, utilizando essas
informacdes, um outro planejamento experimental foi realizado no intervalo de
concentracdo de HCI entre 0,01 e 0,058 mol L™* com tempos de exposicdo ao UV entre
46 e 74 min, conforme os valores indicados na
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Tabela 12.

Tabela 12 - Pontos experimentais do CCD para a optimizacao das variaveis de
derivatizacao fotoquimica (concentracdo de HCI e tempo de UV) da AMT.

Parametro / Valores codificados  -v2 -1 0 +1 +\2
Concentracio de HCI (mol L™) 0,009 0,010 0,030 0,050 0,058
Tempo de UV (min) 46 50 60 70 74

Os experimentos foram realizados em ordem aleat6ria, conforme apontado
pelo software especializado constituindo de um experimento por cada ponto do
planejamento, e quatro réplicas no ponto central. Os resultados sdo mostrados
na Tabela 13.

Tabela 13 - Resultados experimentais (intensidade de fluorescéncia) obtidos na
otimizagdo dos parédmetros de derivatizagdo fotoquimica da AMT pelo planejamento
experimental (CCD) indicado na Tabela 13.

# Concentracdo de  Tempo de exposi¢do ao Intensidade do
HCI (mol L™) UV (min) sinal (u.a.)
1 0,058 60 215,04
2 0,010 70 201,39
3 0,030 74 224,51
4 0,030 60 279,37
5 0,009 60 230,93
6 0,030 60 308,47
7 0,050 50 230,06
8 0,010 50 257,54
9 0,030 46 164,61
10 0,030 60 284,86
11 0,050 70 168,56

Avaliando os resultados através da superficie de resposta, o modelo
aponta para um maximo das variaveis testadas (valores 6timos ou criticos) em
uma concentracdo de HCI e tempo de irradiagdo UV préximo ao ponto central do
desenho experimental realizado, conforme indicado na Figura 33a. O grafico de
Pareto (Figura 33b) aponta que o fator quadratico do tempo de irradiac¢éo (t°) foi
mais significante para o aumento da fluorescéncia da AMT. J4 o efeito de
interacdo entre o tempo de reacdo e a concentracdo de HCI néo foi significativo,

na faixa experimentai testada.
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Figura 33 - a) superficie de resposta e b) grafico de Pareto do CCD realizado para a
otimizagdo das variaveis de fotoderivatizagdo da AMT (C: concentracédo de HCI, mol Lt
t: tempo de UV, min).

A equacdo do modelo matematico que descreve os resultados do desenho
experimental realizado para a otimizacdo das varidveis para a determinacao
indireta da AMT (Equacédo 21), onde | € a intensidade da fluorescéncia da AMT,
C é a concentracdo de HCl em mol L™ e t é o tempo de irradiagdo UV, em min.

| =-20,7C -64,8C* - 8,2t —93,3t*- 2,67 Ct; R?=0,73 (21)

A andlise de variancia desse modelo ndo apontou para uma falta de ajuste
significativo (Fcaiculado = 7,32 < Feritico = 9,55) € explica até 98% da variancia dos

dados, segundo o mostrado na Tabela 14.

Tabela 14 - Analise de variancia dos resultados do planejamento experimental CCD para
a otimizacao das variaveis de derivatizagéo fotoquimica da AMT.

Fator SQ Gl MQ F P

C 856,60 1 856,60 3,50911  0,201899
c? 593553 1 593553  24,31508 0,038752
T 135,62 1 135,62 0,55557  0,533744
T 12280,26 1  12280,26 50,30644 0,019304
Cxt 7,16 1 7,16 0,02931  0,879813
Falta de ajuste 5360,79 3 1786,93  7,32021  0,122555
Erro puro 488,22 2 244,11

SQ total 21291,49 10

% variancia explicada 73%

% maximo de variancia explicada* 98%

Onde C é a concentragdo de HCI, t € o tempo de irradiagdo, SQ = soma quadratica, gl = graus de
liberdade; MQ = media quadratica . *% max = (SQrotal — SQerro puro)/ SQ total

A resolugcdo da Equacdo 21 apontou para valores criticos (6timos) de:
0,027 mol L™ (na pratica 0,03 mol L™) para a concentragéo de HCI na solugéo de
AMT e 60 min para o tempo de exposicdo ao UV. Um experimento de
derivatizacdo da AMT (1,0 x 10° mol L™"; n = 3) na condi¢do otimizada foi

realizado para confirmacgéo dos resultados apontados para os valores criticos.
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Um espectro de excitacdo e de emissdo da fluorescéncia medida da
solucdo de AMT, antes e apOs aplicagdo das condicbes otimizadas de
derivatizagdo fotoquimica, s@o apresentados na Figura 34. Observa-se o
incremento de 5,6 vezes da fluorescéncia medida da solugdo de AMT apos
aplicacdo do procedimento de derivatizacdo fotoquimica. E importante salientar
gue a fluorescéncia medida da solu¢cdo de AMT antes da exposi¢cdo ao UV é
igual ao perfil do ensaio do branco. Adicionalmente, observou-se um perfil de
fluorescéncia do ensaio de branco similar antes e apds a exposicéo ao UV.
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Figura 34 - Espectro de excitacdo e de emissao: a) fotoderivado (AMT 1,0 x 10° mol L™
HCI 0,03 mol L™; 60 min de irradiagio UV) e b) AMT (1,0 x 10 mol L™"; 100% &gua).

Um resumo das condi¢Bes experimentais otimizadas para a determinacdo
indireta da AMT por espectrofotometria de fluorescéncia por derivatizacédo
fotoquimica é apresentado na Tabela 15. Estas condi¢cdes experimentais foram

utilizadas para as etapas de validacdo e aplicacdo do método.
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Tabela 15 - Resumo das condi¢Bes experimentais para a determinacéo indireta da
fluorescéncia da AMT ap0s a derivatizacao fotoquimica

Pardmetro Condic&o otimizada
Meio de reacéo (solvente) HCI 0,03 mol L™
Tempo de irradiacdo UV 60 min
Comprimentos de onda de excitagdo/emisséo 233/345 nm
Velocidade de varredura 1500 nm min™*

Bandas espectrais de passagem (excitacdo/emissdo) 15/15 nm

5.1.3.
Estudo de estabilidade de fluorescéncia e mecanismo da
fotoderivatizagéo

A estabilidade da fluorescéncia medida da solugdo de AMT apds a
derivatizacdo fotoquimica em condi¢gbes otimizadas foi avaliada medindo (i) a
intensidade da fluorescéncia sob irradiacao incidente continua (30 min) da fonte
de excitacdo de xenbnio do espectrofluorimetro e (i) a intensidade da
fluorescéncia medida em intervalos de 5 min até 90 min de uma solucdo apos

ser submetida ao procedimento de derivatizag&o fotoquimica.

