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RESUMO

“"Quantificagdo dos Metabdlitos do Albendazol em Plasma Bovino por

Cromatografia Liquida Quiral de Alta Eficiéncia, com Injegdo Direta de Amostras”.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento e validagdo de um
método, sensivel e enantiosseletivo, por Cromatografia Liquida Multidimensional
de Alta Eficiéncia, para a determinagdo dos metabdlitos do albendazol: o
albendazol-sulféxido, metabdlito quiral, albendazol-sulfona e albendazol-2-amino-
sulfona, em plasma bovino. Os compostos (+)-albendazol-sulféxido, albendazol-
sulfona e 2-amino-sulfona foram extraidos do plasma bovino através do emprego
de uma coluna extratora da fase hidrofébica Cs, do tipo fase de acesso restrito
de albumina sérica bovina (Cs-RAM-BSA) (5,0 x 0,46 cm d.i.) e analisados em uma
coluna quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em silica APS-Nucleosil
(15,0 x 0,46 cm d.i.). A separagdo cromatogrdfica de todos os compostos de
interesse foi obtida através do uso de uma fase mével composta por tampdo
fosfato (0,01 M; pH 7,5):acetonitrila (60:40 v/v), com vazdo de 0,5 mL/min e
detecgdo por fluorescéncia, hexc € Aem de 290 e 320 nm, respectivamente. As
curvas de calibragdo foram lineares nas faixas de 40,00-1280 ng/mL para cada
enantiomero do albendazol-sulféxido, de 10,00-320,0 ng/mL para o albendazol-
sulfona e de 20,00-320,0 ng/mL para o albendazol-2-amino-sulfona. O método
validado mostrou linearidade, precisdo, exatiddo e sensibilidade adequada para
ser utilizado em estudos farmacocinéticos apés administragdo do albendazol por
diferentes vias. Ainda neste trabalho, foi realizada a sintese de dois dos
metabdlitos do albendazol, o albendazol-sulféxido e albendazol-sulfona, através
da oxidagdo do sulfeto com emprego do complexo aquo(N-6xido de piridina) oxo

diperoxo molibdénio (VI).
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ABSTRACT

"Quantification of Albendazole Metabolites in Bovine Plasma by High

Performance Liquid Chromatography, using Direct Injection of Samples”

This work presents the development and validation of a sensitive
and  enantioselective  multidimensional  high  performance  liquid
chromatography (HPLC) method for determination of albendazole
metabolites: albendazole sulphoxide, chiral compound, albendazole sulphone
and albendazole 2-aminesulphone in bovine plasma. The compounds, (£)-
albendazole sulphoxide, albendazole sulphone and 2-aminesulphone were
extracted from bovine plasma using a octyl restricted access media bovine
serum albumin column (Cs-RAM-BSA) (5.0 x 0.46 cm i.d.) and analyzed on a
chiral column containing amylose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) coated
onto APS-Nucleosil support, as stationary phase (15.0 x 0.46 cm i.d.). The
chromatographic separations of all target compounds were achieved using a
mobile phase composed of phosphate buffer (0.01 M. pH 7.5):acetonitrile
(60:40 v/v), flow rate of 0.5 mL/min and fluorescence detection at 290 nm
and 320 nm, excitation and emission, respectively. The calibration curves
were linear in the concentration range of 40.00-1280 ng/ml for each
albendazole sulphoxide enantiomer, 10.00-320.0 ng/mL for albendazole
sulphone and 20.00-320.0 ng/mL for albendazole 2-aminesulphone. The
validated method showed linearity, precision, accuracy and adequate
sensitivity, allowing it to be appropriate for pharmacokinetics studies after
administration of albendazole by different routes. Moreover, two
metabolites of albendazole, the albendazole sulphoxide and albendazole
sulphone, were synthesized by oxidation reaction using the aquo(N-oxo of

piridine) molybdenum (VI) oxo diperoxo complexe.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - INFECCOES PARASITARIAS: OCORRENCIA E PREJUIZOS

Ainda hoje, as infecgdes parasitdrias encontram-se disseminadas ho
mundo, apesar dos avangos no desenvolvimento de medicamentos
antiparasitdrios polivalentes. Esta situagdo deve-se as precdrias condigdes
sanitdrias, aos comportamentos e hdbitos de higiene dos seres humanos e
nivel de educacdo e cultura de certas populag;?)'es.1 Entre as infecgdes
parasitdrias mais freqiientes destacam-se as helmintoses, que sdo causadas
por diferentes classes de parasitas, entre elas: nematdides®, trematdides® e
cestdides®, as quais podem acometer tanto humanos quanto bovinos, caprinos,
suinos e ovinos.?

Os seres humanos constituem os hospedeiros definitivos de alguns
helmintos, produzindo ovos ou larvas que sdo eliminados do corpo e infectam o
hospedeiro intermedidrio.>® Os hospedeiros intermedidrios habituais das
duas ténias mais comuns, Taenia saginata e Taenia solium, sdo o gado bovino e
suino, respectivamente. Os seres humanos tornam-se infectados ao
consumirem carne crua ou mal cozida, contendo larvas que se encistaram no
tecido muscular animal, desta forma, fechando o ciclo evolutivo desses

parasitas®? (Figura 1.1).

“Nematoides: vermes cilindricos afiliados nas extremidades
bTrematdides: vermes de corpo achatado e ndo segmentado
‘Cestoides: vermes de corpo achatado e segmentado
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FIGURA 1.1: Ciclo evolutivo da Taenia solium*

Os bovinos podem servir de hospedeiros para vdrias espécies de
parasitas, albergando-os nos diferentes compartimentos do aparelho
digestivo e também no pulmdo (Tabela 1.1).°

REPOSSI JUNIOR et al. ¢ avaliaram em doze fazendas do municipio
de Alegre-ES, a incidéncia de helmintos gastrintestinais em bovinos e,
através do exame de fezes de bezerros de diferentes propriedades,
constataram o diagndstico de Trichuris sp. em 50% das propriedades
estudadas, Moniezia sp. em 25%, Strongyloides papillosus em 33,3% e em
todas (100%) foi constatada a presenca de Coccidios e Strongyloidea (Figura
1.2).
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TABELA 1.1: Principais parasitas encontrados nos bovinos®

Parasitas Via de Infecgdo
Abomaso
Trichostrongylus axer Oral (larvas)
Hamaemonchus sp. Oral (larvas)
Ostertagia sp. Oral (larvas)

Intestino Delgado

T. colubriformis Oral (larvas)
Strongyloides papillosus Oral (larvas) e Cutdnea
Toxocara vitulorum Oral (ovo)
Cooperia sp. Oral (larvas)
Nematodirus sp. Oral (larvas)
Bunostomun sp. Oral (larvas) e Cutdnea
Moniezia sp. Oral (Gcaros)

Intestino Grosso

Oesophagostomun sp. Oral (larvas)
Trichuris sp. Oral (ovo)
Pulmdo
Dicyocaulus viviparus Oral (larvas)

IOOW O bezerros
80- B fazendas
60
40
20 1: Strongyloidea

0 2: Coccidios
3: Trichuris

FIGURA 1.2: Incidéncia dos principais parasitas gastrintestinais em bezerros nas

propriedades leiteiras.’
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As infecgOes por vermes gastrintestinais apresentadas pelos
bovinos geralmente sdo mdltiplas, ou seja, causadas por mais de uma espécie de
parasita. Nestes casos os danos ocasionados ao organismo do hospedeiro sdo
resultados da somatéria da agdo das diferentes espécies de parasitas.

Os vermes sdo capazes de provocar, em maior ou menor grau,
irritagbes ou inflamagdes da mucosa do trato gastrintestinal, com prejuizos na
digestdo e absorcdo de alimentos.”®” Desta forma, as infec¢des parasitdrias dos
animais sdo as maiores responsadveis pelas perdas na produtividade animal.

Como ocorréncia comum das verminoses pode-se citar a redugdo do
apetite do animal, que obviamente leva a conseqiiéncias indesejdveis sobre o
crescimento e ganho de peso do rebanho. Este acontecimento, no entanto,
envolve vdrios fatores como: danos aos receptores que monitoram a tensdo no
interior do trato digestivo, diminuigdo da acidez do abomaso, alteragdo da
motilidade e aumento de hormdnios que favorecem a diminuigdo da ingestdo de
alimentos. Outro efeito negativo das verminoses é a sua interferéncia sobre o
metabolismo protéico, responsdvel pela formagdo e manutengdo da massa
muscular. Este metabolismo é prejudicado pela diminuigdo da capacidade de
digestdo e retengdo de nitrogénio e, ainda, pela perda de proteinas enddgenas.
As verminoses podem também comprometer o crescimento ésseo, pela perda de
minerais como cdlcio, fésforo e magnésio, através das fezes e urina.’®

De maneira geral, considera-se que todos os bovinos criados em
sistema extensivo de produgdo encontram-se parasitados, em maior ou menor
grau, porém os danos causados pelos vermes nem sempre sdo visiveis.?

As verminoses se classificam em clinica e subclinica. No primeiro
caso, os animais exibem sinais clinicos tipicos de verminoses bastante conhecidos
pelos técnicos e produtores, como: diarréia, mucosas pdlidas (anemia), perda de

apetite, pélos secos e sem brilho, emagrecimento, debilidade das condigdes
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fisicas e até mesmo a morte. No entanto, a verminose clinica ocorre somente de
2 a 10% dos casos.”’®

As verminoses subclinicas estdo presentes de 90 a 98% dos casos.
Estas ndo apresentam sinais clinicos tipicos de uma verminose, mas caracterizam-
se por provocar retardo no crescimento do animal, diminuigdo do ganho de peso,
diminuigdo da produgdo leiteira, retardo nas atividades reprodutivas e
predisposigdo a outras doengas. A verminose subclinica pode impedir o ganho de
peso do rebanho em até 45 kg/animal/ano, sem que o produtor se dé conta dos
prejuizos provocados pelo mau desempenho dos animais.””®

Portanto, o controle das verminoses constitui um desafio para
produtores e veterindrios. As medidas de controle a serem implementadas
baseiam-se no conhecimento da complexidade que envolve os parasitas nas
diferentes fases evolutivas, devendo-se levar em consideracdo a fase de vida
livre na pastagem e a fase de vida parasitdria no animal.”

Na fase de vida parasitdria, a aplicagdo de vermifugos constitui a
principal arma de combate aos vermes. Com isso, o impacto econdmico das
parasitoses sobre os rebanhos tem levado a inddstria de medicamentos
veterindrios a exaustivas pesquisas e desenvolvimento de novos fdrmacos
antiparasitdrios. Avangos significativos neste setor t&m colocado a disposigdo da
pecudria bovina modernos endectocitas, que se caracterizam por atuar em
parasitas internos e externos. Porém, na prdtica, nem sempre se consegue
sucesso na aplicagdo destes farmacos, uma vez que os mesmos sdo, na maioria das
vezes, utilizados de forma inadequada,®® como a ndo pesagem dos animais para o
cdlculo da dose do medicamento e a ndo utilizagdo do processo de compostagem
das fezes.’

A grande problemdtica do uso incorreto destes medicamentos é a
possibilidade de prejuizos futuros ocasionados pelo desenvolvimento da

resisténcia dos parasitas aos medicamentos.®
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Em trabalho realizado por MORENO et a/. °, foi apresentado que a
resisténcia dos parasitas aos anti-helminticos é crucial em todo o mundo e até
mesmo no Brasil, onde observou-se que 90% dos carneiros desenvolveram
resisténcia ao albendazol, 84% ao levamisol, 73% & combinacdo albendazol-
levamisol, 13% a ivermectina e 20% apresentaram resisténcia ao closantel.

Portanto, a administragdo dos antiparasitdrios nos animais deve ser
realizada de maneira mais eficiente, onde a compreensdo do comportamento
cinético dos fdrmacos, assim como sua melhor via de administragdo podem ser

pegas importantes neste controle.

1.2 - ANTI-HELMINTICOS NA MEDICINA VETERINARIA

O ftfermo anti-helmintico aplica-se a substdncias que atuam
localmente para expulsar os vermes do trato gastrintestinal ou sistemicamente,
para erradicar espécies e formas de helmintos em desenvolvimento, que invadem
drgdos ou tecidos.™

Os fdarmacos utilizados como anti-helminticos sdo usados nho controle
de endoparasitas, como: nematédides, cestdides e trematédides, os quais estdo
localizados no animal parasitado.>™

O anti-helmintico ideal caracteriza-se por apresentar composigdo
quimica estdvel; agdo sobre estdgios adultos e imaturos em desenvolvimento ou
inibidos; agdo sobre diversas classes de helmintos; eficdcia contra cepas
resistentes; ndo interferir na imunidade; ter fdcil administragdo e dose Unica ou
de curta duragdo; boa tolerdncia pelo hospedeiro com alta margem de seguranga;
boa compatibilidade com outros compostos, auséncia de residuos no leite e
tecidos, além de favordvel custo beneficio.!

O anti-helmintico pode atuar ao produzir paralisia no verme ou ao

lesar sua cuticula, resultando em digestdo parcial ou rejeigdo do verme por
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mecanismos imunoldgicos, pode também atuar no metabolismo do verme,
esgotando suas reservas ener'géﬁcas.2

A administracdo racional de anti-helminticos tem trazido beneficios
a pecudria, tanto para gado de corte quanto para a pecudria leiteira.

Conforme dados do Conselho Regional de Medicina Veterindria do
Estado do Parand, o ganho de peso vivo foi superior em 40 kg has nhovilhas
tratadas com anti-helmintico, quando comparadas com aquelas ndo tratadas

(Tabela 1.2).

TABELA 1.2: Resultados médios do ganho de peso vivo em novilhas tratadas com anti-

helmintico e ndo tratadas®

Variaveis Controle Tratado com
(kg) sem Tratamento Anti-Helmintico
Peso Inicial 175 175
Ganho Médio 0,379 0,435
Ganho Total 265 305

Da mesma forma, foi fambém verificado o aumento na quantidade
produzida de leite, durante 220 dias de estudos, onde vacas tratadas com anti-
helmintico produziram 63 litros de leite a mais que os animais do grupo controle.
A produgdo de proteinas e gorduras no leite fambém foi superior nos animais

tratados, sendo de 2,8 kg em relagdo a produgdo do grupo controle (Tabela 1.3).
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TABELA 1.3: Resultado da produgdo leiteira por animal, de 835 fémeas leiteiras
tratadas com anti-helmintico e 835 fémeas leiteiras controle tratadas com placebo,

durante 220 dias de estudo'?

Variaveis Controle Tratado com
sem Tratamento Anti-Helmintico
Leite (L) 4966 5029
Gordura (kg) 2004 203,2
Proteina (kg) 164,3 167 1

Em trabalho realizado por BIACHIN et a/. B, estimou-se que o
desempenho financeiro dos animais dosificados com anti-helminticos, trés vezes
ao ano, nos meses de maio, julho e setembro, foi melhor, apresentando um
retorno calculado em 457,46% em dois anos. O beneficio financeiro liquido
alcangou o valor de 6.948.338 arrobas de carcaga de boi gordo,
aproximadamente, 167 milhdes de délares.

Deste modo, diante da importancia econdomica que animais sadios de
corte e produtores de leite representam, grande atengdo tem sido dada ds
questdes relacionadas a qualidade e ao bom desenvolvimento dos animais e o uso
racional de anti-helminticos na medicina veterindria tem sido adotada como
prdtica rotineira pelos produtores.

As principais classes de anti-helminticos usadas na pecudria
pertencem as avermectinas, aos benzimidazéis, imidazotiazodis e salicilanilideos,

conforme Figura 1.3.!* Dentre estes, os benzimidazéis sdo os mais amplamente

utilizados na medicina veterindria, merecendo entdo o devido destaque.
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Avermectinas Benzimidazois
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FIGURA 1.3: Principais classes de anti-helminticos utilizados na medicina veterindria

1.3 - ANTI-HELMINTICOS BENZIMIDAZOLICOS

Desde a descoberta do tiabendazol em 1961, vdrios anti-helminticos
benzimidazdlicos tém se tornado disponivel para o tratamento de uma gama de
helmintoses. O amplo espectro de atividade desses medicamentos, o baixo custo,
a alta eficdcia e a facilidade da sua administra¢do tornaram os benzimidazdis
amplamente utilizados no tratamento, em larga escala, de infecgdes parasitdrias
na medicina veterindria.!

Os benzimidazéis produzem, nos parasitas suscetiveis, alteragdes
bioquimicas, incluindo a inibigdo da fumarato redutase mitocondrial, a redugdo do
transporte de glicose e o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, mas
provavelmente a sua principal agdo € inibir a polimerizagdo dos microtibulos,

unindo-se & B-tubulina.’
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Dentre os anti-helminticos benzimidazélicos rotineiramente
administrados na medicina veterindria, destaca-se o albendazol, devido ao amplo
espectro de atividade que este possui frente a diferentes classes e estdgios dos
parasitas, sendo, portanto, selecionado para a realizagdo deste trabalho.

