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RESUMO

Apresenta-se na Dissertagao uma sintese do levanta-
mento bibliografico sobre © emprego da cromatografia liguida

de alta eficiéncia (CLAE) na analise de drogas e farmacos.

Perfis cromatograficos e esPectrométricos de padroes
isolados de farmaces da Farmacopeia Brasileira foram obti-
dos, visando a sua incorporagac numa biblioteca de pac -oes

destinada & identificagado de amostras problema.

% necessidade de detecgac de drogas cOm grupos ami-
na em UV a 254 nm, ensejou © desenvolvimento de uma técni
ca de benzoilagao seletiva destes compostos, atraves de uma
reacao de Schotten-Baumann modificada. Os derivados obtides,
além de facilmente cromatografados em fase reversa de CLAE,
podem ser detectados em guantidades abaixo de 4ng. Alguns
desses derivados foram submetidos a testes antimicrobianos
gualitativos para bactérias e fungos com resultados positi

vos em alguns experimentos.

Informacoes preliminares sobre © tipo de droga e
seu grau de pureza, foram obtidas pela padronizacgao da corri
da em cromatografia de particao em papel (CP) no que diz res

peito a cor da mancha, Rf e mistura de solventes.

CLBE e a cromatografia gas-liguido acoplada a espec
trometria de massa (CGL-EM) foram usadas na separagaoc, puri-

ficacdo e na identificagao das substancias analisadas.

Desenvolveu-se um novco teste para revelacao de bar

~itGricos e compostos semelhantes (hidantoinas) em cromato-



grafia de partigao em papel cuja aplicacac forneceu resultados
experimentais satisfatorios.

apresenta-se e discute-se uma técnica computarizada pz
ra identificacio de drogas em preparacoes fisioldgicas. A téc
nica baseia-se na comparagao de dados cromatograficos € espec

trométricos da amostra problema com as correspondentes '‘de uma

biblioteca de padroes.

Os dados do acido hiplricc - um metabdlitoc de componen
tes dietéticos encontrado com freguéncia na urina humana- foram
obtidos de sua sintese realizada a partir da glicina, usando a
reacac de Schotten-Baumann modificada.

Um dos capitulos se destina aos dados retirados da 1i
teratura e/ou determinados em nNOsSsC laboratorio de cada ume das

entradas presentes na biblioteca.



ABSTRACT

survey of the literature on drug analysis using high

pressure liguid chromatographv (HPLC) is presented.

Determination of chromatographic and spectrometric pro
files of known drugs from the Brasilian Pharmacopoeia was accomplished
in order to use the data in computer library search programs.

Selective benzovlation of amino groups in the presence
of alcoholic hvdroxy grouns was achieved by a modified Schotten-
Baumann reaction. The derivatives, easily chromatographed on
reverse phase HPLC with limits of detection under 4ng, were sub
mitted to gualitative antimicrobial screening against bacteria
and fungi, showing significant activity in some experiments.

Preliminarv information on drug types and purity grade
were obtained under standardized paper chromatographic conditions
involving spot color, Rf and solvent mixtures.

GLC-MS ané HPLC were both used for analytical, separa
tion and purification purposes.

2 new color test for barbiturates in paper chromatogra

phy is presented. The result of its application to drug analysis
showed to be satisfactory.

A computerized technigue for drug identification in



physiclogical preparations is presented and discussec.

The technigue consists in matching chromatographic
and spectrometric data from problem sample against each

entry corresponding data existing in the computer library.

Hippuric acid date - a common dietetic metabolite
present in human urine - was obtained by its synthesis from

glicine using the modified Schotten-Baumann reaction.

A library search technique for drug identification
in problem samples is described. This search involves mat
ching PC, HPLC, and MS data of the problem against to the

same kind of data existing for each entry in the computer library.



1. INTRODUCAO

No prefacio do livre Handbook of Chromatography: REM
G. GUPTA® analisa com muita felicidade a motivacdo gue a anali
se de drogas tem dade ao desenvolvimento nao somente da cromato
grafia liguida de alta eficiéncia (CLAE), senao a todas as téc
nicas de separacao cromatografica usadas na atualidade.

Em verdade, por se tratar de um tipo de an3lise gue re
quer detectores sensiveis, seletivos € ~plunas de altsa eficiég
cia, tem a analise de drogas se beneficiado de forma substancial
com o aperfeicoamento das técnicas de an3lise e do instrumental
usado.

além disso, a cada nova droga gue surge faz-se seguir
o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis ao completo es
tudo da sua atividade firmaco-cinética, que se fazem acompanhar
de imuno-ensaios ou outros tipos de ensaios, dependentes, mnatu
ralmente, da droga em estudo.

2 importancia das tccnicas cromatogréficas,especialmeg
te guando aliadas a métodos esmectrométricos pode sSer de grarn
de valia para analises forénses e de emergencia. Infelizmente,
os laboratérios de Analises Clinicas no Brasil, talvez em virtu

de éo alto custo do egu.pamento requeridc, nac as usam rotinel



ramente.

0 emprego de colunas capilares em cromatografia gas-11

guido (CGL) contribuiu para aumentar de forma substancial a efi
ciéncia deste tipo de analise cromatogrifica quando a amostra
utilizada & voldtil. Esta condicao justifica que oS pesguisadc
res estejam continuamente preocupados em Gerivatizar substancias
naoc volateis parz aumentar a eficiéncia das suas analises.

Por outro lado,c uso de colunas capilares tem contribuido pa
ra melhorar a separacac de constituintes em CGL de substancias
volateis. No casc de hidrocarbonetos € Sleos essenciais este nil
mero chega & casa de centenas de constituintes. B par dessa van
tagem surgiu um grande problema gue precisa ser solucionadc. Nem
+odos oc constituintes senarados podem ser identificados com Sg
guranca DOr métodes exclusi--amente cromatograficos, mesmo guar
do nenhum deles venha a ser na mistura um constituinte inédito.

Umz das alternativas & acoplar a CGL & espectrometria

de massa e atraves dos fragmentos obtidos identificar os consti

tuintes a respeito dos guais existem davidas de identidade. E
dificuldade reside no elevadc custo deste eguipamento e na sua
dificil manutencac o gue reduz a sua disponibilidade apenas a

grandes laboratorios.
Uma outra alternativa, a qual & parte do objeto do
presente irabalhc, & reunir, sobre cada constituinte, ¢C maior

numerc de dadcs gue possam Ser obtido: em laboratbrios gue disg



ponham de instrumental adeguado ou extrai-los da literatura e com
eles .organizar uma base de dados para computador contendo ¢ maior
nimero possivel de compostos, € de informagoes sobre cada COMPOS
to.

Para tornar viavel esta alternativa nos propusemos 2
realizar o presente trabalho, © gqual representa um esqguema anali
tico para identificégéo de drogas baseado no desenvolvimento de
uma bibliocteca de padroes para identificacao automatica de dro
gas em exames "anti-doping" e exames toxicoldbgicos em preparajkﬁ fi
sioldgicas.

Na realidade, ¢ presente trabalho nasceu de um conve
nio firmado entre a Fundacao Cearense de Pesquisa € Cultura da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e & Federacao Cearense de Fu
tebol, para a execucac em carater experimental de exames “anti-
doping” pelo laboratdric de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica do Centro de Cciencias da UFC em
amostras de urina colhidas durante competicoes realizadas pelo cam
peonato Cearense de Futebol.

Para poder por em pratica a idéia, estabelecemos as Sg
guintes metas a serem vencidas:

1. Levantamento bibliografico tao completo quanto possivel do em

prege da cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) na

an3lise de drogas e farmacos.

2. Obtencic de padroes, para COmMparacac, a Serem usados durante
s ¥ 2 I G



a efetivacao das analises.
3. Obtencac de boa reprodutibilidade nos resultados divulgados, para
evitar resultados divergentes entre a prova € a contra-prova

nos casos em gué esta se tornar necessaria.

4. Buscar caminhos alternativos em CLAE para preparacac de derivados
a fim de detectar nas nossas condicoes experimentais ce trabalho,a pre
senca de substancias fora do alcance de detectacao 4o  NOSSO

instrumento.

Nas discusshes gue seguem utilizaremos © termo deriva
tizar para significar prevaracao de derivados guimicos pelos
seguintes motivos:

a) o termc & muito comum na terminologia cotidiana dos gquimi

cos embora naoc seija encontrado em noOssoO vernaculoc.

b) a palavra vernacula para exprimir 2 acac desejada seria de
rivar ou melhor preparar o derivado 34 gue derivar poderia ter

outra interpretacao.

As respostas encontradas para as metas acima consti

tuem o objeto da presente Dissertacao de Mestradc.



2. EMPREGO DE CLAE NA ANALISE DE DROGAS E FARMACOS

- Revisac bibliografica -

Na época da assinatura do convénio entre a Fundacao
Cearense de Pesquisa e Cultura e a Federagao Cearense de Fu
tebol, referida na introdugéo deste trabalho, estavamos en-
volvidos com técnicas de separacao cromatografica, especial
mente Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE). Por
esta razao, nos sentimos motivados a testar © uso sistemati
co desta técnica na anilise de farmacos € drogas, sem prejul

zo naturalmente, de tudc gue fosse necessario e estivesse ao

nosso alcance para a obtengac de resultados confiaveis.

7 CLAE & uma técnica cromatografica Telativamente
recente com as primeiras infermacoes sobre ela surgicas en

-
A —
=

tre 1967 © 1969 . A técnica possui as mesmas caracteristi

)

cas de todos os processos cromatograficos: envolve & utilli
zacao de uma fase movel, no caso especifico licuida, de uma
fase estacioniria tambem liguida e de uma forma mecanica de

arranjos entre as duas fases {coluna) .
2 separacidc dos constituinte:s da mistura decorre da

diferenca de comportamento de alguma propriedade de cada com

ponente gue pode ser medida,Com & mesma propriedade da fase

movel na gual a substancia estd sendo eluida. As proprieda
des mais comumente exploradas pare a det cgac sao: indi-
ce de refracao, flucrescéncia absorcaoc na regiaoc do ultr_

wn
¥



violeta € na regiac do infravermelho do espectro eletromagnéti-

CC.

2 deteccao dos constituintes & feita por meioc de dis
positivos gue possam apreciar as medidas de alguma das Pproprig
dades mencionadas, com sensibilidade suficiente para acusar a
nresenca de guantidades na mistura, na ordem de, pelo menos, al

guns microgramas.

Dados referentes ao levantamento bibliografico em CLAE
compreendendo © periodo de 1970 - 1986 sao mostrados na Tabele
1 onde se apresentam classe da substancia, fase estacionaria e

niimero da referéncia bibliografica no presente trabalho.

Nos @ltimos ancs, tem havido um aumento guase -exponel
cial na literatura de trabalhos sobre © uso de CLAE na identifi
cacac, anadlise gualitativa e guantitativa de drogas que sao ter
micamente instaveis e/ou de baixa volatilidade, além ge aplica

= : = . 4-28 a . 2B—308 :
coes de CLAE nas areas farmaceuticas , forensica e toxi
- .. _28,30,32,35,36,39,41 . . e
coldgica Ut rIfr= SRS TrTE . 0 papel de CLAE na micro-determi-
nacao de COmMPOStos orginicos em fluidos do corpo tem sido igual

- . 42-4¢
mente discutidoe .

Es:e tipo de cromatografia tem side largamente aplica

do &s anilises de metabdlitos de drogas, de baixc € altoc peso

5=
m.olecular50 5'.



Tabela 7. Aplicagces de ‘CLAE na andlise de farmacos

Classe de substancia Fase estacioniria

Ref.

1.Anticonvulsivantes: barbitiricos
e nao-barbitiricos

1.1. Barbitiiricos e/ou metabdlitos

FR: C-8

Fiu: Hyrersil

FR: ODS. Hypersil
FR: CH-10

FR: C-18 e pactisil
varias

FN: Carbowax 400
FN: Partisil

FN: Silica

FR: PI: C-18

1.2. Nao-barbitiiricos e/on meta- FR: C=18
bolitos
FR: C-8
FR: RP-8

FR: C-18
FR: PRP-1
FN: CN
FR: CN

FR: Spherisorb 5-0DS

58,59,60,61,62,63,64,
65,66,67,68,69
70

7 !

T1,72,:73: 74,63
76

77

78,79 ,80

81

82

83

84

41,66,69,134,135,136,
137,136,139,140,141
41, 142

143,144

145
146
147

147
148,149



Clagge de gubgtancia

2.

Aneioliticos benzodiazep

T
inicos

e ———————————————

Fagse estacionaria

S

FR:
FR!
FR:
FR?

FR:
FR:

FR:
FN:
N

FR:
FR:

FR:
FR:
FR:

RP~18 o C-18
RP-18

ons-5

ons

0-18 e corasil
C-18

RP-8

Me-Silica
Silica-60
Microporasil
gpherisorb-0DS
Ultrasphere-0ODS
c-8 (RP-5)
Lichrosorb
gpherisorb C-6
p1: PRorbax C-8
Fen

fiC=18

ops-si e Si
Porasil/OPN
c-18 e partisil

151

85
51,65,66,69,86,87,99
89,90,91,92
93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

50

77



Classe de substancia

Antipsicoticos e outros feno-

tiazinicos e/ou metabdlitos

Antidepressivos triciclicos:
imipraminico~ e/ou metabdlitos

Fase estacionaria Ref.
FR: C-18 106, 107
FR: CN 108,109

FN: Silica 110

FN: Silica-10 111

FR: CN 109,112,113,114,115
FN- Silica-60 lle ;117,118
FR: 8110 e partisil 119

FN: Silica 67,118,120
FN: C-18 121

FR: Hypersil-0DS 122

FR: MCH-10 123

FR: Ultrasphere-0DS 124

FR: Silica-C-8 Bl 4

FR: C-18 126,127,128
FR: RP~18 e C-8 41,129

FR: Partisil-ODS 130

FN: CN 131

varias 80,132

FR: C-18 e partisil 77

FN: Mercksorb SI e Silica 83

FR: ODS 133

w


PC-7031
Caixa de texto


Classéd de suhstancia

b4

. Narcodticos analgésicos e anti

Analgésicos, antipiréticos
e antiinflamatoriso =/on

metahHlitos

espasmddicos:alcaldides do
opio e seus derivados e/on

metabolitos

Fase estacionaria

Ref.

FR:
FHN s
FR:
FR:
FE:
FR:
PN s
FR:
FR:
E'R¢
FN:
FN:
FR:

FR:
FR:

+ C-18

oDs-2

Silica

oDS-5

Cc-8

0DS

PI: C-18

Porasil A
Spherisorb-C-6
C-18 e Partisil
PI: Vydac
TA:SAX e Zipax SAX
Lichrosorb SI-60
Hypersil-0DS

oDns
c-18

69,155,164,165,166,
167,168,169,170,171
172,173

174

75,175,176,;177
67,178

179

180

181

o2

77,83

81

158

182

183

179,184
65,68,83,163,167,170,
185,186



flasse de substancia

7. Simpatomiméticos e outras aminas esti-

Aminas simpatomiméticas

milantes do SNC o metabdlitos
7ol

‘Fase estacionaria

Ref.

FRz
FN:
FR:
FN:
FR¢
FR:
FR:

S5NH,,

SBNH2

0ODS-3
Spherisorb S5W
pr: C-18
partisil-6

C-18 e Partisil

varias

FN:
FR:
FR:

FR3

FR:
FR:

S5 Vydac
Partisil->5
Spherisorb

Cals

partisil-6
C-18 e Partisil

varias

FN :

Corasil

FN:TC: Zipax SCX

FN ¢
FR?
FR!
FN:
FR?
FR¢

pPartisil-5

PI:C-18

Spherisorb
Nucleosil Silica-50
c-18

partisil-5

187

188

189

190
84,191,192
156

77
78,79,;157
81

160

161

65,66,68,1
154,155
156

77
78,79,157
81

158
159,160
B4

161

162

163

160

52.15%,



Classe de substancia

7.2. Xantinas e/ou metabhdlitos

R. Anestégicos locais e/on

metabolitos

Fase estacionaria Ref.

FR: ODS-2 172

FR: C-18 41,65,69,155,166,171
195,196

FN: Hypersil-0DS 75,197

FN: Silica 198,199

FR: P T: C~-18 200

varias 42 ,80,157

FR: Partisil-6 156

FR: C-12 e Partisil 17

FR: TI: ODS-5 177

FN: Corasil II 81

FR: Lichrosorb RP-18 201

FR: C-8 41

M: Partisil-10 193

FR: C-18 155,194,195

FR: ODS-3 189

FR: C-18 e Partisil 77

varias 78,779,157

TL: ODS~5 177

FR: Partisil-5 160



Classe de substancia

Fagse egstacionaria

Ref.

9.

Ooutro

Ac. Hipiarico

FR¢

FiR2

Cc-18

Shimadzu PC-8

FN:
FR:
PI:
TLs
TH:
T

Fase normal
Fase reversa
Par de 1ons
Troca de Tons
Troca de Anions

Troca de cAtions

202

203




3. ISOLAMENTC DE PADROES DE FARMACOS

Para obter os padroes a serem usados nas analises, d1s
pinhamos de dois caminhos alternativos: importacac ou isolamen

to a partir de alguma fonte natural ou sintetica.

Embora a segunda alternativa, a de isclamento, repre
sentasse um caminho muito mais dificil tivemos gue optar por ela

por diversas razoes, dentre as guais se destacam:

a) dificuldades de importagac existentes no pais, es
pecialmenie de produtos como drogas de abuso su

jeitas & controles muito rigoroscs.

b) elevado preco dos padroes a serem adguirides.

c) lapso de tempo muitc grande, talvez maior gue C
disponivel para realizar © presente +rabalho, entre
o pedido de importagao na CACEX e z chegada da arc

ga no laboratodric.

Face ao exposto, mediante receita médica, adguirimos
nas farmacias locais, farmacos gue figuram na Farme “opéia Bra
cileira como agentes de "doping". A partir deies obtivemos pP€
guenas guantidades dos principiocs ativos, os guais foram usa
dos na obtencao dos perfis cromatograficos e espectrométricos

a serem incorporados a biblioteca. 2 tabela II relaciona nOmMe

do composto, peso molecular, formuia molecular, medicamentc de
onde foi isolado e técrnicas usadas na caracterizacao do grau

de pureza do material isoladoc.

14



Os detalhes envelividos na obtencac dos farmacos

cons
tantes da Tabela 1I, p.1B . s3o0 descritos na parte experimen
tal ( Cap. 8) do trabalho € MO capitulo 6 destinado a resulta

dos e discussao.



Tabela II. Relagao do no
de origem e técnicas de caracterizagao usadas.

me da droga, peso molecular,

f6rmula molecular, medicamento

Nome do Peso mole Férmula mole Medicamento Técnica de ca
composto cular cular de origem g:cterizaqéo usa
Acetaminofen 151 C8H9N02 Tylenol Uv,CLAE ,CG-EM
Acetanilida 135 C8H9NO Antifebrin UV,CLAE ,CG-EM
Ac.Acetilsalicilico 180 C9H804 Aspirina Cp,CLAE ,CG-EM
Ac. hiplrico 179 CgH,NO4 - CLAE, CG-EM

Ac. hicotinico 123 CgHNO, Niacin Ccp,CLAE,CG-EM
Alobarbital 208 C10H12N203 Asmac, Dial Ccp,CLAE, CG-EM
Aminofenazona* 231 C13H17N3O - cp, CLAE, CG-EM
Amitriptilina 277 C20H23N Tryptanol CP,CLAE, CG-EM
Anfetamina** 135 C9H13N - cp,CLAE, CG-EM
Bromazepan 316 C14H10BrN3O Lexotan cp,CLAE, CG-EM
Butalbital 224 C11H16N203 Tonopan CP,CLAE, CG-EM
cafeina 194 CgHyoN402 - CP,CLAE, CG-EM
clordiazepdxido* 299 C16H14C].N30 - cp,CLAE, CG-EM
Clorimipramina 314 019H23C1N2 Anafranil CcP,CLAE, CG-EM
Diazepan 284 C16H1301N20 valium CP,CLAE, CG-EM
pipiridamol 504 C24H40N804 Persantin cp, CLAE
Fenacetina 179 C10H13N02 - CLAE, CG-EM
Fencanfaniina 215 C15H21N Reactivan Cp,CLAE, CG-EM
Fenilpropanolamina 151 C9H13N0 Descon,Naldecon CP; CLAE

91



Nome do Peso mole Formula mole Medicamento Técnica de carac-
composto cular cular _ de origem terizagao usada
Fenitoina* 252 C15H12N202 -~ cp, CLAE,CG-EM
Fanobarbital 232 012H12N203 Gardenal cp, CLAE, CG-EM
Flufenazina 437 C22H26F3N3OS Anatensol cp, CLAE, CG-EM
Flurazepan 387 C21H23ClFN3O Dalmadorm cp, CLAE, CG-EM
Imipramina 280 019H24N2 Tofranil cp, CLAE, CG-EM
Levomepromazina 328 019H24N208 Neozine Cp, CLAE, CG-EM
Lorazepan 321 C15H10012N202 Lorax cp, CLAE, CG-EM
Mazindol* 284 C16H13C1N?O - Cp, CLAE
Medazepan 270 C16H15C1N2 Diepin cp, CLAE, CG-EM
Nafazolina 210 cl4Hi’4N2 Privina Cp, CLAE
Nicotina 162 C10H14N2 - Ccp, CLAE, CG-EM
Nitrazepan 281 015H11N303 Mogadon Cp, CLAE, CG-EM
Papaverina 339 C20H21NO4 Nicopaverina cp, CLAE, CG-EM
Propifenazona* 230 Cl4H18N20 - cp, CLAE
propoxifeno* 339 C22H29N02 - Cp, CLAE, CG-EM
Sulpiride 341 015H23N304S Equilid Cp, CLAE
Trihexafenidil 301 CzOH3lNO w Cp, CLAE

* padroes cedidos pela Profa.
% padrao cedido pela Profa.