A estabilidade da fluorescéncia em condicbes de exposi¢do continua a
radiagdo de excitacdo do espectrofluorimetro foi realizada em solugbes aquosas
de AMT, sendo uma delas preparada em HCI 0,03 mol L* e previamente
submetida ao procedimento de derivatizagdo fotoquimica e a outra, preparada
em agua ultrapura e ndo exposta ao UV previamente & sua colocacdo no
compartimento de amostra do espectrofluorimetro. Na Figura 35 observou-se
gue a fluorescéncia de ambas as solugbes permaneceu estavel durante o
periodo do experimento. Portanto, para a determinacao indireta da AMT ndo ha
influéncia do tempo de inicio da medicao apds derivatizacdo fotoquimica nem
fotoderivatizacdo da solucdo no compartimento de amostra. No caso da solucéo
ndo exposta previamente ao UV, verificou-se que a radiancia da fonte de
excitacdo e as condicbes da solucdo ndo foram suficientes para desencadear

reacédo fotoquimica relevante na solugdo de AMT.

A estabilidade do sinal analitico € um fator importante nos procedimentos
de derivatizacdo fotoquimica com objetivos analiticos. A medicdo da
fluorescéncia da AMT (1,0 x 10 mol L™) apés a derivatizacéo fotoquimica (HCI
0,03 mol L%, 60 min de UV) foi realizada em intervalos de 5 min até completar 90
min. Nos intervalos entre medi¢c6es, a solugdo foi mantida em um compartimento
fechado e protegido da luz e lambada de xendnio foi desligada. Nesse caso, ndo

foi observada mudanca significativa na fluorescéncia do fotoderivado (Figura 36).
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A variacdo de sinal foi aleatéria e o coeficiente de variacdo obtido das medicbes

ao longo dos 90 min foi de 1,2%.
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Figura 35 - Avaliacdo da estabilidade: a) fotoderivado (AMT 1,0 x 10° mol L™; HCI 0,03
mol L™; 60 min UV) e b) AMT (AMT 1,0 x 10° mol L™ ; 100 % &gua) sob irradiacéo
incidente continua.

300 1 W—N_/N_H"M/*——Q\’
7 200 -
2
Q
o
©
ke
g
S 100 -
=
0 : : : . : .
0 15 30 45 60 75 90

Tempo apds reacdo fotoguimica (min)

Figura 36 - Avaliacdo da estabilidade da fluorescéncia da AMT (1,0 x 10° mol LY em
condic¢des otimizadas de derivatizagdo (HCI 0,03 mol L™ ; 60 min UV), medida sob
irradiacdo descontinua, em intervalos de 5 min apds a reacao fotoquimica.

Para a identificacdo do mecanismo de reacdo e para propor a estrutura
dos fotoderivados sintetizados na derivatizagdo fotoquimica da AMT foram

consideradas: (i) as condicbes utilizadas para promover a reacdo e (i) a
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evidéncia do aumento da intensidade de fluorescéncia obtido experimentalmente

com a derivatizacéo.

No primeiro caso, a revisdo bibliogréfica indica que o mecanismo de
reacdo mais favoravel para geracdo de produtos fluorescentes, utilizando
lampadas de mercurio de baixa pressdo e meio aquoso, é a fotélise. No segundo
caso, pelo aumento de fluorescéncia, afirma-se que os fotoprodutos possuem
maior eficiéncia quantica que a AMT, propriedade essa que, em moléculas
organicas é causada por uma maior rigidez estrutural ou uma maior conjugagao
de elétrons 1. Dessa forma, avaliando a reacao de fotdlise e a formacédo de
fotoprodutos com maior rigidez estrutural e/ou conjugacdo de elétrons 11, ©

esquema de reagdo para a derivatizacdo fotoquimica da AMT €& proposto na

Irradiacéo UV
e —_—
| R H:C.\I,,CH,
L, |

H 2
..CH, Ni ’LVCHa CH,
I

CHs .
H l

Figura 37.

232 Da

livH. CH2

L0

206 Da i

Figura 37 - Esquema de reac¢do proposto para a fotoderivatizacdo da AMT em condi¢des
otimizadas (HCI 0,03 mol L™ irradiada por 60 min).

Estima-se que a formacgéo dos fotoprodutos ocorra em duas etapas: (i) a
eliminacdo do grupo amino da molécula da AMT (277 Da), para gerar uma
molécula com uma cadeia alifatica (236 Da), cujas insaturacbes se conjugam

com resto do sistema aromatico da molécula e (i) outra reacdo na cadeia
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alifatica insaturada do produto de 232 Da, causando outra fotolise na molécula e
a formacéo do fotoderivado com 206 Da. Embora esta rota ndo seja a Unica para
formacdo de produtos de reacdo, as moléculas apontadas no mecanismo, com
de 232 ou 206 Da, possuem maior rigidez estrutural e alta conjugacdo de
elétrons 11, responsaveis pelo aumento de fluorescéncia observado nas
medicdes espectrofluorimétricas realizadas apos a derivatizagao fotoquimica da
AMT.

Na tentativa de identificar estes fotoprodutos, analises foram realizadas por
cromatografia gasosa com detec¢cdo por espectrometria de massas (GC-MS).
Solucdes de 2,5 pg g* de AMT (9,6 x 10° mol L™) foram preparadas em
acetonitrila e irradiadas em intervalos de 0 a 30 min, para monitorar e identificar
os fotoprodutos e a cinética de reacdo®. Na Figura 38 é apresentado o
cromatograma de uma solucéo de AMT irradiada por 30 min. Observa-se que no
tempo de retencdo de 21,96 min, aparece o ion molecular da AMT (m/z 277 Da)
e nos tempos de retencdo de 18,81 e 18,08 min aparecem, respectivamente,
dois fotoderivados de 232 e 206 Da, massas molares essas atribuidas aos
fotoprodutos propostos no mecanismo de fotoderivatizacdo da AMT

anteriormente descrito.

