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DETERMINACAO SELETIVA DE DERIVADOS DA B-CARBOLINA
ATRAVES DA FOSFORIMETRIA NA TEMPERATURA AMBIENTE E
SUBSTRATO SOLIDO (FTASS) E ELETROCROMATOGRAFIA
CAPILAR MICELAR (ECCM)

1. Introducao

1.1. B-Carbolinas

O harmane, harmine e harmol pertencem a familia das B-carbolinas. Suas estruturas
quimicas (

Figura 1) estdo relacionadas com as estruturas das aminas aromaticas heterociclicas,
as quais sdo identificadas como produtos da pirélise de aminodcidos e proteinas contidas
em carne ou peixe cozidos, por exemplo. O harmane, especificamente, € um dos principais
produtos obtidos da pirdlise do D, L—triptofano.1 Além disso, o harmane também € um dos
produtos da oxidagdo de um outro B-carbolina, o 1-metil-tetrahidro-f-carbolina, o qual é
formado no organismo apds a ingestao de dlcool, sendo maior a sua concentracao durante o
periodo de ressaca.” O harmane e o harmine também sdo constituintes normais do corpo e
sdo produzidos in vivo pela ciclizagdo de alquilaminas-inddlicas com aldeidos, ocorrendo
na maioria dos tecidos animais e humanos. >
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Figura 1: Estruturas do harmane (a), do harmine (b) e do harmol (c)

Em paises em desenvolvimento, uma boa parte da populagdo ainda usa a medicina
tradicional para satisfazer as suas necessidades de saide, e as plantas medicinais ainda
constituem um material basico para a pesquisa farmacolégica e para o desenvolvimento de
novas drogas. O harmane, o harmine e o harmol estio presentes em vdrias plantas
medicinais, tais como a Grewia bicolor, a Tribulus terrestris, a Passiflora incarnata e
principalmente a Peganum harmala L. (Figura 2), a qual contém cerca de 55,5 mg de
harmine por grama de extrato seco da planta.™’
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Figura 2: Planta medicinal Peganum harmala L., fonte de B-carbolinas

As sementes da Peganum harmala L., em pequenas doses (25 — 50 mg), agem como
estimulantes terapéuticos cerebrais brandos, algumas vezes provocando sono durante um
periodo de 1-2 horas. Em doses maiores (acima de 750 mg) os efeitos sdo alucinégenos,
podendo até mesmo causar paralisia.’

Inicialmente conhecidos por suas potentes acdes psicoativas e alucindgenas, estes
compostos t€ém mostrado uma grande variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo
atividades antimicrobiais, antivirais, anticonvulsivas, hipndticas, vasorelaxantes, anti-HIV e
antitumorais.” A importincia dessas substincias no sistema biolégico deve-se ao fato de
possuirem funcdes antioxidantes® e de terem forte efeito no sistema nervoso central,
interagindo com sistemas neurotransmissores tais como o0s receptores serotonina e
dopamina.

Devido a presenga destes compostos em uma variedade de alimentos como o arroz, o
milho e carnes e peixes fritos ou grelhados (mais de 184 ng g'l), em bebidas como o vinho,
a cerveja e o uisque (acima de 42 pg.mL™") e em cigarros (mais de 14,1 pug.g” de tabaco),
eles sdo agora considerados como contaminantes comuns da dieta didria das pessoas 1910,
Apds exposicdo aos mesmos, eles podem ser encontrados e quantificados em urina (em
niveis de 97,7 a 259 ng em um volume total de amostra coletada em 24 horas) e em sangue
humanos. Acredita-se que a sua presenca no sangue possa ser originada da condensagdo da
triptamina e do acetaldeido.! Embora pouco se saiba sobre o mecanismo de transporte
destas B-carbolinas ao longo da membrana celular, o seu nivel de fototoxidade tem uma
relacdo direta com a permeabilidade da droga na membrana.''

O harmane e o harmine também sdo responsdveis por uma doenca que causa uma
desordem neuroldgica complexa dos movimentos, provocando tremores involuntarios que
normalmente atingem as maos, mas que também podem afetar a cabeca, a face, o maxilar, a
lingua, a voz, as pernas e os pés. Esta doenca atinge mais de dez milhdes de pessoas nos
Estados Unidos e é considerada até mais comum que o mal de Parkinson, o qual além do
tremor, também causa lentiddo dos movimentos. Um estudo em pacientes com esta doencga,
mostrou que os niveis de harmane eram duas vezes maiores no sangue de pacientes
humanos se comparados com o sangue de animais, sugerindo que pacientes cronicamente
expostos a altos niveis de harmane em suas dietas, metabolizam este alcaléide de forma
diferente ou simplesmente produzem maior quantidade deste.”'