Helena Lutdscia Luna Coelho do Departamento de Farmacia.
Gisela Costa Camarao do Depart

amento de Figiologia e Farmacologia.



4. PROTOCOLO PARR IDENTIFICACAC DE DROGAS POR COMPUTZDOR USANDO

DADOS CROMATOGRAFICOS E ESPECTROMETRICOS .

Tendo gue trabalhar com OsS perfis cromatograficos € es
pectrométricos dos padroes obtidos e naoc com os padroes propri
amente ditos, € natural que a reprodutibilidade dos resultados
experimentais seria mais facilmente obtida se dispuséssemos de
programas € arcuivos para computador gue facilitassem a tare

fa de anilise e interpretacao dos MEesSmMOS.

Isto & -particularmente importante para O exameé “anti
~doping", principalmente nos casos de resultados positivos, su
jeitos a ampla divulgagao pelos Orgaos de imprensa falada e es
crita. Um eguivoco pode causar €normes prejuizos para as pes
sos fisicas e juridicas envolvidasA e para o laboratdorio res

ponsavel pela analise.

Por outro lade nao se justificaria que a andlise ori
ginal (prova) € a sua confirmacao (contra-prova) , feitas pela
mesma instituicao viesse a fornecer resultados diferentes. Nao
haveria razoes para tanto, uma vez gue O material da contra-pro
va deve ser conservado em condicoes gue excluam a possibilida

"de de contaminacdo ou de deterioragao.

Por todas essas razoes optamos por usar -técnicas eins
trumental gue assegurassen a reprodutibilidade dos dados obti

dos sem a preocupagéo de gue eles pudessem representar para (o)

resultado da analise. Eles seriam correlacionados por computa

dos pela adogac de caminhos € critérios uniformes, com & mMENor

18 N
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interferéncia possivel de fatores de ordem emocional  introdu

zidas por pré-julgamento.

A Tabela III mostra as entradas relacionadas para sg
rem incorporadas & biblioteca de padroes com suas respectivas

formulas e com os metabdlitos urindrios correspondentes.

A Tabala IV mostra o gue j& foi efetivamente implemen

tado na biblioteca com os dados até agora disponiveis.

A existéncia de mais de uma entrada na biblioteca Dz
ra o mesmo farmaco decorre da variacado das condigOes experimen
+ais de algumas medidas gue foram incorporadas ao Processo de

comparacac.

Existem dentre as entradas efetivamente incorporadas &
biblioteca, algumas onde o valor -"299" por nos arbitrado
substitue o valor real. Este artificio de programagao, tem, no
caso especifico, o objetive de evitar a comparacac de um dado
da biblioteca com aguele valor, com © dadc correspondente da
amostra problema. Nestes casos a comparacac seria transferida

para © proximo dado.

As ficuras 1, 2 e 3 sac cOpias Gos programas para compu
tador, implementados para incorporar entradas 4 base de dados,
operar a leitura de entradas existentes e realizar pesguisa de
um ou mais dados na biblioteca, comparando-os COm Os encontra

dos na substancia-problema.

A linguagem, caracteristicas dos microcomputadores e
tipos de suportes usados na implementacao dos dados na biblio

teca, sao descritos na secgac experimental.



Tabela III. Farmacos e seus metabdlitos

20

Classe do Formula

farmaco

Metabolitos uri-
narios (livre ou

conjugado)

1. Ansioliticos
benzodiazepi

nicos31

Bramazepan

Camazepan

Ct

Clorazepato de

dipotassio

Cl

3-hidroxibromazepan
2—-(2-amino-5-bromo-
benzoil)-piridina
2~ (2-amino—-5-bromo-
3-hidroxibenzoil)pi
ridina

N—metillorazepan

7-aminoclorazeparn
7-acetamidocloraze-
pan
3—hidroxiclorazepan
7-amino—-3-hidroxiclo

razepar

Nordiazepan

oxazepan



Nome Formula

Metabdlitos urinarios
{(1ivre ou conjugado)

Clordiazepdxido

Ci [ &0

Diazepan

Desmetildiazepan

Desmetilclordiazepoxi-
do

Demoxepan
Nordiazepan

Temazepan
Nordiazepan
Oxazepan .

Nordiazepan
Oxazepan



Name Formula

Metabdlitos urinarios
(livre ou conjugado)

Flunitrazepan

OZN

Lorazepar

Medazepan

Cl

Norflunitrazepan
(maior metabdlito)
Flunitrazepan
F-aminoflunitrazepan
3-hidroxiflunitrazepan

Quase nao metabolisado
mas excretado camo glu

curonideos

Oxazepan (maior metabd
lito)

Diazepan

Normedazepan
Nordiazepan
Deshidromedazepan



~n
L

Nome Formula

Metabdlitos urinarios

(1ivre ou conjugado)

Nitrazepan

c! : H

. \ e
Pinazepan

cl

©

2-aminco—-5-nitrobenzo-
fenona
2-amino-3-hidroxi-5-
nitrobenzofenona
7—aminonitrazepan
7-acetamidonitrazepan

Nac metabolizado
. .

curonideo

Nordiazepan

Oxazepan (maior meta-
bolito)
2-hidroxipinazepan



Name Formula

Metabdlitos urinarios
{livre ou conjugado)

Prazepan

Ct

O

Nordiazepan
Oxazepan

Oxazeopan
Temazepar!



3%
(R

Nome

Formula

Metabdlitos urina-
rios({livre ou con-

jugado)

2. AntipsicOoticos e &erivados da

Esgueleto 6 4
# 3
O 1O
£
S 10 1 By
Clorpromazina {
B
(cloridrato)
Ry =l S,
R, =-(CHy) 3N,
CH
3
Dimetossanato R, =H

1 /CBB
Ry= -g—{}- (CHZ) 2—0— (CH2) 2—&(:5

R

i | ==

R2:

Dj !G' s ZJ‘I]E wi

CH, BOCH,CH.
Flufenazina R1=>CT?
(dicloridrato) R

R, ==(CH;) ;N NCH,CH,CH

levomepromazina R, =0CH,
(cloridrato) R. =—CHZCHCHQ—N//CHJ
2 1 .

fenotiazina

7-hidroxiclorpromazing
3-hidroxiclorpramazina
conjugacac com acido
glicuronico

formacao de sulfbxidos

3-hidroxidimetossanato
7-hidroxidimetossanato

3-hidroxidixirazina
 7-hidroxidixirazina
conjugacac com acido
glicuronico
formacao de sulfosidos
3-hidroxiflufenazina
7-hidroxi flufenazina
conjugacac cam acido
glicuronico

formacao Ge sulfoxidos

3-hidroxi levomepramazina
7=hidroxd levomepramazing

conjugacao com acido
glicuronico

formacac de sulfoxidos



o
“h

Nome Formula MetabSlitos urina-
rios {livre ou con
Jugado)
Metopimazina R, =S50 CH, 3-hidroximetopimazinez
f 7-hidroximetopimazina

Ry = =(ciy) 3‘N\_/N'C‘N52 conjugagao com Acido
glicurtnico
formagcao de sulfoxidos
Omofenazina R, =CF, 3-hidroxiomofenazina
{(diclorato) q 7-hidroxiomofenazina
conjugacac com acido
glicuronico
formagao de sulfdxidos
Percloperazina Rl =1 3-hidroxiperclopsrazinas
/ : 7-hidroxipercloperazi
By =) 3'1§J'CH3 na
conjugacac com acido
glicuronico
formacao de sulfoxidos
Perfenazina Rl =-ClL 3-hidroxiperfenazinza
| 7-hidroxiperfenazina
Ry =Gl g N F-CH,GH08  pjugacio com cido
glicuronico

formacao dGe sulfoxidos

Prometazina Ry =E 3-nidroxiprometazina
_ _N/(j;\3 7-hidroxiprometazina
R, = G, coniugacio cam acido

Gy “s glicuronico

formacac de sulfoxidos



FOrmila

Metabdlitos urinarios

(livre ou conjugado)

Propericiazina

Propiomazina
(maleato acido)

Tietilperazina

Tioridazina

Trifluoperazina

N’
I

=

o
W
|

3-hidroxipropericiazina
7-hidroxipropericiazina
conjugagac com acido
glicuronico

formacao de sulfoxidos
3-hidroxipropiomazina
7-hidroxipropiomazina
conjugacao com acido
glicuronico

formacac de sulfoxidos
3-hidroxitietilperazi-
na
7-hidroxitietilperazi-
na

conjugacac com acido
glicurtnico

formacao de sulfoxidos
Nor-tioridazina
tioridazina-2-sulfona
tioridazina-5-sul£oxi-
dc, nor-tioridazina-2-
sulfoxio
tioridazina-2-sul foxi-

ao
3-hidroxitrifluoperazi
na

7-hidrosxi tri fluoperazi
na

conjugacac cam acido
glicuronico

formacac de sulfoxidos



[ %]
P

Nome Formila Metabdlitos urinarios
(livre ou conjugado)

3. Antidepressivos imipraminicos € derivados da fenotiazina

Amitriptilina Amitriptilina
10-hidroxiamitriptili
O D =
Nortriptilina
/ 10-hidroxinortriptilina
2-hidroxiamitriptilina
conjugado com © 3cido
glicuronico
Clorimipramina clomipramina
/ desmetilclomipramna
,Q \ O ) N-53i doclome praming
‘ /\N 2-'hidm;£iclcxn1prami11&
1. | 2-hidroxiclomipramina

\//\N"""- conjugado com © &cido

glicuronice

Desipraming desipramina
desmetildisipramina
N-Gxidodesipramine
2-hidroxidesipramna

2-hidroxidesipraming

conjugado com © acido

\ glicuronico

Desmetilclomipraminzg desmetilclomipraming

nordesmetilclomipra=

/\/— mina
\ Q/‘\ N-Oxidodesmetilclom
N

] pramina
\\/\ , 2-hidroxiclomiprami-
" . z
' na conjugado com aci-
\ do glicuronico

2-hidroxiclomipraming



L]
s

Metabolitos urinarios

Nome _ Formala

Dibenzoxeping
{doxepin) O
O QO
‘e

._"_.--"
\‘.
\

Imipramina

maprotiline

(lLivre ou con’jugado)

D R P = e

Dibenzoxeping
Desmetildibenzoxeping
N—éxidodihenzompjna
2—1::idroxidibanzompi—
na
2-hidro}d.dinenzoxepi-
na conjugado com aci-

do glicuronico

Didesmetiljmipramjm

Desmetilimipraming

2-hidroxiinﬁ.prarrd.na
10-nidroxiimipramna
1D—m¢fmiaemedli-
mipramina
zﬂhidrmddemetilimi—
pramina
Maprotilina
Desmetilmeprotilina
N—Gxidomaprotiling
5-hi droximaprotiling
9—hidroximaprotiling
conjugado com acido

glicurmx‘ ico

Nortriptilina

10-hidroxinortriptilina

10-—hidro>d_nOrtriptili-
na conjugado com acido
glicuronico

Z—bj.amxip;:otripti]j.na




e

3C

Nome Formula Mptabdlitos urinarios
(livre Ou conjugado)
Protriptilina Protriptilina

Trimipramina

4. Anticonvulsivantes: barbitiricos € nac—oarnit

4.1. Barbitiiricos

i

Desmetilprocriptilineg
N-Sxidoprocriptiling
2-hidroxiprotriptilina
>-hidroxiprotriptilina
conjugado com © acido
glicurdonico
Trimipramina
Desmetiltrimipramina
N-Oxidotrimipraming
2-hidroxitrimipramna
2-hidroxitrimipran n&
conjugado com © acid

glicurtnico

aricos

quase nac metabolisado

A S-etilhidroxmetil-
putilbarbitirico

gerivado glicurtnico



-

Metabdlitos urinarios
(livre ou conjugado)

Aprobarbital

Barbital

Butobarbital

Ciclabarbital

Fenobarbital

NH

Aprobarbital (50%)

Barbital (65 a 90%)
Ac. 5—-etilbarbitarico
Hidroxibarbitalglucurc
nideo

Oxidacao dos radicais
em C. ,abertura do anel
barbitirico (entre 1 e
6)

Oxidacac dos radicais
em C,;,abertura do anel

_barbitirico {entre 1 e

6)

Fencbarbital (50%}
P-hidroxifencbarbital
P-hidroxifencbarbital
glucuronideo
N-hidroxifencbarbital



Name Formla Metabolitos urinarios

(1ivre ou conjugado)

Heptobarbital Oxidacac dos radicais

H
O\/N\{O em C,
]
i

NH abertura do anel bar-

bitarico (entre 1 e
6)

Hexobarbital H Nor-hexobarbital
N cetohexobarbital
ceto nor-hexabarbital

Pentobarbi tal | Ac. carboxilico do
| cetopentobarbital
| wH hidrowipentobarbitai-

glucuronideo

4.2. Naoc-barbithGricos

Carpamazepina Z2-hidroyi carbamazeping
carbarazepina-10,11-
epoxido
Trans--10,11-dthidroxi-
10,11-dihidrocarbamaze
pina

3~-hidroxicarbamazepina
1-hidroxicarbamazepina
S-hidroximetil-10-car-
bampilacridan



Nome Formula Metabdlitos wris Arios
(livre ou caonjugado)

Etosswdmida l/ etossuximida (10-20%)
2-hidroxietil-Z2-metil-

CA succinarids

Fenitoina | 5- (4-hidroxd fenil) -5-
O\ fenilhidantoina
5~ (3-hidrosdi fenil)-5-
O feni 1hidantoina
&, 5~ (3-metoxi ~4-hidros -
O/"\ fenil)-5-feniThidantol
nNia

o

Feniletilmalonam dz=

p-hidroxifenobarbital

Valproato

{acido valproico)

\
_/

\\
/ OH
5. SimpatomimSticos e outras aminas estimulantes do SNC

5.1. Aminas simpatomiméticas

Anfetaminza Nor—efedrinz
p-hidroxianfetamina

p-hidroxi nor-efedrina

@ ac. benzdico

o ac. hiparico
benzilmetilcarbinol
glucurorideo da p-hidro
xianfetamins
glucuronideo éo benzilme
tilcarbinol


PC-7031
Caixa de texto

PC-7031
Caixa de texto


Name

Formula

Metabolitos urinarios

(livre ou conjugado)

Cocaina

Dietiipropionzs

Efedrinz

Fenilefrina

JPa———

benzoi iecgonins
ecgonina

ac. hiparico

2—etilaminopropiofenc

Z—aminocpropiofenona
1-fenil-2-aminc—l-pro
panol
p-hidroxiefedrina

nor—e=fedrina

Nor-fenfluraminza

p-hidroxifenfluramina

p-hidroxifenilefrina

nor-fenilefrina

p~hidroxi feniletila-

mina

p-hidroxi feni Ipropanc-



Metabblitos urinarios

(livre ou conjugado)

Name Formula
Fenproporex
O
A
e N A
/ \H
Fentermina
Mazindol
Mefentermina
¢
—~__ [
\_// \>/
/\
Metanfetamina
——
<\/'/>_—\ /"
e !
/\
Metosi fenamina

Anfetamina
p-hidroxifenpropores:

p-hidroxifestermina

fentermins
hidroxifentermina
p-hidroximefentermins
glucuronidec dz p—-hi-
aroximefenterminz

phidroximetanfetams -

nz

p-hidroximetoxi fenami-
na

nor-metoxi fenaming



Nome Formula

Metabdlitos urinarios

(livre ou conjugado)

Nicotina

Puri H
L

Teobromins ) .
| i
N,
Vi

Cotininz
desmetilootinina

acido-3-piridilacético

acido l-metilurico
i-metilxantins
1,7-dimetilxantinz
J=metilxantin:

acido i,3-dimetilirico

Z=-metilxantins
7 —metilxantins

acido 7-metiltriceo

acido 1,3-dimetiluricoc
2-metilixantina
&

~ide l-metilarico



Nome FOormula Metabdlitos urinarios

{livre ou conjugado)

Yantine .
O/\‘l\' /'"""'N/’

6. Analgésicos antipiréticos e antiinflamatdrios:

6.1. Derivados da pirazclona

Aminoienazons dipirona
4-nidroxiaminofenazo
na
4-hidroxiaminofenazo
na conjugado cam aci
do glucurtnico

Dipirons 4-hidroxidipirona
4-higroxidipirona
conjugado can © aci-

do glicuronico

. 4-higroxipropifenazo

Propifenazon:s —
na
4-hiqroxipropifenazo

/‘\ ; na conjugado com aci

k;:::;) do-glucurénico



Naome FCrmula

Metabolitos urinarios

. {livre ou conjugado)

Salicilato de sodic
0 :
O
/OH

/

0

€.3. Derivados do p-aminofencl

Acetaminofen _ /i\

! ) HN
(paracetamol) i
\-///'
E
OH
Fenacetina

Acido salicilico(10%)
acido salicilirico
{75%)

glicuronetos salicili
cos fenolicos (10%)
glicuronetos salicili
cos de acila “(5%)

acido gentisico (1%) .

Acetaminofen (3%)
conjugacao com acido

glicurtnico (80%)

Parafenetidina
acetaminofen (75-80%)



Name

Formula

bqetabﬁlitos uriniarios

(livre ou conjugado)

7. NarcStiocos analgésicos e antiespasmodices:alcaliides do Opio e seus

derivados

Codeina

Heroinz

Hiaroccdona

Hidromorfina

Morfina

&

R, =COCH;; R, =CH

3" 76

R3 %3; RE =—O(.‘.OCZ-13

Morfina (10%)

morfinz 3-glicuroni-
aeo

nor—codeina

6—monoacetilmorfinag

morfina-3—glicuron:-

aeso

nor-morfina

morfina 3—-glicuroni-

dec

codeina
4-hidroxipapaverina
(40%)

nidgeo



Name Formula Metabdlitos urina-
rios{livre ou con-
Jjugado)
e
5 fom‘z““z
- 1 - - - s r__
Propoxifeno (CH3) ZNCHZCH—C\ ‘ZCEI_‘S Nor-propoxifenc
CGHS

(1) ligacao nica em vez de dupla entre C, e Cg

&. Anestésicos locais

Bupivacaina

Lidocaina

Mepivacaina

Monoetilglicina
4-hidroxi-2,6-dime

tilanilin=

Ac. pamincbenzdi-
oo

Ac. 4-acetami oben-
z0ico

dietilaminostanol



Nome Formula Metabdlitos urinarios
(livre ou conjugado)

2. Zlucindgeno canabindide presente na maconha

Maconha
(tetratdrocanabinol) Ag—‘I'HC
G
@ -Te) ! 11~hidrosi—A" ~THC

8,11-di: dxoeei —THC




Tabelz IV. Entracas de Bibliotecz de Droaoas

W T R S TraDoT E: 8

NOWE DR GUESTanCI®: RCIDD wI D0 IeICT
PESD MY_ECULAR ¢ 123
RT v CROMSTOGREFIR EM POECl "1
SD!_.‘}EKI'"E ceor 7 POPT . RrF21
Comy we
FF-0 L A E : 10.%
SO VENTE CLlsr 71%
PICO BASE T = 79
CEGUNDD SICD wmaIs INTEnESD TV =
TERPDETRD PICO MALS INTZINSD =W @ 73
QUORTD =ICD MEIE INTENwWSD Ev =

ENTESDE = -

NOME D0 BUBRCTONCIR: OMmInIFINEIInG
PESD MOLECW QR 3 TEL

C:F“ Eh‘ | % 'Ml"_"f u-'- ._.u-).... Ew‘ :';,'\i‘:":—__" - bt
SO UTATE CROMRT. POPEL. RFL

OOk B

RFE-C _ A E =
D VENTE LS 74

PICDO BASZ EM @ 56

EEGUWDD IO mRIs INTERED Em 2]
TERCEI?I PICDO MATS INTENSD

QUERTS 2100 mSID IWTENSD

B e
-

NOME Do SRR DT TS0

BESO MO _EC L as ¢« 13

OF Tw CROMLITHSRDTID T
SOLYENTE TROMRT. SASE. 099

DT 9P

RP—iT qF o 5.7

S YERTET T8k F31E

PICO fgss ™ 1 L4

CEmmn PTI0 ™YL, 3 =1
TERCETE) 2120 MUIS :  5F
RLULRAD I ™meJE ) Rl
ENTT RO e o= sy