2500 1
AMT

2000 A

1500 A

Abundancia

Fotoderivado
232Da

1000 1 Fotoderivado
206 Da

U ¥ T ¥ T ' T v 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de retencdo (min)

Figura 38 - Cromatograma de fons totais de uma solucéo de AMT (9,6 x 10° mol L™ ;
100% acetonitrila) apés 30 min de UV.

% Devido a incompatibilidade da técnica de GC-MS com 0 meio aquoso, optou-se por
realizar a reagdo fotoquimica da AMT em 100% de acetonitrila, comparando previamente por
espectrofluorimetria a eficiéncia da reacéo (intensidade) e os comprimentos de onda, similares em
ambos solventes.
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O espectro de massas de cada ion do cromatograma anterior se
encontram na Figura 39. No espectro que corresponde a AMT (Figura 39a)
pode-se observar um pico em m/z 58 Da, j& caracterizado anteriormente em
outros trabalhos (Rani et al., 2011; Papoutsis et al., 2002; Ito et al., 2011). Nos
outros dois espectros da Figura 39, os ions com maior abundancia relativa sao,
respectivamente, os ions de 206 e 232 Da, caracteristicos das estruturas

propostas no mecanismo reacional.

@ 100 - ¥

Abundancia relativa (%)
o
o
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m/z
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202
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191
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Figura 39 - Espectros de massas de uma solucdo de AMT (9,6 x 10° mol L™; 100%
acetonitrila) por 30 min: (a) AMT ; (b) fotoderivado de 206 Da e (c) fotoderivado de 232
Da.
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Com o intuito de estudar a cinética de reacdo e a proporcdo em que 0S
fotoderivados se formam ap0s exposi¢cao da solucdo da AMT ao UV, a area do
pico de cada um dos compostos foi monitorada apoés a irradiagdo de AMT entre O
e 30 min. A AMT foi monitorada no pico de m/z 58 Da, enquanto que o0s
fotoderivados nos picos de m/z 206 e 232 Da (Figura 40a). Pode ser constatado
gue a reacao fotoquimica ocorre em duas etapas: (i) pela a fotélise da AMT e (ii)
a pela formacgéo dos fotoprodutos a partir de 10 min de reacdo no caso do em
m/z 232 Da, e somente ap6s 30 min de UV no caso do ion com m/z 206 Da. Ao
graficar o logaritmo natural das areas do pico majoritario da AMT, In(A), durante
o tempo de irradiagdo da molécula, t, entre O e 30 min, foi determinado que a
fotdlise da AMT segue uma cinética de reacdo de primeira ordem, In(A) = In(A,)
+ kt, com a constante de reacdo de k, determinada como sendo -0,097 min?

como mostra a Figura 40b.

@ 45000 — L InA=10,84 (£ 0,1012) - 0,0970 (+ 0,006)t,
7 mfz 58
= R%=0,9894
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| m/z 206 10 4 "
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)]
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Figura 40 - (a) Formacéao dos fotoderivados da AMT monitorada pela area de pico em
funcéo do tempo de irradiacdo e (b) cinética de reacdo de fotdlise da AMT na
derivatizacao fotoquimica.

5.1.4.
Parametros analiticos de mérito

A relagéo entre a concentracdo de AMT e a intensidade de fluorescéncia
apos a reacéo fotoquimica em condi¢des otimizadas (HCI 0,03 mol L™ e 60 min
de exposi¢cdo ao UV) foi estudada, inicialmente, na faixa de concentracao entre
2,5x107 e 1,5x 10 mol L™ (n = 3 para cada ponto). Como pode ser observado

na Figura 41, ha uma provavel relacéo linear até a concentracdo de 7,5 x10°® mol
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L™. Em concentra¢des maiores, ha um desvio da linearidade dessa relacdo (R? <
0,98). Esse desvio da linearidade pode ter sido causado por efeitos de filtro
interno. Nessas solugdes mais concentradas, também foi observado um maior
desvio padrdo em cada ponto de medigdo, expresso no grafico como barras de
erros. A provavel contribuigdo para o aumento do desvio pdréo foi a utilizagao de
filtro de transmitancia de 50% para ajustar o sinal medido nas concentragbes
maiores a 1,0 x 10 mol L™. Para a medic&o da fluorescéncia das solu¢des com
concentracdo maior a 1,0 x10°®, foi utilizado um filtro de transmitancia de 25%,

mas, o fator de erro associado a esse filtro foi menor.

+
3000
@
=2
5 F
S 2000
o
®
[y
E *
£ o000
’
+
0-+*
5,0x107 5,0x10" 1,0x10° 1,5x10°

Concentracdo de AMT (mol L")

Figura 41 - Relagéo entre a concentragdo de AMT e a fluorescéncia apds derivatizagao
fotoquimica na condicéo otimizada (HCI 0,027 mol L™ e 60 min de exposicéo ao UV).

Dessa forma, a modo de evitar erros associados ao uso dos filtros de
transmitancia, a faixa linear para o método espectrofluorimétrico para a
determinacgéo indireta de AMT ap0s (derivatizagdo fotoquimica) foi validada até a
concentracdo de 7,5 x 10® mol L™ (n=3 para cada ponto). Apds a andlise de
regresséo, a equacio da curva correspondente obtida foi de Y = 2,8 x 10° (+ 1,9
x 10° L mol™) X — 3,4 (+ 7,8); onde Y é a intensidade da fluorescéncia, expressa
em unidades arbitrarias (u.a.) e X é a concentracdo da solu¢do padrdo da AMT
(em mol L. O coeficiente de determinacéio (R?) da curva analitica foi de 0,9998
e a analise do gréfico de residuos ndo mostrou nenhuma tendéncia (Figura 42 a
e b). De acordo com a ANOVA realizada, ambos os parametros apontaram para
um comportamento linear, homocedastico, que relaciona a concentracdo da AMT
com a intensidade do sinal fluorescente apds derivatizagdo fotoquimica. Outra

andlise de regressdo mais especifica, cujos resultados se mostram no Anexo D,
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também apontou para um comportamento homeocedastico dos residuos e por
outro lado indicou que os dados pertencem a uma distribuicio normal®’. Os
limites de detecgéo (LD) e de quantificagéo (LQ) foram determinados utilizando o
critério de 3sy/m e 10s,/m, respectivamente, onde s, corresponde ao desvio
padrdo da intensidade do ensaio do branco (n = 10) e m corresponde a
sensibilidade da curva analitica. Os valores calculados para o método
espectrofluorimétrico foram de 4,8 x 10® mol L* e 1,3 x 107 mol L™,

respectivamente.
2500 - b
# ! 200 -
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Figura 42 - a) Faixa linear do método espectrofluorimétrico para determinagéo indireta da
AMT ap6s derivatizacéo fotoquimica (HCI 0,03 mol L™ e 60 min UV) e b) respectivo
gréfico de residuos