O albendazol (ABZ) é relativamente insolivel em dgua e nha maior
parte dos solventes orgdnicos, propriedade esta que influencia sua absorgdo e
comportamento ho organismo.’®

A absorgdo oral de ABZ em camundongos e ratos ¢é
aproximadamente de 20-30% e em gado alcanga valores de 50%, comparado com
aproximadamente 1-5% em humanos.’® A absor¢do em humanos é intensificada
pela presenga de alimentos gordurosos, podendo ser aumentada em até cinco
vezes.’

O albendazol é um fdarmaco particularmente importante, pois este é
um pro-farmaco que durante sua metabolizagdo requer ativagdo no figado pelo
citocromo P450 (CYP450), tanto em animais como em humanos.® Essa
metabolizacdo, depois da administragdo oral, é bastante rdpida, portanto ndo
sendo o ABZ detectado em plasma de carneiros, de gado e de humanos.”

A farmacocinética do albendazol foi analisada em diferentes
espécies animais, onde estudos envolvendo carneiros'’, bezerros'® e humanos®®%°
demonstraram que este é rapidamente e extensivamente metabolizado para a
forma albendazol-sulféxido (ABZ-SO), albendazol-sulfona (ABZ-SO,) e
albendazol-2-amino-sulfona (ABZ-SO,-NH;) (Figura 1.4).

O albendazol-sulfoxido apresenta um centro assimétrico no dtomo
de enxofre, por isso apresenta-se na forma de dois enantiomeros, o

R-(+)-ABZ-5S0 e 0 5-(-)-ABZS0.%°
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FIGURA 1.4: Metabolismo do albendazol

O albendazol-sulféxido, metabdlito ativo, é considerado diretamente
ou indiretamente responsdvel pela eficdcia e toxicidade do albendazol, sendo
este oxidado e convertido em albendazol-sulfona. O grupo carbamato também é
rapidamente removido por hidrélise, levando a formagdo do albendazol-2-amino-
sulfona. Este dltimo é o metabdlito minoritdrio e, assim como o albendazol-
sulfona, ndo apresenta atividade farmacoldgica.'®*

Em humanos, a metabolizagdo do albendazol-sulféxido, quiral, é
enantiosseletiva, onde citocromos P450 sdo os responsdveis pela formagdo de
S-(-)-albendazol-sulféxido, enquanto que a formagdo do R-(+)-albendazol-
sulfoxido é proveniente da metabolizagdo via enzimas flavinas. A oxidagdo
subseqiiente para formagdo de albendazol-sulfona é dependente de isoenzimas da
CYP450."

LANCHOTE et a/. ° desenvolveram um método para quantificagdo

dos enantiomeros do albendazol-sulféxido e albendazol-sulfona em plasma

humano. Este estudo relata que o R-(+)-ABZ-SO é encontrado ha corrente
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sanguinea depois de 12 horas da administragdo oral do albendazol, na
concentragcdo de 30 ng/mL, enquanto que o S-(-)-ABZ-SO ndo é mais detectado
neste mesmo periodo de tempo.

Um estudo semelhante foi realizado por GARCIA et al 22
utilizando-se plasma de camundongos. No entanto, a concentragdo em plasma do
R-(+)-ABZ-SO foi cerca de 25 ng/mL, enquanto que o do S-(-) foi de 75 ng/mL,
depois de 24 horas da administragdo oral do albendazol.

Portanto, o R-(+)-ABZ-SO é predominante em plasma humano, de
carneiros, cachorros e cabras, enquanto que o S-(-)-ABZ-SO é predominante em
ratos e camundongos.®

Tendo em vista que o albendazol é um pré-fdrmaco e apresenta
baixa solubilidade em dgua (0,61 pg/mL), algumas empresas veterindrias tém
comercializado a mistura racémica do albendazol-sulféxido, uma vez que este
composto € mais soldvel (62 pg/mL) do que o ABZ, devido a presenga do dtomo de
oxigénio.”?

O trabalho realizado por CRISTOFOL et a/. ?* relata que quando
bezerros sdo tratados com (+)-ABZ-SO, o S-(-)-ABZ-SO é metabolizado
significativamente mais rdpido que o seu enantiomero, o R-(+)-ABZ-SO, sendo o
(+)-enantiomero detectado em plasma de 2,5 minutos a 32 horas apds a
administragdo, enquanto que o (-)-enantiomero foi encontrado de 2,5 min a 16
horas.

Diante destas observagdes farmacoldgicas encontradas para os
enantiomeros do albendazol-sulféxido e uma vez que esses enantiémeros podem
apresentar propriedades farmacoldgicas diferentes entre si quando
administrados em bovinos, faz-se necessdria a existéncia de métodos analiticos
enantiosseletivos para a quantificagdo simultanea dos metabdlitos do albendazol,

em fluidos bioldgicos. Andlises desse tipo podem fornecer informagdes
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importantes sobre o metabolismo e farmacocinética do farmaco, contribuindo

para o controle parasitdrio em animais de maneira mais efetiva.

1.4 - RESOLUCAO DE ENANTIOMEROS

O desenvolvimento de técnicas analiticas seletivas, sensiveis e que
possam discriminar isomeros Gpticos é essencial para a investigagdo de
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de fdrmacos quirais, bem
como para a determinagdo da pureza enantiomérica em preparagoes
farmacéuticas.?°?° Desta forma, o desenvolvimento de métodos para obtengdo de
enantiémeros puros, seja por sintese assimétrica ou por resolugdo de misturas
racémicas, tem representado um grande desafio a Quimica Moderna, devido as
propriedades termodindmicas similares dos mesmos.?’

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido uma das
técnicas mais utilizadas para a separagdo de enantiomeros e apresenta-se como
uma técnica Util e prdtica para andlise de fdrmacos e metabdlitos em fluidos
biolégicos, onde se torna possivel a determinagdo de purezas enantioméricas em
preparacdes farmacéuticas®® e também no controle de qualidade de
medicamentos.?®

A CLAE dispde de dois métodos para a separagdo de enantiomeros, o
método direto e o indireto.?”*

No procedimento indireto, o par de enantiomeros é submetido a uma
reacdo de derivatizagdo com um reagente quiral e enantiomericamente puro,
visando obter diasteroisomeros, os quais apresentam propriedades fisico-
quimicas diferentes e podem, entdo, ser separados empregando-se fases

estaciondrias <:lquir'c1is.27'29'30 Carbamatos, aminas e uréias sdo os produtos
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diastereoisoméricos mais comuns das reacdes de misturas racémicas com
reagentes quirais puros.*

O método indireto apresenta como vantagens a disponibilidade
comercial de reagentes para a derivatizagdo de vdrios grupos funcionais e alta
flexibilidade com respeito as condigdes cromatogrdficas.?’~!

Embora esse procedimento tenha sido muito utilizado, hoje em dia
seu emprego ¢ menor, devido ds desvantagens que o mesmo apresenta. Dentre
estas se pode destacar: o maior consumo de tempo atribuido as reagées de
derivatizagdo, necessidade de reagentes opticamente puros, a possibilidade de
racemizagdo do reagente durante a formagdo dos diasteroisomeros, ou ha sua
estocagem, a necessidade de um tratamento quimico posterior para a
recuperagdo dos enantiémeros.?**°

No método direto a separagdo do par de enantiomeros é realizada
através do uso de fases estaciondrias quirais (FEQ) ou através da adigdo de
aditivos a fase mével.*’

O uso de aditivos na fase movel apresenta como vantagens a
utilizagdo de colunas convencionais e a possibilidade de utilizagdo de diversos
aditivos em uma mesma coluna. A desvantagem desse procedimento reside no
custo elevado de se usar aditivos quirais na fase mdvel, uma vez, que é consumido
grande volume de solvente em cada andlise.?**°

Jd o uso de colunas com fases estaciondrias quirais apresentam
vdrias vantagens, dentre elas: ndo € necessdria a derivatizagdo preliminar da
mistura racémica, hd uma grande variedade de colunas quirais disponiveis
comercialmente, as andlises cromatogrdficas sdo rdpidas e os enantiomeros puros
podem ser recuperados com relativa facilidade. Embora essas fases

estaciondrias apresentem um elevado custo e o mecanismo de separagdo quiral

ainda ndo seja completamente elucidado para todas as fases quirais, este é o
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método de separagdo de enantiomeros que tem conseguido maior destaque e

aplicabilidade na separagdo de enantiémeros.*

1.5 - FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS

Nas ultimas décadas, indmeros seletores quirais foram avaliados
para verificar suas habilidades na resolugdo quiral, sendo estes empregados em
centenas de novas fases estaciondrias quirais.”® Essas fases estdo sendo
empregadas nas mais diversas dreas, entre elas: farmacéutica, ambiental e de
andlises clinicas.*®

A Tabela 1.4 relaciona algumas das fases estaciondrias quirais mais
utilizadas e disponiveis comercialmente.

A separagdo de enantiomeros através de fases estaciondrias quirais
estd baseada na formagdo de um complexo diastereoisomérico transitdrio, entre
0s enantidmeros e o seletor quiral da fase estaciondria.*

O modelo proposto de reconhecimento quiral estd baseado ha teoria
de interagdo de trés pontos,*® ou seja, sdo necessdrios no minimo trés pontos de
interagdo entre o enantiomero e o seletor quiral (Figura 15). Estas trés
interacdes devem ser simultdneas e devem ocorrer com trés diferentes
substituintes do centro estereogénico. Dependendo do nimero de interagdes
existentes entre o seletor quiral e o enantiomero, hd formagdo de dois
complexos diastereoisoméricos intermedidrios com energia livre de Gibbs
distintas. Esta diferenga de energia determina o tempo de existéncia de cada
complexo diastereoisomérico e a ordem de elui¢do de cada enantiomero, sendo
aquele que forma o complexo menos estdvel, o qual elui primeiro.

As interagdes que podem ocorrer entre o seletor quiral e o
enantiomero sdo forgas intermoleculares como ligagées de hidrogénio, interagoes

n-m, dipolo-dipolo, complexos de inclusdo e impedimento estérico.*



Introdugdo

17

TABELA 1.4: Algumas das fases estaciondrias quirais disponiveis comercialmente.?

SELETOR QUIRAL

NOME COMERCIAL

FABRICANTE

SELETOR DE BAIXA MASSA MOLAR
D-dinitrobenzoilfenilglicina

L-dinitrobenzoilfenilglicina
(3R,4R)-4-(3,5-dinitrobenzamido)l,2,3,4-tetraidrofenantreno
(3R,4R)-4-(3 5-dinitrobenzamido)1,2,3,4-tetraidrofenantreno

CHIRAL 2
CHIRAL 3
(5.5)-Whelk-01
(R.R)-Whelk-01

MACHEREY-NAGEL
MACHEREY-NAGEL
REGIS TECHNOLOGIES
REGIS TECHNOLOGIES

TROCA DE LIGANTE
N, N dioctil-L-alanina

L-hidroxiprolina - cobre

CHIRALPAK MA (+)
CHIRAL 1

DIACEL
MACHEREY-NAGEL

ANTIBIOTICOS MACROCICLICOS

Vancomicina CHIROBIOTIC V ADVANCED SEPARATION
Teicoplamina CHIROBIOTIC T TECHNOLOGIES
Ristocetina CHIROBIOTICR

ETER DE COROA

(S)- 18 - coroa - 6 - éter CROWNPAK CR (+) DIACEL

(R) - 18 - coroa - 6 - éter CROWNPAK CR (-) DIACEL

CICLODEXTRINAS
B - ciclodextrina
p - ciclodextrina permetilada

p - ciclodextrina fenilcarbamato

NUCLEODEX p-OH
NUCLEODEX p-PM
ULTRON ES-PhCD

MACHEREY-NAGEL
MACHEREY-NAGEL
SHINWA CHEM.IND.

PROTEINAS

Soroalbumina bovino

Soroalbumina humano

Ovomucéide
Avidina
Celobioidrolase I

Pepsina

RESOLVOSIL BSA-7
ULTRON ES-BsA
CHIRAL BSA
CHIRAL HSA
CHIRAL - HSA
ULTRON ES-OVM
BIOPTIC AV-1
CHIRAL-CBH
ULTRON ES-PEPSIN

MACHEREY-NAGEL
SHINWA CHEM. IND.
SHANDON
SHANDON
CHROMTECH AB
SHINWA CHEM. IND.
6L SCIENCES
CHROMTECH AB
SHINWA CHEM. IND.
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FIGURA 1.5: Principio da resolugdo quiral. (a) Fase estaciondria quiral e mistura
racémica (b) Interagdo baseada na regra de trés pontos (c) Formagdo do complexo

diastereoisomérico intermedidrio e determinacéo da ordem de eluigdo.®*
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Devido ao grande nimero de fases quirais desenvolvidas, testadas e

comercializadas, estas foram classificadas por Wainer®®, de acordo com o

mecanismo de reconhecimento quiral, dividindo-as em cinco tipos:

TIPO I: O mecanismo de reconhecimento quiral estd baseado na
formagdo de um complexo diastereoisomérico entre o seletor quiral e as
moléculas dos solutos, através de forgas atrativas como ligagdo de
hidrogénio, interagdes m-m e dipolo-dipolo. Essas fases quirais sdo também
denominadas de fases do tipo Pirkle.

TIPO II: Este tipo de fase estaciondria quiral também se vale de
interagdes atrativas para separagdo, como as do tipo I, mas a formagdo de
complexo de inclusdo tem uma grande contribuigdo no mecanismo de
reconhecimento quiral, como exemplo deste grupo, podemos citar as
colunas quirais de polissacarideos.

TIPO III: O mecanismo de reconhecimento dessas fases é por formagdo
de complexos de inclusdo, onde ha o encaixe do soluto na cavidade quiral
da fase estaciondria, o que resulta em complexos diastereoisoméricos de
relativa estabilidade. Fazem parte desse grupo as fases quirais de
ciclodextrinas, polimeros sintéticos e éteres de coroa.

TIPO IV: Os aminodcidos, prolina, hidréxi-prolina, valina, ligados a silica
ou a um polimero, em conjunto com um eluente contendo normalmente ions
cobre II, produzem um complexo metdlico, o qual pode se ligar
seletivamente a aminodcidos e a alguns compostos contendo grupos amina.
TIPO V: Nessas fases a formagdo do complexo diastereoisomérico
intermedidrio ocorre pela combinagdo de interagdes eletrostdticas e
hidrofébicas, de sitios de ligagdo muito especificos, com ligagdes de
hidrogénio e de transferéncia de carga. Fazem parte desse grupo as fases

quirais de proteinas.
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Dentre as fases estaciondrias quirais, merecido destaque é dado as
fases de polissacarideos, em fungdo da grande versatilidade que essas
apresentam e por demonstrarem excelente discriminagdo quiral para um extensa

gama de compostos.?*¥

1.5.1 - FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS DE POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos de maior aplicabilidade como fases estaciondrias
quirais sdo a amilose e a celulose, os quais sdo polimeros que apresentam
atividades épticas e sdo encontrados abundantemente na natureza, mas /n natura
apresentam limitada capacidade de resolugdo quiral, propriedades mecdnicas
fracas, além de serem altamente polares.?>?%3°

Entretanto, sdo facilmente convertidos a uma variedade de
derivados como trisbenzoatos e trisfenilcarbamatos, criando novos sitios para
reconhecimento  quiral, melhorando  assim as suas  propriedades
enantiosseletivas.?

O primeiro derivado de polissacarideo largamente usado,
desenvolvido por HESSE e HAGEL*, foi o triacetato de celulose (CTA-I),
preparado por acetilagdo da celulose microcristalina em benzeno, que mostrou
altas habilidades de reconhecimento quiral. Outro tipo de fase estaciondria com
habilidade de reconhecimento quiral completamente diferente foi desenvolvido
por OKAMOTO et al. *, através do recobrimento de particulas de silica com a
fase CTA-I. A andlise dessa fase indicou que a microcristalinidade ndo é
essencial para o reconhecimento quiral.

A partir de entdo, indmeras outras fases foram preparadas,
recobrindo-se particulas de silica gel macroporosa, geralmente modificadas com

grupos aminopropila, com derivados de polissacarideos.*? O suporte de silica
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proporcionou a resisténcia mecdnica necessdria para a obtengdo de colunas mais
eficientes e estdveis frente a modificagdes na composicdo da fase mével.?°

A Tabela 1.5 mostra algumas fases estaciondrias quirais baseadas
em derivados de amilose e celulose produzidas pela Diacel Chem. Ind.

OKAMOTO et a/. ® em seus estudos mostraram a eficiéncia das
colunas de polissacarideos ha resolugdo 6ptica de agentes P-bloqueadores,
examinando fases estaciondrias quirais baseadas em ftrisfenilcarbamatos de
celulose, onde todos os compostos estudados foram completamente resolvidos na
coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.