NOME DD SedRafleat 38 DTG0 <A RURTET
FPESO Mih EC 8 ¢ 179

RFE Em CROMLTOGERCETL Ew 2ORTT B
S _VENTE DegMaT ., 2QeT ] 999

LRy ooo

RF-C _ A E 3 3.75

SOLVENTE Lot 7%

PTICO 8A5E EM ¢ 105 .
SETHUINTH BTO0D wolzn IWTIwel ™ e
TERIETE] #ICH MAL3 TN7T¢30 =Y ¢ 53
QUBRTD FI00 MmIJE JWTowsl = : 11°



= G e e ,
ENT® O DA -

WOME DE SURSTINITL: DOORDIRZEFROYIDD
BESO M_ECUL_ AR @ 239
P OENM TROMGIOSRLFIR Ev DLETL . BT
SOLVENTE CROMAT. QP 7Fa
TR FY
RF-Z _ A E 3 10.95
SOLVENTE SLak F4
=YC0 BS5E =M @
SEG T BIDD MEIE ANTIWE E : ez
TERCET®D #&ICO ™MAIs IWNTENSD &m0 Z54«
QUOQmTE TICD MZ1E I8 TEnzs EY 1 29§
ENMT =READE S i
NOME DiE SURETINC IR UL XIDC
PESDO ™MOUECUL QF : 299
mF Em DROMETOERLDPIS Ex PO=ELF DI
SOLVENTE C?QMQ=. EQRPE. REFZ
CgRe B
BF-C . B E @ T.3E+145
SO_VENTE CiLLRE FIE
BAQs5E EM : 282
% OO ma¥z INTEZWNED Em ¢ 283
ICD MATS INTENMSD EM @ 28BS
0 MRIE INTENSED Em @ 2895
ENT®EADOoD = o
MOME D SURSTOWIITA: FENI_FROPIND_IMINS
FPESO MOLECUL AR & 151
=F T TROmOT OEROF]D T =ODF s [t o
SOLVEZNTE CROMO ™, B O&E_ @240
~rik: °9%
=P-0 L H E ¢
EOLNVENTE CLAT
©ICD 3ASE EM
e PICY ' i
TERCEIRTD I ¥ 944
GURRTT BICOD s

EMT RIS = =

2

VE Do SUBRSTANTIR: FLWIT1DIwE
ES0 MOLECULAR @ 2D

RF Em TROMITOESSFTR £
SOLVENTE CrROMAT. RPRFTL

ThR: 9RS
RF-=C & A E & .55
SOLVERTE LLBE P4

CO 835t EM 2 130
T ol

=
EGUNDT RICD ™ATE INTENZD Em ¢ 104
TERCEIRD PICO MATS ISNTENSDT EMm 30 25C -

GURRTD DICD mEIS INTENSD M & AT



ENMNTRRPDRE = 9

-

PESD MOLECUH AR : 232
RF Em (ROMUTDGEROFIA Em PORELD 44
SOLVENTE CeOMAT, PRAPEL &P
Chk: QzZV

RF=C LU A E ¢ 4.8

SOLVENTE D& F2

PICO BASE EM @ 204

SEGUNDO PICO mEIS INTZwnzO £
TERCETR] PICO ™MATS INTENSD
QUBRTD FPICO METE INTINTD E

NOME PR SURSTRNITR: FENDERRETITHL

=1
jox e

Tv.
£

-y
[l

an

™

ENTEREEDRA = A <r

NOME DR SURETENCTIRA: LDORSZERPAN
PESD MOLECULAR @ 321

&F FEm CROMOIDGRAFIA Em PARELS
SDLVENTE CROMAT. FAREZL =2F1
COR: BR

FF-C L R E & 14.1

SOLVENTE CLEE F4

2ICD BASE EM @ TS

SEGUNDD PICO MAEIS INTENED EM 3 1
TERCEIR) 2ICO MATS TNTENSQ EM =
QUIURTC PICO MATIS INTERSH Ew =

Ny
(&

L
ul [N
i

ta
[F1]

ENMTERDR = b B

NOME DR SURSTONDTR: maZd WDl

FESO MILECULAR ¢ Z34

RE OEm CROMOTOGREFTE EM RPDEED & =i
SOLVENTE CROMA T, FAFPEL RFL

Chw: RYEC
RF-C I R E
SOLVENTE DLEE F1IT
PICO BASE EM @ 29q
crmuNDil PTCD mATE INTENGD Em 2 IRy
ERCATRD PICO MRAIS INTEMNSGN EM 8 Q99
VLRTD PICD ™MCIS INTENGD EM 3 299

€ o1

ENTERA D= = 1=

NOME DR SURSTORITRAD wRFLLDOLT NS

PESO MOLECUIL_AR : 210

=F EM CROMRTOERQFTA EM SRQFEL: 71
SO_YENTE CROMAT, FPAREL RE1

CoR: RYC

RF-C _ A E 2.9

SOLVENTE CLECE F5

FICD BRASE EM ¢ 999

GEGUNDD PICO MRTE INTENSD EMm @ 99F
TERCET®) IO MALS INTENSDO EM ¢ 999
QUERTD FIC0 MSIS INTENSG EM @ 227



ENTRADS = 13

NOME DB SURGTANCTAE: NRFLZOUINA
PESD MOLECULAR @ 210 '

BE EM CROMOTDNSRRFPTO EM PLUPEL: 71
SOILVENTE CROMAT, PAFEL RF1

CoR: RXC

RF-C L A E @ 5.85

SOLVENTE CLWE FIZ

SISO BASE EM @ 999

SEGUNDD PICO MEIS INTENRGD EM @ 299
TERCEIRD PICO MATS INTENSO EM @ 999
OLARTO FICO MAIS INTENGD EM @ 99

ENTRADA = I

WOME DR SURSTANCTR: NOFOZDLING

PESD MOL_ECULAK = 210

BEF EmM CROMoTDERLGFTA Em PORELS 3
SOLVENTE CROMAT. PAQFEL ®F2

cuRe: RYXC

RF=-C I A E : 9.4

SO_VENTE (CLEE F15

oI BASE EM @ 999

GERUNDD FICO ™MATS INTERGD Em & oo
TERCEI=N PICO MATS INTEMNSD EM 2 Q93
QUORTO FICD MAIS INTENSD EM 3 Q99

ENTRADS = 15

NOME DO SUERETONCTIR: FROF) PENREONR
PESH MI_ECULAR : 230

RP EM CROMDTOGEREFIR EM PRPEL: 95
SOLVENTE CROMAT, POPEL RF1

Cow: RO

RF-C LA E : 14
SOLVENTE CLEE 7
210N BASE EM 1 999

cERUNDD PICD ™METS INTENSD EM @ 999

TERCET®D PICO MATS INTENSO EM 2 9Q
oLORTO FICO METS INTENGD EM @ 999

ENTRADE S i s

RNOME DR SuURSTOnCIR: FROBODNIFEND
PESD MM _EC) AR @ 339

2F Em CROMCAOGROFTIR EM PRFPEL: o4
SOLVENTE CROMAT. PAPEL REF1

cor: RXC

RP-T LA E ¢ 12

SOLVENTE CLRE F15

PICO BASE EM @ 58

SEGUNDD PICO MAIS INTERSD Ew @ =7
TERCETIRN PICHD MATS INTENSD EM ¢ a9
QUAERTD FICH MRIS INTENGD Tm ¢ 2]

46



ENMNTRADE = s (Mg

NOME DR SURSTENCIAS TRIHEXRFINIDIL
PESH MOLECULAR 301

RF EM CROMOTOGRUFTA EM FUREL S a2e
SOIVENTE CROMAT., FPAFEL RF1

COr: 999

RF-C L A E 2 13.5

SOLVENTE CLDE FIG

PICO BRASE EM ¢ 990

SEGUNDD PICO ™MRIS INTENSD EM ¢

TERCETIRD PICO MAIS INTENSSD EM :
QUDRTD =ICO mMETsS INTEwWESD Em 2 S

oy
00
0O

N

ENTRADA = 12

NOME DR SUBSTRANCTIR: WLRFHEING

FESO MOLECULRAR @ 308

RF EM CROMUTOGREFIA EM PLEEL: oQ
S VENTE CROMAT. PAREL 999

CuR: 999

RF-C LAE & 11.4

SOLWVENTE CLRE F4

PINN BASE EM @ 999

SEGUNDO FICO MBIS INTENSD EM @ o9
TERCLIRD PICO MATS INTENSD EM 3 99
QUERTOD FICO MRAIS INTENED EM Q99

ENTRADR = = M

NOME DR SumsiancTe: RCIDO ACETILERLICTLICD

PESH MULECULAR @ 180

RF EM CROMEIOGERUFIR EM PRFEL: 54
SN VENTE CROMAT,. PAPEL RFL

ClhiR: o9

mE-C L R E 4.5

SOLVERTE DLUWE Fa

PTCO BHSE EM 2 120

SEGUNDD FTICO MATS INTENGD EM @ 2B
TERCEIRD PICHO MATS INTENSD EM ¢ =2
QUORTOD FICD MRTIS INTENRSD Em 124

EWTROGDE = =

NOME DE SUBRSTANCTE: FLUFENRZINR
PESN M_ECIH_ AR 3 437

BF EM CROMOIDERAEFTR EM PRFEL: B0
SOI_VENTE CROMAS. PAPEL REF1

COw s aME

RF-C I A E t 13.95

SOLVENTE CLEE F1T

PTCN RASE EM 3 42

CEGUNDD PICD MATE INTENSO EM @0 Z80
TERCETM) PICD MATS INTENSD EM @ 70
QUURTO BTOD MATs INTENSD EM 3 Bé



ENTRADA = < 1

NOME DR SUBRSTONCIR: LEVOMERPROMEZINR
PESO MOLECULAR : 32

BT EM UCROMOTOGROFIE EM FLFEL 2 &1
SOIVENTE CrROMAYT. PAPEL FF1

Cows OMe

RF-C L AR E &t 17.4

COLVENWNTE DLRE FLIZ

PICO BR3Z EM 1 269

CEGUNDD ®ICO mMaYs TNTERED Em oG 185
TERCE RO PICD MATS INTENSD EM = 228

Calalts

OUERTD FICD ™M3J& IWTENSD EM ¢ ZIZF
ENTRADRA = -

NOME DO GUBLTANCIA: LEVOMEFROMEZINA
PESO M_ECULAR : 328

RF Em CROMOTOSRRFIG EM POFEL: 81
SOILVENTE CROMAT. PAPEL RF1

Chw: AME

RF-T _ A E : 38.1

SOLVENTE CLBRE FS

PICO BASE EM * 269

SEGUNDD PICD MBIS INTENSD EM ¢ 155
TERCETE) PICO MATIS INTENSD EM @ 228
puEETO FICO MAIS INTENSD EM @ ZZ¥

ENTR2AED2 = =5

NOME DR SUBRLTANCIRA: LEVDOMERROMOZTI NG
PESO MOLECUL AR : 328

RF EM CROMLTDEREFTR EM PRFPEL: E1
SOIVENTE CROMAT. PAPEL =F1

Ciowes EmP

RF-C i 8 E ¢ 17.
SOLVENTE CLBE F1
PICH BA3E EM @ 249

SEGUNDO FICDH ™MAIS INTENED Em 2 185
TERCEIRD PICH MAIS INTENSO EM @ 223
ouERTD PICO MABIE INTENSD EM @ 229

ENTERERDS = = -

WOME DR SURSTANDTR: DIUZEREN

PESO MOLECULAR @ 284

RE EM CROMUTOGREFTR EM FOFEL S 21
SNI_VENTE CROMAT., PAPEL RF1

CoOr: HEZ

RF-C _ R E & 3.5

SOLVENTE CLHE Fi

oI BASE EM @ 254

SEGUNDD PICD mMRIS INTENRGD EM & Z2B3
TERPCEI®] SICHO MAIS INTENSD EM ¢ 284
QULRTD FICO ™MEIS INTERBD EM ¢ =l

48



EvTRARADA = =Z 5

. NOME DR SURSTENCTE: DILZEPON

PESO MOLECULAR @ 284

BT EM CROMU)OEROFTIE EM F=EL S o |
SOILVENTE CROMAT. PAPEL RF1

ChOr: WZ

RF=C 1. A E 2 7.5

SOLVENTE CLEZE F3

PICO BASE EM 1 256

SEGUNDD FPICC MRIS INTEnSD EM ¢ it =
TERCE(RO PICHO MATS INTENSO EM 2
QUORTD FICDO MEIS INTENED EM @ =21

3 el

o=

ENTRERDSS = = A

NOME DR SURSTENCTR: DIZERAN
PESN MOLECULAR : 284

BT OFM CROMOTODEFRFIE EM RoEEL . @1
SO_VENTE CrROMAT. PAFEL RF2

s HZ

pPF-C L A E 2 33.95

SOLVENTE DLRE F4

FICD BASE EM 1 256

GEGUNDD FTCO ™MARIS INTENSD EM ¢ =3
TERCETE) PICO MAIS INTENMSD &M @ 25s
1

ouULRTD FPICD MAIS INTENSDH EM @ 22
ENTRRDR = =7

WOME DL SURSTENCTR: DIRZERON
PESO MOLECULAR = 234

RF EM CROMOQTOGEROFIA EM PRHFELE =31
SOLVENTE CROMAT. PAPEL RFL

COwRs OZ
RF-C 1 8 E @ 4.35
CO_VENTE TLRE FZ

e1CH BARE EM 254

CEBUNDD FICO MRIS INTENSD Em ¢ ZE3
TERCETRN PICD MATS INTENSD EM @ 254
GUORIOD FICO MEIS INTENSD EM @ 221

ENTERARDS = = =2

NOME D2 SUBSTANCIR: W) TREZEFAN
PESD MI_ECULAR 3 Z81

RE Em CROMOTOGREFIE EM PHFPEL: 28
SO VENTE CROMAT. PARAPEL RFL

CoR: ™MR .

gP- I_ A E 1 Z2.895

SOLVENTE TLRE Fi

BTC 8ASE EM @ 207 =
CEGUINDD PICO MEIE INTENSO Em @ Z€
TERCEIRD PICHO MAIS INTEMSO EM = 253
QLORTO PICD ™MOTS INTENRSD EM 44



ENTRODD 3 Z 9

NOME DR SUBRSTONCTA: N] TRUZESAN
PESO MDI_ECU Qe 3 281

FEOEM CROMOTOGRUFTO EM PLPEL:
SOILVENTE CrOMAT, PAFEL RPY
COR: mMp

RF-C 1_Q E : 3.6

SO VENTE (L OF P2

PICO BASEZ EM 1 207

SEGUWDD PICO mOIS INTENSED EmM @ ZB1
TERCHEI®SN SICO MATS INTEMS3ID EM @ 253
GLURTD BIC0 ™MRIS INTENSD Im @ 44

o
i

ENTRLDA = = Oy

NOME DO SUBSTONCTE: NI TRUZEEON
PESO MY _ECUI_Qw 3 281

BF Em TROMOTOGRAFIE EM FOEEL
SOUVENTE CROMAT, PAFEL &T1
ChiR: MR

RF-C I_ R E & 3.9

SOLVENTE [CLRE F3

PICO RASE EM @ 207

EESUNDD PILD MOIS INTENSD EM @0 224
TERCEIRD PICO MATS INTENSO EM @ =253
QUBRTO PTICO MRTS INTENSGD Em @ 44

m
L

ENTRADO = =1

NOME DO SURSTAONCIA: N) TROZEREON
PESO MDLECIH QR @ 281

BF Em CROMOIDEROFIE EM FOQREL:  BE
SOLVENTE CROMAT. PAFEL &F1

TR ™ME

RF-C LU AR E 31 13.
SOLVENTE CLUE F4a
PICO BASY EM @ 207

SEGUNDID =TCD mals INTENSD Em @ 281
TERCCIRD PICO MATS INTENSD EM @ 253
QLRI D PICD mMOIS INTENSD Em 3 44

5

ENTEL DO = B =

NOME DR SURSTANCIQ: MEDLTEFON
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BT OEwm OCROmMUOGROFTO Ev FOETL ¢ L0
SO_VENTE CROMR!T, PAPEL. RF1

ok RY

RF-C L B E = 3.3

SOLVENTE CLar Fi12

ETCO BASE EM = i

SESUNDD FT00 mals IWTENSD B oo QG
TERCEIRD) PICD MATS INTINSD T Qs
GLIBRTO PIOD mPIS INTENGD Ew Q0L

EWTROaDSO = oz

WNOME Do SUIRETORNCTIA: SR Inr

PESDO MOLECULAR @ 341

FE OEm CROMOQTOEROFTE EM PQFEL s 40
SOLVENTE CrOMHT. PRAPEL EFL

s &y

RF=- L B E & 3.9

SOLVENTE LT FIS

FTICO BRSE EM o999

SEEUNDD FICT mOls INTENSD Em @ 2829
TERCETRZQ PICO MRAIS INTENSD EM = oo
GuILE 0t FICHD mATE INTENSD Em 2 200

EWTRAaDE C =8 3

NOME DR SURETENCTAr ACIDD HIFUR
PES MP_ECULGE : 179

EF EM CROMCTOERLFIED Ew SLEE_: 20
SNLVENTE CrOMHT. PRPEZL 999

TR 990

1_..1
;—l

0

RF-C I 8 E 3 3.15

GO VENTE Lo Fi

SICO BASE EM 3 105

SRRl BICO mals INTERSD Em 8 77

’Eﬁihlwo FICO MRIS INTENSO EM %~
WU O 200 mOTE INTENED Em & 117

EwT RS D o= = =0

NOME DR SUBSIRNCTR: B0IDD FIRURICSD
PESH MOLECUY AR ¢ 179

RE I CROmMDT DERDFTE Em BO
SO_VENTE CROMAT. PR-EL 999
ok Qo
RF—C L 0 E & Z
S VERTE [
PIT0 RKRASF EM @ 105

CEGUINDGD PTO0O moTE INTENED EMm & 7w ]
TERCET®]) FICD MATS INTENSID EM = T
QUILR D PICD MRISs INTENED EIe oo 117

FEL:  @oo

e

™

{8 ]



EW T R o [ s £ =

NOME DR SUBSTONCTIR: QLIDD ~15pR10L
PESD MNL_ECULAR = 179

EEOEM DROmML)OGERLDFIL EM FLREL:r o0
SOILVENTE CHOMAT. POrE, Qoo

CLuR: owo

RF=-C 1. A E 3 2.25

SHILVENTE [LwE F2

FICO BASE fM . 105

SEGUNDD PICD wmAIS IWNTENSD Em @ 77
TERCETRD PICD MATS INTENMSO EM = 162
GLIDRTD PICO MOTE ITNTENSGD Em @ s i B

r‘Z'

ENTRLRDG = = a

ROME DO SURETONCTAE: LLOIDD =HIFURTCO
PESH dhiy _ECLH AR = 179

BFOEM CROMUTINSROFTE Ev FURELr ODC
SOLVENTE CROMA Y, PAPE O30

Ciwr: QoG

RF=(C 1. R E 2 3.66

SLLAENTE DLHE Fi

=ICD AQSE Eﬁ ~ 105

SEGUNTIO PI00 MRIS INTERED Ewm ¢ 7T
TERCE (RO £I00 MATIS INTENSD EM @ 161
GUIDRT 0 &T00 Ol IWNTENRGD Em 315
EWT RO D s =7

NOME DR SUBSTANCTH: KUIDD <IRWRICH
PESD MULECULAR @ 17%

EF EM TROMDIOGRGFTL Em DRt @ oo
SO VENTE CrROMRT. PAPEL 299

Cuk: 299

RF-Z LU 8 E & 3.5«

SM YENTE CLOF F&

FICO BASE EM & 105

i BICD mRIE INTE i Em oz 7
TEIRCEI) 2ICD MATS LM*EN;U EM @ 142
GUORIO BT0D mOTH INTENED EM &2 117

EwNT RS NG S R

NOME DS SURSTONCTE: 27100 W) BRI
PESD MULECULAR @ 179
RFOEM [ COMUTOERLETD EM PLUREL ;9985

SOLVEATS CROMaT. POPEL 999
CRE OB

RF-C _ 8 £ ¢ 3,
SOLVENTE [LSE F7
SICO RASE EM @ 105

SEGUNDD PILD MOTE JNTENSD EM ¢ 77
TERDE 0 SICO MATS INTENSO EM @ 1&2
QUERTD PICC MBRIE INTEWGD E™ t 117



EWT RO DOD S g

NOME DR GUR=TONCTR: QiDL ~ikos
PES ™M_ECU AW 179

RFE OEM CROMLTOushRFTE EM BRIl
SOLVENTE CeOMAT. FAPETL 99%

COR: Q0w

RF—-C _ R E =2 3.4%

SOUVENTE CLEE FE

PTICO BASE EM ¢ 105

SEEUNDO FICD MEIS INTENED Em ¢
TERPCEIR) PICO MATS TNTENSD EM
QLG FPICO ™MBIS INTENGD EMm 3

EwNT RFEAEDIG = = G

wNOME DR SURSTONCTA: ACIDD HI=URT

PTG MOLESD_ A & 179

B v TROMOTOSREETD EM O FOaBE L
SA_VENTE CROMAT . Fae ] woeo

Chirs oo

RF- 1 A E = 3.6

SO WENTE CLUE Fi13

BTCO BASE EM 0 105

CTEUNDD BICD ™MaIs INTENSD Em 0
TERCCIRD PICO MATS INTENSD EM &
ouURTD =TCD mRTL INTENGD Tm =

ENWT ERODGD S <3
~ sam a 3O
NDME DR T SURETanDIR: BCIDD =) FUR
PESN MOLECULAR $ 179
RE EM [ROMOTOGROFTS EmM BOREL:
SOLVENTE CROME! . PAFEL 299
CoOR: 99¢
RF-0 LA E 2 3.75
SO AVENTE DD P14
PICO BASE EM @ 105