O estudo de suas propriedades anticancerigenas mostrou que a presenca de harmane
na dieta de macacos provocou alteracdes celulares, principalmente no figado e no rim'. Um
outro estudo, também em macacos, mostrou que o harmine teve um efeito moderado contra
um tipo de cincer no pulmao.’

Conforme ja foi mencionado, o harmine constitui um dos principais metabdlitos do
harmane. Cerca de 13% do harmane administrado oralmente por ratos, foi transformado em
harmine (andlise feita em sangue por HPLC). O aparecimento de harmine no sangue apds a
administracdo oral de harmane, sugere que este sofre prioritariamente uma
biotransformagdo hepatica ao invés de entrar diretamente na circulacdo sangiiinea. O
harmane, uma vez absorvido pelo corpo, sofre um primeiro passo do metabolismo pelo
citocromo P-450 no figado, produzindo o metabdlito 7-hidroxil, o qual é metilado para
gerar o harmine. Uma por¢ao deste harmine entra na circulacdo sangiiinea, enquanto que
uma outra porcao € catalisada pela enzima P-450 para hidroxila¢do ou eliminacdo na bilis.



Uma vez que a metilacdo do 7-hidréxi-harmane aumenta a lipofilicidade, o harmine pode
ser mais favoravelmente distribuido pelos tecidos do corpo'’.

1.2. Fosforescéncia

O fendmeno luminescente € definido como a radiacdo emitida por espécies quimicas
(luminé6foros) quando elas sofrem uma transicao radiativa de um nivel de energia excitado
para um outro nivel de menor energia, o que € decorrente da interacdo entre a matéria com
a radiacdo eletromagnética na regido do visivel e do ultravioleta (UV). A luminescéncia
estimulada pela absorcdo de radiacao é denominada fotoluminescéncia, a qual se divide em
fluorescéncia e em fosforescéncia.'*

Quando uma molécula absorve um féton, ela € promovida para um estado de maior
energia (estado excitado). Nessa transicdo eletronica, elétrons de valéncia sdo promovidos
para outro orbital, com um aumento concomitante na energia da molécula.'> A natureza dos
orbitais envolvidos em uma transi¢ao eletronica é um fator importante na determinacao das
caracteristicas luminescentes da molécula.

A fosforescéncia de moléculas organicas pode ser definida como a transi¢ao
radiativa, originada do estado excitado triplete de mais baixa energia, T}, para o estado
fundamental singlete, So. Esse processo é demorado (10~ a 10 segundos), e pode ser
observado sob condi¢Oes especificas, devido ao acoplamento spin-Orbital, interno ou
externo, que mistura estados singlete puros e estados triplete, para produzir estados com
caracteristicas mistas em multiplicidade de spin16. O processo foto-fisico descrito acima é
mostrado na Figura 3.

Figura 3: Representacio esquematica do processo de fosforescéncia em temperatura ambiente. S,
estado singlete fundamental; S;, primeiro estado singlete excitado; T;, Primeiro estado excitado
triplete; exc, excitacio; flu, fluorescéncia; v, relaxamento vibracional; ISC, cruzamento de sistemas; q,
quenching bimolecular; phos, fosforescéncia

Com o objetivo de obter a fosforescéncia direta, a molécula é foto-excitada com
comprimento de onda apropriado. Apds a excitagdo, ocorrem rapidamente a desativacdao
vibracional e conversdo interna. Por esta razdo, a fluorescéncia, fenOmeno radiativo, €
geralmente emitida do nivel vibracional mais baixo do primeiro estado excitado singlete,
S;. Uma fragao significativa de moléculas excitadas poderd sofrer cruzamento intersistemas
(ISC) pata T, envolvendo o acoplamento vibracional de S; para T;. Embora as transi¢des
singlete-triplete constituam processos proibidos, existe probabilidade para que ocorra a



conversdo interna do estado excitado singlete para o triplete, uma vez que a energia do mais
baixo nivel vibracional do estado triplete é inferior & que corresponde ao estado singlete'”.

A existéncia de moléculas no estado triplete ndo € o Unico requisito para que ocorra o
processo de fosforescéncia. Para que seja eficiente, o processo de desativacdo pela
fosforescéncia deve ser capaz de competir com outros tipos de desativacdo disponiveis para
o estado triplete — desativagdo por processos ndo-radiativos e desativacdo (quenching)
bimolecular do oxigénio molecular dissolvido e outros desativadores.

Conforme ja foi mencionado, moléculas no estado T; possuem grande probabilidade
de se desativar para Sy por processos nao-radiativos, por causa da diferenca dos tempos de
vida dos processos. Por isso, para aumentar a chance de uma molécula fosforescer, se faz
necessario minimizar esses processos nao-radiativos de desativacao de Tj.

