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RESUMO
CARACTERIZACAO DO COMPOSTO QUIMIOTERAPICO LEUKERAN POR
METODOS ANALITICOS DE FiSICA ATOMICA
LUCAS DOS SANTOS CAVALCANTE

Orientador: Wania Wolff

Farmacos servem a sua aplicacdo estando livres de impurezas e administrados em uma
quantidade apropriada. Varios métodos quimicos e instrumentais sdo aplicados em interva-
los regulares na avaliacdo de drogas. Produtos farmacéuticos podem desenvolver impurezas,
absorver contaminantes, degradar em varios estdgios de seu desenvolvimento, transporte e ar-
mazenamento, tornando-se um risco farmacéutico ao ser administrado, portanto eles devem ser
detectados e quantificados. A instrumentagdo analitica e métodos de anélise desempenham um
papel importante na avaliagdo da qualidade dos medicamentos. O composto quimioterapico
selecionado para estudo, a clorambucila, € um derivado aromatico da mostarda nitrogenada que
atua como um agente alquilante bifuncional e € indicado para o tratamento de Doenca de Hodg-
kin e formas de linfoma nao-Hodgkin, como leucemia linfocitica cronica e macroglobulinemia
de Waldenstrom. Experimentos baseados em métodos analiticos de fisica atdmica e molecu-
lar como PIXE, RBS, XPS, TOF e SEM foram aplicados para investigar o composto ativo e
o medicamento que o contém, Leukeran. A quantidade do composto ativo no comprimido foi
identificada e comparada com a informagdo do fabricante. Os elementos presentes no revesti-
mento foram determinados como também foi estimada a sua espessura. A degradacdo da mo-
lécula quando exposta a variagdo de temperatura e sob impacto de prétons foi investigada pelas
técnicas de emissdo de raios X induzido por prétons - PIXE (Particle-induced X-ray emission
ou proton-induced X-ray emission), espectroscopia de retroespalhamento de Rutherford - RBS
(Rutherford backscattering spectroscopy), espectroscopia de fotoelétron excitados por raios X
- XPS (X-ray photoelectron spectroscopy) e espectroscopia de massa por ions secundarios -

SIMS (Secondary ions mass spectroscopy).

Palavras-chave: fisica atémica, espectroscopia, linfoma nao-Hodgkin, Leukeran, cloram-

bucila.
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ABSTRACT
CARACTERIZACAO DO COMPOSTO QUIMIOTERAPICO LEUKERAN POR
METODOS ANALITICOS DE FiSICA ATOMICA
LUCAS DOS SANTOS CAVALCANTE

Advisor: Wania Wolff

Drugs serve their application being free of impurities and administered in an appropri-
ate amount. Various chemical and instrumental methods are applied at regular intervals in drug
estimation. Pharmaceutical products can develop impurities, absorb contaminants, degrade at
various stages of their development, transport and storage, making it a pharmaceutical risk
when administered, so they must be detected and quantified. Analytical instrumentation and
methods of analysis play an important role in the evaluation of drug quality. The chemothera-
peutic compound selected for this study, chlorambucila, is an aromatic derivative of nitrogen
mustard, which acts as a bifunctional alkylating agent and is indicated for the treatment of
Hodgkin’s disease and forms of non-Hodgkin’s lymphoma, such as chronic leukemialinfocitica
and Waldenstrom’s macroglobulinemia. Experiments based on analytical methods of atomic
and molecular physics such as PIXE, RBS, XPS, TOF and SEM were applied to investigate the
active compound and the drug containing it, Leukeran. The amount of the active compound in
the tablet was identified and compared to the manufacturer’s information. The elements present
in the coating were determined as well as the thickness was estimated. The degradation of the
molecule when exposed to temperature variation and under impact of protons was investigated
by the techniques PIXE - Particle-induced X-ray emission or proton-induced X-ray emission,
RBS - Rutherford Backscattering spectroscopy, XPS - X-ray photoelectron spectroscopy and

SIMS - Secondary ions mass spectroscopy.

Keywords: atomic physics, spectroscopy, non-Hodgkin’s lymphoma, Leukeran, chloram-

bucila.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um grupo de doencas que envolve o crescimento celular acelerado, nas quais
células anormais se dividem sem controle com o potencial de invadir e se espalhar para outras
partes do corpo, além de causar a faléncia das fungdes vitais. Essas células podem se espalhar
através dos sistemas sanguineo e linfatico. Existem quase 200 tipos de canceres que correspon-
dem a diversos sistemas celulares do corpo, e que sdo diferenciados pela capacidade de invadir
tecidos e 6rgaos, sendo eles vizinhos ou ndo (INCA - MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

Sua classificagdo € feita a partir da localizagdo primdria do tumor, e ndo de acordo
os tecidos para os quais a neoplasia se espalhou. Os diferentes tipos da doenca podem ser
colocados, em sua maioria, nos seguintes grupos: carcinomas, sarcomas, leucemia e linfomas.
O carcinoma € o tipo de cancer mais comum nos seres humanos, com potencial surgimento em
praticamente todos os 6rgaos. Sua origem € no tecido epitelial, ou seja, o tecido que recobre
nossa pele e reveste a maioria dos nossos 6rgaos. Ja o sarcoma € uma neoplasia bastante rara que
se inicia nos tecidos conjuntivos que ficam entre a pele e os 6rgdos internos, como os tenddes,
musculos e gordura. A leucemia refere-se a um grupo de doencas complexas que surgem na
médula 6ssea e afetam a producdo de glébulos brancos. Existem mais de 12 tipos de leucemia,
sendo os quatro tipos principais: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica
(LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e leucemia linfocitica cronica (CLL). Por fim, os
linfomas sdo transformagdes neopldsicas de células linféides normais que residem no sistema
linfatico, conjunto composto por linfonodos ou ganglios e os tecidos. Sao morfologicamente
divididos em linfomas de Hodgkin (LH) e ndo-Hodgkin (LNH), e devido ao fato do tecido
linfatico ser encontrado em todo o corpo, o linfoma se espalha de forma desordenada, podendo
se originar em qualquer lugar do corpo (INCA - MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; ALMEIDA
et al., 2005).

A incidéncia e a mortalidade por cancer estao crescendo rapidamente em todo o mundo.
As razdes sao complexas, mas o seu aumento € reflexo do envelhecimento juntamente com
o crescimento exponencial da populacdo, além de mudancas na prevaléncia e distribuicdo dos
principais fatores de risco para o cancer, que estao diretamente relacionados ao desenvolvimento
socioecondmico de cada na¢do. Com esses fatores combinados, a crescente proeminéncia do
cancer como principal causa de morte reflete os acentuados declinios, em muitos paises, das
taxas de mortalidade de outras doengas, como o derrame e doengas do coracao (BRAY et al.,
2018). Dessa forma, a posi¢ao do cancer como causa de morte reflete os niveis nacionais de
desenvolvimento social e econdmico de cada pais, e por isso, apresentaremos nas subsecoes

abaixo um panorama mundial e nacional da doenca.
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1.0.1 Panorama mundial

O cancer é um grande problema de satde publica no mundo todo. Segundo a Organi-
zacdo Mundial de Saide (OMS), no ano de 2015, o cancer foi a primeira ou segunda causa de
morte em humanos com idade até 70 anos em 91 dos 172 paises do mundo, € em outros 22
paises, a doenga ocupou o terceiro ou segundo lugar em causas de mortes (BRAY et al., 2018).

Estas estatisticas sdo exibidas na Figura 1.

Ranking of cancer
Premature mortality {0-69)

151 (48)

e {43

Ird - dsh {2 »
Sef - A0tk (50)

-Nn dais D Ml applicable

Figura 1: Mapa Global Apresentando o Ranking Nacional de Cancer como Causa de Morte em
Idades Abaixo de 70 Anos em 2015. Os nimeros de paises representados em cada grupo de
classificagdo estdo incluidos na legenda (BRAY et al., 2018).

No ano de 2018 foram estimados 18,1 milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes
de mortes causadas pelo cancer, todas essas estimativas levam em conta as estatisticas do cancer
de pele ndo melanoma (CPNM). Calcula-se que quase metade dos novos casos € a maioria das
mortes por cAncer no mundo ocorreram na Asia no ano de 2018, isso deve-se ao fato de que
60% da populacdo mundial reside nesse continente. Para os outros continentes, a Europa se
destaca, respondendo por 23,4% do total de casos de cancer e 20,3% das mortes por cancer no
de 2018, embora represente apenas 9% da populacao mundial, seguido pelos 21% de incidéncia
e 14,4% da mortalidade em todo o mundo no mesmo ano (BRAY et al., 2018).

A Figura 2 mostra as porcentagens dos 12 principais tipos de cancer para os novos casos
e mortes em todo o mundo no ano de 2018. Pode-se perceber que o cancer de pulmao e o cancer
de mama feminino s3o mais comumumente diagnosticados, ambos possuem uma porcentagem
de 11,6% do total de novos casos, seguido de perto pelo cancer colorretal com uma incidéncia
de 10,2% e o cancer de prostata com 7,1%. Para as taxas percentuais de mortalidade, o cancer de

pulmao lidera as estatisticas com 18,4% dos casos, em seguida aparece o cancer colorretal com
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9,2%, e os canceres de estdmago e figado com uma taxa de 8,2% do total de mortes causadas
por cancer em 2018. Para obtengdo desses valores foram combinadas as estatisicas de homens
e mulheres. No geral, os 12 principais tipos de cancer sdo responsaveis por mais de 65% das

mortes por cancer recém-diagnosticados (BRAY et al., 2018).

Outros ——I

Pancreas

Leucemia I Vortes
Bexiga Novos casos

Tiréide

Colo do utero
Eso6fago

Figado

Cancer

Estémago
Prostata

Colorretal

Mama

Pulméo

U

Figura 2: Novos casos e mortes dos 12 principais tipos de cancer no mundo no ano de 2018
(BRAY et al., 2018).

1.0.2 Panorama nacional

No Brasil, para o biénio 2018-2019, € esperado uma ocorréncia de 600 mil casos novos
de cancer em cada ano. Essa estimativa reflete o perfil de um pais que possui os canceres
de préstata, pulmdo, mama feminina e c6lon e reto entre os mais incidentes para ambos os
sexos combinados, e a0 mesmo tempo apresenta altas taxas para os canceres do colo do ttero,
estdmago e esofago. No caso das mulheres, a neoplasia que ocorrerd com a maior frequéncia é
de mama (60 mil), e para os homens, serd o cancer de préstata (68 mil). As taxas de incidéncia
ajustadas por idade tanto para homens quanto para mulheres apresentam compatibilidade as
taxas de incidéncias apresentadas para paises em desenvolvimento (INCA - MINISTERIO DA
SAUDE, 2018a). A Figura 3 apresenta o perfil de recorréncia dos dez principais tipos de cancer
no Brasil.

A distribuicao da incidéncia quando feita por Regido revela informacdes interessantes.
As Regides Sul e Sudeste, por exemplo, acumulam 70% da ocorréncia de casos novos de cancer
de todo o pais. Os canceres de prostata, pulmao, de mama feminima e de intestino lideram as

taxas de incidéncia nas Regides Sudeste e Sul. O padrdo de incidéncia na Regido Centro-
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Oeste apresenta um comportamento semelhante, mas incorpora em sua distribuicao os canceres
do colo do tutero e de estdmago entre os mais incidentes. Nas Regides Norte e Nordeste, a
incidéncia dos canceres do colo do utero e estbmago tem impacto importante nessa populagdo.
Um outro aspecto interessante € que a Regido Norte € a tinica do pais onde as taxas do cancer
de mama e do colo do utero sao iguais entre as mulheres (INCA - MINISTERIO DA SAUDE,
2018a).

Prostata 63.220 N Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 289.5%

Traqueia, Bronguio e Pulmio 18.740 B.7% Y Colon e Reto 16.880 94%
Colon e Reto 17.380 B,1% i Colo do Utero 16.370 B.1%

Estmago 13.540 6.3% b Tragueia, Bronguio e Pulmdo 12,530 B.2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% I Glandula Tirenide 8.040 4.0%

Esdfago 8.240 3.5% Estmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 3.1% | Corpo do Uiero 6.600 3.5%

Laringe 6.380 3.0% Owano B.150 30%

Leucemias 5.540 2.B8% Sistemna Nervoso Cendral 5510 2.7%

Sistema Nervoso Cenfral 5810 2.7% Lewrcemias 4,860 24%

Figura 3: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA - MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

1.0.3 Linfoma

O sistema linfatico € composto pelos linfonodos, vasos linfaticos e a linfa. Os linfono-
dos sdo estruturas localizadas nas proximidades de todos os 6rgdos do corpo, exceto o cérebro.
Essas estruturas se concentram, principalmente, no pescoco, axilas e regides inguinais. Os va-
sos linféticos sdo pequenos canais que interligam os linfonodos. E a linfa, encontrada nos vasos
linfaticos, é um fluido composto pelos linfocitos e outras células envolvidas na resposta imu-
noldgica. O sistema linfatico, exibido na Figura 4, produz e transporta os glébulos brancos,
células que combatem as infec¢des e participam do sistema de defesa do organismo (INSTI-
TUTO VENCER O CANCER, 2018).