SEGEUNDD PICO MOTE INTENSD EM
TERCE TR SICO MATS INTENSO EM ¢
QULRTD PICD MATE INTEWSD Em @

EwvTRODE S b

NOME DD SURSTARNDTR: Q0FToanIL1DR
BESO MOLECULAR ¢ 13T

B Tm DROMDTOSROFIR Em RLOEELE
S MENTE CROMA T, PAQREL 29Y

s wYD

RF—C L A E : S.4
SOLVENTE [ OB F)

FICO BAS- EM ¥ 93

CEGUINDD BICD mOIS INTERED EM &
TERCECI@) PICD MATS INTENSD EM ¢
QLURID FICD ™MOTS INTINED EM S

o
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£r
[ 2

oS
=t

i61
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ENTREADSD = ST
NDME DE SUBSTONCIRr QUsTand . 1DE

PESHO MI_ECU_ AR ¢ 135

BF EM UROMOTOGROFIR Em FOREL D @99
SOLVENTE CROMAT, PUFEL 990

COR: R¥YQ

RF-C . R E Q.3

SOLVENTE CLOE F&4

PICO BASE EM = 93

SEGLINDD FICO MRIE INTENED Em o B
TERPCEIR] PICO MAIS INTEMSD EM 3 &4
GUBRTO PICO ™MATS INTEWED EMm 3 it

EWT RS D& = el

WOME DO SURSTONDIO: DUETONTL ) DE
SESO MOLECUL_ AR 3 135

ST EM CROMOTOEREFTE EM O BLREL T
SO_VENTE CrROMAT. PAVEDL. 999
ChR: =¥O

FF—-C L R E 3 6.75

SOLNVENTE DLDE FCO

PTCO BARASE EM = 93

SEGUNDD FICD ™mOTS INTERED Em .
TERCZEIRD PICO MAIS INTENSO M @ K3
PUDRTC: PIGCD MAIE INTERSD Em @ &2

a

.
St
|

i OR

EWT RO DS S S

NDOME DD SUBSTAONTIE: ACFIOmIwb

PESO MOLLECU AR : 152

BF Em CROMOTOGREFTR EM FPOELL ==l

SOL_VENTE CROMAT, PAPCL Q09

Dite: Lz

RF-C _ B E 2 4.8

SOLVENTE DL if 73

BICO BASE EM 0 109
E C

CESUNDD PICO mOJs INTENSD Em 154
TERCEI®D PICO MATIS INTEMNSDO ©M 20
GUDORT T FTCD mOTS INTERSD Em o» =i
ENT RO DO S 9 &

NOvE DD SURSTOCTR:: QUETAaMINOFEN
PESD MM EC aw ¢ 151

FFE Em CROMLUTOERCFIL Em BRRTG SO
SOI_VENTE CROMAT, POREL 299

iR OZ

RF-C " R E : 9.5

SOLVENTE LLUE F4

PICHO BASZ EM & 109
SEGUNDDO =2TCO ™MBIE INTEN O EM
TERCEIRD PICO MATIS INTENIO EM @ B4
GLIORT D #ICe METE INToNGDr Em ¢ &3

Ty



LN T R D TN w7

WAME DO SURLTONGTR: GrETOMTWOEDR
PESO MO ECULQR @ 15:

®F M CEOMOTORROTTD owm BOEE:
SN VENTE CROMOT. e
R: az

PR 1. Q £ =
SO VENTE
PTCO BAQSE EM 109

SEGLINDG BI0D MRIS IWTENGD Tm @
TESCEIRPO PICD MATS INTENSD EM
GUORTD FI0D MOTE INTENSD Tm

ENTRODO = ® =

WOME DO SURCTUNCTR:
PESO M ECUi Qe @ o151
BF EM DRmOIOSRODFTO B DOFE L
SOLVENTE CROMAT. PAPT  ooo
' [P

REP-C L Q E 3 5.+
SOLVENTE CLST P10
FPICO BOQ3C
SESUNDD PICO METS INTERSE 8 -
TERCEI®) PTIC] MATS INTENSDO Em
MBI 2I00 Maje INTE Wi

™o

w5

SRC TN T R
LECU QR @ 153

DRI TlsROE T L Ew BORE
SOLVENTE CROMAT, #3905 o9s

I L =

J'L‘.....r: i Q;:‘_ H E:_",‘

SULVENTE [Lor F13

PTICO BAO%C EM 1@

EERIWDT 81000 maTE INTENSO TM @
TERCETS) #T00 MATS INTENSD oM
GUILRT O B on Moy TRTENSD Em g

BN T W T = Ay

WOME T3 S iR amc o
PESD ™ S Qe ¢ 17w

FENLDTT TRE

0 S S T T T E Tt ol ) Em POer s
SONVENTI CROMAT, ogeD, 90w
s Ry

PE=C . A ¥ : H.25

COLVENTE [ »f 7y

FINO BEE Cron 108

SEGLIWDID B oy MOTE ITWNTTwWED Tw o
TERCETRD T80 MATS INTTNG] o9

GLORT O 2100 wmoyw

PRITENG) B

wo

1%
: a0

1

in

ACETOMINDEE N

Lo

@

i

BOETaT WTITER



BE W T o T s p B Wt

NOME DD & ‘BT oms TS Pk 77 il
PESH Min_ECE AR 1 1o

FF Ev CROMLGTIN-ROT TR B beaisr oo oo
SO MENTE CR0)Ma -~ . Boes ogc

Chik: =YE
RF=-C I_ 03 £ 2
SOUVENTE T oF 7a
BT BOSS B
GEGUNDD B 00 MOls VWTEwED I o1 10f

=1
TERCLIRO PICO MATS INTENSO EM @

QUILETO FTO0 MOTE ITRTEWED §Tm o+ 37
EWT R O DS s e IR 8- B

NOME DO SURSTRNESTO: FEwal £ TwE
PESO M ECLH_AR 179

REOEM DROMUIOERLETL EM SLED, . 209
S VENTE TROMAT, PRFET,. 92C

ke YL
RE=C L A
SOLVERNTE L
FINO BASE ©
SEGUNDD RILD mMO1E FNTENGC Ev @ 108
TERCEILO 2ICO MHTIS TNTENSD EM 7
QLORTO FPICD MOYS INTENCGD =m o 17

553
P

ENTRPODS = 163

WOME DD SUORETANCIR: BCIDD &
PESO MO_ECH_ AR & 180

FEOEM DROMQTOSROSEIL Em BLsE
SU . VENTE CROMRY. POPTL &7
T o0

eI LR E S

SNLVENTE L OF Fe

FINO BRARE &M ¢ 1240
SEENDO BTO0 METE TNTEwSD Em ot =E
TERCETRQ PICO MATS INTENSD EM @

@UURTO TL0 MATE 10 TENESD Em @ 1l

ENT R s DO b I A A

MO T
PESDO My 001G

CLIBRGTENN, I & Qnann
: 13

RE Sw DROmL] DRRET Y R
=

Il
1

Ew RpeEr s o
SO JENTE CedMAalr, FARPT. RFE

Divees 2o

RE=C L B E 3 10.&8%

S VENTE [Lf FE

STO0 BASE EM o 130

SEGUNDO PI0D malS IWTENBD T 158
TERCETA) PICO MATS INTENSC ¢ ¢ -2
GuILRT D FIL0 MRTE TNTENSD T : 123

(o)



=
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It

il =T e

53

PESN

=S

S0

™

ISR
o i

E
< f'||_ vE l‘\’TT [ ) i

DR SUbRSTOntT
MO_ECUH_ S 3
R TIMOT O DT

MNENTE CROMA L

QC).’L
Loa

T RASE £EM 1
rEGuNDD BT mETs
TERCETRO PIDD MAT
GUIDRT O =700 mgc

EWT RO DS 2

UL
BT
BE W rwim_jhmhhr
SO VENTL CROMA

Ok

RF-C L R E = 28
SO VENTE ©

.
-

PICO

SESUNDDT PI00

R TER T B TN Tl
M_ECUi_Or s

 ane ¥ oon

1
BUSE o

$ ' ALY i
B0

& Em o DigmeEps ow
Qs REC

i

TWTENG: EMm ¢

S INTENSD €M
INTENGD Ew 4

E.‘.-

- B

SRS PRI N

135
Ta v poEg,
POPT oD

INTEWED Em

TERCETI20 IR MALIS INTENSD EM
QUOSTD PTCO METS INTENED T
EWT OO A €7
NOME DR SUE-JLanwiTo: QoTIanIoTn
PESD M ECLLAR = 135

RE M [CROMLTOGROETS B DT s
SOLVENTE CROMAT. POST_ 571
Chsr mXE

EF-C L A E =

SOLVENTE "L O

PICO BASE EM

SEGLNDD BICD :
TERCETRY) PIC

WLEETO 200D

ENTRSO D& = pr B A =
NOME DR SUBRSTRNG TR LUFfavy ino T
PESD M} ECih Qe 3+ 15

BF EM ROIML T DSRC TR BV Rl g
SQVENTT C IMAT. PReES 5P
Ty OT

RF-C L A € 2 3.9

SOUVENTE [LOF Fo

STICO BASE EM o LS

SEGEUNDC SI0D mMOTE INTENGD Tv o
TERCEIR] PICO MAIS INTENSD £
QUERTD =TCO MOIE INTENSD Iw g

i}
B

3]




10 RPE SROBFRAMA DROGAEV /PSS

20 CLEar 10000

30 DT Bs(132)

40 DFEN YR 1, "EVDROGBE/HEQY , &4

SO FIELD #1,.2BRSE$(1) ,4A58% '2) , 4RSS (31 ,3A58% (&) ,3ASBS (5) ,6A5RS (o1 , ZASHE T
$E)  ZUTEE (D), ZOEME (100 , DRERE111 ), DEEEE 11D

60 BT=_0F¢(1)

70 FPRINT*QLTIMD REZISTRD SRQuDDD: *: BT

80 LPPTNT CHRS(27130HPs (14
20 LFRINT™ DODOZ DD DERDDNEED] DD “aLPREINT
100 INFITUNUMERD DR GQMOsS™RI BSO0F ANG_TSI “ ne

110 LFRINTY GMBSTRE N, YyNEILFRINT

120 L2RINT CHRES(ZSTIsDHRs (1S

130 INEUTY RE=PREEL “;PY: L PRINTTRE (15 ' RE-FOREL Y F)

140 INZUTHTR~CLAE “;TXL PRINTTAB(1S: “Tr-CLOT 417X

150C IWFUTYSOLVENTE CROMATOSRDDIR Em PREPEL LY Byg: LERINTTIREWIS 1 YSOLVENTE Ev T50MET0
BFAFTR EM PRPEL “:PXs

160 INPUTHSOLVENTE EM CLAE “jCXSsLPRINTTAR(1S:“SOLVENTE EM CLAE “3:CXs

170 INFUTHCOR DD SPOT EM PREEL YRS BRINTTRERGISIMCOR DD BSPO0T Em SRFEL: Y@
180 INPUTHPICO BRASE “3Z1:LFRINTTAB (1S)Y"PIDO - BAGE- +v3Z21

IC IWEUTYPREEGMENTD £ NO ESFICTRD DE MRESS Y Z2:  FRINTTRE(1S)“FROGVERTD W
ECTRO DT MASSR “3;Z2

200 INPUTYFRAGMINTO 3 NO ESPECTRO DE MASSA “"sM3:LPRINTTAR(15)"FRAGMINTD
ECTRD DF mRBSER v :M3

210 INFOTUYPRAGMENTO 4 NO ESPEC RO DE MASSA “:Ma: L PRINTTAB(1S5)"FRABMZNTD <« NO ES°
ECTRO DI MOQGEE v im4g

220 LPREINTILPRINT CHRS(27)3CHRE (24 RESPOSTA DO COMPUTADOR ™t L PRINT L PETNT
230 FOr I=1 TO ET

260 GET =1,1

250 Ti1=CVUSIBS(Z) 11 TEZ=CVS(BS (311 1Y1=CVI(BS (9 ) sY2=CVI(BS (10 ) 1¥E=CVI (RS (121 Var
CVI(Es{12))

26C IF ABS{(TI~-FXidé THEN Fi=1 ELSE Fi=.B

270 IF LES(TZ-TX:i<1 THENR F2=1 ELSF FZ=.%E

280 IF Pig=Bs(4) THEN F3=1 ELSE F3=.8

220 IF Tré=sH$ (5 THEN Fi=] ELSE F&=.£

300 IF Zi=Y1l DF Z2=Y1 THEN FS=1 ELSE FoS=.E

310 IF 2Z=Y2 DR ZZ=YZ ORF Z2=vV& THEW Té4=1 LLS8F Fa=.F

320 GI=T1#FZ*F3xTL4#FS54F4

@

1
(1]
'y

'

18]
1"
W

(411
(X1
i

NG

wl
"
Ul

330 IF 21>0 BND Bl1>.& THEN 350 ELBE 34¢
340 TIF Z1=0 AND B8I».5 THEN 350 ELSE 510

250 LPRINT CHR$(Z7):CHR$ (14
360 PRINTHRESULTADOS 3P LT 23F33F43F5:Fe
ZE70 LPRINTUENTRADEY .1 ,"* §i= “:G1:LFR]
3B0 LPRINT CHRE(Z7T):CHFS (15

390C LAPFINTNDME DE SURETEANTIR: “"iRg (1

400 _PRINT“PESDO MOLECULAR " ;CVI(HS{(T}!

410 LPRINTYRF EWM [CROMET DERSTIS Em POREL T Y CVE(RS (D))
420 LPRINT"SOLVENTE CROMET. PARPEL "“:Rs(4!

430 LFRINTHEOR: Y:BF(&

L40 LPEINTURF=C LU A E " ;CVSIBS(3))

L5850 LPRINTUYSDEVENTE LLAL *31B4 13

L6O LPRINTYPICO ®HASE EM = “;CVI(BS(9:)

470 LFRINTYSEBUNDD PICD MRIS INTENESD Em » YCVI(E2010))
4g0 | PRINTYTERCEIRD PICO MAIS INTENSO EM = “:CVI(BS111))
4Q0 LPRINTUQUARTD PICD mOT: INTENSD EM @ " D0l (RE 1233
S00 LPSTIN™

310 NEXT I

320 PRINTYPESQUISA CONCLUIDAY

530 CLOSE #1

S40 END

Fig. 1. Programa em BASIC para comparar a ident: Jade da
substanciez-problema com as entradas da biblio

teca c¢e @rugas.



I SRREAME DOl e

= e |
S DImrBEs izl
e CIETNYEY &3 "D 2ubs BT

S JSEN MRS, 85, nE
&0 FIELD %1 . 30088) = {28, BHSEAe  LRERSS, LOThAS  3RSETE,
70 TIELD %#2,28RA5RES (1) . LW.WS 2. .4R5H% (3) . 3A5He (&4, ,3ASE% (5 ,0d5H
(1 ,ZASES (S , 2RSES (I JRERS 01 1 CESRe 112

BO TLS

90 PRINTIU_TIMO REGIS TS0 BRAVADD ND QRQUTVI NOVE : "3 0F (D
100 BRINTULULTIMD FESISTSD SREVADD NO QPQ'IV‘ NMELHD Ma e P el
117 INPLUTONUMERD DO ARWUTND QUE DESCIA Adﬁp’” PongTs.

134 ;

137 NOs=EB1%: L a=nll)s

140 PRINT NIMT wiis

158G PT=YELR3ELI_SYT HI CoisMyS®: I RT

1) BUINT YRS PR v e T

170 T o=VAL (A%t 85T B S =SMSs e

181 ERINT*TR=LLED 4 TR

190 CRES=Ros _SET BT e =TREIPBINTUDOR Y iCRe

SO0 DREEMIDG(BES, 3, 600 L3ET B4 I=ERSIPRINTYE—FOET: Ve F
210 TNPUT B ENTE=D 2' LSET Bs(S'=ERS:PRINTHE UFNTE-ZLARE IOE
SRG INEUTCYPESD ™MIOLE HLSET BEA(T7i=Mu R (EMIIRRINT Y RESD

D230 INPUTHYENTRE COm ~q*u:=xxx;;.c FUSAO X2 XFy Bu P 2=

B$ (2I=CP$: ==3~1"“m=-1hﬂrr FISICE “2CP8

Za0 INPUTPICO BAS B (9 =Mille (MLt SRINTHRICT BASI “i0UI R o
50 INPUTYRROGNENTE DE m Crwzel SETHE (102=Wel g M2

Za0 TNPUTHRRASMENTO & DE L TeE THI

S70 INPUTHFROEMERTI & of
FPRASMENTOS “sCVIMRS (10033 CUT(B% (1150 ,00 ]
B0 PUT £2,1
300 INPUTYDESIIA NOVa SROVACAD (57N YRz
210 IF Re=1EC THEN 11¢ ELEE 33L

320 PRINTIPEINT'TAQREFPS CONCLUIDE™

=32 CLOSE %1

Sair CLOSE #T

50 END

= il i R L R

Fig. 2. Programa em BASIC para incorporar entradas na

biolioteca de drogas.



1w PROESEME DednaT S LD
S0 DLEARR 100008
30 DIM RS (1T

40 TFEN YRU el VEVDROEL  HRQY , &4

S0 FIELD #1,C2ASEs (1) ,4A5RS (Z),4058% (3 , 3ASKS 14 ,3ASHS (3 ,6R58% (6° . 2ATHE

€87, SHSHE(T) , DABHE(10) ,ZRASEE (111 , 20508 (12

&0 PRINT"ULTIM] REGISTRO BRAVADO: “sLOF (1)

70 LPFRINT CHRE(Z7 I DHM S (14D

BO L_=2INTY INTRADAS DR BIBLIOTECA DI DROGASY:LPRINT
0 LERINTIL&RINT

100 INPUTHENTRADO INICIQLY3E"

110 INPUTUENTRIDE FINOLY:TY

12 VIR I=EL 7O Fu

130 =2ET #31.1

1a LPRINT CHRS (27 . sDHFT (1 &

150 LFRINTHYERTRADE: “ ) LPRINT

160 LPRINT CHRE1Z271:04R% 115

170 LERINTYNOVME DE SUESTRNDIR: “RE01

180 LPRINTHSESD MOLECUL_AM ¥ 3CVI(BE{T7}

180 LERINTYRF IM CROMQTOGEROFIE EM PRPEL: “:OWES(RE1Z2) )
200 PRINTUSOLVENTE CROMAT. FAPEL “1B%14)

30 LPRINTYDOR: MsRe44)

220 LPRINTYRF-C T R & s'qTVS(BRSI(ZT ™ .

250 LPRINTSOLVENTE DLRE “:B$(S

Cay _PRINTYFICO BARASE EM = “3;CVI(BS(9))

S5 CPRINTUSEGUNDD PI0D MEIS INTENSD Em ¢ “:DVT(BS(103)
S&6ir LERINTYTERCETRO FICD MAIS INTENSD EM ¢ “sCVI(RS(11):
U0 LERINTUQUARTD PIDD ™MRIS INTENGD Em @ “:TWT(BEI1Z)
280 L PRINT

Zo0 NEXT I

30N SRINTHLTTITURA CONCSLYIDOY

=10 CLOSE 21

320 TND

Fig. 3. Programa em BASIC para ler entradas

na biblicteca de drogas.

existentes



5. DERIVATIZACAC

Nog Gltimos 2{ anos, © inTtensc 1NTeresse £ a
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de no desenvolvimento de métodos, tem resultado

i
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cao de muitas técnicas de derivatizagac. L proposta
capitulo € apresentar as técnicas de .erivatizacao mais lar-
gamente usadas, especialmente as utilizadas para COMpOStOos

aminados.

A formagao de derivados guimicos € ume pratica mui
to comum em cromatografia gas-ligquido (CGL), cromatografisa
liguida de alta eficiencia (CLAE), cromatografia em camada
delgada (CCD)}, cromatografia gas-liquido acoplada a espectro

metria de massa (CGL-EM), espectrometria na regiac do ultra-

violeta (UV e fluorescénc: :. den: re outras
O uso da derivatizacac em cromatocrafia atende a
pelo menos trés grandes razOes: 1) permitir a : romatocra -

fia, 2) melhorar a separacac e 3} aumentar a detectabilida

As t. cnicas de derivatizacac mais freguenterente
usadas saoc: acilacd3o, sililagao, esterificacac, alguilacac
com fluoresceéncia, com clore'o de NBD(7-clorc-4-nitrobenzo -
2-oxa-1l,3-diazol), com cloreto de dansila. A tabela V{ p.78)
resume os métodos de derivatizacac aplicaveis usados para

diversos grupos funcionais. y

Do ponto de vista estritamente cromatografico, po-

.

de-se considerar dois tipos diferentes de derivatizagac

73
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cromatografica ser executada

derivatizacao pos-coluna, gue consiste em uma reag&o depois da

separacao, com fluxo continuc, de tal modc gue © reagente € mis

turado ac fluxo do eluent6228_236.