A repetibilidade do método foi estimada mediante o coeficiente de variagédo
(CV, expresso em %) obtido para as medi¢Ges da solucdo do padrédo de AMT (n
= b) preparadas no dia da analise, em trés concentracdes diferentes dentro da
faixa linear do método. A precisdo intermediaria foi avaliada comparando a
diferenca entre as variancias obtidas a partir de medi¢6es de solu¢des do padrao
da AMT, preparadas em trés concentracdes diferentes dentro da faixa linear do
método e em trés dias consecutivos. Os valores do Facuado = 3,67; 1,04 e 0,35
para as solugcdes com concentragdes de 5,0 x 107 2,5 x 10°e 5,0 x 10° mol L™,
respectivamente, indicaram que nao houve diferenca significativa entre os
resultados dos trés dias de analise (Fcacuado < Feritico 3,88) nas trés concentragdes

testadas. Os resultados obtidos para os parametros de repetibilidade e preciséo

%" pelo teste de Jarque-Bera, descrito no Anexo C, utilizado para testar se uma distribui¢cdo
€ normal (Valor critico < 5,2 a 95% de confianca).
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intermediaria do método espectrofluorimétrico para determinacdo indireta da
AMT estdo descritos na Tabela 16. Observa-se que na concentracdo mais
proxima ao LQ, os coeficientes de variagcdo sdo maiores, enquanto que nas
outras concentracfes ao longo da faixa linear, os mesmos néo ultrapassam 4%

do valor da concentragdo em teste.

Tabela 16 - Resultados de repetibilidade e precisédo intermediaria do método
espectrofluorimétrico para determinacao indireta da AMT apés derivatizacao fotoquimica
na condig&o otimizada.

Concentragéo (mol L'l) Repetibilidade (CV, %) Precisdo intermediaria (%)
5,0x 107 5,6 7.3
2,5x10° 1,5 37
5,0x10° 1,1 2,9

A incerteza de medicdo do método espectrofluorimétrico desenvolvido foi
estimada para as trés concentragdes de 5,0 x 107: 2,5 x 10% e 5,0 x 10 mol L*
de AMT. As principais fontes de incerteza associadas a medicdo da
concentracdo do analito foram divididas em quatro grupos: (i) preparacdo de
solucdes ; (ii) repetibilidade; (iii) precisédo intermediéria e (iv) parametros da curva
analitica. As mesmas foram estimadas utlizando as equacbes e o0s
procedimentos indicados no Capitulo 3. Os valores estimados para cada uma
das fontes de incerteza mencionadas e a incerteza de medi¢do associada a cada

concentracéo sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores estimados para cada uma das fontes de incerteza e a incerteza de
medicao associada ao método espectrofluorimétrico para determinacéo da AMT apos
derivatizacao fotoquimica.

Concentracdo de AMT (mol L™)

5,0 x10”" 2,5 x10° 5,0 x10°®
Fontes de incerteza Valor da incerteza (mol L'l)

Preparacéo de solucdes (Usol) 3,2 x10° 3,2x10° 6,4 x10°
Curva analitica (Ucurva) 4,0 x108 4,0 x108 4,0 x10°®
Repetibilidade (up) 1,1x108 1,8 x10® 2,6 x10°®
Precis&o intermediaria (Upi) 2,0x10% 5,2 x10® 8,5 x10®
Incerteza combinada (uc) 4,6 x10® 7,5x10% 1,2 x107
Uc pela concentracao testada, % 9,3 3,0 2,3

Incerteza expandida (U = 2.53: 95%) 1,2 x10” 1,9 x10” 2,9 x10”

Na Figura 43 é mostrado o gréafico de contribuicdo de cada uma das fontes
de incerteza, em porcentagem, em relagéo ao valor da incerteza combinada (ug).

Observa-se que a contribuicdo da incerteza associada a curva analitica
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apresenta maior influéncia sobre o valor da incerteza combinada na menor
concentracdo avaliada (5,0 x 107 mol L), em torno de 8% do valor nominal.
Quanto a incerteza associada a repetibilidade, ndo se constata uma influéncia
relevante para o valor de u., para as trés concentragdes testadas. A precisdo
intermediaria contribuiu consideravelmente no valor da incerteza combinada nas
trés concentracbes avaliadas, dado que este pardmetro pondera as variacdes
instrumentais e as variagdes no processo de derivatizacao fotoquimica em dias

diferentes de andlise.

Preciséo intermediéria

@5,0x10°
®2,5x10°

Repetibilidade
m5,0x107

Curva analitica

Fonte de Incerteza

Preparagéo de solugdes

0% 2% 4% 6% 8% 10%
Valor da fonte de incerteza vs o valor nominal da concentragao
Figura 43 - Contribuicéo das fontes de incerteza associadas ao método

espectrofluorimétrico para determinacgéo indireta da AMT, nas trés concentracfes
avaliadas.

5.1.5.
Aplicacdo do método espectrofluorimétrico em medicamento e em
material de referéncia farmacopéico

O método espectrofluorimétrico desenvolvido foi aplicado na determinagéo
de AMT em um medicamento genérico (Medley, Brasil), contendo 25 mg do
principio ativo por comprimido. Foram preparadas solu¢des do medicamento (n =
3) em trés concentracfes correspondentes ao inicio, meio e final da faixa linear,
5,0x 107; 2,5 x 10° e 5,0 x 10°® mol L™, respectivamente. Os resultados obtidos
com as analises realizadas com o método proposto neste trabalho foram
comparados com os obtidoso por HPLC (Esrafili et al., 2007) e estédo indicados

na Tabela 18. Como pode ser observado o teste t de Student realizado néo
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indicou diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos de

analise.

