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Nota de aplicacao

Farmacos de moléculas pequenas

Introducao

Os antidepressivos triciclicos (TCAs) foram descobertos no inicio dos anos 1950 e
lancados no mercado no final dessa década. Suas estruturas quimicas contém um
nucleo com trés anéis. Os antidepressivos tetraciclicos, que contém um ndcleo com
quatro anéis, sdo um grupo de compostos antidepressivos bastante relacionados.

Os antidepressivos ciclicos estdo entre os primeiros antidepressivos desenvolvidos.
Embora sejam substituidos com frequéncia por drogas que causam menos efeitos
colaterais, ainda sdo uma boa opc¢édo para muitas pessoas. Os antidepressivos
ciclicos disponibilizam mais neurotransmissores para o cérebro como a serotonina
e a norepinefrina, o que ajuda a melhorar a comunicacédo dos neurénios e, como
consequéncia, afeta o humor. TCAs de amina terciaria, como a doxepina e a
amitriptilina, sao inibidores mais potentes da reabsorcéo de serotonina do que

os TCAs de amina secundaria, como a nortriptilina e a desipramina [1,2,3].
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As aminas triciclicas também séo importantes compostos-
teste para cromatografia. A Figura 1 demonstra que esses

componentes tém altos valores de pKa, de 9,2 a 9,6. Em pH 7.0,

os silandis da silica estdo em sua forma ionizada, e moléculas
basicas como os TCAs estdo altamente protonadas. Em

pH neutro, os TCAs podem interagir por mecanismo de troca
idnica com os silandis da silica, se estiverem expostos. Uma
maior cauda no pico pode ser observada quanto mais silanois
estiverem expostos. O fator de alargamento de amitriptilina

é usado como medida da atividade silanofilica [4].

Neste trabalho, comparamos o desempenho de colunas
Agilent Poroshell HPH C18 e de colunas de outro fornecedor
para a analise cromatografica de antidepressivos ciclicos.

Parte Experimental
Um LC Agilent 1260 Infinity foi usado, composto de:

*  Bomba binaria SL Agilent 1260 Infinity, capaz de operar
até 600 bar (G1312B)

*  Compartimento da coluna termostatizado Agilent 1260
Infinity (G1316C)

+  Amostrador automatico de alto desempenho SL Plus
Agilent 1260 Infinity (G1376C)

» Detector de arranjo de diodos Agilent 1260 Infinity
(G4212A) equipado com uma cela de fluxo de 1 pL
com caminho éptico de 10 mm
(p/n G4212-60008)

As seguintes colunas foram usadas nesse estudo:

*  Agilent Poroshell HPH C18, 3 x 100 mm, 2,7 ym
(p/n 695975-502)

*  Agilent Poroshell HPH C18, 3 x 100 mm, 4 pm
(p/n 695970-502)

* Colunas novas, superficialmente porosas resistentes a
pH alto, 3 x 100 mm, 2,6 e 5 um, de outro fornecedor

0 software Agilent ChemStation, versao C.1.05, foi usado
para controlar o instrumento e processar os dados.

Os componentes examinados foram uracila (50 pg/mL),
hidrocloreto de doxepina (250 pg/mL), hidrocloreto de
nortriptilina (500 ug/mL), hidrocloreto de amitriptilina

(250 pg/mL) e maleato de trimipramina (500 pg/mL). Todos
foram comprados da Sigma-Aldrich, Corp. e preparados em
agua. A Figura 1 mostra as estruturas e os detalhes. O diidrato
dibasico de fosfato de sodio e o diidrato monobasico de fosfato
de sddio, também da Sigma-Aldrich, foram preparados
separadamente a 20 mM e titulado em pH 7.0. A acetonitrila
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Figura 1. Estruturas de amina triciclica.

foi comprada da Honeywell (Burdick e Jackson). A agua foi
filtrada a 0,2 pm em um sistema Milli-Q a 18 MQ (Millipore).
Um fase movel pré-homogeneizada composta de 60 % de
acetonitrila e 40% de fosfato de sddio 20 mM foi usada para
avaliar as colunas. As colunas foram aquecidas a 25 °C e
equilibradas a 1 mL/min por 10 minutos antes dos testes.

Resultados e discussao

Conforme listado na Figura 1, os valores de pKa dos TCAs
ficaram entre 8 e 10, classificando de forma clara esses
compostos como bases. Amostras com compostos ionizaveis,
como os compostos basicos, geralmente sdo melhor separadas
com fases moveis em pH 3 ou mais baixo. Nesse pH, possiveis
interacdes com os silanois da coluna sdo minimizadas. Em

pH 5,5 e mais altos, podem existir silandis residuais como

0- na superficie da coluna. Esses silandis com carga negativa
na superficie podem ter interacdes de troca i6nica com
compostos basicos com carga positiva. Esse é o tipo mais
comum de cauda de pico. No entanto, muitas separacées sdo
feitas de forma mais otimizada em pH médio (4-8) e mais alto
(>9). visto que os compostos da amostra ndo sdo estaveis em
pH baixo. Compostos basicos sado protonados em pH baixo e
eluem muito rapidamente, ou exigem espagamentos de bandas
ndo encontrados em pH baixo.