Breve comentdrio envolvendo a derivatizacao de com

237-238

postos aminados , © apresentado & segulr NOS aspectos

Q
for
M

mais interessam aos objetivos do presente trabalhoc.

A separacao e determinagac de aminas primarias € s

L

cundarias por cromatografiza liguida de alta eficiéencia (CLAE,,
usando diferentes derivades e can deteccoes fluorescente € guimio
luminescente, tem sidc obieto de numerosas investigacoes nos

235-246 - % ~
anos recente . Foi demonstrados recentemente gue a detecgac
eletroguimica (DE) &€ extremamente favoravel pare a andlise de com
postos eletroativos em fluidos bioldgicos devidc a sensibilida-

247-248

de e seletividade destes compostos para o processc. Rea

gentes de derivatizacdo de . poderosa utilidade para CLAE-DE tamban tem

" ; 24% : - ’ N

sido examinados . Contudo, sO existe um trabalho sobre CLAE
de aminas terciirias usando uma solucao de anidrido acético e
— o ; 250 . . -
acido citrice comc reagente de cor . Aminas terciarias nao
produzem derivados ectaveis guando suleitas & reacoe:z COm cle

retos de Acidos e procedimentos de derivatizacac covalente sac
5ili

de pouco usc para tals compostos .

Aminas alifiticas € aromiaticas tém também sido separa
das por CLAE usandao como reagente derivatizante isocianato de

. : = . - 252 :
fenila, em sistema de fase-reversa com deteccac UV .

Um possivel reagente para aminas & O reagenmie recomendadc. para

e v ¥ . = 25.:‘
compostos hidroxilicos: ¢ .oreto de 3,5-dinitrobenzoila (INBC) 5

\
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2 reacao de benzollagao uesando cloreto de benzoile € piridiné pz

ra formar um derivado gue absorva nc ultravioleta g€ descrita com
respeito a sua utilidade para melhorar o limite de deteccao e

CLAE (254 nm) de hidroxilas que nao absorvem em UV como as hidre

= = . i as 254 ~ - . -
xilas de esterboides, poOr exemplo . b separacac 4e aiguns carbo
2

g
=
=
pe

w

idratos perbenzoilados pOY CLAE & igualmente descrita . Acido

o i ' - . - . 25
hiplrico fol preparado Vvia reacao de Schotten-bBauman: -

L& 2

As separacoes, em fase reversa, de derivados de aminas

21ifaticas, diaminas e poliaminas com cloreto de benzoila sao

. 257260 , } ~ = - T -
lataaas d . 2 investigacao de n-alguilbenzamidas DOT CLAE em

. o 4 261,262 = .
fase reversa foi também estudada ? . Bk conversao de uma aml

na a uma sulfonamida & usada para propiciar a deteccac na regiac

=

-

do nltravioleta . I sevaracao € guantificacao de aminas poli

funcionais por CLAL comc Se€us derivados Wm-toluil foram tambem

. 263 § 3 ) :
objeto de estudo . No entanto, nenhum dos procedimentos descri

+os nestes trabalhos € seletivo para orupos amino S€ Grupos al

coblicos estao presentes na molécula.

Este ¢bpjetivo, no presente trabalho foi alcangadc com
uma modificacdc da weagao de Schotten—Baumann, onde hidroxido de

sddio na reagao original foi substituido por bicarbonato de sC

dio na reacac modificaaqa conforme mostrado na Fig. 4.

Quando se trabalha com misturas complexas contendo mais
de um grupo funcional derivatizavel, reagoes seletivas, COmO =

acima, contribuem para simplificar O processc € obter maior se

guranca nas identificacoes.
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o ¢] ,
RNH - + @_‘</ Sol. Saturada }X /<_j>
! de NaHCO, / \__/

RNH

(o

X = y -
ME  + 4% Sal. Saturada N

/ : 5

/ / \ Ge NaHOO, . . \ /

R C1

Figura 4. Reacoes cerais de aminas primdrias e secundarias

com clioreto de benzoilaz.

A maior aplicacao da reacac modificada referida, <Te

side no fato gue grupos alcodlicos presentes na molécula nac
interferem na reacac e a benzoilacac de 'grupos aminoc OCOrre se

278

letivamente . Sua aplicacgao mna andlise "anti-doping" reside

na deteccac por CLAE de anfetaminas e compostos relacionados.

B derivatizacao de anfetaminas se tornea necessaria
no gue diz respeito a CLAE, porgue estas substancias, apesar
de poderem ser detectadas no UV a 254 nm, apresentam baixos
coeficientes de extincao molar {g), fato gque nao confere segu

ranca na identificacao destes compostos pela técnica referida.

Em analises destinadas a detectar anfetaminas ape

264 ; - - S N

nas por CGL-EM , sem a interferencia de CLAE, a derivatizacao
com CS, € acetona ocferece bons resultados como se pode apre

ciar pela analise dos fragmentos mostrados nas figuras 20 e 21
(p-124) e principais fragmentos dos derivados obtidos mostra

dos nos quadros 1 e 2 (p. 125 e 126).



O produtoc da derivatizacac des anfetamina corm CE. nas
condicoes especificadas na Fig. 21, p.124, fornece um 10D mole
cular intensc, fato que contribui para facilitar a identificacac

dests substancia por CGL-EM.
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6. RESULTEDOS E DISCUSSAQO

€.1. PADRONIZACAC EM .CP

Com o objetivo de obter uma informagaoc previa sobre
o tipo de droga em analise a Tabela VI (p. 94) mostra para trin
ta e seis farmacos testados os valores de hR! em cromatografia
em papel, a cor Ao spot guando submetidc a luz UV a 254nm além
do comportamento das mesmas substancias guandc submetidas & re
velacoes com acentes cromogénicos. Na tabela em aprego, © hRE
das substancias em CP encontra-se miltiplicado por 100. 2 justifi
cetiva para esse procedimentoc encontra-se relacionada a organi
zacao da biblioteca de padroes, uma vez gue, O emprego de valc
res numericos inteireos resulta numa €nOrme economia Ge €sSpage

de memCcria no computadior.

Das 36 substancias referidas apenas 4 delas - Aceta
ninofen, acetamida acido hiplricc e fenacetina - nac apresenta
ram resultados concludentes para a sua utilizacao com informe
cac Gitil para o procedimentc de triagem na classificacao da dro
ga. Nestes casos houve necessidade de se proceder a triagem U

sando ZLAE e CGL-EM.

No gue concerne & identificacac preliminar de barbi
tGricos na mistura sob analise existe um nimero bastante 1limi
tado de reveladores para esta classe de substancias depresso

ras do sistema nervoso central, com coloragées nem sempre es

pecificas ‘e dr dificil julgamentzo.

\ 79



Por este motivo, realizamos varias tentativas no  ser
tido de obter um revelador mais =specificc e gue oferecesse g
sultados mais confiZveis paraz um processc de triagem. Este ob
jetivo foi conseguido num teste simples gue desenvolvemos € gue
consiste em borrifar o cromatograma previamente COm nitrato mer
caroso a 2% em etanol e submeté-lo as condigOes descritas nz
parte experimental, p. 151. Os barbituricos € substancias seme

lhantes fornecem uma mancha branca em fundo marron talvez devido &

formacaoc de sal de ambnio as custas da forma enblica das am
266 . - R .

das correspondentes . E verdade gue a uréia constiruinte maior

da urina - fornece resultado para ¢ teste - o gual nac inter

fere no juigamento porgue a urina depois de submetidaac proces
so de extracao liguido-liguido descrito na parte experimenta.

(p.147 ) fica totalmente isenta ce ureia.

Um suporte parz se admitir gue a reacao Ocorre via
sal de amdnic da forma endlica da amida € o fato da hidantoine
gue possui uma porcac da molecula - NE-CO-NE - oferecer teste
positivo e a cafeina gue possui uma — PoOrgaoc da moiécula

- N-CHE, (CO)R-CE., - apresentar teste negativc.

O teste em apreco se aplica a cromatografia de parti
cdo em papel mas nac se aplica a cromatoplacas de silica-gel,
talvez porgue a possivel formacac do sal de amdnic gue estamos
propondo ainda sem provas, 2ja dificultada pele processo dead

sorcac do material na placa.

6.2. PADRONIZACAO EM CLAE

0 ubjetivo maic do presente trabalho, foi o =, como

= r

i5 se acentuot antes, organizar uma bibliot=zca ade padroes usa

I
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Tabela VI

1

Os solventes utilizados variaram desde acetonitrila

o]
rt
m

solventes tamponados. 2 inspecac deos farmacos apresentados n

(1]

belz mostra o poder analiticc 4

4l

CLAE na identificacac de  subs

- fis

tidncias com caracteristica

n

]_I.

cas e guimicas bastante diver

L

sas, comc normalmente ocorre nas misturas complexas.

Este poder analitico € mais importante aindz na anali
s€ de drogas e farmacos face & presenca na mistura de componentes

nac voliteis como bor exemplo o dipiridamol ouv ainda devido

m

‘Presenca de substancias gue nac sao capazes de suportar as te.pe
raturas por vezes e evadas empregadas em CGL.
Os cromztogramas (Figs. 5, €, 7, 8, 2, 10 e 11; Qe al

gumas drogas anal. sadas por CLAE, iscoladamente ou em mistura, i’us

=

tram o poder de resolucac Ga cromatografia Iiguida de alts efi

ciénciz guando aplicada a esta classe de substinciac.

€.3. BENZOILACAO SELITIVA DE AMTHAS

A reagac de dlcoois alifiticos com cloreto de benzoila
na presenca de bicarbonato de sd6dic, nas mesmas condicoes experi

mentais, € mais lent: 4o c e a reag&o com aminas correspondentes.

T

Para ilustrar, com um £ 2mplo, basta comparar © espectro



IV dos produtos das seguintes reagoes de benzoilacao:

a) isobutilamina
b) alcool isobutilicc

c) alcool isobutilico (1 mol) + isobutilamina (1 mol).

Os espectros IV de (a) e (c) mostraram uma s& absor

b |

géo de carbonila a 1625 cm ~ (amida), enguanto gue O espectro

R =1
IV de (b) mostrou tr&s (3) absorcbes de carbonila a 1690 cm ~
(2cido livre) 1710 cm_l (éster) e 1775 cm-l'(cloreto de aci

do) . Quando os grupos aminicos e hidroxilicos coexistem na mes
ma molécula & facil de entender gue & benzoilacac de grupos ami
nicos & ainda mais seletiva, como se il _.stra pela reacao de eta
nolamina com cloretc de benzoila em ume. solugac saturada de bicarbo

nato de sddioc.

O produto da reacac mostrou sSC um pico em CLAE (cf.
Fig.1l2). A andlise por CGL-EM da substancia correspondente ac

pico em CLAE (cf. Fig.1l3) mostrou ser C_B_ CONHCE,CE.OE.
o .

Embora a reacao possa se completar em 4 horas a tem
peratura ambiente, o tempo de reacac usado foi de 4-1€ horas pa

ra assegurar a derivatizagéo complets.

Os compostos derivatizados em estado séco ou em solu
cao metandlica sao estdveis durante muitos dias mesmo se esTto
cados a temperatura ambiente. E preferivel no entantc gue as
amostras sejam preparadas antes da corrida cromatografica, para

maior seguranca.

N-alguil e 1,N-dialguilbenzamidas mostram uma forte

absorcao no UV a 230 nm e.o coeficiente molar correspondente

m

230 nm & ca. 10.000 1/mol. cm © gue permite detecgac abaixo do
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nivel de 5 ng. Usando-se monitor UV a 230-260 nm obtem-se detec

cao dos derivados abaixo do nivel de 5-10 ng.

E possivel atribuir ao método as seguintes vantagens

e desvantagens:

Vantagens

(1) os alcoois sac guase nac reativos com cloreto de benzoila
nas condicoes descritas.

(2) os derivados nao sac sensiveis a variacOes de pE e assin

nac necessitam da supressao de eluente.

(3) os derivados sac igualmente estaveis em solucao por dias.

(4) aminas volateis podem ser "presas" como COMPOStOsS menos
lateis.
.5) ¢= padroes benzoilados sac faceis de preparar.

(6) © método permite trabalhar em meioc &acido.

vC

(7) o métodec € sensivel para cuantidades de nanomol & & reprodu

tivel.
{8) cloretc de benzoila € facilmente manuseadc.
(9) nac & necessiaric tratamentc termico.

(10) a reagaoc & completz a temperatura ambiente.

(11, os derivados sao suficientemente voldteis para. serem anali

sados por CGL-EM, exceto guandc muitos grupos hidroxilicos

estac presentes na moleculz, por exemplic R-benzoil~-2-de

soxiaminoglucose.

Desvantagens

(1) benzoato de sddio &€ formado durante & reacac e necessitandc

ser extraide antes da corrida cromatografica.

(2) o tempo da reagao €& maior do que osciiezios iiteratura,

pecialmente se grupos hidroxilicos esFéc envolv.dos.
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(3) o métodc por razoes Obvias nac se aplica a aminas terciarias.

R CLAE em fase reversa usando como solvente metanocl &

guoso e detecgao UV sensitiva pode ser uma técnica Gtil para c

| o

racterizacao de aminas derivatizadas. Na Fig. 14 se ilustra a

]
Im

paracao de uma mistura de N-alguil e N,N-dialguilbenzamidas com

deteccao UV a 254 nm.

O método & usado para fazer dosagens de aminas em amos
tras que contenham aminas primarias ou secundirias. Como exemplo,
fci feita a dosagem de piperidina em extrato etandolicc de Pdiper
nigrwr L. (pimenta do reino comercial). A piperidina foi deriva
tizada de acordo com o item 8.12.2., p. 154, e o produto foiiden
tificado erconfirmaio por CLAE e CGL-EM. 2 piperidina assim deri
vatizada foi utilizada como padrao para identificar e guantif:i
car o teor desta amina na pimenta dc reino. No gue concerne 2
CLAE, a identificacac da piveridinz foi feita através da compa
ragac dos tempos de retencao dos picos do .cromatograma (Fig.16, pl21
com © tempo de retencac do padrao-conhecido (Fig.15, p.120 ). 2 confirmacic
da presenca Ge piperidina em piments @ reino comercial fo rezlizada atraves
dz coinjecac da amostra em estudo com o padrao (cf. Fig.17, p. 122). Uk aumen
to na intensidade do pico foi observado. Cromatografiz gas-liguido acoplada &
espectrometria de massa foi tambéem utilizads na total identifica
cao da piperidina do extrato etandlico 4 pimenta do reino comer

cial em forma de N-benzoil-piperidina (cf. Fig.18, p.122 e Figl9,

Nc gue diz respeito & guantificacac do teor de piperi
dina em pimenta do reino comerc.al, o método usado foi o da medi
da da altura do :.co da amostra (ci. Fig.l€, £.121) com a altura

do pico do padrac (N-benzoil-piperidina) .of. Fig.1l5, p.120;. De
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acorde com & guantidade inietads Ac padrac (ci. Fa

0

m
ct
Q
th

(o)

guantidade injetada da amostrz em € . Fig. 6) e atraves

~
e

L)

das medidas das alturas dos picOs &l anilise pode-se calcular
o teor de piperidina na pimenta do reinoc. Utilizandc assim O
meétodo acima descrito, conclui-se gue C teor de piperidines éen

12,25

(8]

de pimenta do reinc comercial &€ de 2,714 mg. ISTC ser

viu para testar & utiliéade do metodc.

6.4 Padronizacdc em cromatografia gas-liguido acoplada & es

pectrometria de massa {CGL-EM) .

A CGL-TEM & uma das técnicas mais Gteis na identifice

- . - [ e o 264 N
cao da anfetamina em l1igquidos biologicos , desde gue, para
fins cromatografices e espectrométricos, sela feita uma deriva
tizacao da anfetamina com Cs, ou acetona. Observando as Fig.2C
e Fig.2l, {(p. 124) correspondentes aos derivados da an etamine
com acetona & CS,, pode-se concluir gue a CGL-EM € ume técnica

snalitica muitc vantajosa parz rescli  €r © problema da igentil

h

cacac Ga anfetamina € COMDOSTOS anfetaminicos.

Comc se pode observar, na derivatizacac da anfetamina
com CS, (cf. fragmentacdo, Quadro 2, p.126) & possivel  obser
var o peso molecular desta. No caso da derivatizagac da anfeta
mira com acetora, o derivado obtido nac apresenta estabilidade
suficiente para a deteccao do seu peso molecular em espectrome

tria de massa (cf. fragmentagaoc, Quadro 1, p.125).

Portanto esta técnica de¢ derivatizagao apresenta  um
interesse significativo no gue diz respeito a farmacologia e

toricologia £ ren ica.



Tende em vista & i1mportancia da cromatografiz gas-11

guido acoplada a espectrometria de massa na identificacgao de

compostos organicos em geral, e o suporte gue esta técnica pode

48

dar ac analista para facilitar a dificil tarefa de analisar

presenca de drogas ou farmacos em misturas, apresentamos na T

14l

bela VIII uma relacac dos farmacos encontrados com maicr freguen
cia em nossoc comércioc, com informacoes extraidas dos espectros

de massa obtidos das substancias referidas.

Na relacac, além do Ion molecular, sao apresentados os
fragmentos considerados como de utilidade diagndOstica no proces

so de identificacac.

As informagaes relativas as substancias, assinaladas

com um'asterisco (*) foram obtidas a partir de dados .extraidos

67 .

’ 2 _ _ ) . _ o
da literatura . Os dados das demais substancias foram obtidos

em experimentos CGL-EM, em nossc laboratorioc.

Para algumas substancias citadas na tabela VIII nac
foi possivel obter dados da literatura ou seus respectivos es
pectros de massa nas condicoes de trabalho em nosso laboratdric.

6.5. Acido hipl@rico a partir de glicina268

Sendo o acidc hipuricc um constituinte normalmente pre
sente na urina humana como um metabdlitc de componentes dietéti
COS, Seu usc como padréo em analise de urinas, independente do
método utilizado, parece-nos indispensavel. Por esta razao pen
sou-se em vista da dificuldade de encontira-lo disporn.vel nc co

mércio - ja gue se trata de um produto importadc - em obtée-lo

em escala de laboratorio, dada a simplicidade de sua obbterzao



O acido hipurico € desde 1943 sintetizado por process:

descritc em Organic Synthesis236 com rendimento de 64-68% envol

vendo as seguintes etapas:

NE, NaOH

. C H.COC
C : 3= - e
ClCszOEH 3 . HZNCH2CCZH 3 HZNCHECOst 6 }
2. Bel
ehS“ONHCHzcozﬂ'

2 simples Substituicac, do hidrdxide de sddio por  uma
solucac saturada de bicarbonato de sddio respondeu por um au
mento substancial do rendimento da reacao gue passou de 64 - 68%

para 85 - 90%.

De acordo com a modificacao proposta atima para a rea

= 268 N — . S e E s NN
¢ac Schotten-Baumann a seguéncia de obtencac do acide hipur

co passou a ter as seguintes etapas:

NaHCo ] :le 0 8l
ELNCH,COE L HNE N 0650 HCONHCH,CO,H
= 7 ) = “ 7 b } &
sol. saturad 2. HC1

C acido hipurico foi caracterizado e confirmadc atraves

- ~ ~ ey 268
de: ponto de fusao 187%¢ .

p)
L—.
=
(i

187-188°¢) , espectros UV (Fig.

22, pd27 ), espectro IV (Fig.2:, p.128 ), espectros @e ressonanci: mAgnetics

nuclear de proton (RMTH) (Fic.2Z e Fig.25, ».128 € ©.129

), espectro de mas
sa (M) (Fig.26,p.12% ) e tempo de retencac em cromatografia liguida de

alta eficiénciaz (CLAE) (Fig. 27, p.130)

6.6 Identificagso de drogas em farmacos. Pesguisa numa bibliote

ca de padroes.
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Propoe-s€ um esguenz pars identificacac de arogas oL
de farmacos em preparacoes fisiclbgicas. & identificagac & feice
comparando-se o material sob analise com uma base de dados argul

vada emdisco flexivel.

0 algoritmo de comparagac foi desenvolvido para ser IcC
dade em microcomputador da linha TRE-80 (CP-500 da Prologica). &
linguagem de programacac € o dialetc universal do BASIC, de soIr

te gue a sua adaptacac para outros microcomputadores nacionais

nac representa problema.

Com esta finalidade, foi implementada, & titulc exper.
mental, uma biblioteca gue contém no momento 108 entradas guecor

respondem a 36 drogas diferentes.

Todos os padroes foram isolados no laboratério a partir
de firmacos comercializados no pais. As separacoes foram feitas por
cr-matografia em terra-silicea, cromatografiz em papel e cromato

grafia uida de alta eficiéencisz.