O linfoma ocorre quando uma célula normal do sistema linfatico se transforma, cresce
sem parar e se dissemina pelo organismo. Existem dois tipos principais de linfomas: o linfoma
de Hodgkin e o linfoma ndo-Hodgkin, e ambos envolvem diferentes tipos de células linfoci-
tarias. Cada tipo de linfoma cresce, se dissemina a uma taxa diferente e responde de forma
diferente ao tratamento. Essa neoplasia pode ocorrer em criangas, adolescentes e adultos. O
comportamento dos linfomas depende de seu tipo, que € definido a partir do exame anatomopa-
tolégico do material obtido por biépsia (INSTITUTO VENCER O CANCER, 2018).
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Figura 4: O sistema linfatico INSTITUTO VENCER O CANCER, 2013).

Os linfomas nao-Hodgkin s@o divididos de acordo com o grau de agressividade e a
velocidade de crescimento das células tumorais. Por exemplo, os indolentes apresentam um
crescimento lento e podem ficar anos sem diagndstico. J& os agressivos crescem de forma ace-
lerada e precisam de um tratamento imediato. Os tipos mais comuns de linfomas ndo-Hodgkin
sdo os difusos de células grandes, que sdo agressivos, e os linfomas foliculares (h4 vérios sub-
tipos), que sdo indolentes (INCA - MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; INSTITUTO VENCER
O CANCER, 2018).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que, para cada ano do biénio 2018/2019,
sejam diagnosticados no Brasil 10.180 novos casos de linfoma nao-Hodgkin (5.370 em homens
e 4.810 em mulheres). Para ambos os sexos, é a 112 neoplasia mais frequente entre todos os
canceres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,19 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,55 para cada 100 mil mulheres (INCA - MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

Para a decisdo do tratamento mais adequado para o linfoma € preciso levar em con-
sideracdo o estado de saide do paciente, o estdgio do linfoma e o seu tipo. De uma forma
geral, a quimioterapia e radioterapia sdo os tratamentos mais utilizados. A quimioterapia é o
método que utiliza substancias quimicas, isoladas ou em combinag¢do, no tratamento de doen-
cas causadas por agentes biologicos. Quando aplicada ao tratamento de neoplasias malignas
¢ chamada de quimioterapia antionepldsica ou antibldsica (RIUL; AGUILLAR, 1999; INCA
- MINISTERIO DA SAUDE, 2018b). O objetivo da quimioterapia € destruir as células neo-
plasicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterdpicos atua de
forma nao-especifica, isto €, atuam tanto nas células malignas como nas normais. Apesar disso,
0 corpo recupera-se destes inconvenientes apds o tratamento, justificando os seus beneficios

mesmo com tantos efeitos colaterais (ALMEIDA et al., 2005).
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1.0.4 Leukeran

O Leukeran é um quimioterdpico que pertence a um grupo de medicamentos chamados
de citotoxicos e apresenta como substancia ativa a clorambucila, utilizada para o tratamento de
linfomas, leucemias e algumas desordens do sangue. E fornecido em comprimidos biconve-
xos redondos, castanhos, revestidos por uma pelicula, em frascos de vidro ambar com tampas
resistentes, como mostra a figura 5. De acordo com o fabricante, o medicamento deve ser ar-
mazenado na geladeira numa faixa de temperatura de 2 a 8C (GLAXOSMITHKLINE BRASIL
LTDA, 2005).

Figura 5: Embalagem, pote e o comprimido do farmaco Leukeran (THE DRUGBANK DATA-
BASE, 2018).

Cada comprimido contém 2 mg de clorambucila e 2,5 mm de diametro. Além disso, o
Leukeran é composto por adjuvantes, ou seja, ingredientes que nao possuem atividade terapéu-

tica. Os adjuvantes que compdem o quimiterdpico sao:

- Diéxido de silicio coloidal (SiO;), densidade = 2.65g/ cm>: o diéxido de silicio coloidal
ajuda a obter o po ideal e fluxo exigido pelas atuais prensas de comprimidos de alta velo-
cidade, incorpora ingredientes liquidos ou sé6lidos para cristalizar, melhora a dissolucao
de ingredientes farmacéuticos ativos de baixa solubilidade, ajuda a executar processos
de granulacdo e tem grande aplicagdo como lubrificante, melhorando consideravelmente
as propriedades de fluxo do material ao qual € adicionado. Além disso, € muito mais
eficiente e economico (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009);

- Hipromelose (Cs¢Hj03030), densidade = 1.26g/ cm3: a hidroxipropilmetilcelulose, co-
nhecida como hipromelose € utilizada na fabricagdo de matrizes hidrofilicas. Ela pro-
porciona a liberacdo do farmaco de forma controlada, aumentando consideravelmente a
sua duracdo de liberacdo e prolongando o seu efeito terapéutico (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009);

- Lactose (C12H22011), densidade = 1.53g/ cm? : a lactose é um po branco ligeiramente

amarelado, e possui baixa fluidez. E utilizada como recheio e diluente em formas farma-
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céutica solidas. Seus teores finos de lactose sdo usados na preparagdo de comprimidos
pelo método de granula¢ido imida ou quando a moagem ¢ realizada durante o processa-
mento, uma vez que o tamanho fino permite uma melhor mistura com outros ingredientes
da formulacao, atuando como aglutinante de forma mais eficiente (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009);

Macrogol (C2,+2Hu4y+60,+2, densidade 1.20g/ cm3: o polietilenoglicol (PEG) de baixo
peso molecular, é conhecido como Macrogol. E utilizado como solvente em liquidos orais
e cdpsulas moles. O excipiente estd ligado a drogas biofarmacéuticas, retardando a sua
degradac¢do no corpo humano e aumentando a sua durag¢io de a¢do, bem como reduzindo
a imunogenicidade (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009);

Celulose microcristalina (C¢H100Os),, densidade 1.50g/ cm?>: a celulose microcristalina é
um po cristalino, branco, insipido, inodoro, constituido de particulas porosas, plésticas e
altamente compressiveis. E comercializado sob diferentes graus de tamanho de particula,
e atua como enchedor, desintegrante, lubrificante e facilitador de fluxo. Sua vantagem
estd na compressao direta de comprimidos, além de possuir alta pureza e propriedades

fisicas que melhoram o processo de fabricacao do farmaco. (FERRAZ, 2006);

Acido estedrico (C sH3605), densidade 0.94g/ cm3: o dcido estedrico é um sélido crista-
lino, de cor branca ou ligeiramente amarelada, de aspecto untuoso com odor de gordura.
Considerado uma alternativa ao estearato de magnésio, € utilizado como ligante ou em
combinagdo com goma-laca como um revestimento de comprimido. Pode ser usado em
comprimidos entéricos como transportador de farmaco de liberacdo sustentada (FER-
RAZ, 2006);

Diéxido de titanio (TiO»), densidade 4.23g/cm?: o diéxido de titdnio é um pé ndo-
higroscépico branco, amorfo, inodoro e insipido. E amplamente utilizado em confeitaria,
preparacdes dermatoldgicas e cosméticos, alimentos, na industria de plésticos, em for-
mulacdes farmacéuticas tdpicas e orais como um pigmento branco. Devido ao seu alto
indice de refracdo, o didxido de titanio fornece opacidade ttil, que pode contribuir para a
estabilidade a luz sensivel dos compostos ativos na formulagao de comprimidos (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009);

Oxido de ferro vermelho (Fe,03), densidade 5.24 / cm? e Oxido de ferro amarelo (Fe(OH)3),
densidade 4.25g/cm’: Os 6xidos de ferro sdo definidos como compostos inorganicos
constituidos por qualquer uma das combinacdes de 6xidos de ferro preparados sintetica-
mente, incluindo as formas hidratadas. Eles sdo amplamente utilizados em cosméticos,
alimentos e aplicacdes farmacéuticas como corantes e absorvedores de UV. Como co-

rantes inorganicos, eles estdo se tornando cada vez mais importantes como resultado das



18

limita¢des que afetam alguns corantes organicos sintéticos. No entanto, possuem restri-
¢Oes em alguns paises sobre as quantidades que podem ser consumidas e, tecnicamente,
seu uso € restrito devido a sua limitada gama de cores e a sua abrasividade (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Pode-se percerber a importancia destes excipientes que possuem multiplas funcdes nos
medicamentos. Os adjuvantes permitem a fabricacao eficiente do comprimido, ndo afetam as
caracteristicas fisicas e quimicas nem a biodisponibilidade do principio ativo, e por isso estao
incluidos na maioria das composi¢des farmacéuticas (FERRAZ, 2006). Os principais adjuvan-

tes utilizados em comprimidos sdo mostrados na figura 6.

TIPO FUNCAOD EXEMPLOS
Aumentar o volume de pos, Lactose, lactose spray-dried,
Diluentes permitindo a obtencao de uma forma manitol, amido, celulose
farmacéutica de tamanho adequado; microcristalina®, fosfato de
permitir a compressao direta® calcio dibasico diidratado®
Aglutinante Obter uma liga dos pés, permitindo 2 | PVP, amido (goma), derivados
(umectante) formagao de granulos da celulose, gelatina, amido
pré-gelatinizado
Desagregante Promover ou acelerar a ruptura da | Amido, celulose microcristalina,
(desintegrante) forma farmacéutica, apds contato com | PVP modificado, amido pré-
a Agua gelatinizado

Facilitar a compressao, promover uma |

melhor ejegdo do comprimido, diminuir | Acido estedrico, talco, estearato

Lubrificante a adesdo do material s matrizes e de magnésio

puncgdes e melhorar o escoamento de
pés e granulados

Promotores de reologia Melhorar o escoamento dos pos e Derivados da silica
granulados
Permitir um melhor contato da agua
Molhantes com a forma farmacéutica, Lauril sulfato de sadio,
favorecendo a sua entrada para o polissorbatos

interior e contato com o desintegrante

Figura 6: Principais adjuvantes utilizados em comprimidos pela insdustria farmacéutica (FER-
RAZ, 20006).

1.0.5 Clorambucila

A clorambucila (ou clorambucil) € um composto derivado da mostarda nitrogenada e
bastante utilizado na quimioterapia. E quimicamente conhecido como écido 4- [bis (2-cloretil)
amino] benzenobutandico e possui a seguinte formula molecular: C,,H,Cl,NO,. Embora seja
menos téxico que a maioria das outras mostardas nitrogenadas, foi listado como um conhe-
cido agente cancerigeno (THE DRUGBANK DATABASE, 2018). Sua estrutura quimica em 3

dimensdes ¢ exibida na figura 7.
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Figura 7: Estrutura quimica em 3 dimensdes da molécula da clorambucila (DEPOSITPHOTOS,
2018).

O composto trata diferentes tipos de cancer, mas sua indicacdo predominante é para
leucemia linfoide cronica, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin e para mielomas multiplos. O
clorambucil é extensamente metabolizado no figado, principalmente para mostarda de 4cido
fenilacético. Os dados farmacocinéticos sugerem que a clorambucila, quando administrada por
via oral, sofre uma rdpida absor¢do gastrointestinal e depuracdo plasmadtica, sendo completa-
mente metabolizada com excrecdo urindria extremamente baixa. Sua atividade imunossupres-
sora € devido a sua supressdo de linfcitos (THE DRUGBANK DATABASE, 2018).

O principio ativo do Lekeuran pertence a familia dos agentes alquilantes. Os agentes al-
quilantes sd3o compostos altamente reativos capazes de formar ligagdes covalentes com regides
nucleofilicas de macromoléculas intracelulares, ou seja, sdo compostos que interagem quimica-
mente com 0 DNA e impedem a multiplicagdo de células malignas. Recebem esse nome devido
a sua capacidade de adicionar bases alquiladas as bases nitrogenadas do DNA, resultando na
sua fragmentag@o por enzimas de reparo, impedindo a sua sintese e transcricdo. O dano gerado
ao DNA induz a parada do ciclo celular e a apoptose celular (THE DRUGBANK DATABASE,
2018; ALMEIDA et al., 2005).

A clorambucila é um agente alquilante bifuncional. Agentes alquilantes bifuncionais
param o crescimento do tumor através da ligacdo cruzada de bases de guanina nas cadeias de
dupla hélice do DNA, atacando diretamente o DNA. Sdo considerados mais t6xicos do que os

agentes alquilantes monofuncionais, pois a alquilacdo de um tnico filamento de DNA pode
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até ser reparada facilmente, mas as ligacdes cruzadas interfilamentares, produzidas por agentes
alquilantes bifuncionais, exigem mecanismos mais complexos de reparagdo. Além disso, essas
drogas adicionam metil ou outros grupos alquila em moléculas onde elas nio pertencem, o que,
por sua vez, inibe sua correta utilizagdo por emparelhamento de bases e causa um miscoding
do DNA (ALMEIDA et al., 2005; THE DRUGBANK DATABASE, 2018). A figura 8 exibe as

ligacdes cruzadas que podem ocorrer entre um agente alquilante bifuncional e o DNA.