Tabela 18 - Recuperagcdo em medicamento usando o método espectrofluorimétrico para
determinacéo indireta da AMT ap06s derivatizagao fotoquimica

Concentragdo de AMT analisada (mol L'l)

5,0 x 10”7 2,5x10° 5,0 x 10
Método Método Método Método Método Método
desenvolvido comparativo comparativo comparativo desenvolvido comparativo

Recuperagdo 94 +0,6 9%6+1,1 97+£7,9 109+0,3 100 £ 3,6 108 £ 1,0
(%)
Principio ativo/ 23,6 +0,15 24,1+0,28 242% 27,2+0,08 251+091 270+

comprimido 1,97 0,24
Teste t 2,39 2,69 3,70
teriico ( Variancias desiguais; u = 2; 95% de confianga, duas caudas) 4,304

Uma amostra de material de referéncia farmacopeico (100,0%) adquirida
no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS -Fiocruz,
Brasil) foi também utilizada neste trabalho para a avaliagdo do método proposto.
Os resultados obtidos para as andlises de solugbes preparadas em trés
concentracdes diferentes sdo apresentados na Tabela 19. Pode ser observado
gue as recuperagbes da AMT no material de referéncia foram satisfatorias para

as concentracoes testadas, dentro da faixa linear do método desenvolvido.

Tabela 19 - Recuperag¢do em material de referéncia farmacopéico (INCQS — Fiocruz,
Brasil), usando o método espectrofluorimétrico para determinacgéo indireta da AMT ap6s
derivatizacao fotoquimica.

Concentracdo nominal (mol L'l) Recuperacgéo (%)

5,0x 107 83+3,6
2,5x10° 94+28
5,0x10° 93 + 3,0

Com o intuito de melhorar o poder de deteccao para aplicar o método para
determinacdo de AMT em fluidos bioldgicos, testes foram realizados visando a
pré-concentracdo de AMT mediante uso de extracao em fase soélida (SPE). Para
tanto, 100 mL de solucbes do padrdo de AMT 50 x 10® mol L* foram
concentradas para 5,0 x 107 mol L™* (volume final de 10 mL), segundo o
procedimento detalhado no Capitulo 3. Baseando-se no sucesso dos resultados
obtidos na pré-concentracdo de TBZ em saliva (Capitulo 4) utilizando metanol
como solvente para a eluicdo do analito do cartucho de SPE, o mesmo eluente

foi testado para a AMT. Porém, utilizando este solvente como Unico meio de
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eluicdo da amostra, a recuperacdo do analito fortificado nao foi satisfatoria
(Tabela 20). Esse resultado pode ser explicado devido a que a AMT € uma
amina terciaria comercializada na forma de cloridrato e, portanto, tém carater
ibnico. Para a eluicdo de substancias idnicas, procedimentos com eluicdo
utilizado diferentes proporgdes de NH,OH (1 a 3% em volume) com solventes
organicos como metanol ou acetonitrila, tém sido reportados (Lee et al., 1997;
Kushnirr, et al., 1999; Shintani, 1990). Dado que o método desenvolvido para
determinagéo indireta da AMT apds a derivatizagdo fotoquimica é realizado em
meio &cido, a mistura de NH,OH/solvente organico ndo pode ser utilizada para a
eluicdo do analito. Uma alternativa para esse procedimento seria utilizar um par
ibnico para eluir a AMT do cartucho. Assim, testes foram realizados utilizando
uma solucédo de solugédo aquosa 1% de NH,Cl/metanol (1:99 v/v). Apoés a eluigdo
do analito, a derivatizacdo foi realizada nas condi¢gfes otimizadas. Dado que a
recuperacdo do padrédo do analito utilizando solugédo de NH,Cl/metanol 1:99 v/v
foi satisfatéria (Tabela 20), a mesma foi testada para eluir AMT apés a
fortificacdo de soro humano. O analito foi fortificado em plasma humano em
concentragdes consideradas toxicas (1,0 x 10° mol L™) e eluido em solugéo de
solucdo aquosa 1% de NH,Cl/metanol (1:99 v/v). Apos a separacdo da AMT por
SPE, a derivatizacdo fotoquimica foi realizada nas condi¢fes otimizadas e os
resultados obtidos de recuperacdo da AMT apés a fotoderivatizacdo e analise

por espectrofluorimetria foram satisfatorios (104 + 3 %, n = 3).

Tabela 20 - Recuperag¢@es obtidas em testes de pré-concentracédo de solucdes do
padréo de AMT 5,0 x 10 mol L™ (100 mL) para 5,0 x10” mol L™ (10 mL).

Eluente (1 mL) Recuperacédo (%)

Metanol (100%) 15+5
NH4Cl 1% em metanol (1:99v/v) 97 +2

5.2.
Adaptacdo da abordagem para a cromatografia a liquido

5.2.1.
Adaptacéo da derivatizacdo fotoquimica da AMT para condi¢cdes de
cromatografia liquida e otimiza¢cdo da separagdo cromatografica

A derivatizagdo fotoquimica da AMT, otimizada para o método
espectrofluorimétrico foi adaptada visando o uso do HPLC com detecg¢do por
fluorescéncia. A adaptacdo das condicdes foi necessaria devido as restricdes do

sistema cromatografico em relacdo ao uso de solugbes com pH extremo,
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evitando a corrosdo de componentes de aco inoxidavel, que pode ocorrer em pH
< 2, ou para a preservacao da fase estacionaria da coluna cromatografica, cuja
degradacdo pode ocorrer em pH > 8. A adaptacdo da derivatizacdo e a
separacao cromatografica foram realizadas em trés etapas: (i) adaptando o pH
da reagédo fotoquimica; (ii) otimizando a separa¢éo cromatografica e detec¢éo do
analito e (iii) otimizando do tempo de irradiagdo da amostra.

A faixa de pH o6tima para uso da coluna cromatografica RP-Cyano indicada
pelo fabricante (entre 2 e 7) e o cuidado com as partes metalicas do sistema
cromatogréafico fazem do procedimento de derivatizagdo fotoquimica
desenvolvido para a espectrofluorimetria incompativel com seu uso na
cromatografia liquida. Os testes preliminares de fluorescéncia da AMT apés
exposicdo ao UV (Figura 28) indicaram que, na faixa acida, a derivatizacao
fotoquimica da AMT é obtida mesmo em solugdes com valores de pH 3 e 5 com
producao de fluorescéncia com bandas em dois pares caracteristicos de Aexc/Aem,
0 de 233/345 nm e o de 263/325 nm. Embora nédo fosse a condi¢do de indugéo
de fluorescéncia maxima, decidiu-se por optar pelo pH 3 (tampao fosfato 0,01
mol L™), visando aproveitar a tendéncia de aumento de sinal em funcdo do
aumento da exposicdo ao UV indicada na superficie de resposta do
planejamento experimental preliminar (Figura 33). A concentracédo do tampéao foi
fixada em 0,02 mol L* para se evitar o risco de precipitacdo do sal e
consequente entupimento da coluna cromatogréfica, formacao de depdsitos nas

tubulag@es, conexdes e na cabeca da bomba do sistema cromatografico.