A minimizagdo das colisdes moleculares entre os luminéforos e as moléculas do
solvente e a restricdo das vibragdes moleculares foram primeiramente realizados pelo
congelamento da amostra a 77 K. O uso de substratos s6lidos ou de meio organizado em
solugdo aquosa (micelas, por exemplo) vem permitindo a observacdo de fosforescéncia na
temperatura ambiente (FTA).

A FTA surgiu como uma alternativa vidvel para o uso rotineiro das técnicas baseadas
na fosforescéncia molecular, considerando que a técnica tradicional, desenvolvida usando
matriz na temperatura de 77 K, é experimentalmente trabalhosa e sofrivel com relacdo a
repetitividade. O uso de substratos s6lidos de baixo custo e de fécil preparacdo facilitou a
observacdo de intensa fosforescéncia na temperatura ambiente. Gragas a sua eficiéncia na
imobilizacao de moléculas organicas, o substrato s6lido tem demonstrado uma capacidade
impressionante em permitir a observacdo de fosforescéncia de varias classes de analitos.
Além disso, o substrato sélido € compativel com o uso de diferentes sais de atomos
pesados, quando comparado com a outra maneira de se obter FTA: o meio micelar. O uso
do meio micelar, na prética, tolera o uso de apenas dois (I' e de T1%) dos seis fons de 4tomos
pesados tradicionalmente aplicados em fosforimetria. Esses fatos aumentam a versatilidade
e a seletividade da aplicacdo analitica desse fendmeno com substrato sélido.'*"”

Entre os diversos materiais estudados para servir de substrato sélido em FTA, a
celulose na forma de papel de filtro ou cromatografico tem sido o mais conveniente. Uma
de suas caracteristicas peculiares € a interacdo entre o analito e os grupos hidroxila do papel
por meio de ligacdes de hidrogénio'®. Além disso, os poros da superficie do papel sdo sitios
onde as moléculas do analito podem penetrar e interagir tridimensionalmente com o
substrato apos a secagem.14

Uma grande desvantagem do uso dos substratos de celulose é sua fosforescéncia
natural (proveniente das ligininas e hemiceluloses do papel) que limita a sensibilidade da
FTASS.” O principal procedimento para diminuir o sinal de fundo®' do papel consiste em
uma etapa de lavagem com &dgua fervente seguida de uma etapa de exposicdo a radiacdo
ultravioleta. Esse procedimento, desenvolvido simultaneamente por Campiglia e de Lima®
e por McLeese e Dunlap™, é capaz de reduzir o sinal de fundo em até 98%. Mais
recentemente, a partir de um planejamento fatorial 2%, Cardoso et al** adaptaram esses
procedimentos para reduzir o tempo total do tratamento de 16 para apenas 4 h, com fatores
de reducgdo de sinal de fundo semelhantes aos obtidos com os procedimentos originais.



1.3. Parametros que afetam o sinal fosforescente

Virios fatores, que podem ser manipulados experimentalmente, afetam a
fosforescéncia em substrato solido e conseqiientemente o desempenho da técnica FTASS.
Entre estes, podemos destacar a presencga de espécies desativadoras, a natureza do solvente,
o pH do meio onde o analito € dissolvido, a presenca de fons de d&tomo pesado e a presenca
de modificadores de superficie tais como surfactantes. A seguir faz-se uma descri¢cdo do
efeito de cada um desses fatores.

Influéncia do oxigénio e da umidade

A fosforescéncia de espécies luminescentes pode ser minimizada ou até mesmo
eliminada por meio de interacOes com outras espécies quimicas presentes. A este fendmeno
dé-se o nome de quenching (“desativacdo do estado excitado™)'®, podendo ser classificado
em dois tipos: o estdtico e o dindmico.

Tanto o problema da umidade quanto do oxigénio podem ser reduzidos através de
secagem prévia do substrato e de purga de nitrogénio seco sobre a superficie do substrato
de celulose antes e durante o procedimento de leitura da fosforescéncia.

Efeito do atomo pesado

O aumento do sinal fosforescente por atomos pesados pode ser induzido pela
presenca destes na forma de ligantes (efeito interno do 4tomo pesaldo)25 ou por sais
inorganicos de atomos pesados adicionados a matriz do analito (efeito externo do dtomo
pesad0)26. No entanto é dificil prever qual fon de atomo pesado ird favorecer a
fosforescéncia de um determinado analito. Por isso, € necessario um estudo sistematico
para verificar o efeito dos seis fons de dtomos pesados tradicionalmente mais empregados
(I, TI*, Ag*, Pb**, Hg™*, Cd™).