Ligagio cruzada Ligagio cruzada Ligagio cruzada
irtra fita mter fitas mnter hahees

Figura 8: ligagdes cruzadas que podem ocorrer entre um agente alquilante bifuncional e o DNA
(ALMEIDA et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

A estabilidade de um farmaco é definida como a capacidade da droga de se manter
dentro das especificacdes estabelecidas que garantem sua identidade, for¢a, qualidade e pureza
durante os periodos de validade. De uma forma geral, os farmacos sio sensiveis a fatores am-
bientais, como temperatura, umidade e luz, por isso, algumas condi¢cdes de armazenamento sao
necessdrias para a manuten¢do da integridade e reatividade do composto a fim de garantir suas
caracteristicas terapéuticas. Além disso, a compreensdo da resposta das drogas e suas formu-
lacdes para condi¢des de estresse como pH, temperatura, luz, atmosfera oxidante e radiacdo
sdo parte integrante do desenvolvimento de medicamentos estdveis. Esses testes de estabilidade
fornecem informagdes sobre mecanismos de degradacdo, produtos potenciais de degradagdo,
possiveis caminhos de degradacdo do farmaco, bem como interagdo entre o firmaco e os ex-
cipientes em produtos farmacéuticos. Os resultados sdo aplicados no desenvolvimento de um
processo de fabricacao adequado, selecionando embalagens adequadas, condi¢cdes de armazena-
mento, prazo de validade do produto e datas de validade. As técnicas analiticas podem fornecer
informagdes sobre armazenamento e estabilidade de produtos farmacéuticos.

Uma outra forma de avaliar a qualidade do farmaco é estudar sua capacidade de reter
e estabilizar a droga carregada durante a circulagdo sanguinea e liberaragdo no tecido alvo. A
quantidade de revestimento de filme aplicada a um comprimido e, portanto, sua espessura esta
diretamente ligada com a aparéncia do produto, a opacidade do revestimento, o grau de protecao
contra a degradagdo da luz de um componente ativo, o grau de protecao contra a permeagao de
umidade e a taxa de liberacdo do farmaco caso o revestimento do filme seja usado como uma
barreira de difusdo. Dessa forma, torna-se indiscutivel sua importancia para a determinacdo da
qualidade do farmaco.

Por estas razdes, os objetivos deste estudo sdo:

- Identificar os elementos que compdem o revestimento do Leukeran e suas respectivas

concentracoes;
- A estimativa da espessura do revestimento do Leukeran;

- Avaliar a estabilidade da clorambucila em p6 e no comprimido de Leukeran quando ex-
posta a vdrias condi¢des de estresse, como temperatura e radiagdo ionizante para deter-
minar a degradacdo, descrevendo mudangas de concentracdo de clorambucila, bem como

os parametros de ligacdo-quimica;
- O célculo da massa de clorambucila no quimioterapico Leukeran;

- Identificar os fragmentos da molécula da Clorambucila.
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3 TECNICAS

3.1 Emissao de Raios-X Induzida por Prétons

3.1.1 Introducao

A Emissao de Raios-X Induzida por Prétons, em inglés, Particle Induced X-ray Emis-
sion (PIXE) é uma técnica de analise de materiais multielementar e considerada nao destrutiva.
Foi proposta em 1970 por Johansson e Johansson (JOHANSSON et al., 1995). Ela utiliza ions
monoenergéticos, com energia na ordem de alguns MeV, para induzir a emissdo de raios X ca-
racteristicos de uma amostra, que posteriormente determina a composi¢ao atdmica do material.
O espectro de energia € formado por linhas espectrais dos raios X caracteristicos dos elementos
presentes nas amostras além do espectro continuo proveniente da desaceleragdo da particula
carregada do feixe de radiacdo (TABACNIKS, 1997; SANTOS, 2009).

Os raios X sao detectados por um detector de estado sdlido, sensivel a raios X. Toda uma
eletronica € responsdvel pelo processamento dos pulsos gerados, bem como a conversao do sinal
analdgico em digital. Quando associada a energia do raios X caracteristico com a quantidade de
pulsos referente ao pico, € possivel calcular a concentragdo absoluta dos &tomos que compdem
a amostra (SANTOS, 2009). Dentre as caracteristicas do método PIXE, as mais relavantes

sdo: ndo destrutividade, rapidez, facil preparacdo da amostra e determinacdo da maioria dos
elementos (Z > 13) (VERMA, 2007).

3.1.2 Fundamentacio teérica

O principio do método PIXE consiste na ionizacio dos niveis atdmicos através da intera-
cdo das particulas carregadas, e durante esse processo vacancias sao geradas (VERMA, 2007).
Uma vacancia € definida como uma auséncia de um elétron em uma dada camada eletronica, e
dependendo da energia dessa interagdo, a ioniza¢io pode ocorrer na camada externa ou em uma
das camadas internas do 4tomo (PODGORSAK, 2006).

Um 4tomo com uma vacancia em sua camada interna estd em um estado fortemente
excitado, e tal 4&tomo retornard ao seu estado fundamental através de uma série de transi¢oes
eletronicas. Elétrons de camadas atdmicas mais altas preencherdo as vagas das camadas mais
baixas e a diferenca de energia entre a camada inicial ou final, devido a energia de ligacao
dos elétrons, serd emitida pelo atomo de duas maneiras: Radiativamente na forma de raio X
caracteristico, ou também chamado de raio X de fluorescéncia, e ndo radiativamente na forma
de elétrons Auger, elétrons Coster-Kronig ou elétrons super Coster-Kronig (PODGORSAK,
2006). Os processos de desexcitacdo que levam a emissao de raios-X caracteristicos e elétrons

Auger sdo exibidos figura 9.
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Figura 9: (a) Esquema do fendmeno de emissdo de raios X; (b) Criagcdo de vacancias na camada

interna por raios X ou particulas carregadas; (c) Processo de emissdo de elétrons Auger; (d)
Processo de emissdo de raios X (VERMA, 2007).

3.1.2.1 Raios X caracteristicos

As transi¢Oes radiativas sao comumente chamadas de radiagcdo caracteristica, uma vez
que o comprimento de onda e a energia do féton emitido sdo caracteristicos do &tomo em que o
féton originou-se (PODGORSAK, 2006). A figura 10 exibe as possiveis transi¢des entre niveis

e subniveis eletrOnicos.
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Figura 10: Esquema das principais transicdes dos elétrons entre niveis e subniveis eletronicos
(SANTOS, 2009).
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3.1.3 Arranjo experimental

Os aceleradores tipo tandem sdo usados na andlise PIXE. Sdo médquinas com tensao
maxima em torno de 1,5 MV que aceleram as particulas a uma energia maxima de 3 MeV,
energia essa que € suficiente para a excitacdo das tipicas amostras analisadas pela técnica PIXE.
Um tipico arranjo experimental pode ser visto na Figura 11. Um feixe monoenergético de
fons, produzido por um acelerador, é colimado por um conjunto de fendas. Atrds da amostra
encontra-se um copo de Faraday que estd ligado a um integrador de cargas, sua principal fungao
€ monitorar a quantidade de particulas incidentes no alvo (SANTOS, 2007; SANTOS, 2009).

Collimators Sample Faraday cup
Beam ‘1
i
Current
Detector @ integrator
@ Amplifier =
Computer ADC

Figura 11: Imagem esquematica do arranjo experimental do método PIXE (JOHANSSON et
al., 1995).

Os raios X caracteristicos provenientes da interagdo do feixe com a amostra sdo coleta-
dos por um detector de estado sélido tipo Si(Li) ou Si-PIN. Esse dectetor é capaz de identificar
linhas espectrais de raios X muito préximas e com alta resolu¢do. Para garantir essa resolu-
cdo, o cristal de Si(Li) é mantido em vdcuo e refrigerado. Outro aspecto importante € que
o tamanho do cristal define a quantidade de raios X detectados, e esses raios X absorvidos
provocardao um sinal eletronico no sistema de aquisi¢do. Para evitar a entrada de particulas es-
palhadas no detector, ¢ usado um material absoverdor de raios X entre a amostra e o detector.
Além disso, o material absorvedor otimiza as condi¢des experimentais (TABACNIKS, 2005;
SANTOS, 2009).

3.2 Espectrometria por Retroespalhamento de Rutherford

3.2.1 Introducao

A técnica de Espectroscopia por Retroespalhamento de Rutherford, do inglés Rutherford
Backscattering Spectroscopy (RBS), ¢ um método analitico de andlise de materiais que emprega

feixe de fons monoenergéticos da ordem de MeV (geralmente entre 0,5 e 3 MeV/u). Foi pro-
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posta ha 50 anos por Tunkevich, que introduziu o sensor de particulas alfa no experimento de
Geiger e Marsden (LIMA, 2008). Suas principais caracteristicas sdo: técnica de andlise rdpida,
nao destrutiva, alta precisdo e multielemental para elementos de Be a U (VERMA, 2007).

O principio do método é baseado na deteccdo das particulas carregadas elasticamente
espalhadas pelos nucleos da amostra analisada, a interacdo é essencialmente feita através da
forca Coulombiana. Isso deve-se ao fato da energia do feixe ndo ser alta, evitando-se reacdes
nucleares. O RBS mede a energia de particulas carregadas (geralmente alfa) que sdo retrodi-
fundidas (geometria de dispersdo de 180°) de uma amostra, e essa energia depende das razdes
das massas do projétil e do niicleo do d&tomo. Ainda, a quantidade de energia do fon incidente
na colisdo com os nucleos atdomicos, perdida continuamente ao longo do percurso no interior
da amostra, depende do niimero atdmico Z de cada elemento presente no material alvo. Estes
fatos alinhados permitem que a técnica RBS determine a composi¢do atdmica da amostra e seu
perfil de profundidade (VERMA, 2007; TABACNIKS, 2005).

3.2.2 Fundamentacio tedrica

Para a técnica do RBS, os seguintes conceitos sdo importantes: fator cinemadtico, poder
de frenamento e se¢do de choque diferencial. Todos esses conceitos serdo apresentados nesta

subsecao.

3.2.2.1 Fator cinemdtico

O fator cinemético K € dado pela razdo da energia do ion incidente apds o retroespalha-
mento e a energia do ion incidente antes da colisdo, ou seja, € a fragao energética cedida pelo
ion ao colidir com os atomos da amostra (VERMA, 2007).

Vejamos, quando uma particula de massa M1, deslocando-se com velocidade constante,
colide elasticamente com uma particula estaciondria M», ela transfere parte da sua energia para
a particula em repouso. Para o caso do retroespalhamento de Rutherford, temos que a massa M
¢ referente a particula o € a massa M, ao atomo do material de estudo. Além disso, a energia
da particula incidente tem um valor adequado (limite superior de 2 a 3 MeV) de forma que seja
maior do que a energia de ligacdo dos d&tomos do material, que ndo haja reagdes e ressonancias
nucleares e que garanta uma colisdo essencialmente elastica (CHU, 2012).

Aplicando as leis de conservacdo de energia e de momento, obtem-se a expressao para

o fator cinematico K:

_E (M%—M%sinze)% + M3 cos* 0

K= 1 _
Ey M+ M,

Onde,

- M é a massa da particula incidente;
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- M, é a massa do alvo;
- 0 € o angulo de retroespalhamento em relacao a trajetdria de incidéncia do feixe.

Analisando a férmula acima percebe-se que, a medida que a massa M, aumenta, menor
serd a quantidade de movimento transferida para o &tomo-alvo e com isso a energia da particula
retroespalhada aproxima-se assintoticamente da energia da particula incidente. Dessa forma,
pode-se concluir que o RBS € muito mais util para distinguir dois elementos leves do que para
distinguir dois elementos pesados, e por isso 0 RBS possui boa resolucao de massa para elemen-
tos leves e uma baixa resolucdo de massa para elementos pesados. Outra informacao relevante
dada pela féormula é a condicao de mdxima transferéncia de energia, € consequentemente um

poder maior de resolucdo. E essa condicao ocorre para 6 = 180° (VERMA, 2007).

3.2.2.2  Poder de frenamento

Quando uma particula incidente penetra em um material, ela perde sua energia intera-
gindo com dtomos da amostra. Essa perda de energia ocorre atrdves de colisdes eldsticas com
nucleos dos dtomos da amostra (poder de frenamento nuclear) e atrdves de colisdes ineldsticas
com elétrons (poder de frenamento eletronico). A perda de energia nuclear predomina na re-
gido de baixa velocidade, mas a perda de energia eletronica é muito maior em altas velocidades.
Dessa forma, na faixa de energia do método RBS, a perda de energia, em sua maioria, é devido
a interacdo dos fons com os elétrons no material (VERMA, 2007).