Estudos realizados para investigagdo do mecanismo de discriminagdo
quiral em fases estaciondrias de polissacarideos sugerem que derivados de
celulose e amilose apresentam estruturas helicoidais com os grupos carbamatos e
benzoatos, localizados no seu interior, e os grupos aromdticos hidrofdbicos
localizados mais externamente. A resolucdo das misturas racémicas esta
vinculada ao ajuste dos enantiémeros nas cavidades do polissacarideo e da
interagdo com os grupos carbamatos e benzoatos.?>344

Nos derivados trisbenzoatos, os grupos carbonila dos ésteres podem
intferagir com enantiomeros através de ligagdes de hidrogénio e interagdes

25,30

dipolo-dipolo. Quando hd substituigdo no grupo fenila do trisbenzoato de
celulose, a habilidade de reconhecimento quiral é grandemente influenciada pelo
tipo de grupo introduzido. Derivados benzoatos tendo como substituintes
doadores de elétrons, como a metila, possuem maior habilidade de
reconhecimento quiral, quando comparados com substituintes aceptores de

elétrons, como o cloro.?®
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TABELA 1.5: Principais fases estaciondrias quirais baseadas em polissacarideos

disponiveis comercialmente.?’

4

POLISSACARIDEO DERIVADO NOME COMERCIAL
Benzoato CHIRALCEL OB
CHIRALCEL OB-H
3,5-dimetilfenil carbamato | CHIRALCEL OD
CELULOSE CHIRALCEL OD-H
CHIRALCEL OD-R
CHIRALCEL OD-RH
4-metilbenzoato CHIRALCEL OJ
CHIRALCEL OJ-H
CHIRALCEL OJ-RH
4-metilfenil carbamato CHIRALCEL OG
4-clorofenil carbamato CHIRALCEL OF
Cinimato CHIRALCEL OK
Fenil carbamato CHIRALCEL OC
3,5-dimetilfenil carbamato CHIRALPAK AD
CHIRALPAK AD-H
AMILOSE CHIRALPAK AD-RH

(S)-a-metilbenzil carbamato

CHIRALPAK AS
CHIRALPAK AS-H
CHIRALPAK AS-RH

A denominagdo “H" significa fase estaciondria preparada com silica de 5pm. A

denominagdo "R" é referente ao uso da coluna ho modo reverso de elui¢do.
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Nos derivados trisfenilcarbamatos, os enantiomeros podem
interagir através de ligagdes de hidrogénio com os grupos NH e C=0 e interagdes
dipolo-dipolo com os grupos C=0. As interagdes m-m enfre o grupo fenila da fase
estaciondria e grupos aromdticos do soluto quiral devem ser consideradas,

embora sejam menos expressivas que as interacdes polares (Figura 1.6).2%303644

Complexo de Inclusdo

Ligagdo de Hidrogénio
Impedimento
Estérico

Interagdo n-n

FIGURA 1.6: Representacdo das possiveis interagées do carbamato com compostos
quirais. Como exemplo, tfemos a fase estaciondria quiral de polissacarideo tris[(S)-

feniletilcarbamato] de amilose.

A unidade estrutural do carbamato tem sido considerada o sitio de
adsor¢do mais importante dos derivados fenilcarbamatos.*

A enantiosseletividade do trisfenilcarbamato € significativamente
afetada pela natureza, posicdo e nimero de substituintes do grupo fenila.
Quando grupos como metoxila ou nitro sdo introduzidos no anel aromdtico ha uma
diminuigdo de reconhecimento quiral, devido a alta polaridade. Mas quando grupos
doadores de elétrons, como metila, sdo introduzidos na posigdo 3 ou 4, estes

concedem alto reconhecimento quiral para muitos racematos 2303644
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Sendo assim, diferentes derivados de celulose apresentam
discriminagées quirais distintas. Por outro lado, fases estaciondrias baseadas no
mesmo derivado, mas de polissacarideos distintos (amilose ou celulose), também
apresentam diferentes comportamentos dependendo do soluto.*

Essas fases, apesar de terem sido originalmente desenvolvidas para
serem usadas ho modo normal, também possuem poder de resolugdo no modo
reverso de eluigdo. No entanto, nem sempre esses dois modos de eluigdo sdo
eficazes para obter a separagdo desejada tendo como alternativa o modo polar
orgdnico. O modo polar orgdnico é caracterizado pelo uso de fases mdveis
contendo 100% de solventes orgdnicos polares, como acetonitrila, metanol,
etanol, 2-propanol ou ainda misturas desses solventes 2>

Embora os fabricantes de colunas baseadas em derivados de
polissacarideos recomendem colunas especificas para cada modo de eluigdo,
CASS et al * demonstraram que uma mesma coluna quiral, tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, a qual foi avaliada em eluicdo multimodal, ou

seja, hos trés modos de eluigdo, normald, reverso® e polar or‘gé‘micof

, hdo perdeu
performance de separagdo em nenhum dos modos avaliados.

Essa versatilidade quanto ao modo de eluigdo vem suprir a restrigdo
quanto ao uso de solventes, uma vez que as fases estaciondrias quirais baseadas
em derivados de polissacarideos sdo recobertas em silica por meio de adsorgdo
fisica e esses derivados sdo soliveis em solventes como acetato de etila,
tetraidrofurano e organo clorados, os quais ndo sdo recomendados como fases
madveis para estas fases quirais.

Porém, alguns autores desenvolveram fases quirais de

polissacarideos mais estdveis, através da imobilizagdo quimica do seletor quiral.

“Modo Normal: Fases moveis compostas de hexano-dlcool, normalmente 1SO ou EtOH
eModo Reverso: Fases moveis compostas por uma solucdo aquosa e um solvente orgdnico
miscivel , normalmente ACN ou MeOH

TModo Polar Orgdnico: Fases moveis contendo 100% de solventes polares orgdnicos, como
ACN, MeOH, EtOH, 1SO ou misturas desses solventes.
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Segundo uma revisdo de ALI et a/. “8 o desenvolvimento de fases estaciondrias
quirais imobilizadas quimicamente, possibilitam o uso de uma variedade de
solventes, sendo esta a principal vantagem destas fases.

Esses dois tipos de fases sdo complementares umas das outras.
Alguns racematos podem ser somente resolvidos nas FEQs adsorvidas enquanto
outros sdo melhores resolvidos nas fases imobilizadas.*®

Portanto, as FEQs baseadas em polissacarideos apresentam grande
versatilidade e aplicabilidade, com alto poder de discriminagdo quiral e

2849 quanto preparativa.’®®! Estas

reprodutibilidade, tanto em escala analitica
também sdo muito populares, pois podem enantiorresolver aproximadamente 95%
dos racematos com sucesso,*® sendo entdo selecionadas para a realizagdo deste

trabalho.

1.6 - PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica
amplamente utilizada na andlise de farmacos e metabélitos em fluidos bioldgicos.
Porém, amostras de matrizes bioldgicas ndo devem ser diretamente injetadas nas
fases cromatogrdficas, uma vez que as proteinas presentes nos biofluidos
provocam rdpido entupimento da coluna cromatografica e perda de eficiéncia da
mesma, devido a sua adsorg¢do acumulativa ho suporw‘e.52

A etapa de pré-tratamento das amostras bioldgicas €, sem duvida, a
etapa mais critica e trabalhosa durante o desenvolvimento de métodos
cromatogrdficos de andlise.

A andlise cromatogrdfica de substdncias presentes em matrizes
complexas (soro, plasma, urina e outras) requer um pré-tratamento, o qual se
torna indispensdvel e particularmente dificil devido a complexidade destas
amostras e A presenga de compostos enddgenos, muitas vezes presentes em

concentragdes maiores que do préprio analito de interesse.”
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O pré-tratamento, portanto, visa obter uma amostra enriquecida
com os analitos de interesse, livre da interferéncia de compostos enddgenos e da
presenca de proteinas da matriz bioldgica,>* proporcionando ao método maior
seletividade e sensibilidade.®

O plasma bovino, objeto de estudo deste trabalho, é composto
basicamente de 91% de dgua; 7% de proteinas; 1% de compostos de baixo peso
molecular e uma grande variedade de sais. Praticamente todas as proteinas do
sangue encontram-se no plasma, exceto a hemoglobina, a qual esta
majoritariamente localizada na fragdo celular. As proteinas plasmdticas podem
ser divididas em trés principais fragdes: albumina, globulina e fibrinogénio e suas
porcentagens no plasma estdo mostradas na Tabela 1.6.%

O desafio na andlise de farmacos e/ou metabdlitos em plasma bovino
consiste principalmente em alcangar um pré-tratamento que possa eliminar as

proteinas, sem que o mesmo seja sensivel as variagées da composigdo da matriz.

TABELA 1.6: Porcentagens de proteinas encontradas ho plasma bovino.”®

- Abumina | 42

Prealbumina 1

Albumina 41

Globulina 56
a-globulina 14
B-globulina 11
y-globulina 31
Fibrinogénio 2
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Os métodos de pré-tratamento e/ou pré-concentragdo de analitos

presentes em amostras bioldgicas podem ser classificados em of7-/ine e on-line.

1.6.1 - Métodos de extragdo off-line

No modo off-/ine a etapa de extracdo e/ou concentragdo do analito
é realizada separadamente do sistema cromatogrdfico. Neste caso, os métodos
usuais de extragdo sdo: a precipitagdo de proteinas, extragdo liquido-liquido,

extragdo em fase sélida e a extragdo com dispersdo da matriz em fase sélida.

1.6.1.1 - Precipitacdo de Proteinas (PP)*’

A ligagdo existente entre o fdrmaco e/ou metabélito é rompida por
precipitagdo. Esta precipitagdo pode ser feita por uma variedade de métodos,
como: aquecimento, tratamento com dcidos, bases ou solventes orgdnicos
misciveis com dgua, como metanol, acetonitrila e etanol. A proteina é separada
apos centrifugagdo e o sobrenadante é injetado no sistema cromatogrdfico,
sendo o composto de interesse analisado. Embora seja um método simples e
rdpido de ser realizado, muitas vezes esse método pode ndo ser o suficiente
quanto a limpeza do fluido bioldgico e ainda ser necessdrio um segundo método,
além de ocorrer também uma diluigdo da amostra que pode atrapalhar os niveis

de deteccdo.

1.6.1.2 - Extragdo Liquido-Liquido (ELL)?"3°3

Consiste basicamente em uma particdo da amostra entre dois
liquidos imisciveis, sendo hormalmente um aquoso e outro orgdnico. A eficiéncia
da extragdo depende da afinidade do soluto pelo solvente de extragdo, da razdo
das fases e do nimero de extragdes, onde o principal objetivo é obtengdo do
soluto com madxima recuperagdo e com o minimo de interferentes possivel. Esse

tipo de extragdo demanda tempo e grandes volumes de solventes orgadnicos, os
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quais na sua grande maioria sdo toxicos, além de etapas demasiadamente

complicadas que podem implicar em erros analiticos.

1.6.1.3 - Extracdo em Fase Sélida (EFS)?"30°3°7

Este tipo de extracdo €, sem didvida, uma das téchicas mais
populares utilizadas no tratamento de amostras bioldgicas. A extragdo em fase
sélida € realizada pela retengdo seletiva dos componentes de interesse de uma
matriz complexa, nas fases estaciondrias utilizadas. Esta técnica emprega os
mesmos principios da cromatografia liquida. Para conseguir a seletividade
desejada é necessdria uma adequada selegdo da fase mével extratora. A mesma
variedade de fases estaciondrias que estd disponivel em CLAE, estd disponivel
também para a extragdo em fase sélida. Sendo as fases Cs e Cig as mais
utilizadas para o tratamento de amostras bioldgicas.

A extragdo em fase sélida apresenta como principais vantagens
proporcionar boa recuperagdo dos analitos, eficiente separagdo dos
interferentes, utilizagdo de uma reduzida quantidade de solvente organico, pouca
manipulagdo, sendo menos susceptivel a erros.

Assim como a extragdo em liquido-liquido, a extragdo em fase sélida
também apresenta desvantagens como: pode ocorrer uma adsorgdo irreversivel
dos analitos sobre as fases estaciondrias ou os mesmos eluirem durante o

processo de lavagem.

1.6.1.4 - Extragdo com Dispersdo da Matriz em Fase Soélida
(DMFs)*®

Esta técnica consiste na dispersdo da matriz em fase sdlida, onde
uma mistura é realizada entre a amostra (que pode ser viscosa, sélida ou semi-
sélida) com um suporte solido, como silica (Cs, Cig). Esta mistura é preparada em

um almofariz, onde é pressionada mecanicamente com um pistilo de forma a
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promover o rompimento e a dispersdo da amostra sobre o suporte. Em uma
segunda etapa, essa mistura é empacotada em uma coluna de tamanho especifico,
e o farmaco e/ou metabdlitos é extraido com um solvente apropriado. O eluato é
filtrado e injetado no sistema cromatogrdfico.

BARKER °® mostra uma vasta aplicagdo desta técnica para a andlise
de residuos de diversos compostos em diferentes matrizes como: tecidos de

bovinos e suinos, leite, peixes, frutas e vegetais.

1.6.2 - Métodos on-line

Neste caso as amostras bioldgicas sdo injetadas diretamente no
sistema cromatogrdfico, visando simplificar, minimizar tempo e manuseio de
amostras.

Dentre os métodos atualmente empregados nas andlises on-/ine
podemos citar os que utilizam suportes cromatogrdficos diferenciados, entre
eles, grandes particulas (LPS - Large Particles Supports) e os meios de acesso
restrito (RAM - Restricted Access Media). Estes diferentes suportes tém em
comum a propriedade de excluir as macromoléculas, enquanto que os analitos sdo

retidos nos poros das silicas por interagdes hidrofébicas ou eletrostdticas.”

1.6.2.1 - Fases LPS (Large Particles Supports)®~>°

Estes suportes de extragdo sdo empacotados com particulas de
diagmetro 30-50 pym, o que permite alta vazdo da fase movel, sem aumento de
pressdo do sistema cromatogrdfico. Nestas condigdes hd uma rdpida eluigdo das
proteinas e outros compostos enddgenos hidrofilicos, enquanto o analito é retido
nos sitios hidrofdbicos do suporte. Esta técnica de extragdo foi patenteada em
1997 por QUINN e TAKAREWSKI®® com o nome de cromatografia de vazdo

turbulenta.
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Os suportes utilizados em LPS sdo os mesmos utilizados nas fases
estaciondrias de CLAE, onde as principais diferengas entre elas sdo o famanho
das particulas e o didmetro das colunas.

SOUVERAIN® e MULLETT®® mostram uma vasta aplicagdo para

este tipo de extragdo, com diversos compostos e diferentes matrizes bioldgicas.

1.6.2.2 - Fases RAM (Restricted Access Media)

Estas fases permitem a injegdo direta de amostras bioldgicas, pois
excluem macromoléculas e retém micromoléculas. O principio fundamental destas
fases é a existéncia de regides hidrofébicas que retém e separam o analito, e
regides hidrofilicas que excluem as macromoléculas no volume morto da coluna,
sem acumulagdo destrutiva.

As fases de acesso restrito possuem uma barreira de difusdo fisica
e outra quimica, unindo o principio de cromatografia de exclusdo e de fase
reversa para produzir uma cromatografia de superficie discriminante.®!

As macromoléculas podem ser excluidas por uma barreira fisica que
estd relacionada ao didmetro do poro e/ou por uma barreira de difusdo quimica,
criada por uma rede de proteinas ou polimeros na superficie externa da

particula®®? (Figura 1.7).
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FIGURA 1.7: Mecanismo cromatogrdfico das fases RAM; FH: Fase Hidrofébica®

Com relagdo a topoquimica da superficie quimicamente ligada, as
fases RAM sdo classificadas em dois grupos: fases de superficie unimodal e
fases de superficie bimodal.!

As fases de superficie unimodal sdo caracterizadas por
apresentarem a cobertura da silica homogénea, isto €, tanto a superficie externa
quanto os poros possuem grupos hidrofébicos e grupos hidrofilicos.®! Neste grupo
estdo incluidas a SHP - Shielded Hidrophobic Phase e Mixed-Function Material -
MFP.

1.6.2.2.1 - Fases SHP (Shielded Hidrophobic Phase)

Em 1988, GISCH et al. ®* introduziram comercialmente a fase SHP
com o nome de Hisep®, onde o material de empacotamento consistia de polimeros
de polioxietileno (regides hidrofilicas) contendo anéis aromdticos (regides
hidrofadbicas), ligados tanto a superficie externa quanto interna dos poros da

silica.
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1.6.2.2.2 - Fases MFP (Mixed-Functional Material)

A MFP, desenvolvida por HAGINAKA et al. ®®®° consiste em uma
fase, onde grupos hidrofébicos (fenila, butila ou octila) e hidrofilicos (diol) sdo
ligados tanto na superficie externa quanto externa da silica.