Uma solucdo de AMT (1,0 x 10®° mol L™), preparada em tamp&o fosfato
(0,02 mol L, pH 3) previamente exposta ao UV (45 min), foi injetada no HPLC
com o intuito de se verificar o comportamento dos fotoderivados da AMT no
sistema cromatografico com uma coluna RP-CN (150 x 4,6 mm, com diametro
de particula de 5 um). A vazdo utilizada nos experimentos (seguindo as
recomendacdes do fabricante da coluna) foi de 1,0 mL min?, com fase moével de
mesmo pH da solugdo de derivatizacdo da AMT, isto €, composta por tampé&o

fosfato (0,02 mol L™* pH 3) e metanol e com um volume de injecdo de 50 pL.

Nos experimentos iniciais foi utilizado o modo de eluicdo isocratico com
proporcdes de fase moével de tampdo fosfato (0,02 mol L™ pH 3)/ metanol
variando de 30/70 para 50/ 50 v/v. O monitoramento de fluorescéncia foi
realizado em 233/345 nm, comprimentos de onda mais intensos; obtidos nos

testes preliminares em pH 3 (Figura 44).
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Figura 44 - Cromatogramas do fotoderivado (AMT 1 x 10 mol L™ em tampao fosfato 0,02
mol L™ pH 3; irradiada por 45 min) e do ensaio do branco em proporcdes de fase mével
tampéo fosfato (0,02 mol L™ pH 3)/metanol (v/v) de: (a) 30/70; (b) 40/60; e (c) 50/50;
monitorados por deteccao de fluorescéncia em 233/ 345 nm
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Como pode ser observado nos cromatogramas da, utilizando essas
condigbes experimentais, ndo foi possivel a separacdo cromatogréfica dos
produtos gerados na derivatizacdo fotoquimica. Esse resultado indicou a
complexidade de produtos gerados na condicdo estabelecida. Ao se alterar a
proporcdo tampao fosfato (0,02 mol L™ pH 3) e metanol para 60/40 (v/v) n&o foi

detectado nenhum pico no cromatograma.

Por outro lado, verificou-se que com a utilizacdo de deteccdo em 263/325
nm, o cromatograma obtido, utilizando eluicdo isocratica com fase movel na
proporcdo de tampé&o fosfato (0,02 mol L™; pH 3) e metanol igual a 40/60 (v/v),
produziu um pico Unico, intenso e bem definido (cromatograma a da Figura 45).
Em contraste, nas mesmas condigbes, 0 cromatograma obtido com o
monitoramento em 233/345 nm produziu uma série de picos mal resolvidos e de
intensidade bem menor que o observado em 263/325 nm (cromatograma b da
Figura 45).

(a)

800
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Intensidade (u.a.)

Tempo de retencdo (min)

Figura 45 - Cromatogramas do fotoderivado (AMT 1,0 x 10° mol L™ tampao fosfato 0,02
mol L™ pH 3; 45 min UV) em eluig&o isocratica e com fase mével 40/60 v/v (tampao
fosfato 0,02 mol L™ pH3 /metanol) monitorada em (a) 263/325 nm e (b) 233/345 nm.

Ajustes na proporcéo de tampéo fosfato (0,02 mol L™ pH 3) e de metanol
na fase moével foram realizadas visando obter uma maior tempo de retencéo e
melhor simetria do pico do fotoderivado detectado em 263/325 nm. Esse ajuste
serviu também para se avaliar a pureza do pico, pois caso houvesse um
desdobramento do mesmo ao se mudar a propor¢do da fase movel, constatar-

se-ia a presenca de mais de um fotoderivado na zona cromatografica. Ao utilizar
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uma proporcdo de fase moével de 30/70 vl/v, observa-se que o fotoderivado é
eluido préximo ao volume morto do cromatograma (Figura 46). Em uma
propor¢cdo de fase mével maior que 50/50 (v/v), o pico do fotoderivado da AMT
ndo foi observado. Dessa forma, para a cromatografia da solucdo de AMT
submetida a fotoderivatizagdo foi escolhida a fase mdvel que consiste em
tampao fosfato (0,02 mol L™ pH 3)/metanol 40/60 (v/v). Nessa condi¢&o, o tempo
de retencéo do fotoderivado foi 2,63 min e a simetria de pico foi igual a 1,20.
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Figura 46 - Cromatogramas do fotoderivado (AMT 1,0 x 10™ mol L™; tampao fosfato 0,02
mol L™ pH 3; 45 min UV) monitorado por deteccao fluorimétrica (263/325 nm) nas
proporcdes de fase moével de: (2)30:70 e (b) 40:60 v/v (tampdao fosfato/ metanol).

Um estudo univariado foi realizado para se avaliar a influéncia do tempo de
exposicdo ao UV na intensidade da fluorescéncia (263/325 nm) do pico
cromatogréfico no tempo de retencéo de 2,63 min. Para tal, solu¢cdes de AMT na
concentracéo de 1,0 x10° mol L™ foram expostas ao UV em intervalos de 10 min
até 50 min. Paralelamente, a absorvancia dessas solu¢bes foi medida no
comprimento de onda caracteristico da AMT (240 nm) para constatar que a AMT

sofre modificacdes ao longo do experimento.

A éarea de pico do fotoderivado e da AMT para cada injecédo é apresentada
na Figura 47 na qual se observa que o fotoderivado comeca a se formar a partir
de 10 min de exposicao ao UV, sendo um patamar maximo de sinal alcangado
apés 30 min. O tempo de exposi¢cdo ao UV de 30 min foi escolhido para os
estudos de cromatografia visando a determinacao indireta de AMT a partir de

seu fotoderivado. Pode ser observado que nos testes iniciais para separar o
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pico cromatografico do fotoderivado da AMT (no cromatograma (c) da Figura 44)
foi utilizado um tempo de irradiacdo de 45 min, no qual, os fotoderivado
fluorescentes podem ter comecado a se degradar formando um nimero maior de
outras espécies fluorescentes o que pode explicar a diversidade de picos
detectados nesse cromatograma.
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Figura 47 - Area de pico do fotoderivado (AMT 1,0 x10® mol L™; tampéo fosfato 0,02 mol
L™, pH 3) em funcéo do tempo de exposicdo ao UV.