A perda de energia (S) da particula, no material absorvedor, por unidade de comprimento
¢ definida na férmula abaixo:
£ _ i _AE 2)

S:_a_mﬁo Ax

3.2.2.3 Secdo de choque diferencial

A probabilidade de interagdo entre o fon do feixe incidente com o d4tomo da amostra é
dada pela secdo de choque diferencial (I'). E o seu valor estd diretamente ligado ao tamanho
do nucleo do dtomo, visto que isso implica em ndmero maior de particulas retroespalhadas
acolhidas pelo detector. No entanto, a drea util de deteccao é referente ao angulo sélido €.
Sendo assim, o diferencial de I' é a medida importante (CHU, 2012).

Sendo Q o numero total de particulas incidentes e dQ o nimero de particulas retroes-
palhadas detectadas dentro de um angulo sélido dQ, a se¢do de choque diferencial pode ser

definida como:
ar 1 (do 1 3)
dQ Nt \ Q dQ
Onde,
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- N é o nimero de 4tomos por volume;

- t é a espessura da amostra;

3.2.3 Arranjo experimental

O arranjo experimental tipico estd esquematizado na figura 12. Um feixe monoenergé-
tico de He™, depois de passar por um quadrupolo de localiza¢do magnética, é colimado por
um conjunto de fendas e um analisador magnético. As particulas retroespalhadas, ap6s o cho-
que com a amostra, sdo detectadas em um angulo traseiro. Apds a detec¢do, o sinal passa por
um tratamento de dados, no qual é pré-amplificado, amplificado e digitalizado (TABACNIKS,
1997).

Fonte de ions

Acelerador

Quadripolo de
localizagdo
C&mara de retroespalhamento magnética

—1—— Fenda

g

Analisador

Amostra

Detector

magnético

Bomba de

; Fenda
vécuo

Geragdo do feixe

Figura 12: Diagrama esquemadtico de um sistema de espectrometria de retroespalhamento.

3.3 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X

3.3.1 Introducao

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) foi proposta nos anos 60
pelo Prof. Kai Siegbahn. E uma técnica nio destrutiva que se baseia no efeito fotoelétrico (veja
a subsecdo 3.3.2.1) para fornecer informacdes atomicas e moleculares da superficie de uma

amostra. Em XPS, a amostra pode tanto estar na forma sélida ou liquida, e possuir dimensoes
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pequenas. No momento da anélise, a superficie do espécime € irradiada por um feixe mono-
cromaético de raios X na faixa de 200-2.000 eV, e os d&tomos da superficie, apds a transferéncia
direta de energia para os elétrons, emitem os fotoelétrons. Os espectros sdo adquiridos medindo
simultaneamente a energia cinética e a quantidade de elétrons que escapam de uma profundi-
dade de 2 a 20 camadas atomicas (menos de 100 A). Por fim, a energia desse fotoelétron é
medida e o 4&tomo emissor, com exce¢des do hidrogénio e hélio, pode ser identificado a partir
da energia eletrOnica caracteristica (VERMA, 2007).

Como se trata de uma técnica muito sensivel e com um espectro de alta resolucdo, é
possivel quantificar a composicdo atdmica relativa e as informagdes quimicas das ligagdes atd-
micas dos elementos presentes na superficie do material. Também € possivel identificar o estado

quimico quando a precisdo da medi¢do € da ordem de 0,1 eV e pequenas mudancgas na energia
de ligacdo (VERMA, 2007).

3.3.2 Fundamentacio tedrica

Lidando com a técnica de XPS, os seguintes conceitos bdsicos sdo importantes: efeito
fotoelétrico e os elétrons Auger, Coster-Kronig e super Coster-Kronig. Esses conceitos serdo

discutidos abaixo.

3.3.2.1 Efeito Fotoelétrico

Uma das possiveis formas de interagdes entre um foton e um elétron orbital de um dtomo
absorvedor € chamada de efeito fotoelétrico. Nesta interacdo, o féton € inteiramente absorvido
pelo elétron, que € ejetado com uma energia cinética dada pela equag@o 4. O elétron emitido
da superficie do material absorvedor € comumente chamado de fotoelétron (EISBERG et al.,
1994; PODGORSAK, 2006).

Ey=hv—E; (4)

Onde,

- Eyp € a energia cinética do fotoelétron;
- hv é a energia do f6ton incidente absorvido;

- Ej € o trabalho necessario para remover o elétron do 4tomo.

A grandeza E| representa o trabalho, realizado pelo fotoelétron, necessario para superar
os campos eletromagnéticos dos outros dtomos do material e as perdas de energia devido as co-
lisdes internas do fotoelétron (EISBERG et al., 1994). A interacao fotoelétrica entre um féton

com energia v e um elétron da camada K de um dtomo € mostrada esquematicamente na figura
13.
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Figura 13: Representacdao esquemdtica do efeito fotoelétrico. Respectivamente, os instantes
antes e depois da interagdo (PODGORSAK, 2006).

3.3.2.2 Elétron Auger, Coster-Kronig e super Coster-Kronig

Como foi mencionado na subsecdo 3.1.2, as transi¢des permitidas entre Orbitas eletro-
nicas nao necessariamente resultam em raios X caracteristicos, elas também podem resultar em
fendmenos nao radiativos. Isto €, um dtomo excitado, ao sofrer o processo de desexcita¢io, nao
libera o excesso de energia pela emissdo de raios X caracteristicos, e sim transfere a energia
para outros elétrons orbitais que sdo ejetados do &tomo como elétrons Auger, elétrons Coster-
Kronig ou elétrons super Coster-Kronig, como mostrado na figura 14 (TAUHATA et al., 2013;
PODGORSAK, 2006).

Coster-Kronig Super
— My ————— gjectron Coster-Kronig
—_— My — electron
— My — ——
M, e I
M, e

Figura 14: Representacdo esquemdtica do efeito Auger, do efeito Coster-Kronig e do efeito
super Coster-Kronig (PODGORSAK, 2006).

O efeito Auger ocorre quando a transi¢do eletronica primdria ocorre entre niveis de
energias diferentes, e o féton proveniente dessa desexcitacdo é absorvido por um elétron da
mesma camada, e esse elétron ¢ chamado de elétron Auger. No efeito Coster-Kronig a transi¢ao
eletrOnica da-se entre subniveis da mesma camada enquanto a energia € transferida para um

elétron de uma camada superior que recebe o nome de elétron Coster-Kronig. Por fim, no efeito



30

super Coster-Kronig o elétron novamente faz uma transicao entre subniveis da mesma camada,
no entanto, a energia € transferida para um elétron da mesma camada, que no final do processo
é nomeado elétron super Croster-Kronig (PODGORSAK, 2006).

3.3.3 Arranjo experimental

A figura 15 ilustra a instrumentacao basica de um sistema XPS. O aparelho XPS consiste
em uma fonte de raios X monocromadtica, um suporte de amostras acoplado ao manipulador de
precisd@o, um analisador de energia cinética dos elétrons que os dispersa de acordo com sua
energia e mede o fluxo desses elétrons para uma determinada energia, camaras de ultra-alto
vacuo para permitir que os fotoelétrons emitidos sejam analisados sem interferéncia de colisdes
e um detector de elétrons (VERMA, 2007).

r i Analisador Hemisferico

Elétrons

Camera de Ultra-Alto
Vacuo (de analise) com
janaia de visualzacao.

Fonte de raios-X ' >

Figura 15: Imagem ilustrativa da instrumentacao usada na técnica de espectroscopia de fotoe-
létrons excitados por Raios X (MENEZES, 2018).

3.4 Espectrometria de Massas por fons Secundarios

3.4.1 Introducao

Nas tltimas duas décadas, a espectrometria de massa tornou-se uma das técnicas centrais
da quimica analitica e da andlise de macromoléculas bioldgicas. Trata-se de uma ferramenta

analitica que determina a razao massa/carga (m/z) dos ions, usada para obter informacdes da

Da Energia Cinética dos
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estrutura atdmica da amostra e seu peso molecular. Tal técnica deve atender a dois requisitos
basicos: primeiro, as moléculas, geralmente existentes no estado liquido ou sélido, devem ser
transferidas no estado gasoso e no vdcuo para um analisador de massa; segundo, as moléculas
neutras precisam adquirir uma ou vdrias cargas para serem separadas e detectaveis no analisador
de massa (GROSS, 2006; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Os principios que delimitam a técnica de espectrometria de massa vieram das leis do
eletromagnetismo e da mecanica cléssica. Tais principios baseiam-se na simples ideia de que as
velocidades de dois fons, com mesma carga e criados no mesmo instante de tempo, terdo uma
relacdo direta com as massas dos fons, ou seja, quanto menor a massa do fon maior serd a sua
velocidade. Dessa forma, fons mais leves chegardo primeiro ao detector. As caracteristicas da
espectrometria de massa que a coloca em uma posi¢do de destaque entre os métodos analiticos
sdo: sensibilidade, limites de detec¢do, velocidade e diversidade de suas aplicagdes. A figura 16
mostra um tipico espectro de massa (OLIVEIRA, 2009; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
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Figura 16: Espectro de massa por ionizacdo de elétrons do composto clorambucila (THE
DRUGBANK DATABASE, 2018).

3.4.2 Fundamentacio tedrica

Com base nos conceitos descritos na subse¢do anterior, a velocidade de um fon acelerado
por um potencial elétrico V ao logo de uma distancia L, na sua transmissdo por um tubo de
tempo de voo de comprimento d, onde o campo elétrico € nulo, serd proporcional ao inverso da

raiz quadrada da razdo m/z, conforme a equagdo abaixo:
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2LV
miz (5)

V=

Os {ons sd@o separados de acordo com suas razdes massa/carga (m/z) e atingem o detector

em tempos distintos. Para cargas z; = z; = z3 = 1, vale a expressao:

t:%:L\/g (6)

Um outro fator importante na espectrometria de massa € a resolugao, definida de acordo

com a férmula

R=— (7)

Onde,
- R ¢ aresolucdo;
- M ¢ a massa do fragmento;

- AM ¢ a diferenca de massa entre um fragmento de massa M e um fragmento de massa

mais alta que possa ser resolvida pelo espectrometro.

Os espectrometros de massa lineares tém como desvantagem uma baixa resolugdo para
massas de moléculas complexas e grandes, que € consequéncia de alguns fatores como a dura-
cdo do pulso de ionizacdo e a dispersdo de energia cinética dos ions (GROSS, 2006). A figura

17 exibe o esquema de um espectrometro de massa do tipo tempo de voo linear.

Tubo de tempo de voo

detector

iy 2, s/ #a M Zy

Figura 17: Representacdo esquemadtica de um espectrometro de massa linear por tempo de voo.

Como a resolugdo € proporcional ao tempo de travessia do ion até o detector, 0 aumento
do tamanho do tubo de voo e o uso de espelhos chamados reflectrons é uma opcdo para a

melhorar a resolucao.



33

O reflectron, figura 18, é composto por uma série de grades e eletrodos onde ¢ aplicado
um aumento progressivo de potencial repulsivo. Quando os fons entram no tubo de voo, sdo
desacelerados por um campo elétrico, € mudam sua direcdo de movimento retornando a regidao
livre de campo. A dispersdo da energia cinética é corrigida, pois os fons com maior energia
cinética chegam primeiro e permanecem por mais tempo no reflectron, ao contrédrio dos fons
com menor energia, que penetram menos e passam mais rapido pelo dispositivo. Dessa forma,
ions com a mesma razdo m/z e diferentes energias cinéticas atingem o detector a0 mesmo tempo
(GROSS, 2006).
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Figura 18: Representacdo esquemadtica de um espectrometro de massa por tempo de voo com
um refletor de ions (GROSS, 2006).

3.4.3 Arranjo experimental

O espectrometro de massas € constituido basicamente pelos seguintes componentes:

- Unidade de agente ionizante: o agente ionizante pode ser laser, fotons, elétrons e fons
pesados. Nas experiéncias selecionamos o fon pesado, cobre com carga +4, gerado por

uma fonte de fons negativos e acelerador tipo tandem;

- Fonte de ionizagado: local onde ocorre a conversao das moléculas neutras da amostra em
ions na fase gasosa. As fontes de ionizacdo mais comuns sdo: ionizacdo por elétrons
(ED), ionizagdo quimica (CI), ionizacao por electrospray (ESI), ionizacdo por dessor¢ao-
electrospray (DESI), ionizacdo por fons secunddrios (SIMS), ionizacdo por dessor¢do a
laser (LDI), ioniza¢do por dessor¢ao a laser assistido por matriz (MALDI), ionizag¢ao
quimica a pressao atmosférica (APCI). Neste trabalho utilizamos a fonte de ionizacdo
SIMS;

- Analisador de massa: regido onde os fons sdo separados de acordo com suas razdes mas-

sa/carga (m/z). Campos elétricos e magnéticos sdo utilizados em analisadores de massas
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para controlar o movimento dos fons. Entre os analisadores de massas mais utilizados

estdo quadrupolar, triploquadrupolar, tempo de voo (TOF), orbitrap e o ion trap;

- Detector: O detector de espectrometro de massas € composto por coletor de ions que pro-
duz uma corrente proporcional aos fons emergentes do analisador de massas, e o detector
mede abundancias desses fons. Os multiplicadores de elétrons, os copos de Faraday e
os fotomultiplicadores sdo exemplos dos detectores mais comuns na espectrometria de

massa;

- Processador de sinais: todo o aparato eletronico que possibilita mostrar, armazenar e

processar os espectros de massa.