F:"
[
o]

As caracterizacoes foram feitas por comparagac Ge par:

m
Cad

metros na cromatografias referidas, pela andlise de fragmenta

cac obtida nc espectrometro de massa € pela comparacac visual dos

L2867 ,270
(=1

0

spectros de massa CON padroes da literatur . Cada padrac
argquivado come entrada na biblioteca contem as seguintes informe

coes:
a) nome vulgar da droga.
b) peso molecular.
c) ponto de fusdo (sdlidos); ponto de ebuligao ou indl
ce Kovats (liguidos).
d) Rf'sS da cromatografiz em papel em um sistema especi

fico de solventes.
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e) tempos de retengac erm cromatografia liguida de alte
eficiéncia (CLAE) em um sistema especifico ds scl

ventes.

f) pico base e 3 outros fragmentos (m/z} mais intensos

do espectrc de massa.

O algoritmo usado para comparar os dados da subst&nc1a‘
problema - dagui para diante denominada desconhecido como =
usual em licuagem de computador - e selecionar.as entradas gue
mais se aproximam dele foi desenvolvide tendo em vista gue al
guns parametros a serem medidos estao sujeitos a Variagaesds‘o;
dem experimental. Estas variacoes foram estimadas dentro de limites

considerados razoaveis para elas.

Os dados do desconhecido a serem comparadecs com OS COI
respondentes de cada entrada arguivada envolvem os seguintes pa

rametros:

3) F: = eluente dacorrié: cromatogrzfica em paoel.
4} F¢ = eluente usado em CLAE.
5) F5 = cor Ga mancha Ga corrida c-omatogrzfica em p

|‘._.l

pel sob a acao de luz ultravioleta (254nm).

6) F6 = presenca, no espectroc o e 3 dentre os

Qr

M

m

fu

E5a4,

4 picos mais intensos arguivados parz cada pz

C crau de identidade (GI) entre o desconhecide e uma

dada erntrada da biblioteca & definido por:

I =FI XF2XF3XFLXPF: X Fe.



O fator 0,8 foi arbitradc pare indicar auseéncia de COil
cidéncia entre uma propriedade medida no desconhecido € & mesme
propriedade mediaa em uma entrada da biblioteca. A escolhe Qeste Ve
lor tem razac de SSY PONMUE num COnjunts onde sac Com aradas € pre

priedades, a coincidéncia de apenas 3 delas indica 50% de acertc.

o

Con efeito, (0,8)° = 0,51Z

O programa considera para listar oOs candidatos da'biblic
teca gue guardam um certo grau de semelhanca com o desconhecido,

apenas Oos valores acima de 0,50.

aplicacoes do programa em andlise toxicologicas sao di

Itn

cutidas no item 6.7 destinadc a identificacao de farmacos em &

it

gumas amostras de urina selecionadas para estudoc.

Os programas desenvelvidos para complementar a bibliote

ca e realizar as comparagoes sac apresentados nas Fig.l, p.70 &

6.7 Identificagaoc de alguns farmacos estudados nas amostras de

grinas selecionadas para c¢ trabzalho.

% padronizagac de ccadigoes analiticas em cromatogzafia

de particao em papel (CP) ,cromatografia 1iguida de alta eficiencia(CLAE

e cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometriz de massa
{CGL-EM) , permitiu a identificacao de farmacos em amostras = de

urina provenientes de individuos intoxicados por medicamentos.

Cumpre assinalar gque perfis cromatograficos de amostras

de urina de idividuos nao medicados (branco) foram sempre com
parados COm Os perfis cromatograficos das amostras de urina dOS
individuos med:icados. Dentre os resulte 28 posSitivos, T.@s sac
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apresentados a seguir:

Paciente 1. Suspeita de intoxicacao por fenobarbital. A amostra

analisada foi obtida de acordoc com o fluxograma (Fig.36,p.156)

(o8]

1

. =Y
a pao

ol

O residuo obtidoc foi submetide a cromatografia de par

tigéc em papel (cf. parte experimental, item &.8., p.150)

2 mancha de coloracao branca (hRf = 44) do cromatogra

ma obtidc, possivelmente corresponde ac fenobarbital.
Através da cromatografia liguida de alta eficiéncia
{(CLAE) foi observado um pico cujo tempc de reten;éo 7, min.cor

responde ac fenobarbital (cf. condicoes cromatograficas e croma

tograma, Fig. 31, p.134). A Pig. 32, (p.135 ) corresponde ac
perfil cromatografico de amostras de urinas consideradas nomais

-y
§

(individuc nao medicado, nac fumante. nao consumidor de cafe).

ita atraveés da cromatografia gas-liguidc acoplada

t-h
M
[
m
M
m
J
G
ol
H
(@]

metria de massa. Os fragmentos 204 (100%), 117 (59%), 115(30%},
77 {25%), 103 (21%) e M. 232 sao referentes & fragmentacac @o
fenobarbita..

A resposta dada pelo programa pelc processamento os

f.—J
D

dados entrados Dara o paciente mostrada na Fig. 28, p.1l31

Paciente 2. Suspeitz de intoricacac por lorazepan. & amostra foi

obtida de acordc com o fluxograma (Fig. 36, p. 156 ) = pH 10,0.

O residuc obtidec foi submetido

o
0
H
Q
=
f
rt
0]
0
H
m
Hh
l..'
m
Qu
()]

particac em papz=l (cf. parte experimental, item 8.8., p. 150}

2 r ncha de coloracac amarelia (hRf = 92} dc cromatc

grama obtido, possivelmente corresponde ac lorazepan.
\



Através da CLAF fci cbssrvado um pico culco tempc

0
m
Lo

I

tencao 14,1 min. corresponde @0 lorazepan (cf. condicoes

(1]
5]
(6]
=
I

tograficas e cromatograma, Fig. 33, p.l36). & Fig. 34, p.l1l37

corresponde ao perfil cromatografico de amostras de urinas consi

deradas normais.

A confirmacac da presenca de lorazepan na urina foi

feita através Ga cromatografi

1]
{{8}
fus
]
fn

e-1iguidc acoplada & espectro
metria de massa. Os fragmentos 75 (100%), 111 (56%). 138 (46%),

239 (45%), 274 (23%) e M 32

}..,I

sac referentes & fragmentacac dc

lorazepan.

As respostas dadas pelo computador pelc processamentc

dos dados entrados para o paciente 2 sac apresentadas na Fig.2¢

Paciente 3. Suspeita de intoxicacac por propifenazona (tonopan).

2 amostra a ser submetida 3s arn2lises cromatograficas feoi o) ot o
&a de acordo com o fluxograme (Fig. 36, p.l156 g pE A16.0U.

O residuo assim obtidc foi submetido & cromatografia
de particac en papel (cf. parte experimental, item &.8., £.150).

-

Z mancnz Ge coloracac amarela (hRf = 95} &o cromatogra

m& obtidc, possivelmente corresponde a propifenazone.

Atrzvés da CLAE foi chservado um pico culic tempc de re
tencao 14,25 min. corresponde a propifenazone (cf.condicoes cCrc
matograficas e cromatograma, Fig. 35, p.138B ). A Fig. 34,p.137

corresponde ac perfil cromatogrifico de amostra

m
Q 1
M
e}
=
H'
-
Y
m
Q
0
i

deradas normais.

As respostas dacdacs pelo computador pelo process-mento

w

i =
e 8=

decs dados entrados parz ¢ .aciente 3 sac mostradas na Tig. 30,

|



[+
3

-

As analises foran realizada

m

. com obietivo gualitativce

e n3oc houve preocupacac com os metab&litos, visto que nas ifnite

xicacdOes agudas, de maneira geral, guantidades

< .
etectavels aocL

farmacos "in natura" sac eliminadas atravées da urin

m

aplicacac de técnicas diferentes ae cromatografia, p2

m

nl

+

raa obtencdo de paramectros de identificacao, justifica-se  p

similaridade estrutural de muitos dos f&rmacos psicoativos € P

|

lz importanciz do resultade da analise toxiceldgica como deter
minante de conduta médica ou legal. & integracac computaqorizas

dz gdesses dado

n

e & sua comparacac automatica com dados arguiva
dos de umz biblioteca Ge padroes autenticados, alem de aumentar
s confiabilidade dos resultados encontrados contribui para d&iri

mir dGvidas de natureza subijetiva gue bporventura possam  Surgirc

no decursc de anali=e.



Tabela VI. Valores de hRf, em cromatografia de partigao em papel, e comportamento das subs

tAnmias frente As revelagoes com agentes cromngenicos.

Substancias hnf uv Agentes cromogénicos
@5 vy ;;ativo de - Mitrato nercunoséﬁwgw*—Vérde de g;;;;
Mragendor ££ (A) vapor de NH3(B) cresol (C)

Acetaminofen - N7 - - -
Acetanilidan - RX7N -+ - -
Ro.acetilagalicd lico 24 - LR - =
Ac. hiplrico “ — - - -
Ac. nicotinico 71 MI AM1, - -
Alobarbital 75 A7V - BR -
Aminofenazona 70 RA REM - -
Amitriptilina 79 RPA AM - -
Anfetamina 86 12h —~ - AT
Rromnazepan 86 RS I.R r -
Rutalbital 86 RR' - BR -
Cafeina 717 RX RS - -
Clo¥diazepoxido 82 RX AM - -
Clorimipramina 83 BR AM g -
Diazepan 9] N AM - -
Dipiridamol a4 VRO AM - -
Py inAa = RXA = - -

Fencanfamina 83 AZC LR -



Suhstanciag

Fenilpropannlamina

Fenitoina

“Fenaoharbital

Flufenazina
Flurazepan
Tmipramina
Levomepromazina
Iorazepan
Mazindol
Medazepan
Nafazolina*
Nicotina
Nitrazepan
Papaverina
Propifenarzona
Propoxifeno
Sulpiride

T ithexafenidil

* A Nafazolina também revelou com verde de

de hRf =

Adsorvente: papel Whatman

Ascendente
de solvenkte

MékEadne
Siatema

(A)
(1)

(X )

66, UV-RX e revelou azul.

m
3
- Butanol 98%/&c,

- Cloroformto
Bt apa b N i

pBromocresol

formico/agua

mi oo Agua

no sistema de solvente

hRf uv Agentes cromogénicos
(254 M) e e i it e e e s L

Reativo de Nitrato mercuaroso Verde de Bromo-
Lragendor £ (A) vapor de NH3(B) cresol (C) '

5; o - = — h,,w_zgamu_,,

9] BRR -

14 NZV s RR -

R0 AMP T.R - -

i s AM AM = -

al nn AM - -

21 A LR - -

9? RR LR = "

20 RXC AMI, - -

29 AMP LR = =

71 RXC LR - A%

39 AP RS =

88 MR LR - .

T2 BRA AM »= #

95 RXC AM = -

84 RXC AMI, = =

10 RX LR = -

88 =M

(C), cujo valm

(12/1/7)
ignpropanol /amonia 25% (45/45/10)
(20/1/2) -
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CODIGO DAS CORES USEADO N2 TABELAE VI

aZ - Azul

AM - Amareloc

RX2 - Roxo azuladc

1R - Larania

AZV - Azul violaceo
BRA - Branco amareladc
RS - RoOsec

R¥X - ROXC

BR - Brance

VRO - Verde opalescente

AZC - Azul clarc



Tabela VII. Valores dos 1empos ge I

M

tencac em CLAE, bem cOm

eluentes e fluxos referentes as supstancias ane-
lisadas
Farmacoe Eluente (s) Fiuxc Tempo de  retencac

{r} /mirn)

sretominoien i

=
Al
o O
Ll L]
=i (2]
a0
] It
0 e
o o
BB
E

ES 1;C TR, = 3,9 min

E1C 2,6 TRlC = 5,1 min

Bl s TR., = &§,7 min
11

Acetanilidza B

q
Lo T o
-:" (o2}
~

Il

o

E

firido acetilsalicilice

t
&S
[an]
1
i
s
m
B
s

B .6 TR(E‘ = B,55 min
EE 0.¢ Tr = 10,65 min
(8!
E1S R TR 45, = 5,70 mr
Acido hiplrico El 0.6 TE,.. = 3,15 mn
¥ 1,C “5,2\= 2,25 mn
EZ g TR{” = 2,25 mEn
3)
E4 154 Tqu} = 3,66 min
B S TEf-— = 3,75 min
Bt C.t TR(E = 3,54 min

{an]
Lad
t

]
Lon ]
E
+

|
o
Lo
L
T
i
|
ll.vJ {65 ]
B o
P
=
¥

-
ELls 0. o

=)

o

H
l._J

[V

-~ N

) o
E

Bl € TRy, = 3,75 mn
Ac-ido nicotinico ElZ I ¢ TR ;. ~,= 10,5 min
(15)



Farmaco Eluente Fluxo Tempo de retengac
(ml/min)
Aicbarbital El 0.t TRy = 4,92 min
EL 0.€ TR(‘; = 5,91 mun
E6 0.€ TPL(G.,_ = 9,24 min
E7 0.6 TR, = 14,25 mo
Aminofenazona EL 0.6 TR(4‘ = 29,4 min
Amitriptilina ES 1,0 'I'R(5} = 38,25 min =
40,8 min
El2 1,0 TRgz" = 28,95 min
1
El5 0,8 TR(15) = 17,55 min
Anfetamina El5 0.€ 'I'I-’.L.,.: = 5,7 min e
2E .5 min
Broma-soan El 1,0 TR, = 5,25 min
B4 .6 TP'(‘?J = 14,85 mir
Bucalbital L 0.6 TR, = 7,65 mxn
E€ 0.6 ™, ., = 13,65 min
(&
Cafelnz Ed 0. - TR,., = 7,2 mn
E4 0.6 TRy = 9,0 min
5 L0 TR, = 3,96 min
A
EE 0,6 TRy = 13,05 min
E7 0,6 TR(_ = 18,15 min
El2 1.0 TRys = 4,20 min
E1S 1.0 TR(15) = 4,95 min
Clordiazepdxide ES c-€ TP.( g - 10,5 min
El5 0.6 TR«'}_S) =7,8 mn e
15,0 min
Clorimipraminz EES 1.0 TR (5 =51,45 min €
54,6 min
El2 £,0 TR(19) =3%,1 min
E1S 0,8 =21,15 min




s

FErmacc i Eluente (s) Fluxo Tempo Ge retengac

Diazepan El 1,0 TR(-! . = 3,6 mn
E2 1€ T™®,,. = 4,35 mL
V&
E2 1,0 TE.,.. = 1,5 mn
=22
E G,E TE = 33,95 mix

Dipiridamol El 1,0 TRy = 6,3 min

Fenacetinz ! 0.€ TR ,-« = 2o

Fencanfamina E12 1.0 TR0y = 8,25 min

Fenilpropanolaming ElS 0,6 TR ygy = 5,7 min

=y
(15)
o . - -~ . b= +
Feritoinas BL g.€ 'l':-'.{_,_ = 8,55 mn
Fenobarbita. El G.6 TR, = .= ML
g -
e 1,C TR, = <30 mn
L2

= 7,00 fiin

TR
E 0.6 TR, ., = 10,05 min

E 0.¢ TE"T) = 16,5 min
A Y
E: 0.6 '1’2\{.,., = 458 mn
-

Tufenazina BS 1,0 TE = 42,6 min

ElZ 1,0 TF ., = ©:25 mn
Ll
El5 1,0 TRygy = 12,95 min
L]

Florazepah El 1;¢ TR = 24,0

Imiprasinag ES Pl TR,y = 32,4 €

ElZ 1,0 TRyv9y = 25,95 man
ELS 0.8

4
!
G
i
‘_J
(o)
£l
(%]
{r
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Farmaco

1evVonEpronAazina

Mazindol

Medazepan

Nafazolins

Nicotins

Nitrazepan

Fapaverine

Propifenazans

i
{

3 BB

t
i

] !i'j‘
%

BE
ok

[
i,

|
Kl

i1

< ¢

t
]

[
0

txl

l

t

N

n
E.

s}
D O

[

.P“'

]

(%)

=Y

]

L)
(a2

-

(7%

uw

Lad
tn

i

-

wm

h
wm

1"
(84
N w
=) | o
P
3

E.



Farmaco Eluente (s} Fliuko Tempo de retengac
(il min)
Propifeno i 295 G,& TR (151 12,0 mir
Sulpiride > L0 TF = oy
I {5) 4,3omin
Ei2 T 2] 2,30 min

Trihexafenidil

Warfarina

Codigos des eluentes usados er CLAE

L. =

E. &
B

E =

ki

tr

[

(E,0/MeOE) (0/100;

(E.O/MeCE) {10/90
(E,0/Me0E) (20/80)
(EL,0/Me0H) (4 /60;
(5,0 com KHL PO, - (oB
(E,O/MeCE) (50/50
(£ O/Me0E)

.

(E0/Me0E,

(66/40;
(90/10,
(H,O/CH,QN) (70,30}

(H20/CK-I:(1§' ) 80/20;

e

(EZO cam T:'n:PO 4

(H,0/MeOH) (70/30)

(B,0/CE.QN) (90/10)

(PE

(E,C/V=CH) (100/0)

(H,O com KE,PC, (pH 2.1) /M=0H)

3.1 ACB. N,

{50/50)

{50/50;
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Pri fragment

. e
Moi9aidLsE

das por espectrometria de

Principais frac-
NEnTos (Anten-

sidaas

Composto Estruturs
” L

Bromazepal. >
BriN.C

~
“;4‘16
M. 5

pico base 236

=¥
2 TS
-t

B

2361(100; ,78(96; ,77
(95}, 207(80), 179
(61;

f \'I ’\

{5 I

-
Clordiar spdxide” g 282(100) ,283(41) ,
Cy B CINC A M= 284(32) ,29¢ 25),
£ 299 1) \ 241 (20)
pico base 282 ,f’\:::f/*\\szzw'

Diazenan
ClEELECIKZC
MT 284

rico base 25¢

pramnd
\'_s J/
S~

2E83168; ;
‘45x r

256 (100 ,
284 (58,

257 (40

2727
pimm




Composte Estrutura Principais fraumer
tos {(intensidade;

. CHACH,NIC o Hg)o B _
Flurazepan Py s 86 (100; ,58(10,; ,9¢
o . o —
Cpr By L [.C # (9}, B7(8;} ,56(8)

MTI 387

pico base 86

= o
lorazepan é Je. 75(100) , 111(56;,
1 /
C, By (CLN-Cs ,,;:__“::\/N\(\f H 138(46) , 232(45,
M 300 () 274 (23

pico base 75

207(100; , 242(98)
92 {35) , 165(29),
270(25!

207(100; ,44(98) ,252

FEey ¥4 A
L3295, 2‘5-:—{.5-‘5;)'

234




Composte Trutursa Principais frag-
mentos (1ntensida
de)

Flufenazina* 42 (100} ,280(100),

< ~. S- ~ 0 (98} { 142

"?2“265?..1\_0 B e, W LW 70(98), 56 (98}

i \ 1 g
MT 437 ] » ? ) | (98]
Pico base 42 e S I N S NS
g -r\l o \':Fr
\

269(100; ,185(75) ,
228(60) , 328(37,5

Amitriptiline
Coplizal
M., 277

g = -
PLCC 2858 OC

229(37)
58(100) , 218(13;,
217(10), 262(10),

101 (8!

Clorimipramins

~ T_-n Yo
Cy 98,350,
M . 31

picc base 58

58(100; , 254(58),
(48) , 255(45},

219 (33:

Sl

o
0




- EE Estrutura Principais fragnen-

lwip:amina pen 581100;, 234{40;),18z2

24"\: /I, TN (37,5) » 235(35}
M. 78(- '

b1
pic base 58 \::::;’/ o i~

) co

£ i

Alobarbital 167(100), 12
Cy 5By 9N5C5 80(60), 41(

T 208 S 56,
M 20 \/\\/N\{//D (50
3 |
i

picc base 167

Butalibztal 168 (100] ,J.é? (715 4L
" B C bt rem e o= e 41 g
AR o ....\-..- f rx {20,135 124 (20 L4
i 1? &= = 0\.\ by » H bt e A 4 T LSy S e—md
M, 224 N ; \/4 {15;
e 3 i !
picc base 16€ I
~— |
; -
Tenobarbital 204(100j ,117459) ,11¢%
(307 77{(25),3103(21




Composto Estrutura Principais fragmentos

' {intensidade)
Fenitoina* ((:;:E> 180 (100) ,104 (68) ,252
C,:H ' : £ ), 223(5
blS‘ljmzcz Sy (603, 223(55),209(52)
. 252 F

(/'\

/\

~‘\.