Efeito do surfactante como modificador de superficie

O uso de surfactantes associados aos substratos sdlidos tem sido proposto para a
FTASS.”” A adicdo de um agente surfactante anidnico, como o dodecil sulfato de sédio
(SDS), previamente a adi¢ao do d&tomo pesado e da solu¢do do analito no substrato sélido,
pode produzir um grande aumento de sinal fosforescente, pois a longa cadeia alquil do
anion do surfactante pode proteger o analito contra fotodecomposicao causada pela fonte de
irradiacao durante as medidas espectraiszg. Além disso, o surfactante na superficie do papel
pode organizar as moléculas do analito, aumentando a quantidade de sitios ativos e a
rigidez da molécula, e aproximando-as mais dos fons de metais pesados. Esse maior contato
entre o analito e os fons de d&tomo pesado aumenta a probabilidade de acoplamento spin-
orbital.” O surfactante também evita que as moléculas do analito e do 4tomo pesado
penetrem nos poros da celulose, facilitando a interacdo destas moléculas com a superficie
do papel. Entretanto, se a quantidade de SDS for excessiva, o sinal tende a cair por causa,
por exemplo, da dificuldade de interagdo entre o dtomo pesado e a radiacdo incidente
(efeito filtro).28

Influéncia do sistema de solventes



O efeito da composic@o do sistema de solventes usado no sinal luminescente medido
em solucao € diferente do efeito na luminescéncia em substrato de celulose. Em soluc¢do, de
acordo com J ablonski30, substancias aromaticas, tais como a maioria dos luminoéforos, sio
mais polares quando estdo no estado excitado, devido as mudancas na distribuicdo de
elétrons 1t da molécula que acontecem na transi¢do. As interagcdes entre as moléculas do(s)
solvente(s) com as moléculas do soluto tém cardter fortemente eletrostitico'® e, como
normalmente, sdo as diferencas entre as energias de estabilizacdo do estado fundamental e
do estado excitado que definem quais os processos (radiativos ou ndo-radiativos) sdo
dominantes na desativacdo do estado excitado, conclui-se que o favorecimento dos
processos de desativacdo radiativa € conseqiiéncia da estabilizacdo do soluto com o estado
excitado mais polar, na presenca de solventes mais polares. Embora a capacidade
fotoluminescente seja principalmente em fung¢do da estrutura molecular, o meio,
particularmente o solvente de uma molécula potencialmente fosforescente, tem um grande
efeito na presenca de sinal fosforescente.'®

Entdo, a escolha do solvente para depositar o analito no substrato sélido é de muita
importancia para a obtencdo de um bom sinal fosforescente. A solubilidade do analito é
logicamente um aspecto fundamental que também deve ser considerado."

Influéncia do pH

Um outro fator muito importante para a obtencao de um bom sinal fosforescente € o
controle do pH da solucdo do analito a ser depositada no papel. Von Wandruszka e
Hurtubise®' primeiro notaram que a FTA do 4cido p-aminobenzéico adsorvido em acetato
de s6dio diminuia muito em meios extremamente 4cidos ou basicos. De Lima e M. Nicola™
em seus estudos com diversas substincias organicas depositadas em papel de filtro,
concluiram que cada composto em particular tem o seu melhor pH, cujo sinal fosforescente
serd maximo.

Um dos aspectos mais relevantes das reagdes dcido-base de moléculas potencialmente
luminescentes € a producdo de derivados com maior @p devido a protonagao ou hidrélise
acida ou bdésica. Além disso, espécies com cargas tém maior probabilidade de mostrar
sinais mais intensos, o que se deve ao fato de que espécies ionizadas possuem maior rigidez
molecular depois de adsorvidas no papel, produzindo uma 6tima condi¢@o para FTA.*

Enfim, o efeito do pH na intensidade fosforescente é largamente dependente da
molécula analisada, sendo a escolha do pH muito importante para melhorar a sensitividade
da FTASS.™

1.4. Eletroforese capilar

O fendmeno denominado eletroforese é definido como sendo a migragcao de espécies
carregadas eletricamente, que ocorre quando as mesmas sio dissolvidas ou suspensas em
um eletrélito, através do qual uma corrente elétrica é aplicada. >

Geralmente o funcionamento de um equipamento de eletroforese capilar (EC)
envolve a aplicacdo de alta voltagem, tipicamente 5 a 30 kV, em um capilar de didmetro
reduzido gerando correntes na faixa de 10 a 100 mA. O uso do capilar apresenta varias
vantagens, particularmente com respeito ao aquecimento Joule.



Na eletroforese capilar, o capilar é preenchido com uma solu¢do tampdo e suas
extremidades sdo mergulhadas em recipientes, que cont€ém a solucdo tampao, e onde &
aplicado um campo elétrico, que gera uma corrente no interior do capilar. Os eletrodos siao
feitos de um material inerte, tal como, platina, e sdo também mergulhados na solugdo para
fechar o circuito. O capilar passa através de um detector, usualmente um detector
espectrofotométrico de absor¢ao no UV/Vis (vide esquema simplificado na

Figura 4).
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Figura 4: Representacio esquematica do arranjo dos principais componentes de um instrumento tipico
de Eletroforese Capilar.