Um esquema com o tipico arranjo experimental utilizado na espectrometria de massa é

exibido na figura 14.

=

Figura 19: Componentes de espectrométro de massa.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sdo descritas as aquisi¢cdes de dados, a preparacdo das amostras € o

tratamento e interpretacdo dos dados para todas as técnicas analiticas utilizadas neste trabalho.

4.1 PIXE

4.1.1 Aquisicao dos dados

As medidas foram realizadas no Centro Atémico de Bariloche, no acelerador TANDEM
de 1,7 MV, equipado com uma linha de micro-ondas e uma estacio RC43 da National Electros-
tatic. O acelerador, além do método PIXE, pode ser usado para outras técnicas analiticas, como
a Espectrometria de Retroespalhamento de Rutherford (RBS), Andlise de Detec¢do de Recuo
Elastico (ERDA), Andlise por Reagdo Nuclear (NRA), canalizagdo de fons em monocristais

(Channeling). A figura 20 exibe a camara PIXE do acelerador de particulas utilizado.

Figura 20: Imagem da camara PIXE do Centro Atdmico de Bariloche.

O sistema, exemplificado na figura 21, possui 9 metros de extensdo e é equipado com
um NEC Pelletron SSHD que contém duas fontes de ions negativos, sendo uma do tipo SNICS
(Source of Negative Ions by Cesium Sputtering) que fornece a maioria dos ions, e outra do tipo
Alphatross (rddio frequéncia) com camara de troca de carga. Além disso, o sistema possui um
detector Sirius SD localizado a uma distancia de 15 cm do porta amostra. A posicao da amostra

€ visualizada com ajuda de uma camera CCD.
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Figura 21: Imagem esquemadtica do acelerador e linha usada para anélise PIXE no Centro Ato-
mico de Bariloche (LIMANDRI et al., 2014).

A linha PIXE do Centro de Bariloche tem em sua composi¢do o detector de raios X
SiriusSD® SDD e2v que possuiu janela de polimero ultrafino, com 4rea nominal de 30 mm?.
Como as janelas de polimero (como a Moxtek AP3.3) fornecem uma sensibilidade de baixa
energia melhorada, em comparacdo com as janelas de berilio mais grossas e robustas, o Si-
riusSD consegue identificar elementos com baixo nimero atdmico, como o atomo de carbono
(RAYSPEC, 2018). A figura 22 exibe um gréfico que compara a transmissao de raio X de outros

detectores com a transmissio do Sirius.
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Figura 22: Gréfico da transmissdo de raios X para diversos detectores de raios X, incluindo o
SiriusSD®) SDD e2v (RAYSPEC, 2018).
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4.1.2 Preparacao das amostras

Todo o procedimento para o preparo das amostras foi realizado no Centro Atomico
de Bariloche. Foram utilizados pastilhadores e uma prensa hidratlica para a preparag¢do de 8
pastilhas diferentes, que sdo exibidas na figura 23. Para o processo de irradiagdo as amostras
foram colocadas em um porta-amostra, e foi utilizada uma fita de carbono dupla face para

garantir a aderéncia das pastilhas.

Figura 23: Porta-amostra com as respectivas amostras analisadas.

As amostras foram organizadas da seguinte forma: a primeira pilula, da esquerda para
direita, € o quimioterdpico Leukeran na sua forma comercial; a segunda pilula trata-se apenas
do revestimento do comprimido Leukeran; a terceira € o composto Leukeran que foi moido e
prensado para formar uma pastilha, apés ter sido analisado pela técnica de Fluorescéncia de
Raios X (XRF) no Laboratério de Impacto de Fétons e Elétrons do Instituto de Quimica da
UFRJ; a quarta e a quinta pilula sdo o composto clorambucila em formato de pastilha apds
ter sido misturado com prata; a sexta e a sétima pilula sd@o a clorambucila pura na forma de
pastilha; a oitava pilula é o comprimido Leukeran sem o revestimento depois de ter sofrido
uma degradacdo através do aumento de sua temperatura; a nona pilula € o excipiente Macrogol
utilizado na composi¢ao do Leukeran; por fim, a dltima pilula € o comprimido Leukeran sem o
seu revestimento.

Para fins didaticos iremos nos referir a cada amostra atraves de um nudmero, € esse nu-

mero € equivalente a sua posi¢ao no porta-amostra. A tabela 1 apresenta essa relagao.

4.1.3 Tratamento e interpretacao dos dados

Para andlise dos espectros foi utilizado o software GUPIX. Trata-se de software versa-
til para o tratamento dos espectros PIXE de diferentes tipos de amostras, sejam elas finas ou
espesssas, que foram excitadas por protons, deuterons ou particulas alfa. O GUPIX, além de

identificar cada pico, extrai suas intensidades e as converte em concentracdes através de um mé-
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Tabela 1: Tipo de amostra e seu respectivo nimero.

Nidmero Amostra
1 Comprimido Leukeran na forma comercial
2 Revestimento do comprimido Leukeran
3 Pastilha do comprimido Leukeran (sem o revestimento) apds degradacdo por radiacao
4 Clorambucila + Ag
5 Clorambucila + Ag
6 Clorambucila pura
7 Clorambucila pura
8 Comprimido Leukeran (sem o revestimento) apds degradagdo por temperatura
9 Excipiente Macrogol
10 Comprimido Leukeran sem o revestimento

todo de padronizacdo do valor-H. Apds o fit do espectro, o software gera um arquivo de texto
com as informacdes sobre os elementos encontrados na amostra e suas respectivas concentra-
coes. Para ajudar no entendimento dessas informacdes, os dados gerado foram dispostos em

um planilha no programa Microsoft Office Excel.

4.2 RBS

4.2.1 Aquisicao dos dados

As aquisi¢des da técnica RBS foram feitas utilizando a mesma linha da anélise PIXE no
mesmo laboratério do Centro Atdmico de Bariloche, que foi descrito na secao anterior. A tnica
diferenca € o sistema deteccao. As medi¢des da composicao elementar da amostra usando RBS
foram realizadas com um feixe de prétons de 3 MeV, e o detector posicionou-se a 15°da linha

do feixe como mostra a figura 24.

Detector
Feixe espalhado

‘-____‘

Amostra

Fonte

—
Feixe primario

Figura 24: Esquema do arranjo experimental da linha RBS do Centro Atdmico de Bariloche.
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4.2.2 Preparacao da amostra

A preparagdo da amostra foi a mesma utilizada na andlise pixe, e ela foi descrita na se¢io

anterior. Vale ressaltar que apenas a amostra ndmero 2 (tabela 1) foi discutida neste trabalho.

4.2.3 Tratamento e interpretacao dos dados

O software SIMNRA foi utilizado para as simulagdes dos espectros gerados apds a ané-
lise por RBS. A partir dos valores obtidos na analise PIXE, sobre as concentragdes atdmicas
dos elementos do revestimento Leukeran, foi possivel calcular utilizando o software SIMNRA
a densidade do revestimento e simular as perdas de energias das particulas na amostra.

Para as simulagdes do poder de frenamento e do cédlculo da espessura do revestimento
foi usado o software SRIM. Dessa vez, as informagdes obtidas apds o fit do espectro de RBS

no software SIMNRA foi utilizado para que o SRIM fornecesse as informagdes de interesse.

4.3 XPS

As andlises de superficie foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Espectrosco-
pia de Fotoelétrons, localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Janeiro,
e o equipamento utilizado para as medidas foi o ESCALAB 250Xi projetado pela Thermo Sci-
entific. O ESCALAB 250Xi, exemplificado na figura 25, € utilizado em medicdes rotineiras de

alta velocidade e totalmente controlado por computador.
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Figura 25: Espectrometro ESCALAB 250Xi do Laboratério Multiusuério de Espectroscopia de
Fotoelétron utilizado para andlise XPS.

O espectrometo € equipado com uma fonte de radiacio monocromatizada de Al Ko
com energia de 1486.6 eV calibrada com padrdes cobre, ouro e prata, além de um analisador
de energia de elétrons hemisférico. A pressdo dentro da camara de vacuo foi mantida abaixo
de 4x10~° Torr. Para os espectros de varredura completa, chamados de survey, a energia de
passagem foi definida para 100 eV, enquanto que para os espectros de alta resolucao das regides

de maior interesse identificadas no survey foram utilizados 25 eV.

4.3.1 Preparacao da amostra

Um frasco de clorambucila em pé foi fornecido ao laboratério para a investigacdo. De
acordo com as instrugdes do fabricante, o frasco deveria ser armazenado dentro de uma ge-
ladeira a fim de manter o seu estado conservado. No entanto, o intuito do experimento era
determinar as diferengas fisico-quimicas do farmaco quando submetido a degradacdo por tem-

peratura. Dessa forma, a amostra de clorambucila foi dividida em 5 grupos. O primeiro grupo
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foi exposto a temperatura ambiente (NT), o segundo grupo foi colocado em um forno a 40°C
durante 1 hora (40°C-1), o terceiro e o quarto grupo foram colocadas no forno a 50°C, sendo
que aquele durante 1 hora (50°C-1) e este durante um periodo de 2 horas (50°C-2). O dltimo
grupo da amostra também foi colocado no forno, mas a uma temperatura de 60°C (60°C-1).
Por tratar-se de uma técnica bem sensivel, qualquer impureza ou contaminacdo que
estiver na superficie da amostra serdo detectadas e contabilizadas juntamente com os elementos
presentes na amostra. Por isso, € necesséario a utilizagdo de luvas para o manuseio das amostras
e também é fundamental limpar o porta-amostra com acetona para remover qualquer resquicio
de material de outras andlises. Apds a limpeza do porta-amostra, uma fita de carbono grafite
dupla face é colada e em seguida as amostras sao colocadas por cima da fita. A fita de carbono

ajuda na aderéncia e evita o carregamento da amostra.

4.3.2 Tratamento e interpretacao dos dados

Os espectros obtidos foram tratatos através do software Avantage Data System for Sur-
face Analysis Software, da propria Thermo Scientific fabricante do ESCALAB. O software usa
uma mistura de fungdes Lorenzianas e Gaussianas para gerar o espectro final, essa mistura pode
ser dada da soma, produto ou convolucdo das fungdes. Além disso, o sotfware usa um algo-
ritmo para suavizacao das fungdes critérios de avaliacdo. A figura 26 mostra um espectro obtido

durante as analises de XPS no Instituto de Quimica.

500E+D4

Cis

4D0E+4( [/

300E+04| 01

200804
Clzpz

e o o At N
1200 1200 100 1000 00 20 o] a0 500 0 W0 200 00 [
Binding Enargy(eV)

Comnb /s
-
~ =
@

1o _— Lo
100504, M\anw W‘\A—w‘y—v‘f“"’w H,”.AMNWMJ Vl,mwmwwﬂﬂ” l"l’ll U
|

|
Lrtngonty

J

Figura 26: Exemplo de espectro Survey gerado pelo software Avantage da Thermo Scientific,
onde cada elemento visualizado na amostra pela técnica XPS é evidenciado.

Depois do espectro pronto, a primeira acado realizada foi a corre¢ao dos valores de ener-
gia de ligacd@o para todos os espectros obtidos, tendo como referéncia a energia de ligagdo do
nivel 1s do carbono. Em seguida, foi realizada a andlise elementar de cada amostra a partir de
seus espectros survey. A identificagdo dos picos de niveis de camada interna teve como base o
proprio banco de dados do software Avantage. Por fim, para cada espectro de alta resolugdo,

foram feitos ajustes Lorenzianos e Gaussianos para calcular as porcentagens atdmicas, sempre
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levando em consideracdo os fatores de sensibilidade atdbmicos correspondentes.

4.4 SIMS-TOF

4.4.1 Aquisicao dos dados

As medidas da andlise SIMS-TOF foram adquiridas no Laboratério de Implantacdo 16-
nica (LII) do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (IF-UFRGS).
A linha de SIMS, figura 27, foi implementada recentemente e grande parte do sistema ja foi
otimizado.