Um resumo das condicbes de fotoderivatizacdo, de deteccdo e de
separacao escolhidas para a quantificacdo indireta da AMT é apresentado na
Tabela 21. Essas condi¢des foram usadas na etapa de validacéo e de aplicacdo
do método cromatogréafico desenvolvido. Os cromatogramas da AMT (1,0 x10°
mol L™) e do seu respectivo branco, obtidos nas condicdes da Tabela 13 s&o

mostrados na Figura 48.

Tabela 21. - Resumo das condi¢des escolhidas para a determinagéo cromatografica da
AMT ap6s fotoderivatizagao.

Descri¢ao Pardmetro experimental

Tampao fosfato (0,02 mol Lt pH 3) e 30 min de

Derivatizag&o fotoquimica exposicao a0 UV

Coluna cromatografica RP-CN (cyano), 150 x 4,6 mm; 5 pm de diametro
Fase movel Tampao fosfato (0,02 mol L* pH 3)/metanol 40/60 (v/v)
Temperatura N&o controlada (ambiente)

Vazéo 1 mL min™

Volume de injecao 50 pL

Deteccéo por fluorescéncia 263/325 nm

Tempo de retencéo do fotoderivado 2,63 min
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Figura 48 - Cromatogramas obtidos para: (a) AMT (1,0 x 10 mol L'l) e (b) ensaio em
branco apds tratamento fotoquimico. AMT preparada em tampéo fosfato (0,02 mol Lt
pH 3) exposta por 30 min ao UV. Fase mével composta por tampao fosfato (0,02 mol L™t
pH 3)/metanol 40/60 v/v. Detecc¢éo fluorimétrica em 263/325 nm.

5.2.2.
Parametros analiticos de mérito

Para determinar a faixa linear do método, solugcbes de AMT
(concentragbes entre 2,5 x 10® e 1,0 x 10° mol LYy foram derivadas
fotoguimicamente utilizando as condi¢gbes escolhidas para a determinacdo por
HPLC. De acordo com os resultados obtidos?®, a faixa linear do método foi
determinada até a concentracdo de 2,5 x 10°® mol L?, conforme a Figura 49.
Ap6s uma analise de regressdo, a equacdo da curva analitica para o método
cromatografico proposto foi Y = 6,2 x10° (+ 1,3 x10°)X + 0,55 (+ 0,15); onde Y é
a area do pico do fotoderivado da AMT e X é a concentracdo equivalente de
AMT, em mol L. O coeficiente de determinacéo, R?, da curva analitica foi de
0,997. A andlise do gréfico de residuos mostrou um comportamento

homocedastico para os dados. Outra analise de regressao mais aprofundada

?8 Embora houvesse um comportamento linear utilizando concentragdes maiores a
2,5 x10° mol L™, visando a aplicagdo em concentracdes de interesse bioldgico do
analito, e devido a que nas concentragfes altas, a escala do detector de fluorescéncia foi
guase atingida, a faixa de concentragéo validada foi escolhida até 2,5 x10° mol L™
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(resultados mostrados no Anexo D) apontou que o comportamento dos residuos

n&o possui alguma tendéncia®®.
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Figura 49 - a) Curva analitica do método cromatogréfico para determinacéo indireta da
AMT ap6s derivatizacéo fotoquimica (tampéo fosfato 0,02 mol L™, pH 3; 30 min UV) e b)
respectivo grafico de residuos.

Os valores de LD e de LQ foram calculados utilizando o critério de x + 3s,
e x + 10s, respectivamente, onde x é a média da menor concentracao
detectavel no equipamento e s, € o desvio padrdo de 10 medicbes dessa
solugéo de menor concentragéo. Os resultados apontaram para: LD de 5,4 x 10

e LQde 1,8x10% mol L™

A repetibilidade do método cromatografico para determinagdo indireta da
AMT apé6s derivatizacado fotoquimica foi estimada mediante o coeficiente de
variacdo (CV, %), obtida para as medi¢des da solucdo do padrdo de AMT (n = 5)
preparadas no dia de analise, nas mesmas condi¢cdes, em trés concentracdes
diferentes dentro da faixa linear: 2,5 x 108 5,0 x 107 e 2,5 x 10® mol L. A
precisdo intermediaria foi avaliada comparando as variancias obtidas, a partir de
medicdes de solugbes do padrdo da AMT, preparadas nas mesmas
concentracbes e em trés dias consecutivos de analise, calculando o desvio
padréo agrupado dos resultados para os respectivos dias. Os valores obtidos
para Fcaculado foram: 1,31; 2,69; e 2,24 para as solu¢cdes com concentracédo de
2,5 x 10% 5,0 x 107 e 5,0 x 10°® mol L, respectivamente, indicando que n&o

houve diferencas significativas entre os dias de analise (Fcacuiado < Feritico 3,88;

? 0 teste de Jarque-Berra apontou para uma distribuicdo normal dos dados e
apontou para uma leve assimetria da distribuigdo, conforme os graficos do Anexo C.
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95% de confianca) nas trés concentracdes testadas. Os resultados obtidos para
a repetibilidade e a precisdo intermediaria do método cromatografico (Tabela 22)
apontam para um CV entre 9 e 12% na concentragdo testada proxima ao LQ (2,5
x 10® mol L) e valores menores que 6% nas demais concentragdes, ao longo

da faixa linear do método desenvolvido.

Tabela 22 - Repetibilidade e precisao intermediaria do método para determinagao
indireta AMT ap06s derivatizagao fotoquimica por HPLC com deteccao fluorimétrica.