Esses materiais combinam diferentes modos cromatogrdficos (por
exemplo, cromatografia de exclusdo e de afinidade) ou diferentes
funcionalidades (ligantes hidrofilicos e hidrofébicos) sobre uma superficie
uniforme da silica.

Ja, as fases de superficie bimodal possuem uma topoquimica dual, a
qual é caracterizada pela presenga de uma regido externa hidrofilica e outra
interna hidrofébica. Aqui estdo agrupadas as fases ISPR, ADS, SPS e as fases

reversas com proteinas imobilizadas.

1.6.2.2.3- Fases ISPR (Internal Surface Reversed Phase)®’

HAGESTAM e PINKERTON®”, em 1985 mostraram a primeira fase
ISPR para injegdo direta de fluidos bioldgicos, sem acumulagdo destrutiva de
proteinas. A superficie interna dos poros da silica foi coberta com um
tripeptideo hidrofdobico, a glicina-L-fenilalanina-L-fenilalanina (GFF), e a
superficie externa com grupos glicina, hidrofilicos. Mas devido a baixa cobertura
do interior dos poros pelos polipeptideos, alguns compostos eram pouco retidos.

Com modificagdes sintéticas, realizadas no processo de obtengdo
original, foi desenvolvida uma outra geragdo destas fases, denominadas GFF II,
que permitiu um recobrimento maior da superficie interna dos poros pelos
peptideos, resultando em um aumento na seletividade, capacidade de retengdo e

eficiéncia.®!
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1.6.2.2.4 - Fases ADS (Alquil-Diol-Silica)

As fases ADS foram desenvolvidas por BOOS et al. ®® em 1991 e
apresentam uma superficie externa com cardter hidrofilico (grupos diéis) e uma
superficie interna hidrofdbica, devido a presenga de grupos alquilicos (butila,
octila, octadecila) ligados a silica. Estas fases mostraram ser eficientes apés um
volume de injegdo de até 100 mL de plasma. Quando comparadas as fases ISRP
(6FF II) de Pinkerton, as fases ADS apresentaram maior capacidade de
retengdo.

Recentemente, um novo suporte ADS foi desenvolvido, com uma
superficie externa com ligantes didis. Este apresenta propriedades de troca
ionica e foi denominado de XDS (“exchange diol silica") e tem demonstrado étima

performance.”

1.6.2.2.5 - Fases SPS (Semi Permeable Surface)

DESILETS et al ©° introduziram as fases SPS, as quais sdo
preparadas através do recobrimento da superficie de uma fase reversa (Cs, Cis)
com um polimero (polioxietileno), formando uma camada hidrofilica,
semipermedvel, a qual limita o acesso das proteinas a fase hidrofabica.

Na primeira geragdo das fases SPS, os polimeros eram adsorvidos a
superficie externa da fase reversa, mas com a presenga de solventes organicos,
na fase mével, estes se desprendiam do suporte apds algumas andlises
cromatogrdficas levando, entdo, ao desenvolvimento da segunda geragdo dessas

fases, na qual o polimero é ligado covalentemente a slica.”

1.6.2.2.6 - Fases Hidrofdobicas Imobilizadas com Proteinas
YOSHIDA et a/. "' em 1984, relataram a preparagdo de uma fase
imobilizada com proteina, que consiste em saturar os sitios de adsorgdo externos

da silica (no caso Cig) com proteinas desnaturadas. A superficie externa desta
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fase € hidrofilica, permitindo a exclusdo de proteinas, j@ os poros sdo
hidrofdobicos o suficiente para reter as micromoléculas (fdrmacos e/ou
metabdlitos).

Nesta mesma classe, Tfambém estdo incluidas as fases desenvolvidas
por MENEZES et a/. "%, onde suportes de silica (Cs e Cig) sdo recobertos com
albumina sérica bovina (BSA), ou humana (HSA), e estabilizadas através de
ligagdes cruzadas com glutaraldeido, bem como as fases de silica ou aminopropil-
silica conjugada com avidina.”

Recentemente, FELIX e CAMPESE’® desenvolveram uma nova coluna
RAM-BSA quiral para andlise dos fdrmacos oxazepam, lorazepam, temazepan,
lormetazepan, em plasma humano. A superficie interna da nova fase RAM é
composta do seletor quiral de B-ciclodextrina e a superficie externa com BSA.
Neste trabalho, foram obtidos excelentes resultados para a exclusdo protéica e
para a enantiosseletividade dos fdrmacos. A extensdo para outros seletores
quirais estd sendo realizada, como o e y-ciclodextrinas e antibidticos.

Em geral, o uso de colunas RAM oferece vdrias vantagens em relagdo
aos métodos de pré-tratamento of7-/ine, entre elas a eliminagdo de vdrias etapas
nho pré-tratamento (precipitagdo de proteinas, centrifugagdo, evaporagdo do
solvente, filtragdo), diminuindo erros humanos de manipulagdo e perdas do
analito; é totalmente compativel com sistemas automatizados, evitando manuseio
de amostras perigosas ou infecciosas e aumenta significativamente o nimero de

andlises por tempo.’%°
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1.7 - METODOS EMPREGADOS PARA DETERMINACAO DO ALBENDAZOL
E/OU METABOLITOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

O uso de CLAE permite o desenvolvimento de métodos analiticos
sensiveis, precisos e especificos, os quais sdo adequados para a aplicagdo em
estudos relacionados a farmacocinética e a farmacodinamica de fdrmacos.

Dentro deste contexto, diversos trabalhos utilizando CLAE, com
diferentes fases estaciondrias, diferentes condigdes cromatograficas e
extensivos preparos de amostras, tém sido reportados para a andlise e
quantificagdo de compostos benzimidazdlicos em fluidos bioldgicos.

De maneira geral, o uso de fases quimicamente ligadas (Cs, Cis e
fenil) e em alguns trabalhos, o uso de fases estaciondrias quirais; o uso de fases
moveis constituidas de solugdo tampdo com diferentes valores de pH, o uso de
deteccdo no ultravioleta e fluorescéncia sdo encontrados na maioria dos
trabalhos. Todas as etapas de pré-tratamento das matrizes bioldgicas, para
extracdo dos analitos, foram bastante extensivas, onde normalmente utilizou-se
extragdo em fase sélida ou extragdo liquido-liquido.

Cabe ressaltar que vdrios métodos para andlise de albendazol e/ou
metabdlitos estdo descritos,®?9%2247787(Tabela 1.7), porém nenhum deles faz

uso de extragdo on-/ine.



TABELA 1.7: Métodos por CLAE para a determinagdo do albendazol e/ou metabdlitos em fluidos bioldgicos (Continua)

Composto Matriz Bioldgica Fase Estaciondria Pré-Tratamento das Detecgdo Ref
Amostras
(+)-ABZ-SO0, Plasma Humano CA: Chiralcel OB-H Extragdo Aexc= 280 nm 77
(-)-ABZ-SO (150 x 4,6 mm d.i., 5 um) liquido-liquido Aem= 320 nm
PC: Ciano (4 x 4 mm)
(£)-ABZ-S0, ABZ-S0; e Leite CA: Cig Extragdo Aexc= 290 nm 78
ABZ-50,-NH; (250 x 4,6 mm d.i., 5 um) liquido-liquido Xem= 320 nm
(+)-ABZ-S0, Plasma Humano CA: Chiralpak AD Extragdo Aexc= 280 nm 19
(-)-ABZ-SO e (250 x 4,6 mm, 10 um) liquido-liquido Aem= 320 nm
ABZ-50; PC: Ciano (4 x 4 mm)
ABZ, Plasma de Ratos CA 1: Kromasil ODS Precipitagdo de A= 291 nm 22
(+)-ABZ-S0, (200 x 4,6 mm, 5 ym) proteinas com 2,0 mL
(-)-ABZ-SO e CA 2: Chiral-AGP de metanol seguida de
ABZ-50; (100 x 4,0 mm, 5 ym) filtracdo

Ref: Referéncia Bibliogrdafica; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; Aexc: excitagdo; Aem: emissdo para detecgdo no fluorescéncia e L para

detecgdo nho ultravioleta.
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TABELA 1.7: Métodos por CLAE para a determinagdo do albendazol e/ou metabdlitos em fluidos bioldgicos (Continua)

Composto Matriz Bioldgica Fase Estacionaria Pré-Tratamento das Detecgdo Ref
Amostras
ABZ, (+)-ABZ-50 Microssomas de CA: Chiral-AGP Extracdo em fase A= 292 nm 79
(-)-ABZ-S0O e ABZ-50; Parasitas (100 x 4,0 mm d.i., 5 ym) sélida
ABZ, Plasma, bile, fluido CA: Cig Extracdo em fase A= 292 nm 24
(£)-ABZ-SO e do abomaso e (250 x 4,6 mm d.i., 5 ym) sélida
ABZ-50; intestino de bovinos
ABZ, Plasma Humano CA: Fenil Extragcdo em fase A= 295 nm 20
(+)-ABZ-50 e ABZ-SO; (300 x 3,9 mm, 10 ym) sélida
(+)-ABZ-S0, (-)-ABZ- Plasma Humano CA: Chiralpak AD Extragdo Xexc= 280 nm 80
SO (250 x 4,6 mm, 5 ym) liquido-liquido Aem= 320 nm
ABZ-S0, PC: Ciano (4,0 x 4,0 mm)

Ref: Referéncia Bibliogrdafica; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; Aexc: excitagdo; Aem: emissdo para detecgdo no fluorescéncia e : para

detecgdo no ultravioleta.
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TABELA 1.7: Métodos por CLAE para a determinagdo do albendazol e/ou metabdlitos em fluidos bioldgicos (Continua)

Composto Matriz Bioldgica Fase Estaciondria Pré-Tratamento Detecgdo Ref
das Amostras
(#)-ABZ-50, ABZ-5S0; e Soro Humano CA: Cg Extragdo A= 292 nm 81
ABZ-50;-NH; (100 x 4,6 mm d.i., 5 pm) liquido-liquido Aexc= 280 nm
PC: C3 (3,0 x 4,6 mm) Aem= 320 nm
ABZ, (+)-ABZ-SO Tecidos de CA: Cig Extragdo Aexc= 290 nm 82
ABZ-S0; e ABZ-S0,- | diferentes espécies (150 x 4,6 mm d.i., 5 um) liquido-liquido Aem= 330 nm
NH: de peixe PC: Ci5 (4,0 x 3,0 mm)
ABZ, (+)-ABZ-S0O Tecidos de CA: Cig Extragdo liquido- | Xexc= 290 nm 83
ABZ-S0; e diferentes espécies (300 x 3,9 mm, 10 um) liquido Aem= 330 nm
ABZ-50,-NH:; de peixe PC: C15 (4,0 x 3,0 mm)
(¥)-ABZ-S0, Sémen de carneiros CA: Cig Extragdo Aexc= 290 nm 84
ABZ-50; e (250 x 4,6 mm, 5 uym) liquido-liquido Aem= 320 nm
ABZ-50,-NH; PC: Nucleosil (8,0 x 4,0 mm)

Ref: Referéncia Bibliogrdafica; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; Aexc: excitagdo; Aem: emissdo para detecgdo no fluorescéncia e : para

detecgdo no ultravioleta.
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TABELA 1.7: Métodos por CLAE para a determinagdo do albendazol e/ou metabdlitos em fluidos bioldgicos (Continua)

Composto Matriz Fase Estacionaria Pré-Tratamento Detecgdo Ref
Bioldgica das Amostras
(£)-ABZ-SO Plasma de CA: Cig Extracdo Aexc= 290 nm 17
ABZ-S0; carneiros (250 x 4,6 mm d.i., 5 um) liquido-liquido Aem= 330 nm
ABZ-S0,-NH; PC: C3 (8,0 x 4,0 mm)
(#)-ABZ-SO Plasma de CA: Cig Extragdo em A= 292 nm 23
ABZ-50; carneiros (250 x 4,6 mm d.i., 5 um) fase sélida
PC: Ci5 (3,0 x 4,6 mm)
(+)-ABZ-S0, ABZ-S0; e Mdsculo, rim CA: Cig Extracdo Aexc= 290 nm 85
ABZ-S0,-NH; figado, gordura (250 x 3,9 mm, 10 ym) liquido-liquido Aem= 320 nm
ABZ, (+)-ABZ-SO, Plasma e CA: Cig Extragdo A= 292 nm 86
ABZ-5S0;, sulféxido e sulfona amostras (250 x 4,6 mm, 5 um) liquido-liquido

de fenbendazol e de

oxbendazol

fecais de asnos

PC: Ci (3 x 2 mm)

Ref: Referéncia Bibliogrdafica; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; Aexc: excitagdo; Aem: emissdo para detecgdo no fluorescéncia e : para

detecgdo no ultravioleta.
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TABELA 1.7: Métodos por CLAE para a determinagdo do albendazol e/ou metabdlitos em fluidos bioldgicos

Composto Matriz Bioldgica Fase Estaciondria Pré-Tratamento Detecgdo Ref
das Amostras
ABZ, (+)-ABZ-SO0, Plasma de CA: Cig Extragdo A= 298 nm 87
ABZ-50;, ABZ-S0;-NHz, carneiros (250 x 4,6 mm d.i., 5 um) liquido-liquido,
mebendazol, mebendazol- PC: C3 (8,0 x 4,0 mm) seguida de

hidroxi, tiabendazol, extracdo em fase
oxbendazol, flubendazol, sélida
flubendazol-amino,

fenbendazol-sulféxido e

fenbendazol-sulfona

Ref: Referéncia Bibliogrdafica; PC: Pré-coluna; CA: Coluna analitica; Aexc: excitagdo; Aem: emissdo para detecgdo no fluorescéncia e : para
detecgdo nho ultravioleta.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1 - O preparo de colunas de acesso restrito (RAM), de albumina
sérica bovina, imobilizadas em dois diferentes suportes: Cs e Cig;

2 - A avaliagdo da eficiéncia das colunas RAM-BSA preparadas para
a exclusdo das proteinas do plasma bovino;

3 - A sintese de dois metabdlitos do albendazol, o albendazol-
sulféxido e albendazol-sulfona através do emprego do complexo aquo-(N-6xido
de piridina) oxo diperoxo de molibdénio (VI) - MoOs(OPi)(H:0);

4 - O desenvolvimento de um método para a quantificagdo dos
metabdlitos do albendazol, em plasma bovino, através do emprego de CLAE
multidimensional, que possa ser utilizado em estudos enantiosseletivos para
acompanhamento farmacocinético dos compostos, através de diferentes vias de

administragdo do fdarmaco.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - GENERALIDADES

As andlises cromatogrdficas foram realizadas em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto por duas bombas LC 10-ATvp,
vdlvula seletora de solvente FCV-10 ALvp, degaseificador de membrana
SHIMADZU DGU-14 A, detector de ultravioleta de comprimento de onda
varidvel SPD-10Avp, detector de fluorescéncia RF 10Ax|, auto-injetor SIL 10-
ADvp, forno CTO 10Svp e vdlvula de trés caminhos VALCO NITRONIC 7000
para o acoplamento das colunas. O equipamento apresentava-se acoplado a uma
interface SCL-10 Avp e os cromatogramas foram registrados através de um

software CLASS-VP.

A separagdo semipreparativa foi realizada em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, composto de uma bomba modelo LC-6AD
acoplada a um detector de ultravioleta, de comprimento de onda varidvel, SPD-
10AV, injetor manual RHEODYNE 7725i com alga dosadora de 500 pL. O
equipamento apresentava-se ligado a uma interface CBM SCL-10A e os

cromatogramas foram registrados através de um software CLASS-VP.

Uma empacotadora SHANDON foi empregada para empacotar as

fases estaciondrias.

As medidas de absorgdo molecular, na regido do UV-visivel, foram
realizadas utilizando-se um espectrofotometro HP 8452A, com uma cela de vidro

de 1 cm de caminho dptico.
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O sinal de rotagdo dptica dos enantiomeros do albendazol-sulféxido

foi determinado através de um polarimetro PERKIN ELMER 241

As andlises elementares foram realizadas ho DQ-UFSCar,

utilizando-se um equipamento FISTONS EA 1108.

Os espectros no infravermelho foram realizados em um
espectrofotometro BOMEN-MICHELSON FT-IR, modelo Power Male 1 -

Ultrasync.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN de 'H) e de Carbono (*3C) foram adquiridos em espectrémetro BRUKER
DRX-400. O solvente utilizado foi dcido trifluoracético deuterado (CF3COQD)
comercial CIL. Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno de
referéncia (8=0). Os valores de deslocamento quimico foram referidos em

unidade de & (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

A peneira usada para a uniformizagdo e homogeneizagdo das fases
estaciondrias quirais sintetizadas foi ENDECOTT SBS 410/1986 (995308) com

orificios de 38 um.