A deteccgdo € feita por tempo de voo usando um detector tipo placa de canais com alta
resolugdo temporal. A aquisi¢do funciona por repeticdo de ciclos (150 us permite chegar até
massas de 2 kDa) com um sinal de inicio proximo da aplicacdo da voltagem de extracdo e
multiplos sinais de pausa. Os fons secunddrios atravessam quase 1 m, passando por um espe-
lho eletrostitico com dois estdgios, até chegarem ao detector. A fonte de fons primdrios nio
€ pulsada. Desta maneira, é observada uma variacdo no nimero de contagens ao longo dos
experimentos. Utilizando correntes proximas a 1 nA, € possivel obter espectros com aquisi¢ao
de 1s.

Figura 27: Imagem da linha SIMS do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.

A espectrometria de massa de fons secundarios no tempo de voo (SIMS-TOF) € ex-
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tremamente sensivel a superficie e possui seletividade quimica superior, tornando essa técnica
analitica de superficie Unica na identificacdo de estruturas quimicas e na exploracao da super-
ficie. No modo de espectrometria de massas SIMS a producio de ions da amostra, {fons da
molécula mae e fragmentos i0nicos, chamados de fons secunddrios, € induzida pela colisdo de
um fon pesado. No presente estudo o fon secundario foi o Cu4+, que colide com uma energia

de 6 MeV em uma amostra sélida, o comprimido Leukeran. O principio da técnica SIMS esta

exibido na figura 28.
Esquema experimental
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Figura 28: Principio da técnica de espectrometria de massa de ifons secundarios no tempo de
VOO.



44

4.4.2 Preparacao da amostra

A preparacdo das amostras do SIMS-TOF foi feita da seguinte forma: o revestimento do
Leukeran foi retirado, e em seguida o comprimido foi moido até virar um p6. Depois disso, 0s

compostos foram dipostos em um porta amostra como exibe a figura 29.

Figura 29: Amostras do Leukeran usadas na analise SIMS.

4.4.3 Tratamento e interpretacao dos dados

Os dados obtidos foram tratados e plotados utilizando-se o software Origin. No Origin

foi feito o cdlculo das massas dos fragmentos a partir de seus respectivos tempos de voo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados das quatros técnicas analiti-
cas de fisica atdbmica usadas para a caracteriza¢do do composto quimioterdpico Leukeran. Cada

técnica serd discutida invidualmente em cada secao.

5.1 PIXE

A andlise PIXE teve como objetivos: identificar os elementos presentes nas amostras,
calcular suas concentragdes e tornar possivel o cdlculo da massa de clorambucila presente nos
comprimidos Leukeran. Os objetivos foram alcangados, e eles serdo apresentados e discutidos

nesta secao.

5.1.1 Concentracao dos elementos

Os resultados obtidos para as concentragdes de cada elemento quimico nas amostras
irradiadas serdo discutidos individualmentes nas subse¢des abaixo. Para fins comparativos, as
concentracdes dos elementos serdo exibidas através de sua porcentagem na propor¢ao da cada
amostra. Tais medidas foram calculadas pela razdo da concentragdo de cada elemento pelo

somatorio da concentracdo de todos os elementos da amostra.

5.1.1.1 Leukeran na forma comercial

As tabelas 2 e 3 mostram as propor¢des de cada elemento observado no comprimido
Leukeran em sua forma comercial, ou seja, com o seu resvestimento. Ja a tabela 4 mostra as
concentracdes dos elementos para uma pastilha feita apenas com o revestimento do comprimido.
Inicialmente foi feita uma medida (tabela 2) para uma corrente de 0,1 nC com uma coleta de
carga de 0,1 uC em um determinado ponto da amostra. Em seguida, foi realizada uma segunda
medida (tabela 3) irradiando novamente a amostra no mesmo ponto € com 0s mesmos valores
de corrente e carga. A irradiacdo da pastilha do revestimento também foi realizada com valores

iguais de corrente e coleta de carga.

Tabela 2: 1a-Leukeran

C O Al Si S Cl Ti Fe-K  Fe-L
47,74% 37,39% 0,12% 0,06% 0,05% 0,44% 120% 4,33% 8,67%

Tabela 3: 1b-Leukeran

C O Al Si S Cl Ti Fe-K  Fe-L
47,711% 38,19% 0,14% 0,05% 0,04% 042% 1,17% 4,17% 8,10%
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Tabela 4: 2a-Revestimento

C O Al Si S Cl Ti Fe-K  Fe-L
49,73% 37,99% 0,11% 0,07% 0,04% 041% 1,44% 5,85% 4,38%

E possivel notar que ndo houve diferenca significativa nas concentragdes dos elementos
apos a degradacao pelo feixe de radiacdo, principalmente do nosso objeto de estudo que € o
cloro. Além disso, ndo ocorreram mudangas fisicas visiveis na surpeficie do comprimido apds
a incidéncia do feixe de prétons.

A grande quantidade de carbono e oxigénio nas amostras provém dos compostos quimi-
cos que compdem 0s excipientes e o revestimento do comprimido. O ferro, quando comparado
com os outros elementos, apresenta valores de concentragdes expressivos. Ele € encontrado nos

6xidos de ferro amarelo e vermelho, que compdem o revestimento do Leukeran.

5.1.1.2  Pastilhas de Leukeran apos a andlise por XRF

As tabelas 5, 6 e 7 exibem as concentragdes dos elementos detectados pela técnica PIXE.
Essas amostras sdo pastilhas feitas com o comprimido Leukeran, sem o seu revestimento, apos
terem sido investigadas pela técnica de Fluorescéncia de raio X, em inglés, X-ray fluorescence
(XRF). Seu aspecto amarelado € resultado da degradac@o da amostra apds a andlise por XRF.

Nos trés casos foram feitas medidas com uma corrente de 0,1 nC para uma coleta de
cargade 0,1 uC, a diferenca € que as tabelas 5 e 6 mostram os resultados da andlise feita na zona
das pastilhas que tinham sido irradiadas anteriormentes na técnica de XRF. J4 os resultados da

tabela 7 sdo referentes as medidas feitas na zona que nao foi irradiada.

Tabela 5: 3a-Leukeran + XRF

C O Al Si S Cl
54,26% 45,12% 0,11% 0,13% 0,01% 0,37%

Tabela 6: 3b-Leukeran + XRF

C O Al Si Cl
54,59% 44,81% 0,10% 0,13% 0,36%

Tabela 7: 3c-Leukeran + XRF

C O Al Si Cl
54,45% 4491% 0,13% 0,13% 0,38%

Nenhuma diferenca significativa na composicao quimica das amostras foi observada,

mesmo quando o feixe incidia sobre zonas irradiadas e ndo irradiadas. No entanto, mudancas
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fisicas na surpeficie da pastilha tornaram-se visiveis e corroboram com as mudangas observadas
apo6s a andlise por XRF. Mais um aspecto interessante € a deteccao do elemento aluminio na

amostra, que € utilizado na sintese da clorambucila.

5.1.1.3 Clorambucila + Ag

Para evitar a degradacao da superficie da amostra devido ao feixe de radiagdo, foi adi-
cionado um isolante (prata) a clorambucila pura para as confec¢des das pastilhas. As tabelas 8,
9, 10 e 11 apresentam os resultados das concentracdes dos elementos quimicos das amostras.

Cada tabela € referente a uma posi¢do diferente do feixe na amostra, como mostra a figura 30.

Figura 30: Esquema das regides de incidéncia do feixe de prétons na primeira irradiacdo da
pastilha de clorambucila + Ag.

Tabela 8: 4a-Clorambucila + Ag

C O Al Cl Ag-L
51,65% 891% 0,08% 11,42% 27,94%

Tabela 9: 4b-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl AgL
51,.99% 8,74% 0,14% 11,53% 27,60%

Tabela 10: 4c-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl AgK  AgL
30,06% 6,34% 0,13% 1227% 29.43% 21,76%

Tabela 11: 4d-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl  AgK AglL
28.94% 7,10% 033% 11,48% 31,19% 20,95%
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Os pontos A e B, tabelas 8 e 9 respectivamente, foram expostos a uma quantidade de
carga elétrica de 0,1 uC. Ja o ponto C, referente a tabela 10, foi exposto a uma carga de 0,05 uC
e o ponto D, com as medidas exibidas na tabela 11, recebeu uma quantidade de carga de 0,025
uC.

Comparando os resultados pode-se perceber que para os mesmos valores de carga nao
h4 diferencas significativas entre as concentracdes dos elementos das amostras, basta observar
as tabelas 8 e 9. Entretanto, uma pequena variacdo na coleta de carga ocasiona diferencas
significativas entre as propor¢des dos elementos na amostra. Para valores de cargas menores,
foi possivel detectar a contribui¢do dos raios X caracteristicos da prata para as camadas K e L,
e por se tratarem de medidas relativas, as propor¢des dos outros elementos diminuiram.

A fim de investigar com mais detalhes a influéncia da quantidade de carga e concentra-
coes dos elementos, foram realizadas mais trés medidas em diferentes posi¢cdes, como mostra a

figura 31.

Figura 31: Esquema das regides de incidéncia do feixe de prétons na segunda irradiagdo da
pastilha de clorambucila + Ag.

A regido A, tabela 12, foi exposta a uma quantidade de carga elétrica de 0,01 uC. A
regido B, tabela 13, foi exposta a uma carga de 0,005 uC. E a regido C, tabela 14, recebeu uma

quantidade de carga de 0,2 uC.

Tabela 12: 5a-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl AgL
46,36% 8,88% 0,18% 15,12% 29,46%

Tabela 13: 5b-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl AgL
5580% 12,28% 0,30% 11,60% 20,02%




Tabela 14: 5c-Clorambucila + Ag

C 0 Al Cl  AgK

39,55% 8,00% 0,12% 12,20% 18,59%
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Nota-se que ocorreram mudancas significativas na propor¢do dos elementos para dife-

rentes valores de carga elétrica.

5.1.1.4 Clorambucila

Para a pastilha de clorambucila pura foram escolhidas quatros posi¢cdes diferentes para

andlise da amostra, como mostra a figura 32. Cada regiao A, B, C e D recebeu uma quantidade

de carga diferente, sendo elas respectivamente, 0,1, 0,2, 0,05 e 0,02 uC.

Figura 32: Esquema das posi¢des de incidéncia do feixe de prétons na primeira irradiacdo da

pastilha de clorambucila.

As tabelas abaixo indicam os valores encontrados para as concentracdes de cada ele-

mento. Como era esperado, os valores ndo apresentaram mudancas relevantes e a concentragao

do cloro se manteve constante para os diferentes de carga elétrica. Novamente apenas alteracoes

fisicas foram percebidas na superficie das amostras.

Tabela 15: 6a-Clorambucila

C O Al Cl

66,51% 10,70% 0,14% 22,65%

Tabela 16: 6b-Clorambucila

C O Al Cl

66,55% 10,79% 0,08% 22,57%
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Tabela 17: 6¢c-Clorambucila

C O Al Cl
68,23% 8,97% 0,03% 22,77%

Tabela 18: 6d-Clorambucila

C O Al Cl
68,29% 9,33% 0,11% 22,27%

Uma segunda pastilha com a clorambucila pura foi feita e novas medidas foram realiza-
das para trés regides de incidéncia A, B e C. A figura 33 mostra um esquema com as areas de
atuacdo do feixe. Dessa vez, a regido A rebeceu uma quantidade de carga de 0,01 uC, a regido

B uma quantidade de carga de 0,005 uC e a regido C 0,0025 uC.

Figura 33: Esquema das posi¢des de incidéncia do feixe de prétons na segunda irradiagdo da
pastilha de clorambucila.

As tabelas 19, 20 e 21 exibem os resultados encontrados para regides A, B e C, res-
pectivamente. E mais uma vez os resultados indicam que a radia¢cdo ndo provoca alteragdes na

concentracao dos elementos quimicos das amostras.

Tabela 19: 7a-Clorambucila

C O Al Cl
69,30% 8,62% 0,09% 22,00%

Tabela 20: 7b-Clorambucila

C O Al Cl
67,15% 10,46% 0,12% 22,28%
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Tabela 21: 7c-Clorambucila

C O Cl
65,83% 11,41% 22,76%

5.1.1.5 Leukeran sem o revestimento apos a degradacdo por temperatura

Medidas foram realizadas em uma pastilha elaborada a partir do quimioterdpico Leu-
keran sem o seu revestimento apds ter sido exposto a uma variacdo positiva de temperatura.
Foram escolhidas duas regides para a incidéncia do feixe, sendo que a regido A recebeu uma
quantidade de carga de 0,05 uC e a regido B recebeu 0,01 uC. As tabelas 22 e 23 apresentam os

dados, respectivamente, das regides A e B.

Tabela 22: 8a-Leukeran degradado

C O Al Si Cl
52,29% 46,77% 0,18% 0,22% 0,54%

Tabela 23: 8b-Leukeran degradado

C O Al Si Cl
54,45% 45,02% 0,06% 0,09% 0,37%

Comparando-se os resultados € possivel constatar diferencas entre as concentracdes dos
elementos das amostras, principalmente do aluminio, do silicio e do cloro. Essa diferenca é
um indicativo, quando consideramos os resultados anteriores € que ndo hd o revestimento na
pilula, de que a temperatura provoca uma degradacio no farmaco, e que os primeiros elementos

a sofrerem os efeitos sdo os destacados anteriormente.