Concentracéo testada (mol L™) Repetibilidade (%) Precisédo intermediaria (%)
25x10° 9,3 12,0
50x10" 4.8 5,9
2,5x10° 1,7 6,0

A estimativa da incerteza de medicdo do método cromatografico
desenvolvido foi realizada nas trés concentragbes dentro da faixa linear
mencionadas anteriormente. As principais fontes de incerteza associadas a
medicéo foram: (i) a preparacdo de solucdes; (ii) a repetibilidade; (iii) a precisdo
intermediaria e (iv) aos parametros da curva analitica. As mesmas foram
estimadas utilizando as equacdes e os procedimentos indicados no Capitulo 3.
Os resultados da estimativa da incerteza de medicdo para o método
cromatografico desenvolvido sdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 - Estimativa da incerteza de medi¢cdo do método cromatogréfico para
determinac¢éo indireta da AMT, apos derivatiza¢éo fotoquimica.

Concentragéo testada (mol L’l)

25x10° 5,0x 107 2,5x10°
Fonte de incerteza Valor da incerteza (mol L'l)
Preparacao de solucdes (Usol) 5,6 x 100 1,1x10°® 5,6 x10°®
Curva analitica (Ucurva) 6,4 X 10°° 6,9 x 108 6,9 x 108
Repetibilidade (urp) 2,7 x10° 1,8x10° 1,9x10°®
Precisdo intermediaria (Up) 3,1x10° 5,0x10° 2,3x10°%
Incerteza combinada (uc) 7,6x10° 8,8x10° 1,3x107
Uc, % 30% 18% 3,8%
Incerteza expandida (Ux = 2,52 o5%) 1,9 x10® 2,2x10% 2,4x107

Na Figura 50 é mostrado o gréafico de contribuicdo de cada uma das fontes
de incerteza anteriormente estimadas para cada concentracdo e comparadas
com o valor da concentragdo nominal. Observa-se que na concentracao proxima
ao LQ, mesmo estimando o parametro especificamente para essa faixa de

concentracdo, a contribuicdo associada a curva analitica € a fonte que mais
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contribuiu ao valor da incerteza combinada. Também, dada a variabilidade da
reacdo fotoquimica, a fonte de incerteza associada a precisdo intermediéria
afetou consideralvemente o valor estimado da incerteza combinada nas

concentragdes de 5,0 x10” e 2,5 x10” mol L™.

Precisdo intermediaria

l2,5x10'B
Repetibilidade @5,0x107

02,5x10°

Curva analitica

Fonte de incerteza

Preparacédo de solucbes %A

0% 5% 10% 15% 20% 25%
Valor da fonte de incerteza x valor nominal da Incerteza combinada

Figura 50 - Contribuicdo (%) das fontes de incerteza associadas ao método
cromatografico para determinacgéo indireta da AMT, em trés concentragfes avaliadas
(2,5x10% 50x 10" e 2,5x 10° mol L™).

5.2.3.
Aplicacdo do método cromatogréafico na determinacéo indireta da
AMT

O método cromatografico desenvolvido foi aplicado para a analise de AMT
em: (i) um medicamento genérico; (ii) material de referéncia farmacopéico; (iii)
em soro humano fortificado. Os procedimentos detalhados para a separagéo da

AMT nessas matrizes se encontram descritas no Capitulo 3.

O medicamento genérico (Medley, Brasil), contendo 25 mg de AMT por
comprimido, foi analisado em trés concentragfes diferentes (n = 3) dentro da
faixa linear do método, como mostrado na Tabela 24. Observa-se que, na
concentracdo de 2,5 x 10° mol L' de AMT ndo foi possivel detectar o
medicamento utilizando um método de referéncia (Esrafili et al., 2007). Nas
demais concentragBes, o0s resultados de recuperacdo para 0 método
cromatogréafico desenvolvido foram satisfatérios. O teste t aplicado entre os
métodos proposto e de referéncia mostrou que nao ha diferenca significativa

para o nivel de 95% de confianca (tcacuiado < teriico)- Para as analises do material
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de referéncia farmacopéico (100,0%, INCQS - Fiocruz) foram realizadas
diluicdes para atingir trés concentracdes correspondentes ao inicio, meio e fim
da faixa linear do método cromatogréfico desenvolvido. Os resultados de
recuperacdo obtidos, mostrados na Tabela 25, foram satisfatorios para as trés
concentracdes testadas. Provavelmente, dadas as condigbes mais brandas de
derivatizagdo fotoquimica da adaptacdo do método cromatografico, os desvios
padrdo obtidos nos ensaios de recuperagcdo foram maiores que os resultados
obtidos utilizando o método espectrofluorimétrico.

Tabela 24 - Resultados de recuperacdo da AMT em medicamento utilizando o método
cromatografico proposto e um método de comparagéo.

Concentracdo de AMT (mol L™

2,5x10°® 5,0 10’ 2,5 x10°
Recuperacédo (%)

Método cromatografico 109+7,3 103+1,3 99+0,4
desenvolvido
Método de comparacao* 105+ 3,6 102+1,1
teste t (considerando 0,54 3,83
variancias diferentes)
tcritico (u = 2; 95% de confianga) 4,33

* Esrafili, et al 2007

Tabela 25 - Recuperagdo de AMT em material de referéncia farmacopéico (100,0%,
INCQS — Fiocruz) pelo método por HPLC-DF para determinacéo indireta da AMT.

Concentracdo nominal (mol L)  Recuperacéo (%)

25x%x10° 110+ 9
5,0x107 111+ 2
25x10° 97 +5

Para as analises de soro humano, foi realizada uma fortificacdo de solucéo
de AMT em uma concentrac&o considerada téxica® (1,0 x 10°® mol L™) na matriz
de interesse. A limpeza da matriz fortificada foi realizada limpando o soro
humano em um cartucho de SPE pré-condicionado com metanol e agua, como
descrito no Capitulo 3. Apés varias lavagens com agua destilada para eliminar a
matriz, o analito foi eluido com a mesma solucéo utilizada na pré-concentracéo
de solugbes do padrdo de AMT (método fluorimétrico), ou seja, mediante a
utilizagdo de um par idnico para eluir a AMT, com a solugdo de NH,Cl/metanol
(2:99 v/v). Apés a eluigdo do analito, a derivatizagdo fotoquimica e a separacao
cromatografica foram realizadas nas condi¢cdes da Tabela 20. Os procedimentos
de SPE, derivatizagdo fotoquimica e separag¢do cromatografica, permitiram a

recuperacao do analito com resultados satisfatorios (92 + 4,5%, n = 3).

%0 Optou-se por escolher uma concentragdo considerada toxica, ja que a AMT pode estar
presente no organismo na sua forma idnica, ou € metabolizada para nortriptilina.
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