Os solventes utilizados nas andlises cromatogrdficas foram todos
grau HPLC (MALLINCKRODT, J. T. BAKER, TEDIA). Os solventes e solugdes
tampdo utilizados no preparo das fases moveis foram filtrados, a vdcuo, em um
sistema MILLIPORE, utilizando-se membranas de nylon PHENOMENEX de 0,45
um e, posteriormente, degaseificados em ultra-som COLE-PALMER 8852.

Os eluentes usados foram sempre medidos na relagdo

volume/volume.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada balanga analitica AND,

modelo HR200, com precisdo de + 0,1 mg.
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As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
QUALXTRON, modelo 8010, com precisdo de + 0,01 unidades de pH, conectado a
um eletrodo de vidro combinado. A calibragdo do pHmetro foi realizada com
solugdes tampdo pH 4,00 e 7,00 (CHEMIS).

As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram GILSON.

O aquo(N-6xido de piridina) oxo diperoxo molibdénio (VI),

MoOs5(OPi)(H20), foi gentilmente cedido pela aluna do grupo Bianca Rebelo Lopes.

O plasma bovino utilizado neste trabalho foi gentilmente doado pela

empresa "Ouro Fino Produtos Veterindrios Ltda" (Ribeirdo Preto-SP, Brasil).

A centrifugagdo do plasma bovino foi realizada em uma centrifuga
JOUAN B4//BR4/ termostatizada. A homogeneizagdo das amostras foi realizada

em um agitador de tubos IKA.

Para a avaliagdo das colunas quirais empregadas neste frabalho
foram utilizados os padrdes racémicos base de Trager, 6xido de trans-estilbeno
e 1-(9-antril)-2,2,2-trifluor - etanol todos ALDRICH

Os tempos mortos das colunas (to) foram determinados com 1,3,5-
tri-tfert-butilbenzeno (ACROS) quando a eluigdo foi no modo normal e
acetonitrila no modo reverso de eluigdo.

Os pardmetros cromatogrdficos utilizados para avaliar a

enantiosseletividade foram:
ki=(t1-to)/to; ka=(t2-t0)/t0; a=:ka/ki; Rs=1,18(2-t1)/(wa+w1)
Onde to € o tempo morto da coluna, t1 e t2 representam os tempos de retengdo,
ki e ka2 sdo os fatores de retengdo, wi e w2 sdo as larguras da primeira e segunda
banda cromatogrdfica medidas a meia altura, o é o fator de separagdo e Rs € o
fator de resolucdo.

Os demais reagentes quimicos utilizados foram de diferentes

marcas:
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=  Albumina sérica bovina (fraction V powder minimun 98%) SIGMA;
» Fosfato de potdssio monobdsico J.T. BAKER;

»  Glutaraldeido 25% ACROS;

» Boroidreto de sédio da MERCK;

= Acido fosférico concentrado J. T. BAKER;

= Corante Comassie Brilliant Blue da MALLINCKRODT;
=  Amilose comercial SIGMA;

= Qs isocianatos de arila foram comerciais ACROS;

=  3-aminopropiltrietdxisilano foi comercial ACROS;

= Silica Nucleosil MACHEREY-NAGEL (5004, 7um):;

= Hidroxido de potdssio SYNTH;

= Albendazol-2-amino-sulfona 98%, LAN AESER

3.2 - REACAO DE OXIDACAO DO ALBENDAZOL

Na reacdo de oxidagdo do albendazol, 327,0 mg (1,13 mmol) do
complexo MoOs(OPi)(H20) foram adicionados lentamente, com o auxilio de um
adicionador de sélidos, durante um periodo de 20 minutos, a uma solugdo de
albendazol (300,0 mg; 1,13 mmol) em 30,0 mL de metanol/acetonitrila (1:5 v/v) a
temperatura ambiente. A reagdo foi mantida a temperatura ambiente, sob
constante agitacdo e acompanhada por cromatografia em camada delgada,
utilizando-se como eluente diclorometano/acetona (60:40 v/v), e quando ndo mais

se observou material de partida esta foi, entdo, cessada.

Para a extragdo foi adicionado ao meio reacional uma solugdo

saturada de bicarbonato de sédio e posteriormente a extragdo foi realizada com



Parte Experimental 48

diclorometano, em triplicata, e a fase orgdnica foi seca com sulfato de sédio

anidro e concentrada em rotaevaporador.

O produto da reagdo foi obtido como um sélido amarelo, com 87% de

rendimento.

Os produtos da oxidagdo foram separados e purificados por
cromatografia em coluna de bancada, utilizando-se para isso silica do tipo flash e
diclorometano:acetona (60:40 v/v) como fase mdvel. As fracdes coletadas foram
rotaevaporadas e obteve-se dois produtos: um sdlido branco (185,0 mg), o

albendazol-sulféxido e um sélido amarelo (49,0 mg) o albendazol-sulfona.

(A) Albendazol-sulféxido: Ci12H15N303S

Andlise Elementar:

Valores Tedricos: %C=51,19; %H=5,33; %N=14,93; %S=11,37
Valores Experimentais: %C=51,25; %H=4,82;%N=14,65; %5=12,29
Infravermelho (KBr,vmdx, cm™'): 1026,7

'H (400 MHz: CFsCOOD, ppm): 1,19 (+, 3H): 1,86 (sext, 2H); 3,30 (ddt, 2H);
4,1 (s, 3H); 7,92 (dd, 1H); 8,01 (d, 1H) e 8,32 (d, 1H).

13¢ (400 MHz; CFsCOOD, ppm): 13,5; 18,4; 57,1; 59,9; 113,7; 117.4; 1254
131,1; 133 5; 139,2; 148,2 ¢ 1560

(B) Albendazol-sulfona: C12H15N304S
Andlise Elementar:
Valores Teéricos: %C=48,47. %H=5,08; %N=14,13; %5=10,78

Valores Experimentais: %C=48,24; %H=5,41;%N=13 46; %5=10,89
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Infravermelho (KBr,vmdx, cm™!): 1133,6; 1256,0

'H (400 MHz; CFsCOOD, ppm): 1,10 (+, 3H); 1,87 (sext, 2H); 3,43 (1, 2H); 4,13
(s, 3H); 8,19 (dd, 1H); 8,03 (d, 1H) e 8,47 (d, 1H).

3¢ (400 MHz:; CFsCOOD, ppm): 13,8; 18,9; 57,7; 61,0; 117,3; 117,6; 128 6;
131,2; 135,2; 138,0; 149,6 e 156,3.

3.3 - FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS

3.3.1 - Sintese das fases estaciondrias quirais de celulose e

amilose

Piridina anidra (50 mL) foi adicionada ao polissacarideo, celulose ou
amilose (1,00 g; 6,17 mmol), previamente seco em estufa a vacuo a 60°C por 24
horas. A mistura reacional foi aquecida a 98°C sob constante agitagdo. Depois de
24 horas, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se 3,5
equivalentes do isocianato correspondente (21,6 mmol). A reagdo permaneu sob

aquecimento e agitagdo por mais 72 horas a mesma temperatura.

Apods o resfriamento da reagdo a temperatura ambiente, o produto
foi precipitado, sob agitagdo em metanol (300 mL). A mistura foi mantida em
agitagdo durante 1 hora e, entdo, o produto branco foi filtrado a vdacuo em funil
de placa sinterizada e lavado com metanol, repetidas vezes, até que ndo se

observasse mais residuos de piridina.

O carbamato foi seco em dessecador com vdcuo, por 72 horas, e

caracterizado por andlise elementar e infravermelho.
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(A) tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose: C33H3705N3
Andlise Elementar:

Valores Teéricos: %C=65,66; %H=6,18; %N=6,96

Valores Experimentais: %C=64,53; %H=6,46,%N=6,24

Infravermelho (KBr, vmdx, cm™!): 3386,1; 1726.,6 e 1221,0

(B) tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose: C33H3708Ns3
Andlise Elementar:

Valores Teéricos: %C=65,66; %H=6,18; %N=6,96

Valores Experimentais: %C=65,35; %H=6,15;%N=6,84

Infravermelho (KBr, vmax, cm™'): 3313,5; 1749,3 e 1224,7

(C) tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose: C33H37014N3
Andlise Elementar:

Valores Teéricos: %C=56,65; %H=5,29; %N=6,00

Valores Experimentais: %C=54,82; %H=5,46;%N=5,95

Infravermelho (KBr, vmdx, cm™!): 3340,4; 1748,0 e 1202,0

(D) tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose: C33H370sN3
Andlise Elementar:

Valores Tedricos: %C=65,66; %H=6,18; %N=6,96

Valores Experimentais: %C=60,10; %H=5,60; %N=6,58

Infravermelho (KBr, vmdx, cm™): 3324,2; 17179 e 1242,3
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3.3.2 - Derivatizagdo do suporte 3-aminopropilsilica:

Silica Nucleosil (500 &, 7um) (20,0 g), previamente seca em estufa
a vdcuo a 60°C por 24 horas e, depois, mantida sob atmosfera de cloreto de litio
em dessecador por mais 24 horas, foi transferida para um baldo, onde tolueno
seco (360 mL) foi adicionado. A mistura foi mantida sob atmosfera de Ny, e
adicionou-se 3-aminopropiltrietéxi-silano (24 mL, 102 mmol). A mistura reacional
permaneceu em agitacdo e aquecimento a uma temperatura de 120°C, durante 3

horas.

O produto branco formado foi filtrado a vdcuo em funil de placa
sinterizada e lavado com tolueno (300 mL) e depois com mistura de MeOH:H.0
(50:50 v/v) (250 mL). O produto foi seco em dessecador com pentéxido de

fosforo por 72 horas e submetido a andlise elementar.
Andlise Elementar:
Silica Nucleosil: %C =0,13; %H =0; %N =0,18

Silica APS-Nucleosil: %C =1,39; %H =0,56; %N = 0,61

3.3.3 - Cobertura do carbamato ao suporte APS-Nucleosil

Silica (2,0 g) APS-Nucleosil foi transferida para um baldo especial
para revestimento, com reentrancias, ao qual foi adicionado tetraidrofurano (50
mL). Refluxou-se a suspensdo por meia hora, resfriou-se o sistema a temperatura
ambiente e, entdo se adicionou, em pequenas porgdes, o carbamato (0,5 g)
previamente dissolvido em uma mistura de tetraidofurano:N,N-dimetilacetamida

(7:3).

Os solventes foram evaporados muito lentamente em
rotaevaporador e a fase estaciondria obtida, foi totalmente seca em bomba a

vdcuo. Apés a secagem, a fase estaciondria foi cuidadosamente peneirada,
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utilizando uma peneira especial com orificio de 38 um, para a uniformizagdo do

tamanho das particulas.

3.3.4 - Empacotamento das fases estaciondrias

3.3.4.1 - Colunas Analiticas
As fases estaciondrias quirais (2,4 g) foram empacotadas em coluna
de ago inoxiddvel (15,0 x 0,46 mm d.i.) sob pressdo de 7500 psi, utilizando-se
hexano:isopropanol (90:10 v/v) como solvente. As fases estaciondrias foram
suspensas em 50,0 mL de hexano:isopropanol (50:50 v/v) e agitadas no ultra-som
por um periodo de trés minutos. A fase estaciondria tris[(S)-1-
feniletilcarbamato] de amilose foi suspensa em hexano:nujol (3:2 v/v)
As colunas foram condicionadas em hexano:isopropanol (90:10 v/v)
durante 12 horas, utilizando-se um vazdo de 05 mL/min e posteriormente

avaliadas com os padrdes cromatograficos.

3.3.4.2 - Coluna Semipreparativa

A cobertura do suporte foi realizada como descrito anteriormente
no item 3.3.3, utilizando-se 2,0 g de carbamato e 8,0 g de silica APS-Nucleosil
(5004, 7um).

A fase estaciondria quiral (9,0 g) foi empacotada em coluna de ago
inoxiddvel (20,0 x 0,70 cm d.i.) sob pressdo de 7500 psi, utilizando-se
hexano:isopropanol (90:10 v/v) como solvente. A fase estaciondria foi suspensa
em 70,0 mL de hexano:isopropanol (50:50 v/v) e agitadas no ultra-som por um
periodo de trés minutos.

Apés  empacotamento a coluna foi  condicionada em
hexano:isopropanol (90:10 v/v) durante 12 horas, utilizando-se uma vazdo de 1,0

mL/min.
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3.4 - SEPARACAO ENANTIOMERICA DO ALBENDAZOL-SULFOXIDO EM
ESCALA MULTI-MILIGRAMA

A coluna semipreparativa tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose
adsorvida em APS Nucleosil (5004, 7um, 20% g/g9) (200 x 0,70 cm) foi
condicionada com a fase mdvel hexano/etanol (80:20) a vazdo de 3,0 mL/min e
detecgdo no UV em 290 nm.

Uma massa de 16,0 mg de (z)-albendazol-sulféxido foi pesada e
solubilizada em 4,0 mL de metanol. A solugdo de (+)-albendazol-sulféxido foi
injetada no sistema cromatogrdfico com alga dosadora de 500 pL. As fragdes de
(+) e (-) albendazol-sulféxido foram coletadas nas dreas demarcadas para coleta
(Figura 4.46 p.132). As fragdes obtidas foram rotaevaporadas e os sélidos
obtidos analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala analitica

para determinagdo da pureza enantiomérica.

3.5 - PREPARO DAS COLUNAS RAM-BSA

3.5.1 - Silicas Utilizadas
As silicas utilizadas no empacotamento das colunas foram: octilsilica

LUNA (100 A&, 10 um) e octadecilsilica LUNA (100 &, 10 um).

3.5.2 - Empacotamento das Colunas

A silica de fase hidrofébica (1,3 g) foi suspensa em 50 mL metanol,
homogeneizada no ultra-som durante 3 minutos e empacotada em uma coluna de
acgo inoxidavel (5,0 x 0,46 cm d.i.). As colunas foram condicionadas em metanol

durante aproximadamente 4 horas a uma vazdo de 1,0 mL/min.
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3.5.3 - Imobilizagdo das Fases Hidrofébicas com BSA

Apds o empacotamento das fases hidrofdbicas e condicionamento
das colunas, estas foram eluidas, a uma vazdo de 1,0 mL/min, com solugdo tampdo
KH2PO4 (0,05 M; pH 6,0) durante 20 minutos, solugdo de albumina sérica bovina
1,0 mg/mL preparada em solugdo tampdo KH2PO4 (0,05 M; pH 6,0), durante 30
minutos, dgua por 20 minutos e em seguida eluiu-se trés fragdes de 7 mL de
glutaraldeido a 25% (v/v). Apés um repouso de 12 horas, uma solugdo de
boroidreto de sédio 1,0 g/mL foi eluida pela coluna até obtengdo de um eluente
com valor de pH 10. Apds mais 2 horas em repouso, a fase estaciondria foi lavada

com dgua durante 30 minutos e guardada em geladeira.

3.6 - AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXCLUSAO DAS PROTEINAS DO
PLASMA BOVINO PELAS COLUNAS RAM-BSA

3.6.1 - Determinacdo de Proteinas Totais em Plasma Bovino -
Método de Bradford®®

3.6.1.1 - Preparo do Reagente de Bradford

A solugdo do corante azul brilhante, Coomassie Brilliant Blue, foi
preparada na concentragdo de 100 mg/mL, segundo o procedimento descrito por
BRADFORD®. Em um béquer, dissolveu-se 50,0 mg do corante azul brilhante em
25 mL de etanol e a sequir acrescentou-se 50 mL de dcido fosforico (85 % P.A.).
Transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o
volume com dgua. A solugdo do corante foi estocada em um frasco de vidro

dmbar.

3.6.1.2 - Preparo das Amostras
Apds o condicionamento da coluna RAM com dgua a 1,0 mL/min

durante 30 minutos, injetou-se 50 pL de plasma bovino, previamente
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centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, elui-se com dgua e coletou-se a
primeira e a segunda fragdo de 2 minutos separadamente, em dois baldes
volumétricos. Em seguida, a coluna foi eluida com ACN/AGUA/ISO (75/15/10
v/v/v) por 5 minutos 1,0 mL/min, para a limpeza de lipidios e compostos
enddgenos, e condicionada com dgua por 10 minutos.

Este procedimento foi repetido para volumes de 100 e 200 uL, em
triplicata para todos os volumes de injegdo. As fragdes coletadas foram
transferidas para frascos de vidro dmbar e submetidas a medidas
espectrofotométricas.

As solugdes de referéncia foram preparadas adicionando-se volumes
de 50, 100 e 200 pL de plasma bovino, também centrifugado, em baldo
volumétrico de 2,00 mL e completando-se o volume com dgua. As solugdes de
referéncia ndo foram eluidas pelas colunas RAM-BSA e representaram 100% das

proteinas presentes no plasma bovino.