5.1.1.6  Excipiente Macrogol

Para investigar os danos da radiagc@o sobre o excipiente do Leukeran, algumas pastilhas
foram feitas utilizando o composto quimico Macrogol. Dois pontos de interesse sobre a amostra
foram escolhidos. O primeiro ponto recebeu uma carga elétrica de 0,01 uC, e o segundo foi
exposto a 0,1 uC. As tabelas 24 e 25, na devida ordem, mostram os resultados obtidos apos a

analise.

Tabela 24: 9a-Macrogol

C O Al
53,20% 46,69% 0,11%
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Tabela 25: 9b-Macrogol

C O Al
53,24% 46,65% 0,11%

Os resultados mostram que a radiacdo nao provoca a degradacio dos compostos, tendo

em vista que ndo ocorreram mudangas nas concentragcdes para as diferentes regioes.

5.1.1.7 Leukeran sem o revestimento

Também foram feitas medidas com a pilula do Leukeran sem a sua pelicula. Novamente
duas regides na superficie da amostra foram escolhidas para a incidéncia do feixe de radiagdo.
A primeira delas, a regido A, foi exposta a uma quantidade de carga de 0,01 uC. A segunda
delas, a regido B, recebeu um quantidade de carga de 0,1 uC. As tabelas abaixo apresentam

ambos os resultados por essa ordem.

Tabela 26: 10a-Leukeran sem o revestimento

C O Al Si Cl
53,45% 45,74% 0,19% 0,12% 0,51%

Tabela 27: 10b-Leukeran sem o revestimento

C O Al Si Cl
53,779% 45,62% 0,13% 0,12% 0,34%

As concentracdes do cloro e aluminio apresentaram pequenas diferencas com o aumento
da quantidade de carga. Essa diferenca evidencia a importancia do revestimento para o compri-
mido, pois sem ele o composto fica mais suscetivel a danos causados seja pela radiacdo ou pela

exposicio a temperatura.

5.1.2 Massa da clorambucila no Leukeran

Além dos cdlculos para as concentragdes dos elementos quimicos nas amostras, os re-
sultados da analise PIXE nos permite estimar a quantidade em massa da clorambucila em cada
comprimido Leukeran analisado. Trata-se de um calculo estequiométrico que utiliza as pro-
porc¢des de cloro obtidas em cada amostra para obter os valores de massa de clorambucila. O
intuito é comparar os resultados com o valor de 2mg fornecido, em bula, pelo fabricante do
quimioterapico.

Para realizar o célculo, primeiro transforma-se os valores das concentracdes de cloro
em valores de massa. Para isso, basta dividir cada valor por 100 e multiplica-los por 100 mg.
Como a massa molar da clorambucila € conhecida e a quantidade de massa de cloro na molécula

também, basta realizar um calculo estequiométrico, respeitando essas proporcdes, para obter o
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valor de massa de clorambucila em cada pilula do quimioterdpico. A equacdo 6 foi usada para
calcular as quantidades de massa.

mClM
me =
Mg,

(7)
Onde,

- m, € a massa da clorambucila no leukeran;

- mg¢y € a massa de cloro no leukeran;

M é a massa molar da clorambucila;

M¢; é a quantidade em massa de cloro na clorambucila.

A tabela 28 apresenta os resultados dos célculos de massa da clorambucila nas amostras

do Leukeran e suas discrepancias relativas.

Tabela 28: Massa da clorambucila nas Amostras do Leukeran

Amostras Massa Cloro (mg) Massa Clorambucila (mg) Discrepancia relativa

la 0,44 1,90 5%
1b 0,41 1,77 11%
3a 0,36 1,56 22%
3b 0,36 1,56 22%
3¢ 0,38 1,64 18%
8a 0,50 2,16 8%
8h 0,36 1,56 22%
10a 0,47 2,03 2%
106 0,32 1,39 31%

As amostras la e 1b possuem o revestimento, e elas apresentaram uma discrepancia
baixa em relacdo ao valor fornecido pelo fabricante. No entanto, as amostras que nao possuem o
revestimento apresentaram valores significativos de discrepancia. Esses resultados corroboram
com o que ja foi discutido até aqui. Eles evidenciam a importancia do revestimento para a
garantia de qualidade do fairmaco, e indicam que, possivelmente, ha flutuagdes nas quantidades
atdmicas dos elementos ocasionadas por aglomerados locais do composto apds degradagdo por

radiag@o ou temperatura.
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5.2 RBS

A técnica RBS foi utilizada para estimar a espessura do revestimento do farmaco Leu-

keran. Os resultados obtidos serdo apresentados e discutidos nessa se¢ao.

5.2.1 Espessura do revestimento

O espectro do revestimento do Leukeran gerado apds a andlise por RBS é exibido na
figura 34. Para o fit do espectro, foram usadas as informacdes das concentracdes dos elementos
identificados no revestimento do Leukeran encontradas pela andlise PIXE. Os elementos usados

para o fit do espectro foram: carbono, oxigénio, silicio e o ferro.

Energy [keV]
200 400 500 800 1000 1200 1100 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 S50 600 850 700 VS0 800 &850 900 950 1000 1.050 1.100 1150 1.200 1250 1.300 1.350 1400 1.450 1500 1.550

Channel

Figura 34: Espectro RBS do revestimento do comprimido Leukeran.

Dadas as informacdes das concentracdes dos elementos de interesse ao software SIMNRA,
e apos o fit do espectro, ele calcula a perda de energia e a distancia percorrida dos fons inciden-
tes. No entanto, a unidade dessa distancia é dada em dtomos/cm? e isso ndo facilita os célculos.
Dessa forma, foi utilizado o software SRIM para fazer a anélise.

O SRIM gera uma tabela que relaciona a energia do ion, em keV, com seu poder de
frenamento, em keV/um. Essa tabela é gerada a partir dos percentuais atdbmicos dos elementos
que constituem a amostra, bem como a sua densidade. Como todas essas informagdes eram co-
nhecidas, ndo tivemos dificuldades em realizar a andlise. A tabela 29 fornece essas informacdes

geradas pelo software SRIM.
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Tabela 29: Valores da energia do fon e seus respectivo poder de frenamento para revestimento
do Leukeran.

Energia do ion (keV) S (keV/um)

1000 42,64
1100 40,61
1200 38,62
1300 36,68
1400 34,96
1500 33,41
1600 32,00
1700 30,72
1800 29,54
2000 27,44
2250 25,24
2500 23,39
2750 21,82
3000 20,46
3250 19,29
3500 18,25
3750 17,33
4000 16,51

Para alvos finos, a variacdo de energia do ion € suficientemente pequena, entdo possi-
bilita calcular a perda de energia pela diferenca da energia inicial das particulas incidentes e a
energia das particulas emergentes apés a colisdo. Faremos uso dessa condi¢do para calcular o
poder de frenamento das particulas no revestimento.

Sabemos que a energia das particulas incidentes é a energia do feixe, ou seja, igual a
3000 keV. O software SIMRA calculou a perda de energia total como sendo de 412 keV. Assim,
a energia das particulas emergentes ap0s a colisdo € igual a 2588 keV. Consultando a tabela 29
vemos que os cdlculos do SRIM fornece o poder de frenamento referente a energia de 3000 keV,
no entanto nao temos essa informacdo para a energia de 2588 keV. Para obtermos esse valor,
plotamos um grafico com os dados completos da andlise do software SRIM. A figura 35 exibe

o grafico.
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Figura 35: Gréfico da energia do ion e seus respectivo poder de freamento no revestimento do
farmaco Leukeran.

Através do gréfico foi possivel calcular o poder de frenamento relacionado a energia de
2588 keV. O valor encontrado foi de 22,85 keV/um. Pela a tabela 29 vemos que o poder de
frenamento referente a energia de 3000 keV € igual a 20,46 keV/um. Usando as aproximacoes
para alvos finos, e calculando a média do poder de frenamento das particulas incidentes com
o poder de frenamento das particulas emergentes encontra-se o valor do poder de frenamento
referente a energia de 2588 keV, e essa quantidade foi igual a 21,65 keV/um.

Com todas as informagdes necessdrias, basta usarmos a equagao (4) para calcular a dis-
tancia percorrida pelas particulas. Substituindo na equagdo os valores de energia e do poder de
frenamento, encontra-se o valor da espessura do revestimento, que é aproximadamente igual a
19 um. Trata-se de um valor satisfatorio, pois possui a ordem de grandeza dos valores encon-

trados na literatura para espessuras de revestimentos dos fairmacos.

5.3 XPS

Como dito anteriormente, a clorambucila foi exposta a diferentes temperaturas em de-
terminados espacos de tempo e posteriormente foi caracterizada por emissdo de fotoelétrons na
regido de raios X (XPS). Nesta secao, os espectros obtidos serdo cuidadosamente analisados e
discutidos.

Esses espectros foram obtidos nas regides do C 1s, N 1s, O Is e Cl 2p, ap6s a degra-
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dacdo por temperatura em diferentes métodos, com a inten¢@o de indentificar possiveis modifi-
cacdes estruturais e quimicas induzidas pela degradagcdo. Os espectros obtidos foram tratados
utilizando-se o software Avantage de propriedade da Thermo Scientific, e em seguida, os dados

foram transferidos e plotados para o programa Origin.

5.3.1 Survey

O espectro de fotoelétrons excitado por raios X (survey) para a molécula da cloram-
bucila, para todos métodos de degradacdo, encontram-se apresentados pela Figura 36. Nele
pode-se observar os picos de alta intensidade na faixa de energia de 197 a 535 eV, referentes as
regides do C 1s, N 1s, O Is e CI 2p.

Clorambucila Cis

——NT
——— 40-1
—— 50-1 O1s
——50-2
——— 60-1

N1s Cl2p

Intensidade (u.a)

SE

— .
1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O
Energia de ligacao (eV)

Figura 36: Espectros de XPS (survey) para a clorambucila obtido ap6s a degradacdo por tem-
peratura.

Além disso, outros picos com menores intensidades foram detectados e estdo presentes
no gréfico. Tais picos podem ser identificados nas energias de ligacdes de 102, 689 e 1303
eV, sendo esses valores referentes aos elétrons Auger do carbono, oxigénio e cloro. Na tabela
30, sdo apresentados os valores de energia de ligacdo nas regides do C 1s, N 1s, O 1s e Cl 2p,
obtidas a partir da andlise de dados do espectro survey, tanto para as amostra de clorambucila
nao degradada quanto para as amostras degradadas, além das energias de ligacdo encontradas
na literatura (NAUMKIN ANNA KRAUT-VASS; POWELL, ).
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Tabela 30: Valores de energias de ligacao (eV) nas regides do C 1s, N 1s, O 1s e CI 2p, para
as amostras de clorambucila antes e ap6s a degradacdo. Também estdo apresentados os valores
disponiveis na literatura.

Transicdo Literatura ~ NT  40°C-1 50°C-1 50°C-2 60°C-1
Cls 285,00 284,83 285,89 285,31 285,69 285,94
N 1s 399,00 399,06 400,16 399,77 400,08 400,22
O s 531,00 532,16 533,67 533,1 533,13 533,76
Cl 2p 198,30 200,36 201,38 200,97 201,26 201,39

Observa-se uma mudanca significativa na intensidade relativa dos picos como resultado
da degradagdo da amostra de clorambucila, principalmente para as regides do O 1s e do CI
2p. Um outra informacao relevante, que € fornecida apds o tratamento de dados utilizando o
software Avantage, € a composicao atdmica da superficie da amostra.

A fim de comparar os percentuais atdmicos medidos experimentalmente com os per-
centuais tedricos dos elementos da clorambucila, foi feita uma corre¢do dos percentuais expe-
rimentais para o carbono, nitrogénio, oxigénio e cloro de modo a desconsiderar a contribui¢do
dos elétrons auger citados anteriormente. A tabela 31 exibe a porcetagem atOmica das amostras

da clorambucila apds a degradacao.

Tabela 31: Porcetagem atomica da clorambucila antes e apds a degradacdo. Também sao apre-
sentados os valores tedricos.

Atomo Valor Esperado NT 40°C-1 50°C-1 50°C-2 60°C-1

Carbono 73,68% 68,85% 173,15% 73,03% 72,31% 69,38%
Nitrogénio 5,26% 546% 4,98% 4,58% 5,02% 5,11%
Oxigénio 10,53% 10,20% 9,87% 14,15% 12,18% 9,97%
Cloro 10,53% 15,50% 12,00% 8,24% 10,49% 15,55%

A predominancia de carbono era esperada, uma vez que, desconsiderando-se os hidro-
génios, a clorambucila é composta em sua maioria por tal elemento. Além disso, como dito
anteriormante, para efeitos de aderéncia a amostra foi colocada sobre uma folha de carbono. Ja
a propor¢do dos demais elementos pode ser considera coerente, levando-se em conta a quanti-
dade relativa desses elementos na clorambucila.