\\ g 56 (100} ,231(75) ,97

/\

\Z
/

~ifenszons

g

r/ -
S ,_m_____fﬂ\\\\
M 230 y A
- \\“\N”//<Q*t

//.—\\\

N
Acetaminofern 0 109 (1003 ,80(30), 151
CeHNG, ’/l\\\ (21), 81(21),108(16)
< HN
M. 151 l

PN

pico base 109

S

OH




Principais fragmen-

tos (intensidade;

Compostc Estrutura

hcetanilida ,

CoELNO '
i HN

M. 138 i

picc base 93 r<ﬁ:::\

93(100) ,135(72,5),
92(11},43{10) ,65(9)

frido acetilsaliciliso

C4He0,

120(100) ,138(60) ,92
(55}, 121(12),93(9)

Fenacetinz /l\

Cy0812N0

M. 17% e,
f

pico base 10¢

O\/OF
i
M. 180 /'\(0 :
pico base 12C 1(’-\}. \\H//
N
0

105 {100} ,108(99,9} ,

/

aAnfetamins ///\\\

R 7 ™\

CS}E‘L‘_-‘I\ ‘ R

M, 13% e
picc base 44

\\/NH:
{

44(100) ,91(10;, 3%
(10) , €5(9) ,42(8)

Fenilpropanoiaming
CoH, ;N0 {
ot LS .

M 151 \\:ﬁ

)

\




Camposto Estrutura

Principais fragmen-

tos {intensidade:

Nafazolinza

C, B, N iy
L4

-
¥ ! _ |
M 210 NH

Nicotina
.
—10P14% ]
M. 162

Dico ruse 84

84 (100} , 133(30) ,42
(30), 162(14), 1€l
(13) .

Acido nicotinico”

+ T |/ ¥
M. 123 { )
N b
pice base 7¢ \/\T/o
i

7841005 ; 52(31),78

(30} , 51{21),50(11)

Acido hiparico
C.HNC, ‘ !

M, 17¢

picc base 102 1 \_J ‘
e~

Cafeina ]
CgEygNaCo

M. 194

pico base 184

~94(100), 109(90;,
67(59) , 55(36), 82
{30)




Camposte Estruture Prin:ipais fragmen

tos (intensidade,

Dipiridamol i } ]
CaaByoNe%, S o

M. 504

\\/\.—/J
X
C
Papaverinz* 324100, ,338(8E

- t",.‘_N; & : /

20721 4

e}
12}
{98
u\
~J
wn
(03]
QW
o
[y
™

M 338 s o 325 (21

Pico base 374 ‘r
i




Camposto Estrutura Principais fragmer
tos (intensidade;
Fencanfamina H 98 (100) , 215(69) .,
N .
Cy sty T S e 58(62,5), 91(51),

o of g
M. 215

pico base 98

I\ i 84 (48

Propaxifenc*

Ca2E5oNO,

58(100} , 57(10;,
0 59(9), 91(9), 102

M. 339 J\/ (5
picc base 58 \ | o
N i t
e i
# g , e
H ;’ | |
i . B
{ \ £t
Q.
‘\I_"--_/‘.!
Suipiride o~ '_
“15723 34 i 2 \g\;/
M 341 - !
M. 341 ] - ‘
e ////ﬁ\ff <0 L
~ < -_—:/_)\\ e e
Trihexafenidil
C 0 .
073" OH
M. 301




QOLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cm4rmm)
Sum

AMOSTRA: Fenaobarbital

| ELUENTE ; (1-120/[& OH) (40/60)

[ , FLUXO: 0.6ml/mi-

VELOCIDADE DU PAPEL: 20cm/h

e Pt e

ABSORBANCIA A 254nm(UV)

- d .
)
0 3 & ) 12 15 18 21 24 7 _
t(min)
5. Cromatografia licuids de =a_ eficigncia (CLAE) dc

fenobarbital.
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QOLUNA: MicroPAK MH-S (30cmX4mm)
Surr
AMOSTRA: Rlobarbital(l) + Fenobarbital(2) -
| Butalbital (3) + Cafeina(4)
1 ELUENTE: (HEO/MEOH)(4O/60}
J FLUXO: 0.6ml/min
l ! VELOCIDADE DC PAPEL: 20cm/h

RN S

ABSORBANCIA A 254nm(UV)

e M

0 3 € 8 12 15 18 21 24 27 Tempo(min.)

Fig. 6. Cromatografia liguida de alte eficiéncia (CLAE) da mis-

tura de 4 drocas barbitiricas com cafeina.



I
. 2 COLUNZ: MicroPAK MCH-5 (30cm¥4mm)
Sum
AMOSTRA: Acetaminofen(l) + RAcetanilida(2
Fenacetina (3) ﬂ
ELUENTE: (1-120,/@-130\1} {(70/30)
§ 5 FLD: hl'ﬁ./!ﬂln
i
| 1 VELOCTDADE DO PAPEL: 20cm/h
|
il 3
| _
| f ‘
;
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— | i
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Fig. 7. Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAF) da mis-
tura de 3 drogas analgésicas antipiréticas derivadas do

paraminofenol. .



L2 couova: MicropRE Mm-S (30cm4mm)

Sum
AMDSTRA: Sulpiride(l) + Fapaverina(2)
ELUENTE: (H,O ¢/ KE- PO, (pE 3.1)/CHECN}(50/SOJ
FLIXO: 1ml/min
| VELOCIDADE DC PAZPEL: 20awT.
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Fig. 8. Cromatografia 1iguida de alta eficiéncia (CLRE) da mis-

N\ tura de 2 drogas =lcalcoidicas.
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COLUNA: MicroPA* MCH-5 (30cmX4mm)

S5um
AMOSTRA: Nicotina(l) + Cafeina + Flufenazina(2) +
Levamepramazina (3)
ELUENTE: (L0 C 4 (BH 3.1) /CH.QN) (50/50) -
FLUXO: 1ml/min
VELOCIDADE DO PAPEL: 20am/h
3
2
cafeina
l
=
=
e
=
L~
(Vo)
oJ
T
<
o 1"
=
=T
(o]
fa'y
o
w
jan]
<
S

0 3 6 .9 12 J5 18 21 24 27 30 t(min)

Fig. 9. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da mis-

tura de\2 drogas antipsicoticas e fenotiazinicas com ni

cotina e cafeina.



ABSORBANCIA A 254nm(UV)
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COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
Sum

AMOSTRA: Imipramina(l) + Amitriptilina(2) + Clo-
rimipramina (3)

ELUENTE: (H,O ¢/ KH,PO, (pH 3.1) /CH,QN) (50/50)
FLUXO: 1ml/min
VELOCIDADE DO PAPEL: 20caw/h

0 3 6 5 12 15 18 21 24 27 30 33 36

39 42 45
Tempo (min.)

Fig. 10. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da mis

\
tura de 3 drogas antidepressivas triciclicas (imiprami
nicas). '



117

|
COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
Sum
AMOSTRA: Fencbarbital (1) + Nitrazepan(2) + Lorazepan(3)
+ Diazepan(4)

ELUENTE: (H,O/MeOH) (40/60)
FLUXO: 0.6ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20cm/h

Absorbancia a 254 nm (UV)

i e

T ; ¥ ¥ T T g | ¥ [} DL L T T L

o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45
Tempo (min)
Fig. 11. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da mis

tura de 3 drogas ansioliticas benzodiazepinicas com 1

droga barbiturica.



Absorbancia a 254 nm (UV)

T T T T 1 T T i T 1
@) : 15 30

Tempo' de eluicao  (min)

Fig. 12. Per:il da eluicao da N-benzoil-etanolamina
condigOes cromatograficas(cf. Fig.14).



119

l!lLl — T

‘i*ll'l]III]]IIII]IIII]I]II]TII

m/Z S0 100 150 200 250 300. 350 400

Intensidade relatival

'

Fig. 13. Espectro de massa (70eV) da N-benzoil-

etanolamina.

Tempo de eluigao (min.)

Fig. 14. Perfil de eluicdo de 8 aminas e glicina derivatizadas cam
cloreto de benzoila.
Condigdes cramatograficas: coluna MicroPAK MCH-5; diametro
interno: 300 x 4,6mm; monitor UV a 254mm; 1,0 "a.u.f.s.”
solvente (3gua/metanol) (50/50) . Os picos correspondem — as
sequintes aminas (ca. 1 mg/ml dos derivados de cada em me-
tanol) : l-glicina; 2-dietanolamina; 3-etanolamina;4-metila
mina; S5-etilamina; 6-isopropilamina; 7-iscobutilamina;8-pi-
peridina; 9-diisopropilamina.



a 254 nm (UV)

Absorbancia

COLUNA: MicroPREK MCH-5
Sum

AMDSTRA: N-benzoil-piperidina

QUANTIDADE INJETADA: 5ul de uma solugao:15mg de
N-benzoil-piperidina/50ml de metanol.

ELUENTE: (H,0/MeCH) (50/50)

FLUXO: 0.6ml/min.

VELOCIDADE DO PAPEL: 20am/h.

\

120

it

3¢ o 12 15 18 21 24 27 39

Fig. 15. CLAE de N-benzoil-piperidina.

33

36 39 Tempo(min.)



Absorbancia a 254 nm (UV)

|
COLUNA: MicroPAK M_H-5 .
Sum 123
AMOSTRA: Extrato etandlico da pimenta do
reino benzoilado.
QUANTIDADE INJETADA: 5ul de uma solugdo do
extrato etandlico da pimenta do
reino benzoilado em 2,3ml de metanol.
ELUENTE: (H,O/MeCH) (50/50)
FLUXO: 0.6ml/min.
VELOCIDADE DO PAPEL: 20am/h.
|
i
|
l\ | 'l
\
\
\
\\/—\
\/‘1\
. -
J\——-_’L-"M. il ] . \ L} ‘ 1 1 v L] 4‘2 4; (min.)
¢ 5 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 Perpo

Fig. 16. CIAE do extrato etanSlico da pimenta do reino
submetido a derivatizagdo cam cloreto de benzoila.



j OOLINA : MicropPak MCH=5

| Sum e
; AMOSTRA,: Coinjecac de N-benzoil-piperidina +
eﬂ:atoeﬂamélhx)da;ﬁnentackarei
no benzoilada. N

QUANTIDADE INJETADA: 2yl Ge uma solugdo: 15mg
de Nﬂxﬂmbiljﬁ;erhiﬁuvﬁﬂml<ianeta
nol+-ﬁﬂ_de1mm1soh§§o(i>exUE¢§_

eianélhx:dbrimmﬂzadoemnz,aml de
metanol.

ELUENTE : (Hzo/b{ea-n (50/50)
FLUXO: 0,6ml/min.

VELOCIDADE DO PAPEL: 20aw/h

Absorbancia a 254 nm (UV)

BAN T,
/! A,

9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 Tempo(min.’

w
o |

Fig. 17. CLAE da coinjegao de N-benzoil-piperidina
com a amostra em analise.
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Fig. 18. Cromatografia gas-ligquido da N-benzoil-pipe-

ridina acoplada a espectrometria de massa.

e A e ey e e e e o i  —— e
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-
.58 lge . " 15@ zee 258 3680 356 4882

Fig. 19. Espectro de massa (70eV) da N-benzoil-pipe-

ridina
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Fig. 20. Espectro de massa (70eV) da anfetamina de
rivatizada com acetona.

lLll‘J-:‘; L &, JJH'J'— e oy o o —ﬂ‘ﬁ-ﬂ”ﬁ_jgﬂ—ﬂ—ﬂ-“_ﬂ—“-“—“_"—ﬂ
T se T ae 156 208 256 306 350 406

Fig. 21. Espectro de massa (70eV) de anfetamina deri
vatizada com Cs,-
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Quadro 1. Principais fragmentos para o derivado da anfetami-

na com acetona no espectrdometro de massa.

QO Ty _« . OYY

Moo G -

N s N
L & x@%

m/e 91 m/e 84 m/e 160
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Quadro 2. Principais fragmentos para o derivado da anfetami

= 264
na com CS2 no espectrometro de massa 6 -

No——C——% KF_—_CTZZS

O
4

2 M+ 177
2ee
PO
’\/
N——C —s N—c—=
/
m/e 86 m/e 162
+
N_—¢C _—5
©/Y 3 }'. Y .
// N _C S H—e——H
m/e 91 m/e 65
Ne—=C—%
M H—.—O-——H(j
NV ~J

I
P

m/e 77 m/e 51 m/e 39
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Fig. 22. Espectro no UV do acido hiparico.
Condicbes empregadas: concentracao da solugao: 100mg
de acido hiplrico/500ml de metanol;foi usado 0,5ml da
solucao + 3ml de metanol(diluicao); solvente:metanol
Merck, velocidade do papel:2cam/min;velocidade em cam-

primento de onda: 50nm/min; comprimento de onda cbser
vado: 254 nm. §

127



128

7% 30 a0 ° 1] MICROME TERS ap

— —- .._..._A._L_A._—__.l__._..'_._.;_L_:..a.._-_._n...._' i s d 4e —
— : . 3 : e ll ) RS DI TR

LENE A ARSI BANIC

vereoalitosss-valevraszanafesi-uuns Foeoony salans-gasslans g3
¥ 4 b B ] e

Fig. 24. Espectro de RMN'H do &cido hiplirico.



Fig. 25. Espectro de RMN'E do acido hipaGrico (tro

cando com D20).

——I—‘ﬁ‘-"!""'t-;-[—-!—-l—.H--i—-"l"L—LL-!'—ﬂ—"l‘-"!—-l——!--1--1'-—1“‘"1—-|—-x"-]"'"l——|--‘—-|—"[_-1_-'-"---"_“}_'!_"_““""'ﬁ
15 186 1 280 256 sl zoe 486

Fig. 26. Espectro de massa (70eV) do acido hipurico.
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COLUNA: MicroPek MCH-5

5
AMDSTRA: ACIDO HIPORICO
ELUENTE: (uzolneou)(SDISO)
FLUXO : 0.6ml/Min.
VELOCIDADE DO PAPEL: 20cm/h

-

254 nm (UV)

Absorbancia a

] \\—r/ - i

3 6 9 12 15 18 21 24 T(min)

"Fig. 27. CLAE do &cido hiplirico.



DADOS DO DESCONHBECIDO

AMOSTRA N - 1

RF-PAPEL 44

TR-CLAE 7.5

SOLVENTE EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL RF2
SOLVENTE EM CLAE F4

COR DO SPOT EM PAPEL: AZV

PICO BASE: 204

FRAGMENTO 2 NO ESPECTRO DE MASSA: 117
FRAGMENTO 3 NO ESPECTRO DE MASSA: 115
FRAGMENTO 4 NO ESPECTRO DE MASSA: 77

RESPOSTA DO COMPUTADOR

ENTRADA 56 GI

I
o]

NOME DA SUBSTANCIA: FENOBARBITAL
PESO MOLECULAR: 232

RF EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL: 44
SOLVENTE CROMAT. PAPEL RF2

COR: AZV

RFF-CLAE =: 7.05

SOLVENTE CLAE F4

PICO BASE EM: -204

SEGUNDO PICO MAIS INTENSO EM: 117
TERCEIRO PICO MAIS INTENSO EM: 115
QUARTO PICO MAIS INTENSO: 103

133

Fig. 28. Resposta do computador para a substancia-problema §n?

1 apOscomparacac com as entradas da biblioteca de

droes "Drogaev/Arg".

pa
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DADOS DO DESCONHECIDO

AMOSTRA N - 2

RF-PAPEL 92

TR-CLAE 14.1

SOLVENTE EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL RF1
SOLVENTE EM CLAE F4

COR DO SPOT EM PAPEL: BR

PICO BASE: 75

FRAGMENTO 2 NO ESPECTRO DE MASSA: 111
FRAGMENTO 3 NO ESPECTRO DE MASSA: 138
FRAGMENTO 4 NO ESPECTRO DE MASSA: 239

RESPOSTA DO COMPUTADOR

ENTRADA 10 GI «8

NOME DA SUBSTANCIA: LORAZEPAN

PESO MOLECULAR: 321

RF EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL: 92
SOLVENTE CROMAT. PAPEL RF1

COR: BR

RF-C L A E : 14.1

SOLVENTE CLAE F4

PICO BASE EM: 75

SEGUNDO PICO MATS INTENSO EM : 111
TERCEIRO PICO MAIS INTENSO EM: 138
QUARTO PICO MAIS INTENSO EM : 239

Fig. 29. Resposta do computador para a substancia-problema ne

2, ap0s comparagac com as entradas da biblioteca de pa

droes "Drogaev/Arg".



DADOS DO DESCONHECIDO

AMOSTRA N - 3

RF-PAPEL 95

TR-CLAE 14.25

SOLVENTE EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL RF1
SOLVENTE EM CLAE F4

COR DO SPOT EM PAPEL: RXC

PICO BASE: 999

FRAGMENTO 2 NO ESPECTRO DE MASSA 999
FRAGMENTO 3 MO ESPECTRO DE MASSA.: 999
FRAGMENTO 4 NO ESPECTRO DE MASSA 999

RESPOSTA DO COMPUTADOR

ENTRADA 15 GI = .8

NOME DA SUBSTRNCIA; PROPIFENAZONA
PESO MOLECULAR : 230

RF EM CROMATOGRAFIA EM PAPEL: 95
SOLVENTE CROMAT. PAPEL RF1

COR: RXC

RF-C L.AE : 14.55

SOLVENTE CLAE F4

PICO BASE EM: 99¢

SEGUNDO PICO MAIS INTENSO EM: 999
TERCEIRO PICO MAIS INTENSO EM: 999
QUARTO PICO MAIS INTENSO EM: 999

Fig. 30. Resposta do computador para a substancia-problema
3, apOs comparacao com as entradas da biblioteca

padroes "Drogaev/Arg".

133
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(UV)

Absorbancia a 254 nm
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COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
S5um

AMOSTRA: Urina suspeita de intoxicacao
por fenobarbital

ELUENTE: (H,O/MeOH) (40/60)

! FLUXO: 0,6ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20 awh

IF'enobarbital

L\’-———" \M \L_\___

T T T

T ¥ 1 4 T

9 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 Tempo (min)
Fig. 31. Cromatografia liguida de alta eficiéncia de uma

amostra de urina suspeita de intoxicagao por fe
nobarbital.



Absorbancia a 254 nm (UV)

.

S

COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
Sum

AMOSTRA: Urina normal (pH acido)

ELUENTE: (HQO/MeOH} (40/60)

FLUXO: 0,6ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20cw/h

\ﬁ__\__‘_-__-____ﬂ_/

Fig.

]
3 6 S X

i B E ¥ ¥ T T B Hel

15 18 21 24 27 30 33 Tempo(min)

32. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do

perfil cromatografico de urina (pH acido) conside-

rada normal

{branco) .

pd

Lad



Abgorbancia & 254 nm (UV)

: COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30camXd4mm)

i S5um

AMOSTRA: Urina suspeita de intoxicacao
por lorazepan

ELUENTE : -(Hzo/l‘m{) (40/60)

FLUXO: 0,6ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20 aw/h

—

——— Lorazepan

—
e

e

i

136

T3 6 & 1215 18 21 22 27 30 33 Tempo(min)

Fig. 33. Cramatografia liguida de alta eficiencia (CLAE) de uma
amostra de urina suspeita de intoxicagao por lorazepan.



OQOLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
Sum

AMOSTRA: Urina normal (pH alcalino)

ELUENTE: (H,0/MeOH) (40/60)

FLUXO: 0,6 ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20 cm/h

e

Absorbancia a4 254 nm (UV)

T T T T 7 T ] ¥

3 6 9 12 15 18 21 24. 27 30 Tempo(min)

Fig. 34. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CIAE) do perfil croma-
tografico de urina (pH basico) considerado rormal (branco).



a

Absorbancia

COLUNA: MicroPAK MCH-5 (30cmX4mm)
Sum
AMOSTRA: Urina suspeita de intoxicacdo

254 nm (UV)

por propifenazona (Tonopan)
ELUENTE: (H,O/MeCH) (40/60)
FLUXO: 0,6 ml/min

VELOCIDADE DO PAPEL: 20 an/h

__—————= Propifenazona

SR

—

il

] T T T

¥ 1 ] T
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

BE. T ] i =
36 39 Tempo (min)

Fig. 35. Cramatografia liquida de alta eficiéncia (CILAE) de uma
A amostra de urina suspeita de intoxicagao por propifena

zona (Tonopan).



7. TESTES BIOLOGICOS EFETUADOS COM BENZAMIDAS

Os testes bioldgicos efetuados com benzamidas  obti
das em nosso laboratorio com a reacgaoc modificada de Schotten-Baumann
descrita neste trabalho foram realizados pelos professores:
Rita de Cassia S. C. B. Barbosa, Ricardc F. Maia, Edeltrudes
de O. Lima (Lab. Téc. Farmacéutica da UFPb) e Astréa M. Gies

brecht (Instituto de Ciéncias Biomédicas-USP.).

7.1. Avaliacao da atividade antibiotica de benzamidas

A avaliacao foi feita com os microorganismos em meios

de cultura apropiados.

A atividade antibiotica das benzamidas referidas. foi

testada em microorganismos.

As substancias foram testadas em concentragoes diver
sas, entre 1000 a 125ug/ml, solubilizadas em sulfoxido de di
metila (DMg,), numa proporcac gue nao interfere no desenvolvi

mento dos microorganismos.

Foram feitos testes nas onze benzamidas, derivadas
da reacao do cloreto de benzoila com aminas alifaticas priméd
rias e secundarias (cf. parte experimental, cap. '8, item 3.12),

cujas estruturas sao indicadas a seguir:
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7.2. Microorganismos

Foram realizados testes com as bactéerias, fungos e

meios de cultura apropriados para o #ipoc de microorganismo en

volvido.