Uma das grandes versatilidades da eletroforese capilar € a possibilidade da utilizacao
de uma ampla gama de detectores. Na EC sdo disponiveis detectores que sdo, basicamente,
a adaptacdo dos detectores utilizados nos equipamentos de cromatografia em meio liquido
para o formato capilar.

A detec¢do pode ser feita de vérias formas: em linha e no final do capilar. A deteccio
em linha € feita enquanto o soluto ainda migra dentro do capilar. Na detec¢do no final do
capilar, como o proprio nome sugere, o detector é posicionado no final da coluna; este
método apresenta a desvantagem do alargamento da banda enquanto os solutos separados
sdo levados ao detector.

O gréfico do tempo em funcdo de resposta do detector € denominado eletroferograma.



A Eletrocromatografia Capilar Micelar (ECCM) foi inicialmente desenvolvida
para a resolucdo de compostos neutros, os quais ndo podem ser separados usando
simplesmente a ECSL (Eletroforese Capilar em Solucdo Livre). Esta técnica separa as
moléculas neutras e os fons. Na auséncia de micelas, todas as moléculas neutras devem
alcancar o detector no tempo to. As micelas injetadas com a amostra alcancam o detector no
tempo t,,., que € maior do que o ty porque elas migram contra a corrente. Se uma molécula
estd em equilibrio entre a solu¢cdo pura e o interior das micelas, seu tempo de migracao
aumenta, porque ela migra na taxa mais lenta da micela em parte do tempo. Neste caso, as
moléculas neutras alcangcam o detector num tempo entre ty € t,.. Quanto mais tempo a
molécula leva no interior da micela, maior serd o seu tempo de migracao. Os tempos de
migracdo dos cétions e anions também sdo afetados pelas micelas, porque os fons se
distribuem entre a solucdo e as micelas e interagem eletrostaticamente com as micelas.>’

A ECCM € uma forma de cromatografia porque as micelas se comportam como uma
fase pseudo-estaciondria. A separacdo de moléculas neutras estd baseada na distribui¢ao
entre a solucdo e a fase “estaciondria”. Neste tipo de técnica podemos usar surfactantes
anidnicos, catidnicos e neutros para modificar os coeficientes de particdo dos constituintes
em andlise. Podemos adicionar solventes como a acetonitrila e a N-metil-formamida para
aumentar a solubilidade de substancias orgéanicas e modificar o coeficiente de parti¢cao entre
a solucdo e as micelas. Também podemos adicionar ciclodextrinas, com uma cavidade
opticamente ativa dentro das quais podem se encaixar pequenas moléculas, para separar os
isomeros Opticos (enantidmeros) que despendem diferentes quantidades de tempo
associadas com as ciclodextrinas.”

Na eletroforese capilar a andlise qualitativa é feita através da comparacao dos tempos
de migracao dos padrdes com os tempos de migracao das substancias presentes na amostra
e/ou através de espectros de UV/Vis (detector por arranjo de diodos) ou do espectro de
massas (detector espectrometro de massas). A quantificacdo das substancias, com
concentracdes desconhecidas presentes na amostra € feita através do procedimento usual de
curvas de calibragdo.

2. Objetivos

O objetivo desse trabalho é o de avaliar a Fosforimetria em Temperatura Ambiente
em Substrato Sélido (FTASS) como técnica analitica para a determinacdo seletiva de
harmane e harmol, sem a necessidade do uso da separacdo prévia destes componentes, €
validar o método utilizando Eletrocromatografia Capilar Micelar (ECCM). O método foi
desenvolvido em um espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-55 com fonte pulsada de
xenonio e detector do tipo tubo fotomultiplicador. Os parametros instrumentais
selecionados foram: banda espectral de passagem (10 nm); tempo de retardo (3ms); tempo
de abertura do detector (3 ms). Papel filtro previamente tratado para reducao de sinal de
fundo foi usado como substrato para imobilizacdo do analito. Para comparacao e validagdo,
também foi utilizado um sistema de eletroforese capilar da Agilent.



3. Materiais e Métodos

3.1. Instrumentacio

Os espectros de excitacdo e emissdo fosforescentes foram obtidos em um
espectrometro de luminescéncia comercial da Perkin Elmer modelo LS 55 (Perkin Elmer,
EUA).