Com o propo6sito de obter uma melhor interpretacdo sobre os efeitos da degradacdo na
composicdo atdmica da superficie da amostra, foi gerado um grafico do percentual atdmico em

funcdo do método de degradacao, e ele € mostrado na Figura 37.
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Figura 37: Variagcdo da propor¢do dos dtomos de carbono, cloro, oxigénio e nitrogénio pelo
método de degradacao.

E possivel notar que o percentual atdmico do carbono e do nitrogénio tiveram pouquis-
simas alteracdes para os diferentes métodos de degradacdo, ja os dtomos de oxigénio e cloro
apresentaram alteragdes significativas. Pode-se observar que a medida que o percentual atdmico
do cloro diminiu o percentual atdbmico do oxigénio aumenta, e isso pode ser explicado pelo fato
dessa varidvel tratar-se de uma medida relativa. Além disso, essas alteracdes sao um indicativo
de que essas regides sao as mais afetadas pelo aumento da temperatura da amostra e que apos a
degradacgdo a clorambucila tem sua conformacdo molecular alterada.

Para desenvolver uma discussdo mais aprofundada sobre o impacto causado na estrutura
molecular da clorambucila pela degradacdo, foram obtidos espectros de XPS de alta resolucio
nas regides do carbono 1s, nitrogénio 1s, oxigénio s e cloro 2p, para a técnicas de degradagao

a40°C por 1 hora. Os resultados obtidos serdao discutidos nas subsecdes seguintes.

5.3.2 Espectros de alta resolucao

Na Figura 39 sdo apresentados os espectros de alta resolucdo para a regido do carbono
Is, comparando-se os resultados obtidos entre amostra exposta a temperatura ambiente e a
40°C durante 1 hora. Os espectros, normalizados e plotados, foram sobrepostos para efeitos
comparativos. A linha preta representa o espectro da amostra nao-degradada enquanto a linha

vermelha mostra o espectro apds a degradacio, ja a linha azul, representa a diferenca entre os
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dois espectros.
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Figura 38: Espectros de alta resolucdo de XPS nas regides do C 1s, N 1s, O 1s e Cl 2p para a
Clorambucila, antes e apds a degradagdo por temperatura.

E possivel observar mudangas na conformagcio e deslocamentos dos espectros nas quatro
regides de interesse. Tendo em vista que esses deslocamentos foram uniformes e apresentam a
mesma variagdo para os diferentes métodos de degradacdo, acredita-se que sua causa venha de
uma possivel falha do neutralizador de amostras do equipamento utilizado para as medidas do
XPS. Devido aos lapsos do neutralizador, a amostra ficara carregada, e aps uma nova ioniza¢ao
e emissdo de um fotoelétron com energia de ligacao maior, ocorrerd o deslocamento do espectro
para energias mais altas.

A partir da andlise do espectro de XPS de alta resolucao do C 1s foi possivel deconvo-
luir o pico do carbono em 7 contribui¢Oes distintas. Como a amostra, no momento da analise,
estava sobre um filme fino de carbono, é possivel que tenha ocorrido uma superposicao das
contribui¢des dos dtomos de carbono do filme e da amostra de clorambucila no espectro, im-

possibilitando assim uma andlise mais precisa sobre as seguintes ligacdes: C-C, C=C. Para fins
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didéticos, iremos discutir somente os picos que recebem apenas a contribuicao da amostra da
clorambucila.

Um desses picos refere-se as ligagdes C-Cl e C-N. Os valores da energia de ligacdo,
da area do pico e da porcentagem atdomica das contribui¢des desses picos para a formagdo do
espectro do cloro na regido 2p e do nitrogénio na regido 1s estdo apresentados, respectivamente,
nas tabelas 32 e 33.

Tabela 32: Energia de ligacdo, drea do pico e percentual atdmico das ligagdes C-Cl.

Método E; (eV) Area (CPS.eV) % Atdmica
Temperatura ambiente 200,11 5067,3 100%
40°C em 1 hora 200,42 3982,60 100%

Tabela 33: Energia de ligacdo, drea do pico e percentual atdmico das ligacdes C-N.

Método E; (eV) Area (CPS.eV) % Atdmica
Temperatura ambiente 399,31 1778,66 100%
40°C em 1 hora 399,74 1790, 6 100%

Para uma melhor avaliacio do efeito da degradac@o sobre essas ligagdes foi realizado
um estudo mais especifico para investigar alteragdes na proporcao relativa dos elementos cloro
e nitrogénio de um método para outro.

Por exemplo, para o método de degradacdo a temperatura ambiente, a drea do pico
referente a ligagdo C-Cl € igual a 5067,3 CPS.eV, ja para o pico da ligacdo C-N temos um valor
de drea igual a 1778,66 CPS.eV. Divindo um valor pelo outro, temos um fator de 2,9. Efetuando
os mesmos célculos para o método de degradagdo a temperatura de 40°C em 1 hora obtém-se
um fator de 2,2. Tomando o fator para a técnica de degradacdo a temperatura ambiente como
o valor de referéncia, e calculando a discrepancia relativa entre ambos fatores, encontra-se um
valor de 24%. Isso significa que de um método para outro ocorreu uma redugdo do cloro de
24%, além de sugerir que hd uma degradacdo da amostra quanto exposta a temperaturas mais
altas.

O outro pico que recebe apenas a contribui¢do da amostra de clorambucila é o do acido
carboxilico (COOH). Os valores da energia de ligacdo, da area do pico e da porcetagem atdmica

das contribui¢des estdo apresentados na tabela 34.

Tabela 34: Energia de ligacdo, drea do pico e percentual atdmico da ligacio COOH.

Método E; (eV) Area (CPS.eV) % Atdmica
Temperatura ambiente 289,27 1077,72 6,52%
40°C em 1 hora 289,4 734,85 6,37%

Comparando os valores de drea do pico do COOH com os valores da ligacdo C-CL, e

realizando os mesmos célculos feitos para a ligagdo C-N, encontra-se um fator de 4,7 para o
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método de degradagdo a temperatura ambiente e um fator de 5,4 para o método de degradagao
a temperatura de 40°C. Calculando a discrepancia relativa, sendo novamente o fator da tempe-
ratura ambiente como o valor de referéncia, obtém-se um valor de 15%. Ou seja, houve uma
reducdo de 15% do cloro, corraborando novamente com a hipétese de degradacdo da amostra

apos ter sido exposta a variacdes de temperatura.

5.4 SIMS-TOF

De acordo com a literatura o espectro de massa da clorambucila por impacto de elétrons
consiste do pico da molécula original, e fragmentos i10nicos, que resultam da perda de radicais.
Tal espectro de massa foi mostrado na figura 13, ele estd na base de dados do NIST e pode ser
encontrado no The Drugbank Database (consta nas referéncias).

J. H. Burton et al indentificaram os seguintes ions (m/z): 118,1, 168,1, 192,1 e 241,1,
para o monitoramento do composto clorambucil de massa igual a 304,1 (BURTON et al., 2017).
Esses fragmentos i0nicos foram identificados no espectro de massa do Leukeran, que além
do composto ativo clorambucil contém vdrios excipientes com moléculas organicas extensas.
A tabela 35 relaciona os espectros de massas da figura 39 com as massas € 0s respectivos
fragmentos 10nicos.

Os espectros obtidos estdo de acordo com a anélise de PIXE e XPS, que mostram que os
radicais contendo cloro e os radicais de oxigénio sdo degradados quanto sofrem acdo de agentes

ionizantes e degradacao por temperatura.

Tabela 35: Espectros de massas e seus correspondentes fragmentos 16nicos.

Grafico m/z Fragmento i0nico
A 303 C,,H;,Cl,NO," e isétopos
B 118 CgHgN™ e isétopos
C 168  C,,H,,NO* e is6topos
D 254 C3H;CINO,* e isétopos
E 192 C,oH;{NO" e is6topos
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6 CONCLUSAO

Para um medicamento servir a sua finalidade, este deve estar livre de impurezas ou
outras interferéncias que podem prejudicar a sua qualidade e eficdcia. Este estudo visou aplicar
algumas técnicas analiticas de fisica atdmica e molecular no teste do produto farmacéutico
Leukeran. As amostras de Leukeran e do composto ativo clorambucila foram caracterizadas
em termos de sua composi¢do quimica, tanto em relacdo as suas superficies quanto nas suas
camadas mais internas.

A avaliac@o da estabilidade dos compostos quando expostos a diferentes condi¢des de
estresse, como agentes ionizantes e variacoes de temperatura, foi realizada. A investigagcdo su-
gere que, em situacdes de estresse, as amostras sofrem modificagdes estruturais e quimicas. O
revestimento do firmaco mostrou ser de extrema importancia para a manuntencao das especifi-
cagOes estabelecidas, pois no momento que esteve presente nas amostras, os danos causados em
situacoes de estresse foram menores. De uma forma geral, é recomenddvel seguir as condi¢des
de armazenamento do fabricante.

A massa de clorambucila contida em comprimidos do fairmaco Leukeran foi determi-
nada pela técnica de emissdo de raios X induzida por prétons, e estavam de acordo com as
especificacdes fornecidas pelo fabricante. A espessura do revestimento do Leukeran também
foi extraida pela técnica de espectroscopia por retroespalhamento de Rutherford, e sua ordem
de grandeza estava de acordo com estimativas andlogas da literatura. O comprimido quando
sujeito ao impacto de prétons em correntes altas (nA) sofre degradagdo visivel, gerando um
filme fino carbonizado em sua superficie. A técnica de espectroscopia de fotoelétron excitados
por raios X demonstrou que a molécula clorambucila sofre alteracdo em suas ligacdes quimicas
quando sujeita a degradac@o por temperatura. As ligagdes envolvendo o d&tomo de cloro, C-Cl,
e oxigénio, C-0O, sdo quebradas. Os fragmentos idnicos da clorambucila detectados e discutidos
na literatura por outras técnicas de espectrometria de massa foram identificados no Leukeran,
através da técnica de espectroscopia de massa por ions secunddrios. A andlise se mostrou satis-
fatéria, tendo em vista que o farmaco € composto por outras moléculas organicas que possuem

imensas cadeias quimicas.
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ANEXO A. Medidas recentes

Nos dltimos meses do desenvolvimento deste trabalho foram realizadas medidas do far-
maco Leukeran utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura, do inglés, Scan-
ning Electron Microscope (SEM). O principio da técnia consiste em utilizar um feixe de elétrons
para explorar a superficie do composto. A exploracdo € feita ponto a ponto, através de linhas
sucessivas. O sinal € transmitido para uma tela catédica cuja varredura estd perfeitamente sin-
cronizada com a varredura do feixe incidente. O SEM fornecer rapidamente informagdes cru-
ciais sobre a morfologia, além de identificar os elementos quimicos presentas na amostra sélida
(DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

As medidas SEM do Leukeran sdo exibidas nas firugas 40 e 41. A primeira figura mostra
o quimioterdpico degradado a uma temperatura de 60 °C e a segunda figura trata-se do Leukeran

sem sua pelicula protetora e degradado a mesma temperatura.

o Electron Image 8

S00pm :

Figura 40: Superficie do Leukeran com o revestimento apos a degradacdo por temperatura.
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Electron Image 12

Figura 41: Superficie do Leukeran sem o revestimento apds a degradacdo por temperatura.

A andlise identificou, que apds a degradagcdo do composto, a amostra sem revestimento
foi a que sofreu o maior dano. Houve diferencas significativas nas concentragdes do elementos
de cada amostra. Este resultado sugere que o revestimento do farmaco possui um fungao prote-

tora, pois adere as dtomos que sofrem as quebras de ligacdes apds a degradacdo do composto.
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ANEXO B. Medidas de incertezas

B.1 PIXE

As incertezas associadas ao cdlculo das concentragdes dos elementos, em cada amostra,
sdo fornecidas pelo software GUPIX. Para cada fit do espectro, € calculado as inceterzas das
concentracdes de cada elementos. Nao houve variagdes das medidas apds a repeti¢do do fit para
a mesma amostra. E de uma forma geral, as incertezas ficaram em torno de 1% a 10%, sendo

1% para os maiores valores € 10% para os menores valores.

B.2 RBS

As incertezas associadas ao cdlculo da perda de energia do ion do Leukeran sio forneci-
das pelo software SIMNRA. A tabela 36 exibe a quantidade de cada elemento e sua respectiva

incerteza na primeira camada da amostra, ou seja, no revestimento do Leukeran.

Tabela 36: Quantidade de cada elemento e suas respectivas incertezas na camada da amostra
referente ao revestimento do quimioterdpico.

Elemento Quantidade Incerteza

C 81599,3  £5023,58
0 69196,3  +£4260,00
Ti 1728,04  £106,385
Fe 6515,02  +401,091

Ap6s o fit, a perda de energia € calculada. O valor fornecido pelo software foi de 412
keV.
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