3.6.1.3 - Medidas Espectrofotométricas das Amostras

Pipetou-se 250 pulL da fragdo eluida da coluna, adicionou-se 5,0 mL
da solugdo do reagente de BRADFORD, e com constante agitagdo, deixou reagir
por 3 minutos. Em seguida, transferiu-se uma aliquota para uma cubeta de vidro e
registrou-se o espectro na regido de 190 a 820 nm. Atengdo foi dada ao
comprimento de onda 596 nm, relativo @ mdxima absorbdncia do complexo
proteina-corante. As absorbancias foram medidas contra um branco de dgua.

O mesmo procedimento foi repetido para todas as fragdes

coletadas, bem como para as solugdes de referéncia.
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3.7 - DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

3.7.1 - Preparo das solugoes padrdo do ABZ-SO:-NH. ABZ-
S0 . (+)-ABZ-SO

Foram preparadas, individualmente, trés solugdes estoque em
metanol na concentragdo de 1,0 mg/mL para o ABZ-SO2-NH: e para ABZ-S0; e
de 8,0 mg/mL para o (+)-ABZ-SO, através da dissolugdo de 2,0 mg e 16,0 mg,
respectivamente, em baldes volumétricos de 2,0 mL.

A partir destas trés solugées, foram obtidas, por diluigdo, duas
solugdes estoque com os compostos combinados nas concentragdes: (1) 5,0 pg/mL
para ABZ-S0O,-NH:, 5,0 ug/mL para ABZ-SO; e de 40,0 ug/mL para o (+)-ABZ-
SO; (2) 160,0 pg/mL para ABZ-S50,-NHz, 160,0 pyg/mL ABZ-SO; e de 1280
Hg/mL para (+)-ABZ-SO. As solugbes padrdo de calibragdo e as solugdes padrdo
de controle de qualidade foram obtidas por diluigdo das solugdes estoque (1) e
(2). Onde a solugdo estoque (1) foi utilizada para preparar as solugdes padrdo de
calibragdo e de controle de qualidade nas concentragdes mais baixas e a solugdo
estoque (2) foi utilizada para preparar as solugdes padrdo de calibragdo e de
controle de qualidade nas concentragdes mais altas.

Solugdo padrdo de calibragdo: 100,0; 150,0; 200,0; 300,0; 400,0;
800,0; 1600 e 3200 ng/mL para o ABZ-S0,-NH; e também para o ABZ-50; e de
800,00; 1200,00; 1600,00; 2400,0; 3200,0; 6400,0; 12800 e 25600 ng/mL para
o (+)-ABZ-SO.

Solugdo padrdo de controle de qualidade: 240,0; 1500 e 3000 ng/mL
para o ABZ-SO;-NH;; 120,0; 1500 e 3000 ng/mL para o ABZ-S0; 960,00;
10000 e 20000 ng/mL para o (+)-ABZ-SO

Os valores de concentragdo dos controles de qualidade do método

foram calculados da seguinte forma:
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1- O controle de qualidade de concentragdo mais baixa em torno de
110-120%, em relagdo ao ponto de menor concentragdo da curva de calibragdo.

2- O controle de qualidade de concentragdo média em torno de 40-
60%, em relagdo ao ponto de maior concentragdo da curva de calibragdo.

3- O controle de qualidade de concentragdo alta, em torno de 75-

95%, em relagdo ao ponto de mais alta concentragdo da curva de calibragdo.

3.7.2 - Preparo das amostras de calibragdo e controle de
qualidade

Aliquotas de 50 (L da solugdo padrdo apropriada foram pipetadas
em tubos para centrifugagdo (15 mL) e o solvente foi evaporado sob ar
comprimido. Os analitos foram reconstituidos em plasma bovino (500 pL) e
homogeneizadas em vértex, por 10 s. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, a 20°C.

Aliquotas de 350 pL foram transferidas para os vials do autoinjetor,
tendo sido injetado um volume de 200 (L no sistema multidimensional de CLAE.

Na seqiiéncia, injetaram-se amostras de plasma bovino, livres da
presenga dos compostos avaliados, o que caracterizava o branco do plasma

bovino, cujo preparo foi similar ao anterior descrito.

3.7.3 - Obtengdo das curvas analiticas

As amostras de calibragdo foram preparadas em triplicata nas
seguintes concentragoes: 10,00; 15,00; 20,00; 30,00; 40,00; 80,00; 160,0: 320,0
ng/mL para o ABZ-SO.-NH;; 10,00; 15,00; 20,00; 30,00; 40,00; 80,00; 160,0;
320,0 ng/mL para o ABZ-SO; e de 80,00; 120,0; 160,0; 240,0; 320,0; 640,0;
1280; 2560 ng/mL para o (+)-ABZ-SO.

As curvas de calibragdo foram obtidas através de regressdo linear,

considerando a drea da banda cromatogrdfica referente a cada concentragdo dos
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compostos. Foi considerado um minimo de seis diferentes concentragdes em cada
curva de calibragdo. A linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de
correlagdo.

Foram utilizadas as seguintes condi¢cées cromatogrdaficas para
obtengdo das curvas analiticas: Temperatura de 30°C

Bomba 1:

0,00-5,00 min: fase mével: 100% tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5)
[exclusdo das proteinas pela coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)]; vazdo de
1,0 mL/min

5,01-14,00 min: fase movel: tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN
(60:40 v/v) (extragdo dos compostos da coluna RAM-Cg-BSA), vazdo de 05
mL/min

8,00-14,00 min: fase mével: tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7 ,5):ACN
(60:40 v/v) [transferéncia dos compostos da coluna RAM-Cg-BSA para a coluna
analitica]; vazdo de 0,5 mL/min

14,01-25,00 min: fase mével: ACN:AGUA:ISO (75:15:10 v/v/v)
(limpeza da coluna RAM-Cs-BSA); vazdo de 1,0 mL/min

25,01-35,00 min: fase mével: tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5)

(condicionameto da coluna RAM-Cg-BSA); vazdo de 1,0 mL/min

Bomba 2: vazdo de 0,5 mL/min;

0,00-8,00 min: fase mével: tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7 5):ACN
(60:40 v/v) [condicionamento da coluna analitica tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
de amilose (15 x 0,46 cm d.i.)];

8,00-14,00 min: fase movel: tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN
(60:40 v/v) (transferéncia dos compostos da coluna extratora para a coluna

analitica);
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14,01-35,00 min: fase mdvel: tampdo KH.PO; (0,01 M; pH
75):ACN (60:40 v/v) (andlise do ABZ-SO,-NH,, ABZ-S0O, e (+)-ABZ-S0),

deteccdo Fluorescéncia Excitagdo: 290 nm e Emissdo: 320 nm

3.8 - PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE FARMACOS EM
MATRIZES BIOLOGICAS

3.8.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através de amostras de
plasma bovino isenta dos compostos ABZ-SO2-NHz, ABZ-S0; e (+)-ABZ-SO. Em
cada seqiiéncia de andlises procedeu-se a injecdo em triplicata das amostras de
plasma bovino previamente centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min a 20°C sem

adi¢do dos analitos.

3.8.2 - Recuperagado

A eficiéncia de extragdo dos analitos da matriz bioldgica foi avaliada
utilizando-se as solugdes de controle de qualidade, em replicatas (n=5). .

Calculou-se o percentual de eficiéncia da extragcdo das colunas RAM,
por comparagdo dos resultados obtidos para as amostras controle, preparadas
em plasma bovino, com os obtidos com as amostras preparadas na fase mével:

tampdo KH2PO4 (0,01 M pH 7,5):ACN (60:40 v/v) (n=5).

3.8.3 - Precisdo e exatiddo

A precisdo intradia e interdia e a exatiddo foram avaliadas em trés
dias ndo consecutivos, utilizando-se as amostras controle de qualidade do
método, as quais foram preparadas em replicata (n=5) em plasma bovino. A
precisdo do método foi expressa pelo coeficiente de variagdo (CV%) das

replicatas. A exatiddo foi calculada através da razdo da média das concentragdes
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encontradas e o valor médio das concentragdes nominais, e foi expressa em
porcentagem.

A exatiddo do método foi fambém avaliada através do teste cego,
onde foram preparadas, em ftriplicata, e analisadas, duas amostras de

concentragoes desconhecidas ao analista.

3.8.4 - Limite da quantificagdo (LQ) e detecgdo (LD)

O LQ foi estabelecido como a menor concentragdo, cuja precisdo,
expressa pelo coeficiente de variagdo (CV), ndo excedeu o valor de 20 % (n=5) e
a exatiddo (%) apresentou desvios ndo superiores a 20 % do valor nominal da
concentragdo.

O LD foi estabelecido como a menor concentragdo que apresentou

um sinal trés vezes maior que o ruido do detector.

3.8.4 - Testes de Estabilidade

A estabilidade das amostras foi verificada através da determinagdo
das concentragdes das amostras analisadas por interpolagdo com a curva de
calibragdo. A precisdo e exatiddo obtidas nestas andlises determinaram a
estabilidade das amostras, onde foram consideradas estdveis as amostras que
apresentaram variabilidade de até 15%, conforme critério de aceitagdo do
método. A estabilidade das amostras controle de qualidade do método foi
verificada, preparadas em friplicata como descrito no item 3.7.2, através da
comparagdo dos resultados obtidos de amostras recém-preparadas com aqueles
obtidos, apés um teste especifico.

Paralelamente, a matriz bioldgica foi submetida aos mesmos testes

de estabilidade.
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3.8.4.1 - Estabilidades durante ciclos de degelo

As amostras de plasma fortificadas com os metabdlitos do
albendazol, recém preparadas, foram analisadas, e posteriormente congeladas a
-20°C. Apds um periodo de 24 horas, as amostras foram degeladas a temperatura
ambiente e novamente analisadas. Este procedimento foi realizado mais duas
vezes, sempre em intervalos de 24 horas para cada ciclo. Os degelos foram

realizados a temperatura ambiente.

3.8.4.2 - Estabilidade de longa duragdo

As amostras de plasma fortificadas com os metabdlitos do
albendazol, recém preparadas, foram analisadas, e posteriormente congeladas a
-20°C. Apds um periodo de 24, 48, 72 horas, 7, 14 dias, as amostras foram
degeladas a temperatura ambiente e novamente analisadas. Os degelos foram

realizados a temperatura ambiente e uma Unica vez.

3.8.4.3 - Estabilidade de curta duragdo

As amostras foram preparadas, analisadas recém-preparadas e apés
mantidas a femperatura ambiente por 6 horas. O periodo de 6 horas foi baseado
no tempo excedente de duragdo do preparo das amostras para as injegdes no

estudo de interesse.

3.8.4.4 - Estabilidades das amostras durante a permanéncia no
auto-injetor

As amostras foram preparadas e analisadas apds serem mantidas nho
auto-injetor por 16 horas. O periodo de 16 horas foi baseado no tempo

excedente de duragdo das andlises para a obtengdo da curva analitica.
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3.8.5.6 - Estabilidade da matriz bioldgica

As amostras do branco de referéncia foram submetidas as mesmas
condigdes dos testes realizados, e sempre analisadas antes das amostras
controle, portanto, sendo submetida a fodos os testes de estabilidade descritos

anteriormente.

3.8.5.7 - Estabilidade das amostras em solugdo

A estabilidade das amostras em solugdo metandlica foi verificada
através das amostras controle de qualidade preparadas e armazenadas a
temperatura de -20°C. Em dias alternados, as amostras em solugdo foram
preparadas em triplicata e analisadas. Esse procedimento foi repetido até que se

fosse observado decaimento da concentragdo das amostras de 15%.
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4 -RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - SINTESE E CARACTERIZACAO DO ALBENDAZOL-SULFOXIDO
(ABZ-S0) E ALBENDAZOL-SULFONA (ABZ-50)

Reagbes de oxidagdo para obtengdo de sulféxidos ou sulfonas sdo
importantes transformagdes em quimica orgdnica. Estes compostos sdo usados
como importantes intermedidrios em sintese orgdnica e o método mais
amplamente utilizado para a preparacdo de sulféxidos e sulfonas é através da
oxidagdo do correspondente sulfeto.?’

Vérios métodos tém sido reportados na literatura na obtengdo
desses compostos a partir de sulfetos.”®®? Dentre eles, pode-se citar métodos
que incluem tratamentos com halogénios®™, peréxido de hidrogénio®, periodato
de sédio®® e dcido m-cloroperbenzéico®. A grande problemdtica dos métodos jd
descritos é que estes apresentam algumas desvantagens, como: necessitar de
longos tempos reacionais; baixos rendimentos; reagentes caros; uso de fortes
agentes oxidantes; meio reacional fortemente bdsico ou dcido e a geragdo de
residuos quimicos téxicos.

Desta forma, a obtengdo de sulféxidos e sulfona através de reacdes
orgdnicas que envolvam o uso de agentes oxidantes seletivos, mais baratos e que
minimizem a geragdo de residuos tdxicos é de grande interesse.

Estudos realizados por BATIGALHIA et a/. °* mostraram que o uso
do aquo(N-é6xido de piridina) oxo diperoxo molibdénio (VI), MoOs(OPi)(H20), para
oxidagdes de sulfetos tém sido eficientemente empregado.

O MoOs(OPi)(H20) (Figura 4.1) é um complexo conhecido como
complexo de MIMOUM®, do tipo oxo diperoxo, coordenado a N-éxido de piridina

e dgua.
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FIGURA 4.1: aquo(N-dxido de piridina) oxo diperoxo molibdénio (VI)

Nas sinteses orgadnicas realizadas com complexo de molibdénio (VI)
foram observadas algumas vantagens sobre outros oxidantes, o que faz deste
uma interessante alternativa para a obtengdo de sulféxidos e sulfonas. Dentre as
vantagens demonstradas pelo sistema empregado por BATIGALHIA et a/ **
pode-se relatar: o controle dos produtos de oxidagdo, ou seja, o método permitiu
obter produtos com alta pureza do sulféxido ou sulfona com versdteis variagoes
das condigdes reacionais; o complexo apresentou excelente quimiosseletividade
para sulfetos contendo outros grupos funcionais suscetiveis a oxidagdo; o método
de oxidagdo permitiu que o complexo utilizado fosse reciclado e reutilizado.

Desta forma, o complexo aquo(N-6xido de piridina) oxo diperoxo
molibdénio (VI) foi selecionado para a realizagdo da sintese do albendazol-
sulféxido e albendazol-sulfona a partir do sulfeto.

A reacdo de oxidagdo do ABZ foi realizada de acordo com
procedimento descrito,®® utilizando-se uma proporcdo de sulfeto/oxidante (1:1
mol/mol) em uma mistura de MeOH/ACN (1:5). A adicdo do MoOs5(OPi)(H20) foi
realizada lentamente, com o auxilio de um adicionador de sélidos, com a reagdo a
temperatura ambiente e sob constante agitagdo.

A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada e

quando ndo mais se observou o material de partida esta foi entdo cessada.
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Para a extragdo foi adicionada ao meio reacional uma solugdo
saturada de bicarbonato de sédio e posteriormente a extragdo foi realizada com
diclorometano, em triplicata, sendo a fase orgdnica seca com sulfato de sédio
anidro e concentrada em rotaevaporador.

A purificagdo dos produtos obtidos foi realizada por cromatografia
em coluna de bancada, utilizando-se como eluente uma mistura de
diclorometano/acetona (4:6). A reagdo forneceu um rendimento de 87%, com a
obtencdo do sulféxido como um sélido branco e a sulfona como um sélido amarelo.

A Figura 4.2 apresenta o esquema da sintese realizada com os dois
produtos obtidos, o ABZ-SO e ABZ-50; empregando o complexo
MoOs(OPi)(H20)

M o
N
>—NH)LO/ MoO5(OPi)(H0) >
N"Ns N CH3CN/CH30H (5:1) T H o

(87%) N
9 }-NH)L o—
NN s N
i (2)

FIGURA 4.2: Esquema de sintese do (1): ABZ-SO e do (2): ABZ-S0;

Inicialmente, para a caracterizagdo dos produtos obtidos, os
compostos purificados foram submetidos a andlise elementar, o que possibilitou a
determinagdo dos teores de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre e também
a avaliagdo da pureza dos compostos sintetizados. Os valores experimentais e
tedricos do albendazol-sulféxido e albendazol-sulfona estdo apresentados na

Tabela 4.1.
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TABELA 4.1: Resultados da andlise elementar para o albendazol-sulféxido e albendazol-

sulfona
Substadncia Massa Molar Valores Teoéricos Valores
(g/mol) (%) Experimentais (%)

Albendazol- C=5119 C=51.25
Sulféxido 281,33 N =14,93 N = 14,65
(C12H15N303S) H=5,33 H=482
5=1137 5=12,29
Albendazol- C=48,47 C=48,24
Sulfona 297,33 N = 14,13 N = 13,46
(C12H15N3045) H=5,08 H=5,41
5=10,78 5=10,89

Analisando-se os valores experimentais obtidos, observa-se que os
mesmos mostraram-se muito préximos dos valores tedricos calculados para cada

composto, demonstrando o sucesso da sintese.