O equipamento tem como fonte de excitagdo uma lampada pulsatil do tipo descarga
de xendnio de 20 kW com 8us de duracao de pulso. O detector € um tubo fotomultiplicador
R928 com resposta modificada S5 sensivel para detectar radiacdo até em torno de 900 nm.
Monocromadores do tipo Monk-Gillieson cobrem as faixas espectrais de 200-800 nm para
excitacdo e 200-900 nm para emissdao. Os parametros instrumentais selecionados foram:
banda espectral de passagem (10 nm); tempo de retardo (3ms); tempo de abertura do
detector (3 ms). Papel filtro previamente tratado para redugdo de sinal de fundo foi usado
como substrato para imobiliza¢do do analito. Entre os vérios acessorios que o equipamento
possui, para realizar as medi¢des de fosforescéncia em substrato sélido, foi utilizado o
aparato de medi¢cdo em superficie s6lida que é acoplado no compartimento de amostra do
espectrometro de luminescéncia. Este aparato foi modificado para que o nitrogénio pudesse
ser purgado diretamente no substrato durante as medicoes.

Um reator fotoquimico foi montado em uma carcaga de estufa com o uso de um
conjunto de seis lampadas de vapor de mercirio de 6W (lampadas de esterilizacdo) cuja
emissdo méaxima (Ayg) € em torno de 300 nm. Para redugio do sinal de fundo dos papéis
utilizados como substratos sélidos foi necessario submeté-los a um processo de lavagem
em extratores Soxhlet, seguido de secagem sob luz de lampada infra-vermelha de 150 W
(Phillips, Brasil). Os substratos de celulose sdo colocados no interior do reator e recebem
continuamente a irradiacao das seis lampadas que ficam no topo do reator.

A determinacdo da eletrocromatografia capilar micelar foi feita em um sistema
capilar de eletroforese (Agilent, EUA).

3.2. Reagentes

Papel de filtro (Whatman N° 42) tratado no laboratério para a reducdo do sinal de
fundo foi utilizado como substrato sélido para o depdsito das amostras.

A 4gua deionizada (resistividade de 18.2 MQcm), obtida do Ultra Purificador de dgua
Master System 1000 (GEHAKA, Brazil), foi usada para preparar todas as solu¢des aquosas.

O nitrogénio comercial (99,96 %) utilizado para purgar o interior do espectrometro de
luminescéncia foi adquirido na AGA (Brasil). Um sistema para desoxigenagdo consistiu em
duas solucdes em linha, cuja composicdo era metavanadato de amoénio (Quimica Moura,
Brasil), 4cido cloridrico P.A. (Merck, Brasil), zinco em p6 (Vetec, Brasil) e merctrio
metalico (F. Maia, Brasil). A secagem do nitrogénio foi feita apds a passagem nas solucdes
desoxigenantes, forcando o fluxo de nitrogénio contra a gravidade em duas colunas de
silica (Vetec, Brasil).

Todos os reagentes eram da classe analitica e foram empregados sem purificagdo
adicional. O metanol, a acetonitrila, a uréia, o cloreto do mercurio (II), o iodeto de potéssio,
o nitrato de cadmio (II), o nitrato de sddio, o dodecil sulfato de sédio (SDS), o acido borico,
0 acido acético, o acido fosférico, o acido hidrocloridrico e o hidréxido de sédio foram
comprados da Merck (Brasil).



Harmane, reserpina e cloridrato de yohimbina foram fornecidos por Sigma (EUA). O
nitrato de Talio (I) e o nitrato de cddmio eram da Across (EUA). A talidomida e a
zidovudina (AZT) foram doados por Microbioldgica, Brasil. Para a simulagdo de uma
formulacdo farmacéutica, utilizou-se o medicamento Talidomida CEME®, obtido do
Departamento de Satde Publica do Distrito Federal (DSP-DF), apresentado em
comprimidos para administracdo oral e que contém, segundo o fabricante, 100 mg de
talidomida por comprimido.

3.3. Procedimentos

Para reduzir o sinal de fundo dos substratos de celulose foi necessario submeté-los a
um procedimento de reducdo de sinal de fundo que consiste primeiramente em uma etapa
de lavagem com dgua em extrator Soxhlet (duracao de duas horas). Apds secagem sob
lampada infra-vermelha (30 min), os papéis foram cortados em circulos de 18 mm de
diametros, os quais foram expostos a radiacdo ultravioleta em um reator fotoquimico por
duas horas. Este procedimento diminui em 95% o sinal de fundo do substrato de celulose e
é uma adaptacio de um procedimento tradicional '®'7, mas diminuindo o tempo de
tratamento de 16 para somente 4 horas.

Metanol foi utilizado para preparar solu¢des estoque de harmane. Solucdes padroes
do analito foram feitas a partir da solucdo estoque avolumando com metanol/dgua 75/25 %,
v/v. O pH das solu¢des do analito variou utilizando NaOH, HCIl ou tampao Britton-
Robinson (0,04 mol L™).