Bactérias: Escherichia coli (ATCC-25922),.Staphylococ

cus epidermis (ATCC-12228), Staphylococcus aureus

(ATCC-6538) .

Fungos leveduriformes: Candida albicans (ICB-11), To

rulopsis glabrata (ICB-51), Cryptococcus neoformans

{FPCP=119) .,

Fungos filamentosos: Trichophyton rubrum (ICB-104),

Microsporum gyvpseum (ICB-281).

Os meios utilizados foram agar e caldo Sabouraud pa

ra os ensaios com fungos e agar nutritivo para os ensaioscom

bacterias.
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Método utilizado para os ensaios com bactérias e fun

gos leveduriformes.

Para os ensaios com bactérias e fungos levedurifor-
mes utilizou-se o método de difusao no agar peloc  processo
cavidade-placa. Foi inoculado 1 ml da suspensao do microorga
nismo (padronizada pelo tubo n?.l da escala Mac Farland) pa-
ra 20 ml de meio. As amostras foram introduzidas nas cavida
des das placas, sendo incubadas a 37°c. As leituras foram

feitas apds 24/48 horas de incubagao.

Método utilizado para os-ensaios com fungos filamento

S0OS .

Para os fungos filamentosos, as amostras foram solu
bilizadas em um pegueno wvolume de sulfoxido de &imetila,acrescen
tando-se meio liguido caldo Sabourand para obter-se as con
centragaes desejadas de 500 até 125ug/ml. As leituras dos
ensaios foram feitas apds a incubagao de 14 dias a 25°%C. Fo-
ram realizados controles dos microorganismos NO mMeio de cul-
tura com e sem solvente para verificar uma possivel interfe

réencia no desenvolvimento destes.

7.3. Resultados da avaliacao da atividade biologica das ben

zamidas

Os resultados da avaliacao da atividade das benza-

midas sobre bactérias e leveduras, bem como OS resultados da
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avaliagcao da atividade das mesmas sobre fungos £filamentosos

se encontram condensados nas tabelas IX e X.

Conforme os resultados apresentados na tabela IX,po
de-se ver claramente que nenhuma das benzamidas testadas so-

bre bactérias e leveduras se mostrou ativa.

Por outro lado, os resultados da avaliacaoc da ativi
dade das benzamidas sobre fungos filamentosos (tabela X) fo-
ram promissores para alguns deles, comc por exemplo,a N,N-
diisopropil-benzamida(l) gque apresentou uma inibigao total
sobre M. gypseum e T. rubrum, na concentragao de 500ug/ml ,
e inibicaoc razoavel sobre T. rubrum na concentragao de 250

ug/ml.

A N-isobutil-benzamida(7) e a N-piperidino-benzami-
da(9) apresentaram inibicac razoavel sobre M. gypseum € ini-
bicao total sobre T. rubrum, na concentragao de 500pg/ml.Quan
do testadas na concentragao de 225ug/ml, estas substancias
apresentaram sobre T.rubrum, inibicaoc regular. A N-benzoil -
uréia(4) apresentou inibicac regular sobre M. gypseum € ini-
bigéo total sobre T. rubrum, na concentragEO 500ug/ml. Ainda
sobre T. rubrum, na mesma concentracac, a N-etil-benzamida

(3) apresentou inibicao regular.

Estes exemplos sugerem e justificam a continuacao

de estudos relacionados & preparagac de outras amidasN-alguila
e N-arila substitufdas, para serem submetidas a ensaios biold
gicos; dos guais poderaoc advir resultados mais promissores re

lacionados a utilizacao destes compostos.



Tabela

TX. Resultados d

sobre Bactérias e Leveduras

a Avaliagao da Atividade das benzamidas

Subs. na concentra-

MICROORGANTISMOS

cao de 1000yg/iml

E.

coli

S.epidermidis

§S.aureus

T.glabrata

Eﬂuxionmms

C.albicans

1

A

vl 2] o

10

11

Controle do DM50 50%

Controle do micro
organismo

C.IA

C.I.

cC.1.

C.I.

C.I.

C.Ts

- : negativo (ndo hd inibigdo)

+ : positivo (ha inibigao)

c.T.: cresciuwento intenso

% &



Tabela X. Resultados da Avaliagao da Atividade das benzami-

das sobre fungos filamentosos.

Subs. em pg/ml Microorganismos

M. gypseum T. rubrum

500

+
i

et

250

4t

125

0

500

0

250

0

125

0

500

“

225

0

125

0

500

+|olojo |ololo|o|e

-

R

225

125

oo

500

250

125

oj|o|o|o|0

500

250

125

+|0|0|0

500

+
4

LD

125

500

250

425

500

+

250

125

10

500

250

125

1% §

500

250

125

Controle cff la. diluicgao

o solvente| 2a. diluicao

OOCJOCDDODOOC‘-}- O|O|O|O| O

(DM50) 3a. diluicao

Controle do
microorgani smo 0 0

4++++ :inibicao total -
+++ :inibicao razoavel 0
++ :inibicac regular

valor discutido
crescimento intenso do fungo

e ok



8. PARTE EXPERIMENTAL

E.1. Solucdes padrbes dos farmacos

Os padroes foram obtidos através dos farmacos, refe-
ridos no capitulo 3, disponiveis no comércio, os guais foram
submetidos & extracgao liguido-liquido (cf- Fig. 36,p-156) ,visan
do a separacao do principio ativo de cada farmaco, o gual foi
posteriormente purificado por cromatografia de partigéo em
papel (CP) e cromatografia 1iguida de alta eficiéncia (CLAE) ,
e confirmagéo de sua estrutura por analise dos respectivos
espectros de massa. 0s resultados foram codificados para alimenta

cac em programas para computacao.

§.2. Aparelhos e egquipamentos acessorios

- Cromatografo liquido VARIAN modelo 5000 (VARIAN ,
Palo Alto, Cal., U.S.A.) eguipado com detector uv
254 nm com uma coluna de fase reversal MicroPRK
MCE-5 (300 x 4,6 mm I.D.). foi usado para a sepa-
racao cromatografica e detecgcac dos produtos.

- Espectrometro CGL-EM modelo HP 59954 HEWLETT
PACKARD, coluna sp-2100 de silica fundida, diame
tro interno 0,5 mm, comprimento 50m, gas de ar-
raste hélio com vazao de 1 ml/min, temperatura de

rogramacao: 50-250°C com variacdes de 4O/min.
prog s ¢
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- Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de
proton VARIAN mod. EM-360 de. 60MHz medindo-se ©S
deslocamentos guimicos em relagaoc ao tetrametil-

silano (TMS) utilizando—-se como solventes CDCl

3

e (CDB)ZCO.
- Espectrdmetro Infravermelho PERKIN-ELMER mod.
720 e/ou 1320, utilizando-se pastilhas de KBr

para sOlidos e filmes para substancias liguidas.

- Espectrometro ultravioleta e visivel (UV-VIS)
VARIAN UV Vis. mod. 634-S.

- Lampada UV (UVSL-25 MINERALIGHT) de dois comprimen
tos de onda (254 e 366 nm).

- colunas "Extrelut" com Kieselguhr fabricadas por
E. Merck Co. |

- 0s pontos de fusao foram determinados em apare-
1hos de microdeterminagao marca METTLER mod. FP.5

- Processamento de dados: CP-500 de fabricacao da
PROLOGICA com placa CPM (Microssol) e placa para

alta resolucao grafica (PSI-GRAF).

8.3. Adsorventes, solventes e sistemas de solventes
Kieselguhr
Eter etilico
Clorofdrmio/isopropanol (85/15)

Papel Whatman 32

n-butanol/ac. formico/agua (12/1/7)271

Cloroformio/isopropanol/hidroxido de amonio 25% (45/45/

10)272

n-butanol/ac. formico/agua (20/1/2)227
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Octadecilsilanc

Ssolventes (CE. eluentes utilizados em CLAE, p.l0l.

8.4. Agentes cromogénicos

Reativo de Dragendorff modificado segundo "MUNIER"l
Nitrato mercurosc a 2% em etanol
Vapores de amOnia
verde de bromocresol
8.5. M3todo de extragao
Foi utilizada uma coluna preparada “Extrelut;73én3

gue fundamenta seu funcionamento em um principio de extra-
cdao ligquido-liguido. Sobre © material de suporte se aplicam
20 ml da solugEo aguosa, gue se fixa como fase estacionaria
sobre a matriz do suporte, guimicamente inerte. Em continua
cao, & eluida com solventes organicos imisciveis em agua. A
fase agquosa se mantém fixa no suporte e todas as substancias

lipofilicas sao eluidas da fase aguosa para a fase organica.

O pH da solugao submetida 3 extracao pode variar
entre pH 1 a pH 13, podendo—se, segundo a conveniéncia, alte
rar o pE na propria coluna. Desta maneira se conta CoOm a
possibilidade de eluir as diferentes substancias, no pH opti
mo de cada uma delas, e obter assim & separacao de compos
+os acidos, neutros € basicos. Praticamente Se€ pode adaptar
todas as técnicas convencionais de extracac as condigoes da

coluna.

Adicionam-se 20 ml de uma ar stra aguosa sobre o


PC-7031
Caixa de texto


material granulado gue atua como suporte. A amostra sSe acomo

da na matriz porosa por uns 10 a 15 minutos.

Em seguida, se adicionam 40 ml do solvente organico
e em um intervalo de 5 a 20 minutos, as substadncias lipofili

cas contidas na fase estacionaria sao extraidas.

0 volume morto da coluna corresponde a aproximada
mente 15 ml e, por esta razao, obtém-se em torno de 25 ml do
eluato (fase organica); a fase aguosa se mantém na coluna e
o eluato fica livre de emulsoes e se concentra diretamente,

sem proceder a operagaes prévias de secagem.

As vantagens do uso da coluna "Extrelut” sa0: nao
forma emulsoes (o gue ocasiona consideraveis perdas da subs
tancia de ensaio); ha economia de solvente, material e tem
po, tem—se maiores gquotas de recuperagéo, melhor sensibilida

de analitica e maior pureza dos eluatos.

§.6. Marcha analitica para separagao de farmacos e  toxinas

na urina.

Para separacac das substancias eliminadas, submete-
se a urina, convencionalmente, a uma extracao liguido-ligui-
do, com éter em meio acido, seguida de separacao da fase
aguosa, alcalinizacd3o e nova extragao. A extragac da urina
acidulada & conseguida com a eluicao na coluna a pH 2,0. Ao
finalizar a eluicac acida, alcaliniza-se a urina situada so-
bre o material de suporte mediante corrente com ar saturado
de amdnia’’® e em continuagao, se elui a coluna com uma mis-

tura de diclorometano/isopropancl (85/15) para fazer a extra
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cao de substancias alcalinas. O roteiro deste método € ©
seguinte:

— +ratamse 20 ml da urina com aproximadamente 0,5 g
de NH4Cl.

- fixa-se o pH 2,0 com HCl1l 25% e adiciona-seé na co-
luna. A eluicaoc das substancias acidas e neutras
se realiza com 40 ml do éter etilico.

- finalizada a eluicao acida, tem-se que eliminar a
guantidade principal do eluente restante mediante
a aplicacao de um vacuo fraco na coluna. Em segui
da, se aspira, através da coluna, ar saturado com
amoniaco até gue a urina gue se encontra na colu
na, tenha passado completamente de pH acido a pH
alcalino (pH 10,0 a pH 10,5).

- segue-se eluindo a coluna com 40 ml de diclorome-
tano/isopropancl (85/15). Neste eluato se encon-

tram os compostos basicos.

8.7. Metodo de analise

O material a ser analisadoc, farmacc ou preparacac
fisiolbgica € inicialmente submetido a um processo de extra
g¢ao liguido-liguido,usando uma coluna preparada de seringas
plasticas de 50 ml, empacotadas com 70 ml de Kieselguhr
(Extrelut, E. Merck, Darmstard) como suporte da fase estaciona
ria e uma mistura de sclventes organicos imisciveis com & agua,
como fase movel, de acordo com a figura 36. O residuo obti-
do & submetido posteriormente a diferentes tipos de cvomate

grafia.
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Uma aliquota dos residuos acima obtidos & analisada,
inicialmente, por cromatografia de particao em papel (CP) ten
do como eluentes: (n-butanol/ac. férmico/agua) (12:1:7) e
cloroférmio/isopropanol/hidréxido de amonio 25%) (45:45:10) ,
sendo depois submetidos 3 vaporizacao com reagentes cromoge-
nicos tais como: reativo de Dragendorff modificado segundo
"MUNIER" e nitrato mercuroso a 2% em etanol e em seguida sub
metido a vapores de amonia, respectivamente. Os resultados
obtidos neste procedimento, tais como, Rf e coloragéo da man
cha s3oc codificados e armazenados em um programa para compu-

tador.

Em seguida, uma outra aliguota dos referidos resi-
duos & submetida & andlise por CLAE. Diferentes sistemas de
solventes para as substancias de uma mesma classe foram tes-
tados e os resultados foram também codificados para alimenta

cac em programas para computacaoc.

A cromatografia g&s—liquido.acoplada a espectrome
tria de massa foi utilizada com sucessC a fim de identificar
o principio ativo do firmaco em analise. Como nos outros ca-
sos, os resultados obtidos foram codificados e computariza

dos.
8.8. Fase preliminar de triagem (cp).

Obtidos os residuos com as substancias acidas e neu
tras (A) e com as substancias basicas (B) (cf.Fig.36, p-156)
estes foram retomados com 1 ml de metanol e cromatografados

B il e . ; -
em papel Win._mann 3m nos sistemas apropriados, isto e:
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— as substincias acidas (barbitliricos e compostos de estruti
ras semelhantes) foram cromatografadas com © seguinte sis-
tema de solvente: {cloroférmio/isopropanol/hidréxido de

amonio 25%) (45/45/10) e depois de secas, foram observadas

a luz UV(254 nm) e reveladas com nitrato mercuroso & 2%
(o} . &
em etanol, seco a 110 C e submetido a vapores de amo-
._266 -
nia . Observa-se uma coloragac branca para a mancha cor-

respodente a droga acida, e coloragac marron para © fundo

do papel.

— as substancias basicas foram cromatografadas com © sistema
de solvente: (n-butanol 98%/acido formico/agua) (12/1/7) e
estas depois de secas, foram também observadas a luz uv
(254 nm) e submetidas & coloracao com reativo de Dragen

dorff modificado segundo "MUNIER".

Nesta fase de triagem obtém-se o valor de REf corres
pondente a cada substancia, cor da mancha em luz UV (254 nm)
e cor das manchas reveladas com-os reagentes cromogéenicos aci

ma mencionados.

§.9. Fase posterior de purificagao e confirmacao
8.9.1. Cromatografia liguida de alta eficieancia (CLAE)

Em funcao do resultadc obtido na fase preliminar,
uma aliguota dos residucs obtidos (A e B) (cf Fig.36,p.156)
foi submetida A andlise por CLAE, utilizando-se condigoes
padroni%adas de coluna, eluente, fluxo e tipo de detector,
adequados. a droga sob anilise, para a padronizacao e deter-

minacao do tempo de retencac (Tp) de cada substancia.

N\
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A Agua utilizada em CLAE foi bidestilada e desgaseil
ficada. A desgaseificagao de um solvente ou mistura de sol

ventes & sempre indispensavel.

8.9.2. Cromatografia gas-liguido acoplada a espectrometria

de massa (CGL-EM).

Os constituintes, previamente analisados, foram sub

metidos a CGL-EM, com © objetivo de confirmar suas estrutu-

ras.

8.10. Aaplicacao da marcha analitica proposta para controle

dos farmacos estudados em amostras de urima seleciona

das para o trabalho.

Grupo 1 - individuos nao medicados

As amostras foram submetidas & marcha analitica pro

posta, cujc esguema esti resumido na Fig.36, P- 156.

Grupo 2 - individuos medicados Ou drogados

As amostras foram extraidas e submetidas 2 fase de
triagem. Estas amostras foram posteriormente analisadas cCOIm
vistas & identificagao dos firmacos possivelmente presentes

nas amostras de urina.
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8.11. Derivatizacao da anfetamima com c52(241).

Anfetamina (1 mg) foi diséolvida em 10 ul de eter
etilico e 10 ¥1 de CS, (agente derivatizante) seguido de adi
gao de 1 gota de hidrdxido de amdnio 25%. A reagao foi reali
zada em ampola selada, a 60°c, durante 10 minutos. AO térmi
no da reacao, 3 Ml da mistura de reacao foram submetidos 2

CGL-EM.

£.11.1. Derivatizacao da anfetamina em urina com CS,

Em 20 ml de urina foi adicionado 1 mg da anfetamina
e alcalinizacao com hidrdxido de amdnio 25% 2 pH 12,0. A uri
na assim preparada foi cubmetida & extragao com éter etilice
(40 ml) em coluna "pxtrelut”. O extrato etéreo foi reduzido
a 20 M1, em evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, a
35°c. A 10 Ml do extrato assim obtido foi. adicionado 10 ul
de CSz. A reagéo foi realizada em ampola selada, & GOCC, du-
rante 10 minutos. Ao término da reacao, 3 Ul da mistura Tea

cional foi submetidos a CGL-EM.

g.11.2. Derivatizacao da anfetamina em urina, COE acetona

A técnica utilizada para & derivatizacao da anfeta-
mina foi a mesma descrita nc sub-item 8.11.1, salvo a substi

tuicao de CS, por acetona.
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8.12. Derivatizacao de aminas alifaticas com cloreto de ben-

zoila
8.12.1. Preparagao das amostras padroes

Solucoes padroes foram preparadas pela mistura da

amina livre (1 mol) com uma solucac saturada de bicarbonatc

de sbddio (ca. 5 moles) seguido da adicdo, gdota a gota, de
cloreto de benzoila (1,1 mol) a temperatura ambiente e sob
agitagao magnética durante 4 horas. A amida correspondente

foi extraida com clorofdrmioc, secadz com sulfato de sddioc e

evaporada.

8.12.2. Procedimento de derivatizagao

0 procedimento geral para a derivatizacao foi o
seguinte: aliguotas de aminas {(5-10 ¥l1l) foram misturadas com
uma solucao saturada de bicarbonatc de sddio (50 pl) ,seguida
da adicao de cloreto de benzoila (5-10 ul) e a mistura rea-
cional submetida a agitacao magnética, durante 4 horas. by

benzoilacac foi interrompida pela adicao de agua (0,4 ml) e

a amida extraida com clorofdrmio (3x0,4 ml). Depois de lava-
da a fase clorofbrmica com agua (2x0,5 ml}, © extrato foi
secado (sulfato de sodio), filtrado, concentrado € a amostra

submetida a analise.

8.12.3. Separagdo e quantificagao por CLAE

Amostras derivatizadas em solucac de metanol, liv.e
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de particulas, foram injetadas (10 ul)} no sistema cromatograd
fico com uma seringa de pressaoc. A coluna MicroPAK MCH-5 es-
tava a temperatura ambiente. O eluénte consistindo de agua:
metanol (50/50) foi bombeado (0,6 ml/minj, isocraticamente .

0s picos foram monitorizados a 254 nm.

as alturas dos picos de amostras deconhecidas fo—
ram comparadas guantitativamente com os das amostras pa-
droes, tendo © mMEesSmMO tempo de retencao- além disso, cada pi

co foi coletado e submetido a2 analise por CGL—-EM.

g.13. sintese do acido hiptarico

fcido hipiirico foi preparado 2 partir da glicina,
pelo procedimento descrito no item 8.12.1., exceto que, de
pois de completa 2 reacao, a mistura reacional foi interrom~
pida com jcido cloridricoc € © precipitado foi cristalisado

em agua.

8.14. pProcessamento de dados

Os dados foram processados em Ul microcomputador
cp-500 de fabricagao da PROLOGICA com placa CPM (Microssol)

e placa para alta resolugao grafica (PSI-GRAF).

Foram desenvolvidos programas € arquivos aleatodrios

em BASIC para O processamento dos dados gravados em discos’ fle

xiveis.



Material analisado

(fArmaco ou prepara-
¢ao fisioldgica) (20 ml) .

0,59 de NH 4(21
ajustar a pH 2,0 com HCL 25%

Extralr com éter etilico (40 ml)em
coluna de "Extrelut"

L

o
‘ Fase etérea«l ‘l Fase aquosa
{evaporar sob pressao reduzida a 35°¢C ajustar a pH 10-10,5 (vapores de
I Levaporar sob corrente de nitrogenio 8‘{%}{5} com diclorometano/ i SOpro)
DI RIRPOR ool o1, Hestdau A i ]n01{85/15]
Drogas acidas e neutras (A) Fase organica i
R evaporar sob pressao reduzida a 3
evaporar sob corrente de nitrogen
‘ Drogas basicas (B)
it e i
Cromatografia de partigao em papel Cmmtogra%ia 1fquida de Cromatografia gas-1Iquido/espectro e o;]put ador -
alta eficiéncia (CLAE) metria de massa (CGL—EM) u

Figura 36. Esquema de marcha analitica.
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