Andlises por espectrometria de infravermelho foram também

realizadas para a caracterizagdo dos compostos sintetizados.

O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um
todo, mas certos grupos funcionais ddo origem a bandas espectrais que ocorrem
em um mesmo intervalo de freqiiéncia, independente da estrutura da molécula. E
justamente através da presenga destas bandas caracteristicas que é possivel a

obtengdo e confirmacdo de certos grupos funcionais nas moléculas estudadas.”®

Portanto, a espectroscopia de absorgdo no infravermelho é uma

ferramenta fundamental na caracterizagdo de compostos organicos.

A caracterizagdo do albendazol-sulféxido e albendazol-sulfona por

infravermelho  foi realizada apenas pela constatacdo das absorgdes
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caracteristicas dos grupos R-(SO)-R' e R-(S0:)-R' (Tabela 4.2), uma vez que para

a sintese desses compostos partiu-se do correspondente sulfeto.

TABELA 4.2: Intervalo de freqiiéncias de absorgdo para grupamentos sulféxido e

sulfona.”’
Grupos v(cm™) Vibragdo Intensidade
R-(SO)-R' 1060 - 1015 S=0 intensa
- =S= i)* i
R-(S0,)-R 1180 - 1145 0=5=0 (si) intensa
1350 - 1270 0=5=0 (as)**

*(si): simétrica e **(as): assimétrica

Na Tabela 4.3 estdo relacionados as freqiiéncias de absorgdo dos

grupamentos S=0 e 0O=5=0 encontrados para os compostos sintetizados. Como se
pode observar, estas freqiiéncias de absorgdo estdo de acordo com os valores

esperados para tais grupamentos (Tabela 4.2).

TABELA 4.3: Principais bandas no infravermelho encontradas para os compostos

sintetizados

Substancia v(em™) Vibragdo Intensidade
Albendazol- 1026 7 5-0 intensa
Sulféxido
- i *
Albendazol 1133,6 (si) 0=5-0 intensa
Sulfona 1256,0 (as)**

*(si): simétrica e **(as): assimétrica
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As Figuras 4.3 e 4.4 ilustram os espectros de infravermelho obtidos
para o albendazol sulféxido e sulfona, respectivamente. No primeiro, observa-se
a deformagdo axial simétrica do grupamento S=O em 1026,7 cm™ e no segundo as
deformagdes axial simétrica e assimétrica do grupo O=5=0 em 1133,6 e 1256,0

cm™, respectivamente.
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FIGURA 4.3: Espectro de absorgdo no infravermelho para o albendazol-sulféxido.
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FIGURA 4.4: Espectro de absorgdo ho do infravermelho para o albendazol-sulfona
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Ainda para a caracterizagdo do sulféxido e sulfona sintetizados,

fez-se uso de ressondncia magnética nuclear de préton e carbono.

A espectroscopia de ressondncia magnhética nuclear é uma das
ferramentas mais poderosas disponiveis para quimicos e bioquimicos para

elucidar estruturas de espécies quimicas.”®

Em todos os espectros de RMN - 'H e RMN - C realizados com o
albendazol sulféxido e sulfona foram utilizados como solvente o dcido
trifluoracétido deuterado, uma vez que estudos realizados por PODANYI e
MORVAI®”® mostraram que este solvente propicia a protonacdo dos
grupamentos -NH, evitando a interconversdo da mistura tautomérica formada
por estes compostos. Esta interconversdo causa um alargamento dos sinais, o

que muitas vezes pode resultar em erros na caracterizagdo estrutural.

No espectro de RMN-'H do albendazol-sulféxido (Figura 4.5 e 4.6)
observa-se a presenga de um tripleto em 1,19 ppm com constante de
acoplamento (J) de 7,4 Hz, integrando para 3 hidrogénios; um sextupleto em
1,86 ppm com J de 7,4 Hz integrando para 2 hidrogénios e um singleto em 4,10
ppm integrando para 3 hidrogénios. Hd também a presenga de dois duplos
tripletos em 3,30 ppm integrando para 2 hidrogénios, com J de 14,2 Hz, para
os hidrogénios geminais, de 6,8; 6,6 e 6,4 Hz para os hidrogénios vicinais.
Estes dois duplos tripletos mostram a ndo equivaléncia dos hidrogénios
vizinhos ao grupamento S=0, o qual é um centro quiral, sendo entdo

hidrogénios diasterotopicos.

Na regido de aromadticos (7,5-8,5 ppm) observa-se a presenga de um
duplo dubleto em 7,92 ppm que acopla com um dubleto em 8,01 ppm, com J de
8,5 Hz (acoplamento em orto) e que fambém acopla com dubleto em 8,32 ppm,
com J 1,0 Hz (acoplamento em para), cada sinal sendo integrado para um

hidrogénio.
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FIGURA 4.6: Espectro de RMN-'H para o albendazol-sulféxido

Ainda para o albendazol-sulféxido, os resultados obtidos para RMN-

3¢ estdo representados na Figura 4.7. As atribui¢des dos sinais de RMN-2C

(Figura 4.8) estdo todas acordo com os dados da literatura.”
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FIGURA 4.8: Atribuigdes dos sinais de RMN-C para o albendazol-sulféxido

O espectro de RMN-'H do albendazol-sulfona (Figura 4.9 e 4.10)
apresenta um tripleto em 1,10 ppm com J de 7,4 Hz, integrando para 3
hidrogénios; um sextupleto em 1,87 ppm com J de 7,4 Hz, integrando para 2
hidrogénios; um tripleto deformado em 3,43 ppm com J de 8,0 Hz. Embora este

dltimo sinal esteja deformado, € possivel visualizar a equivaléncia dos hidrogénios
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vizinhos ao grupamento O=5S=0, e também, um singleto em 4,13 ppm integrando

para 3 hidrogénios.

Na regido de aromdticos observa-se um duplo dubleto em 8,19 ppm,
que acopla com um dubleto em 8,03 ppm com J de 8,7 Hz (acoplamento em orto)
e que também acopla com dubleto em 8,47 ppm com J 1,6 Hz (acoplamento em

para), cada sinal estd integrando para um hidrogénio.

Para o albendazol-sulfona, os resultados referentes a RMN-*C
estdo representados na Figura 4.11. As atribuicdes dos sinais de RMN-'*C estdo
apresentados na Figura 4.12 e também estdo de acordo com os dados da

literatura.”’

FIGURA 4.9: Espectro de RMN-'H para o albendazol-sulfona
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FIGURA 4.10: Espectro de RMN-'H para o albendazol-sulfona.
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FIGURA 4.11: Espectro de RMN-"C para o albendazol-sulfona
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FIGURA 4.12: Atribuicdes dos sinais de RMN-'3C para o albendazol-sulfona.

Portanto, com os dados obtidos de andlises elementares,
infravermelhos e RMN de préton e carbono, foi possivel caracterizar ambos os
compostos sintetizados, albendazol-sulféxido e albendazol-sulfona,

demonstrando, entdo, o sucesso da sintese.

4.2 - COLUNAS RAM-BSA

A andlise e quantificagdo de fdrmacos em diversos tipos de fluidos
biolégicos é muito importante para a compreensdo do comportamento
farmacocinético e farmacodindmico desses compostos. Dentro deste contexto,
uma das maiores dificuldades no desenvolvimento dos métodos de andlise reside
no desafio de obter uma amostra em condigdes adequadas de ser analisada, o que
significa livre de compostos interferentes e enddgenos, os quais além de
prejudicarem as andlises, fambém podem danificar as colunas cromatogrdficas.

Assim, uma das etapas mais importantes ha andlise de fdrmacos
presentes em fluidos bioldgicos € o pré-tratamento das amostras.

Os métodos mais rotineiramente utilizados para o tratamento de
amostras bioldgicas incluem extragdo em fase sélida, extragdo liquido-liquido e
precipitagdo de proteinas. No entanto, o gasto com solventes orgdnicos téxicos, a

extensiva manipulagdo das amostras, perdas do analito, possiveis contaminagdes e
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principalmente o tempo gasto no preparo das amostras bioldgicas, despertou o
interesse pela automagdo dos sistemas cromatogrdficos, assim como por injegdo
direta de biofluidos nas colunas cromatograficas.

Assim, o aprimoramento da técnica de injegdo direta levou ao
desenvolvimento de colunas extratoras com superficies discriminantes, sendo
estas designadas colunas de acesso restrito (RAM).

As fases de acesso restrito sdo suportes cromatogrdaficos
desenvolvidos especialmente para a andlise de compostos de baixo peso molecular
em matrizes complexas. Esses materiais permitem a injegdo direta de amostras
ndo tratadas de fluidos bioldgicos sem o comprometimento do sistema
cromatografico.

As colunas RAM apresentam uma ampla gama de aplicagdo dentro
das andlises de fdrmacos e metabdlitos, como mostram SOUVERIAN et al %,
MULLETT et al. *° e CASSIANO et a/. '°° em recentes revisdes, as quais relatam
métodos de andlises para uma série de compostos utilizando as mais variadas
matrizes bioldgicas, dentre elas plasma, soro, urina, leite, microssomas, cultura
de células, saliva, bile, tecidos e secregdes.

As colunas de acesso restrito recobertas com proteinas, em especial
aquelas recobertas com albumina sérica bovina (RAM-BSA), mostraram
excelentes resultados para trabalhos realizados no grupo, na andlise de farmacos
em plasma humano, com acoplamento das colunas RAM-BSA tanto com colunas
analiticas aquirais’ quanto a colunas analiticas quirais.’%%%*

A determinagdo de amoxicilina foi realizada através do acoplamento
aquiral-aquiral, onde uma coluna Ci3-BSA foi acoplada a uma analitica Cis-
Hypersil.'! As andlises dos enantiémeros do metirapol e seu principal metabdlito,
a metirapona, e dos enantiémeros do pantoprazol, foram realizadas por meio de
um acoplamento aquiral-quiral utilizando uma coluna Cs-BSA acoplada a uma

coluna quiral de polissacarideo tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose. 102103
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A determinagdo dos enantiomeros do omeprazol foi realizada através do
acoplamento da coluna Cg-BSA a coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose.!®® Todos esses trabalhos foram realizados em plasma humano e
excelentes resultados para a eficiéncia na exclusdo protéica e extragdo dos
fdrmacos e metabélitos de interesse foram alcancados.

PEREIRA e CASS'® e OLIVEIRA et al %' também mostraram a
eficiéncia das colunas RAM-BSA para andlise de fdrmacos em leite. Através do
acoplamento aquiral-aquiral foram realizadas a determinagdo do sulfametoxazol e
trimetoprima, cefalexina e cefoperazone, onde os métodos utilizaram colunas
extratoras do tipo Cs-BSA e fenil-BSA.

Mais recentemente, DE PAULA'®® desenvolveu um método para
andlise simultdnea de sulfametoxazol e trimetoprima em ovos de galinhas com o
emprego de uma coluna Cig-BSA, aumentando, assim, a variabilidade de matrizes
analisadas com essas colunas extratoras.

No presente trabalho foram selecionadas as colunas RAM-BSA,
devido a fdcil disponibilidade comercial da albumina sérica bovina, seu baixo
custo e principalmente, as suas propriedades fisico-quimicas, ds quais permitem a
utilizagdo dessas colunas em vdrias condigdes cromatogrdficas no modo reverso
de eluigdo, o que é uma vantagem quando se trabalha com injegdo direta de
amostras bioldgicas.?

As fases hidrofdbicas selecionadas para o presente trabalho foram
Cs e Cig, uma vez que estas tém sido eficientemente empregadas em diversos

trabalhos™ %1% (Figura 4.13).
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Coluna Estrutura Quimica da
11.,.,_12., i Fase Hidrofabica
Cs-BSA -(CHz);CHs
C1s-BSA -(CH2)17CH;

FIGURA 4.13: Fases hidrofdbicas recobertas com albumina sérica bovina (RAM-BSA)

4.2.1 - Preparo das colunas RAM-BSA
As colunas RAM do tipo hidrofébica imobilizada com albumina sérica

bovina (RAM-BSA) foram preparadas em trés etapas de acordo com protocolo

descrito por MENEZES e FELIX"® (Figura 4.14).
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a) Primeira Etapa b) Segunda Etapa c) Terceira Etapa

Bomba

Bomba

Fase
Reversa

—af—] GLUTARALDEIDO 26% I

Fase
Reversa
¢l BEA

Descarte

Descarte

FIGURA 4.14: Etapas de preparagdo das colunas RAM-BSA.®3

Inicialmente a coluna foi condicionada com tampdo KH2PO4 (0,05 M;
pH 6,0), e entdo albumina sérica bovina (BSA) foi imobilizada /n situ na fase
hidrofdbica através de cromatografia frontal.

Apods a imobilizagdo da BSA, esta foi reagida com uma solugdo de
glutaraldeido (25% v/v). A reagdo dos grupos aminas livres da albumina com o
glutaraldeido resultaram na formagdo de iminas, e conseqiientemente, geraram

ligagdes intercruzadas entre albumina sérica bovina e o glutaraldeido.
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Em seguida, para se evitar uma possivel hidrélise da dupla ligagdo da
base de Schiff e evitar que os grupos aldeidos residuais reajam posteriormente
com compostos analisados na coluna, esses grupos foram reduzidos com uma
solugdo de boroidreto de sddio. Apds duas horas, as colunas foram eluidas com
dgua durante 1 hora e entdo guardadas em geladeira até o momento do uso. A
Figura 4.15 ilustra as reagoes envolvidas no preparo das colunas RAM-BSA.

A reagdo de intercruzamento da proteina com glutaraldeido, seguida
da reagdo de redugdo com boroidreto de sédio, sdo necessdrias uma vez que
conferem as colunas maior estabilidade e durabilidade, isto porque o
intercruzamento evita a perda de proteina, o qual pode acontecer quando esta se

encontra apenas imobilizada na superficie do suporte.

1
NHz _ (1) — N=|§—(CH2)3CHO

> 2
BSA adsorvida H” C(CH2)3C\H
na fase hidrofébica Glutaraldeido

CBSAD—N=C(CH):c=N—BSAD

H H

|

O (2da) (2b)

c?

\H NaBH, / H,O

CH,OH —i—C:
H

----|.----
----|.----

FIGURA 4.15: Seqiiéncia de reagbes para a estabilizagdo da BSA imobilizada: (1)
formagdo das bases de Shiff entre BSA e glutaraldeido; (2a) e (2b) redugdo das bases

de Schiff e dos grupos aldeidos residuais.®®
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4.2.2 - Exclusdo das proteinas do plasma bovino pelas colunas

RAM-BSA

Baseado em trabalhos realizados no grupo para plasma

105-107 108

humano, 194199 |gite bovino e ovos de galinha,™ que investigaram a
eficiéncia de exclusdo protéica pelas colunas RAM-BSA, foi escolhido o método
de BRADFORD®® para avaliar a performance de exclusdo de proteinas do plasma
bovino pelas colunas Cs-BSA e Ci1g-BSA preparadas no presente trabalho.

O método de BRADFORD®® é uma técnica utilizada para a
determinagdo de proteinas totais que utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue
(CBB) (Figura 4.16). Este método baseia-se has interagées de London e
hidrofdbicas entre o corante CBB e as proteinas de alto peso molecular,

provocando um deslocamento na absorgdo de 465 nm para 595 nm.

M
Et © Yo &
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<
503_NG+ | —035
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OEt

FIGURA 4.16: Estrutura do Corante Coomassie Brilliant Blue (CBB).

A eficiéncia do poder de exclusdo das proteinas do plasma bovino
pelas colunas RAM-BSA preparadas foram entdo avaliadas. Para isso a

recuperagdo protéica foi calculada através das absorbdncias (595 nm) do
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complexo corante-proteina das solugées referéncia de plasma bovino comparadas
com as absorbdncias das fragdes do plasma bovino eluido das colunas RAM-BSA.
As solugdes referéncia de plasma bovino consistiram de aliquotas de plasma
bovino (50, 100 e 200uL) diluidas em 2,0 mL de dgua. Essas solugdes referéncia
forneceram a quantidade total de proteinas presentes no plasma (100%), tendo
em vista que foram obtidas sem passar pelas colunas extratoras. O plasma bovino
foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos antes do preparo de qualquer
solugdo ou injegdo.

A eficiéncia da exclusdo protéica foi avaliada injetando-se plasma
bovino, apds ter sido centrifugado, nas colunas extratoras e coletando duas
fragoes de 2,0 mL do eluato, sendo a primeira no fempo de 0-2 minutos e a
segunda no tempo de 2-4 minutos. Cada uma das fragdes coletadas foi analisada
através da complexagdo com o reagente CBB, e foram monitoradas
espectrofotometricamente. A Figura 4.17 ilustra o procedimento realizado.