Solugdes estoque de AgNO; 1,0 mol L', TINO; 0,25 mol L™, Pb(NOs), 0,25 mol L™,
HgCl, 0,20 mol L'l, KI 1,0 mol L'l, C4HgCdO4.2H,0 0,50 mol L! e de surfactante dodecil
sulfato de sddio (Ci,H»5sNaO4S) 0,5 mol L' foram feitas em baldes volumétricos utilizando
dgua ultra purificada como solvente. Quando necessdrio, solucdes de diferentes
concentragdes eram preparadas a partir destas.

Para a medi¢do da fosforescéncia, volumes de 5 pL das solugdes padrdes ou da
amostra foram depositados na superficie do substrato sélido, com o auxilio de uma
micropipeta, necessariamente nesta ordem: solu¢do de surfactante (quando necessario),
solucdo de sal de metal pesado (quando utilizado) e solucao de amostra ou branco.

Os substratos sdlidos onde foram depositadas as solu¢des foram entdo deixados para
secar sob vacuo em dessecador (coberto com papel aluminio para evitar possiveis efeitos de
degradacdo do analito pela luz ambiente) por um periodo de duas horas. No momento da
medicao de sinal, cada substrato foi colocado em um suporte, o qual foi acoplado ao
aparato de medi¢do em superficie sélida que fica no compartimento de amostra do
espectrometro de luminescéncia. O substrato foi purgado, por um periodo de trés min, com
um fluxo de nitrogénio seco direcionado na posi¢ao onde as solucdes foram depositadas.
Ap6s este intervalo de tempo, e ainda sob o fluxo de nitrogénio, foram feitas as varreduras
de espectro e medi¢des das intensidades dos sinais fosforescentes.

Apesar das propriedades farmac€uticas do harmane, ainda ndo existem medicagdes
contendo estes compostos. Por este motivo, foi necessario simular um comprimido em
laboratério para analisd-lo por FTASS. Este comprimido foi preparado pulverizando
tabletes (Talidomida CEME®) contendo 100 mg de talidomida e misturando cada um a
60mg de harmane. Esta nova formulacdo foi misturada em um agitador mecanico por 1lh.
Seis por¢des do p6 foram entdo separadas e lavadas em metanol para dissolver o harmane.
A solucdo foi filtrada a vacuo e a solugdo filtrada foi diluida entdo no metanol/tampao



Britton-Robinson (pH 11.0) 25/75%, v/v, quando o AgNOs foi usado, ou no metanol/agua
25/75%, vi/v quando foi empregado o TINOs.

As condi¢des para a ECCM foram: capilar de silica (50 cm de comprimento efetivo,
56 uM de diametro interno); potencial aplicado de 25kV; temperatura de 30°C; injecao
feita a 50 mbar por 10 segundos. O tampao preparado para este método consistia numa
mistura de 20 mmol.L" de tampao de borato (pH=9) contendo SDS (50 mmol.L’l), uréia
(0,6 mol.L’l) e acetonitrila 15%, em volume. O pico de absor¢ao do analito foi detectado
em 254nm.

4. Resultados e Discussoes

4.1. Determinacao de harmol na presenca de harmane e de harmine utilizando

cloreto de mercurio como solu¢ao de atomo pesado

Para este estudo foi escolhida a condicdo de pH original da solu¢do da solucio
carreadora ( metanol/dgua), na presenca de Hg,”* 0,20 mol L™ como fon de dtomo pesado,
por ser esta a melhor condi¢do em que o harmol apresenta o maior sinal, quando comparado
com o harmane e o harmine. A Figura 5 ilustra a situacdo acima.
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Figura 5: Espectros de excitacdo e emissao fosforescente do harmol, harmine e harmane (solugoes 4 x
10 mol L' e em pH natural), utilizando Hg,** 0,20 mol L™ como ion de dtomo pesado.
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Foi feito entdo um estudo da influéncia da concentra¢io da solu¢do de Hg,™" nos
sinais fosforescentes dos analitos. O Gréfico 1: mostra que 0,20 mol L™ é a concentracio
mais promissora para a determinacdo de harmol na presenca de harmane e de harmine.
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Grifico 1: Influéncia da concentracio da soluciio de Hg,** no sinal fosforescente do harmol, rmane e
harmine.

No entanto, como a linha referente ao harmol mostra uma tendéncia para o aumento
de sinal fosforescente com o aumento da concentracdo de Hg22+, também foi feito um
estudo do efeito da pré-concentracio de Hg,** no sinal fosforescente destes analitos. Para
isto, o volume de 5 pUL a solucdo de ng2+ 0,20 mol L™ foi depositado de uma até cinco
vezes no papel, previamente a adi¢do da solucao do analito, obtendo-se as seguintes massas
de mercurio depositadas: 0,20 mg, 0,40 mg, 0,60 mg, 0,80 mg e 1,00 mg. O Gréfico 2
mostra que a massa de 0,60 mg de mercurio depositada no papel € a que produz um maior
sinal para o harmol, enquanto que para o harmane e o harmine os sinais sdo bem reduzidos.
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Grifico 2: Efeito da pré-concentracio do ion mercirio no sinal fosforescente do harmol, harmane e
harmine.