Sabe-se que colunas de silica-convencionais ndo séo
recomendadas para operar em pH mais alto (por exemplo,
pH >8), devido ao poder de dissolucéo do suporte de silica
acompanhado de danificacdo da coluna. Podem surgir
problemas em separacdes desenvolvidas para operar na faixa
de pH de 6 a 8. A solubilidade do suporte de silica pode ser
significativa nessa faixa de pH, portanto a reprodutibilidade
da separacdo e a vida util da coluna sdo menores do que

o esperado. Foi documentado que a degradacédo de colunas
baseadas em silica em pH intermediario (e mais alto) é
basicamente uma funcéo de dissolucéo do suporte de silica,
em vez de uma perda de substrato organico ligado devido

a hidrolise [5]. Também foi relatado que a solubilidade

do suporte de silica na faixa de pH de 6 a 8 é bastante
aumentada na presenca de tampdes de fosfato,
principalmente em temperaturas e concentracdes

de tampao mais altas [6].

A coluna Agilent Poroshell HPH C18 demonstrou ser estavel
nos tampdes de hicarbonato de aménio e de fosfato e
tornou-se uma opcéao de coluna mais popular para aplicacées
em pH intermediario e alto. Aplicacdes foram publicadas
usando essas colunas em tampéao borato-fosfato, tampdo
trietanolamina/fosfato e tampéo de fosfato, hidroxido

de amonio e bicarbonato de amédnio. Com essas colunas,
obtém-se as vantagens da alta eficiéncia de colunas

superficialmente porosas somadas a uma maior vida util
em pH ou temperatura elevada [7,8,9].

A Figura 2 mostra cromatogramas de uma coluna Poroshell
HPH C18, 4 ym (A) e uma coluna de 2,7 ym (B) em um
formato de 3 x 100 mm. Essas dimensdes estéo se tornando
mais populares, pois usam menos solvente do que o formato
antigo de 4,6 mm. Usar menos solvente significa custos
operacionais mais baixos na aquisicao e descarte de
solventes. Colunas de 3 x 100 mm também séo usadas

com frequéncia quando a deteccédo é por espectrometria

de massas. Como mostrado na tabela de resumo e no
cromatograma, todos os picos apresentam bons formatos

e com o0 minimo de cauda. A eficiéncia medida pelo pico

de trimipramina na coluna de 2,7 um é de 15.679 e

de 8.616 na coluna de 4 pm. Ambas as colunas podem ser
adequadamente usadas em um instrumento de 400 bar, com
pressdo de 280 bar na coluna de 2,7 pm e 143 bar na coluna
de 4 um. O tempo de retencdo na coluna de 4 ym é um
pouco menor do que na coluna de 2,7 ym, mas a ordem

de eluicdo e a seletividade dos compostos é semelhante

em ambas, indicando a escalabilidade das colunas.
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Figura 2. Cromatograma da mistura de antidepressivos triciclicos em tampéao

de fosfato em pH 7 em colunas Agilent Poroshell HPH C18.



A Figura 3 mostra cromatogramas de duas colunas
superficialmente porosas estaveis em pH alto de um outro
fornecedor. Os cromatogramas mostram que o formato dos
picos das aminas triciclicas foi de menor qualidade do que
os obtidos pelas colunas Poroshell HPH C18 na Figura 2.
Devido a esse formato do pico de qualidade inferior para
0s compostos basicos, a eficiéncia € menor na coluna de
2,6 um de outro fornecedor do que na coluna Poroshell
HPH C18 de 2,7 um. Embora a pressao da coluna de 5 um
do outro fornecedor seja menor do que a da coluna Poroshell
HPH de 4 um, a diferenca é pequena.

Conclusoes

As colunas Agilent Poroshell HPH C18 mostraram ter boa
durabilidade em tampdes de bicarbonato de aménio e de
fosfato em pH alto e intermediario, tornado-as uma hoa
opcéo para analistas. Nessa nota de aplicacdo, o formato do
pico excelente com a Poroshell HPH C18 é comparado com
materiais de outro fornecedor. Visto que o formato do pico
influencia a eficiéncia da coluna, a importancia de um bom
formato do pico, principalmente ao analisar compostos
farmacéuticos basicos, ndo deve ser subestimada.
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Figura 3. Cromatograma da mistura de antidepressivos triciclicos em tampéao
de fosfato em pH 7 em colunas superficialmente porosas de outro fornecedor.
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Mais informacoes

Estes dados representam os resultados tipicos.
Para obter mais informacdes sobre nossos produtos
e servigos, acesse o site

www.agilent.com/chem.
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