A partir de entdo, a fim de minimizar ainda mais o efeito dos sinais de harmane e do
harmine no sinal do harmol, foi necessario fazer os espectros da 2* derivada (Figura 6) das

varreduras dos sinais fosforescentes do harmol, harmane e harmine em pH natural e
utilizando a massa de 0,60 mg de mercurio depositada no papel.
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Figura 6: Espectros da 2” derivada das varreduras dos sinais fosforescentes do harmol, harmane e
harmine em pH natural e utilizando a massa de 0,60 mg de mercirio depositada no papel.

Utilizando a situacdo acima, foram feitas varreduras em 2* derivada das misturas
mostradas na Tabela 1, em que os comprimentos de onda considerados foram: 539 nm para
a determinacdo de harmol na presenca de harmine, 430 nm para a determinacio de harmol
na presenga de harmane e 564 nm para a determinagcdo de harmol na presenga de ambos
(harmane e harmine).



Tabela 1: Determinacio de harmol na presenca de harmane e de harmine

pH natural / 0,60 mg Hg,**

Razdo molar
(harmol:harmine)

IExe HARMOL+HARMINE) / IExc (HARMOL)

1:1 0,99 +£0,10
(539 m)

1:10 0,89 £ 0,12
(539 nm)

Razdo molar
(harmol:harmane)

IExe HARMOL+HARMANE) / TExc (HARMOL)

1:1 1,21 £0,23
(430 nm)
1:10 0,97 £0,17
(430 nm)
Razao molar IExc (HARMOL+HARMINE+HARMANE) / IExc
(harmol:harmine:harmane) (HARMOL)
1:1 0,92 £0,10
(564 nm)
1:10 1,12 £0,16
(564 nm)

Com este experimento pdde-se concluir que pode ser possivel, utilizando o artificio
da 2* derivada para aumento da seletividade, a determinacdo destes derivados da [-
carbolina em amostras de fluido bioldgico, por exemplo.

4.2. Determinacao de harmol na urina

Testes de recuperacdo em amostras de urina contendo diferentes quantidades de
harmane, harmine e harmol foram realizados. A recuperagdo média de harmol, usando
interpolag¢do em curva analitica, foi de 92 + 6%. Esse resultado indicou que o método tem
uma boa aplicabilidade em termos de seletividade. Limites de detec¢do e quantificagdo
absolutos foram estimados em 85 ng e 280 ng, respectivamente.

4.3. Determinacao de harmane em comprimido simulado

O método de FTASS foi validado através da comparagao deste método com a ECCM.
Foi necessario formular no laboratério um comprimido contendo talidomina e harmane.
Uma recuperagdo média de 104 + 6% (n=6, trés para cada sal pesado do dtomo), foi
conseguida, indicando a validade de tal aplicacdo. Estes mesmos comprimidos simulados
foram analisadas pela eletrocromatografia capilar micelar (ECCM) a fim de comparar as



recuperagdes conseguidas na FTASS. Foi obtida a recuperagdo média de 96+6% (n=5). Um
teste estatistico nao indicou nenhuma diferenca nos resultados conseguidos pelos dois

métodos (p=0.05; nprass=6; ngccm=3).
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Figura 7: (A) TINO; induced room-temperature phosphorescence spectrum for a mixture of harmane
and thalidomide (a) and for thalidomide (b);(B) MECK electropherogram for a mixture of harmane
and thalidomide (c¢) and for thalidomide(d).

5. Conclusoes

Um método de determinacdo de harmane através da FTASS foi desenvolvido. Os
melhores resultados foram aqueles induzidos com AgNO; e TINO;. As circunstancias
experimentais e instrumentais otimizadas permitiram uma excelente sensibilidade e uma
escala linear dinamica satisfatéria . Os estudos da interferéncia foram feitos e os resultados
experimentais indicaram uma potencialidade seletiva do método para diversas substincias



concomitantes (dois alcaldides, talidomida e zidovudine). Uma formulagdo simulada do
harmane, contendo a talidomida como uma droga concomitante, foi analisada pelo método
FTASS e quando comparado com o ECCM demostrou potencial para ser usado para tal
aplicacdo analitica. O método baseado na FTASS se mostrou simples e seletivo, eliminando
a necessidade do uso de métodos de separagao (HPLC por exemplozo) para isolar o analito
de interesse nem de abordagens de calibragao multivariada paradeterminacdo seletiva de
beta-carbolinas.
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