Na Figura 4.18, os espectros de ultravioleta ilustram a sensibilidade
do método, para diferentes volumes de injecdo do plasma bovino, e
conseqiientemente, diferentes concentragdes de proteinas, enquanto a Figura
419 ilustra os espectros de absorbdncia de duas fragées de 200 plL, uma
coletada a partir da coluna RAM e a outra sendo a amostra de referéncia. O

espectro do corante é mostrado em ambas as figuras.
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Coleta das Amostras Medidas Espectrofotométricas

Al A

Fluxo: TmLimin.

o . —= | ESPECTROFOTOMETRO
o Reagente de
BRADFORD
(5mL)
250 1L
1 de Eluato
..I.I- —

Eluato l

FIGURA 4.17: Procedimento realizado para avaliar a eficiéncia de exclusdo das

proteinas do plasma bovino pelas colunas RAM-BSA 3
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FIGURA 4.18: Espectros obtidos da reagdo do corante CBB com proteinas do plasma
bovino, eluidas da coluna extratora Cs-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.) (100 A, 10 pm).
Espectros do Corante CBB com dgua e CBB complexado com proteinas de 50 pL; 100 pL e

200 pL de plasma bovino.
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FIGURA 4.19: Espectros obtidos da amostra referéncia e da fragdo coletada da
coluna extratora Cg-BSA (5 x 0,46 cm d.i.) (100 A, 10 pm). Espectros do Corante CBB
com dgua; CBB complexado com proteinas de 200 uL da solugdo referéncia e CBB

complexado com proteinas de 200 L da 1° fragdo eluida da coluna (0-2 min).

Os espectros do corante apresentados em ambas as figuras
anteriores, permite visualizar que quando este se encontra na presenca de
proteinas do plasma bovino as bandas 470 e 650 nm do corante desaparecem, e
ha um aumento da absorbdncia na regido de 595 nm.

Outro aspecto importante que vale a pena ressaltar é que o espectro
correspondente a amostra da segunda fragdo eluida do plasma bovino (2-4 min)
complexada com o corante é muito similar ao espectro do proprio corante (Figura
4.20). Isto sugere, qualitativamente, a auséncia de proteinas nesta fragdo que foi
coletada apés 2 min de eluicdo e pode ser confirmada pelo cdlculo das

percentagens de exclusdo das proteinas pelas colunas extratoras (Tabela 4.4).
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FIGURA 4.20: Comparagdo entre os espectros do corante-proteina da segunda fragdo
de plasma eluido pela coluna extratora Cs—BSA (100 A, 10 um) (2-4 min) e do corante

CBB com dgua. Volume de injegdo: 200 pL

A Figura 4.21 mostra um grdfico comparativo entre as colunas
extratoras Cg e Cig-BSA, quanto a porcentagem de exclusdo das proteinas do

plasma bovino.
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FIGURA 4.21: Percentagens de proteinas do plasma bovino excluidas das colunas RAM-

BSA utilizando dgua como fase mével, na primeira fragdo eluida de (0-2 min).
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TABELA 4.4: Percentagens de proteinas do plasma bovino excluidas das colunas RAM-
BSA utilizando dgua como fase mével, na primeira fragdo eluida (0-2 min) e respectivos

coeficientes de variagdo das injegdes.

Volume de Plasma Bovino Injetado na Coluna

Coluna 50 uL 100 uL 200 pL
Média cv Média cv Média cv
Cis-BSA 97,2 2,93 97,2 2,02 95,0 2,58

Os resultados percentuais obtidos para as duas colunas RAM-BSA
(Tabela 4.4), demonstraram que estas fases tém excelente poder de exclusdo
para as proteinas do plasma bovino, utilizando somente dgua como fase maével. A
média da exclusdo, nos dois primeiros minutos de andlise foi de 96 %.

No entanto, a segunda fragdo coletada ndo indicou a presenga de
proteinas, inferindo que 4% (em média) das proteinas podem ter ficado
adsorvidas na fase estaciondria e/ou nos frits das colunas cromatogrdficas,
conforme jd reportado por YU et al '°,

De acordo YU et al. '® apés um determinado nimero de injegdes de
fluidos bioldgicos, hd a necessidade da limpeza dos frits ou até mesmo a sua
substituigdo, para eliminar problemas de elevagdo da pressdo do sistema
cromatogrdfico, devido a adsorgdo de gorduras e proteinas nos mesmos.

Em nosso grupo de pesquisa, foram observados problemas como o
mencionado acima, principalmente, na andlise de antibidticos em leite bovino'! e
em ovos de galinha'®, com colunas RAM-BSA.

A Figura 4.22 mostra os perfis cromatogrdficos das exclusdes

protéicas do plasma bovino usando as duas colunas RAM-BSA preparadas e dgua
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como fase maovel, com vazdo de 1,0 mL/min, medidos a 280 nm por ser o mdximo

de absorbancia das proteinas plasmdticas.
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FIGURA 4.22: Cromatogramas dos perfis de elui¢gdo do plasma bovino nas colunas RAM-

BSA. Fase Mével: dgua; vazdo: 1,0 mL/min; A=280 nm; volume de injegdo: 200uL.

A exclusdo protéica obtida para as fases imobilizadas com BSA,
mostra que esta € hidrofilica o suficiente para excluir as proteinas nas condigdes
cromatogrdficas utilizadas. Isso porque a BSA encontra-se negativamente
carregada, por possuir um ponto isoelétrico de 4,9; e através de interagdes
repulsivas, exclui as proteinas do plasma bovino. Aqui cabe ressaltar que no
plasma bovino é encontrada a albumina sérica bovina (BSA) em grandes
porcentagens, portanto negativamente carregada em valores de pH acima do seu
ponto isoelétrico.

Pode-se afirmar que as colunas RAM-BSA sdo extremamente
satisfatdrias no que diz respeito a sua utilizagdo como colunas de exclusdo para o
desenvolvimento de métodos analiticos em CLAE por injegdo direta de amostras

bioldgicas.
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4.3 - FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS DE POLISSACARIDEOS

A utilizagdo de fases estaciondrias quirais baseadas em
polissacarideos tem sido vastamente investigadas, mostrando grande
versatilidade e excelente poder de discriminagdo quiral para uma vasta classe de

compos‘ros.3("39'43

Os polissacarideos mais utilizados sdo amilose e celulose (Figura
4.23). Estes diferem entre si somente na sua estrutura quimica, na posigdo 1,4-p-
glicosidica, no entanto grandes diferengas na enantiosseletividade podem ser

observadas com esses polissacarideos.*®

OH OH
n Q o
HO O
HO
Amilose Celulose n>200

FIGURA 4.23: Celulose e amilose

A 3-aminopropilsilica (APS) tem sido aceita como o suporte ideal
para estas fases. Este suporte decresce as interagdes ndo estereosseletivas e
aumenta a estabilidade da cobertura, por fornecer condigdes para a formagdo de
pontes de hidrogénio. Estudos realizados por GRIEB et a/. '** demonstraram que
em muitos casos, o uso se silica ndo derivada e octadecil silica oferece vantagens
quando comparado com APS. Para a resolugdo de sulféxidos, entretanto, a APS

mostrou melhores resultados quando comparada a silica ndo derivada. Isto se
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deve, provavelmente, a interagdes ndo estereosseletivas dos sulfoxidos com os
grupos silangis livre.™*

CASS e BATIGALHIA'™ reportaram a enantiorresolucdo de uma
série de vinte sulfoxidos quirais, os quais foram avaliados sistematicamente em
eluigdo multimodal, utilizando fases estaciondrias quirais de polissacarideos. Dos
20 sulfoxidos analisados todos foram enantiorresolvidos em uma ou outra fase

estaciondria quiral utilizada.

MONTANART et al. ', CLANKVETADZE et a/. ' e MATLIN et a/,
8 também reportaram estudos de enantiosseletividade para sulféxidos quirais
utilizando colunas de polissacarideos. Todos os trabalhos demonstram excelentes
resultados, onde a grande maioria dos sulfoxidos estudados foram

enantiorresolvidos nestas fases.

Diante dos resultados reportados para essas fases quirais, portanto,
para este trabalho foram selecionadas as fases estaciondrias quirais dos
polissacarideos celulose e amilose para a avaliagdo quanto ao poder de

discriminagdo quiral frente ao albendazol-sulféxido.

4.3.1 - Sintese, caracterizacdo e avaliacdo da fase

tris(arilcarbamatos) de celulose e amilose
O preparo das fases estaciondrias quirais envolveu a sintese dos
carbamatos, derivatizagdo e recobrimento do suporte, o empacotamento,

condicionamento e posterior avaliagdo das colunas preparadas (Figura 4.24).
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SINTESE DOS CARBAMATOS

!

RECOBRIMENTO DO SUPORTE

1

EMPACOTAMENTO

!

CONDICIONAMENTO E AVALIACAO
DAS COLUNAS

FIGURA 4.24: Esquema do método para a preparacdo das colunas quirais®

Todas as fases estaciondrias foram preparadas, em nosso grupo de

pesquisa, sequndo a literatura.'’®

As fases trisarilcarbamatos de celulose e amilose foram preparadas
pela reagdo da amilose ou celulose com isocianato de arila correspondente. Na
reagdo, ocorre um ataque nhucleofilico dos grupos hidroxila do polissacarideo a
carbonila do isocianato, levando das substituigdes nos grupos hidroxila e a

formagdo dos carbamatos desejados (Figura 4.25)
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FIGURA 4.25: Esquema da sintese do tris(arilcarbamato) de amilose.

Nessas reacdes utilizam-se condi¢des anidras devido a alta
reatividade do isocianato, o qual reage rapidamente com dgua levando a formagdo
de dcido carbdmico, o qual perde didxido de carbono levando a formagdo de uma
amina primdria, que por sua vez pode reagir com isocianato, resultando em uréia

(Figura 4.26).

R—N=—C=—0 + H,0 —> RNHCOOH €02, RNH,

R—N=—=C=—0

R—NH— C—NH—R
0

FIGURA 4.26: Esquema da reagdo de isocianato com dgua

Os carbamatos sintetizados (Figura 4.27) foram caracterizados por

espectroscopia no infravermelho e andlise elementar.
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CARBAMATOS DE AMILOSE
NHcO
OR R: NHCO NHco
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FIGURA 4.27: Carbamatos preparados para a cobertura na silica

O espectro no IV (Figura 4.28) da amilose ndo derivada mostra uma
intensa e caracteristica absor¢do em 3431,1 cm?, que corresponde aos
estiramentos dos grupos hidroxila (-OH).

Apds a reagdo da amilose ou celulose com o isocianato, pode-se
observar que os espectros de infravermelho (representado na Figura 4.29 para a
FEQ-1), mostram absorgdes proximas a 1730 cm? de intensidade forte,
caracteristicas de deformagdo axial das ligagées C=0 dos grupos carbamatos, em
1220 cm’, referente ao estiramento da ligagdo C-N e também em 3330 cm™

referente a deformagdes axiais do grupo N-H.
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FIGURA 4.28: Espectro no infravermelho da amilose ndo derivada
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FIGURA 4.29: Espectro no infravermelho do FEQ-1 sintetizada

Os resultados obtidos das andlises de infravermelho, para todas as

fases estaciondrias quirais preparadas, estdo demonstrados na Tabela 4.5.
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TABELA 4.5: Principais bandas no infravermelho encontradas para os carbamatos

sintetizados

Substdncia | vC=0(cm™!) | vC-N(ecm™?) | vN-H (cm™)
FEQ -1 1749,3 1.224,7 33135
FEQ - 2 1748,0 1202,0 33404
FEQ -3 17179 12423 33242
FEQ -4 1726 ,6 12210 3386,1

Os resultados das andlises elementares (Tabela 4.6) mostram

derivatizagdes quase completas dos grupos hidroxilas.

TABELA 4.6: Resultados da andlise elementar para as FEQs sintetizadas

Substadncia Massa Molar | Valores Teéricos Valores
(g/mol) (%) Experimentais (%)

FEQ -1 C = 65,66 C=65,35
(C33H3708Ns) 602,9 N=6,96 N = 6,84
H=6,18 H=6,5
FEQ -2 C =56,65 C=5482
(C33H37014N3) 6989 N =6,00 N=5,95
H=5,29 H=5,46
FEQ-3 C = 65,66 C=60,10
(C33H3708Ns) 602,9 N=6,96 N =658
H=6,18 H=5,60
FEQ-4 C = 65,66 C=6453
(C33H3708Ns3) 6029 N=6,96 N = 6,46
H=6,18 H=6.24
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As FEQs foram obtidas com rendimento aproximado de 86% e um
percentual de derivatizagdo em torno de 97%. Os percentuais de derivatizagdo
foram calculados através dos resultados das andlises elementares (Tabela 4.6) e
sdo condizentes com os valores encontrados na literatura.'®

O suporte APS-Nucleosil (500 &, 7um), preparado em nosso grupo,
conforme consta na Parte Experimental p. 51, a partir de silica Nucleosil (500 A,
7um), foi recoberto a 20% g/g com os carbamatos sintetizados.

As quatro fases estaciondrias quirais foram empacotadas e avaliadas
com padroes racémicos (Figura 4.30), sendo a sua performance avaliada
considerando-se os padrdes cromatogrdficos: fator de retencdo (k), fator de

separagdo (o) e resolugdo (Rs).

Todas as quatro colunas apresentaram excelentes valores para os
pardmetros cromatogrdficos e boa simetria das bandas cromatogrdficas. Com

isso foram avaliadas para a separagdo dos enantiomeros do albendazol-sulféxido.

N (b)

: @
>
F3

(©)

FIGURA 4.30: Padrdes Cromatogrdficos usados na avaliagdo das colunas
quirais utilizadas neste trabalho. (a) () - Base de Tréger; (b) () - Oxido de Trans-

Estilbeno e (¢) (+)-1-(9-antril)-2,2,2-trifluoroetanol
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44 - AVALIACAO DA ENANTIORRESOLUCAO DO ALBENDAZOL-
SULFOXIDO NAS FEQ-1, FEQ-2, FEQ-3 e FEQ-4, NO MODO REVERSO
DE ELUICAO

O modo reverso de eluigdo foi selecionado para este estudo levando-
se em consideragdo o posterior acoplamento entre as colunas, extratora (RAM-
BSA) e analitica, utilizando-se cromatografia multidimensional, onde faz-se,
inicialmente, necessdrio o uso da fase aquosa para exclusdo protéica, evitando
assim a precipitagdo das proteinas contidas no plasma bovino e o entupimento do
sistema cromatogrdfico.

As colunas quirais foram avaliadas considerando-se os pardmetros
cromatogrdficos: fator de retengdo (k), fator de separagdo (o) e resolugdo (Rs).

Para este estudo foram avaliados diferentes modificadores
orgdnicos: metanol, etanol e acetonitrila em diferentes proporgées. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 4.7.

As colunas tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) (FEQ-1) e tris(3,5-
dimetoéxifenilcarbamato) (FEQ-2), ambas de amilose, foram as que apresentaram
melhores resultados de discriminagdo quiral para o (+)-ABZ-SO, tanto com o uso
de etanol quanto com o uso de acetonitrila como modificadores orgdnicos. Ja as
colunas tris[(S)-feniletilcarbamato] de amilose (FEQ-3) e a tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose (FEQ-4) ndo apresentaram discriminagdo

quiral em nenhuma das fases moveis utilizadas.



TABELA 4.7: Valores dos pardmetros cromatograficos obtidos para albendazol-sulféxido no modo reverso de eluigdo

ki Rs | ki Rs | ki Rs | ki Rs

Fase Mavel

Agua/ETOH (50:50) | 3102122611180 |151 (166|093 | - |- 0,45

Agua/EtOH (30:70) [0,98 (2,26 |2,44|0,89|143|126|3,31|159(<10/0,23

Agua/ACN (50:50) [096|2,28|263(057|085|<10(029| - - 10,25
Agua/ACN (70:30) |[2,34|186 (184|144 |135|141(079| - - 10,46
Agua/MeOH (50:50) | * 663|144 |<10([313| - - 1,77
Agua/MeOH (30:70) |3,00(2,14 (103|152 |131|<10]/088| - - 10,52

* 0 composto ndo eluiu em 60 min.
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Comparando-se as fases tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)s de amilose
(FEQ-1) e celulose (FEQ-4) é clara a influéncia do polissacarideo na
discriminagdo quiral, uma vez que tfemos o mesmo substituinte em ambas as fases.
A FEQ-1 de amilose apresentou excelentes valores para o fator de resolugdo,
com valores de Rs iguais a 2,61; 2,63 e 2,44, enquanto que a correspondente de
celulose (FEQ-4) ndo apresentou nenhuma enantiosseletividade.

A influéncia dos substituintes no anel aromdtico dos carbamatos
também € evidenciada nos resultados obtidos, onde a FEQ-1, que apresenta como
substituintes grupamentos metilicos, mostrou melhor discriminagdo quiral para o
albendazol-sulféxido do que a FEQ-2, que apresenta grupos metéxi como
substituintes. Porém, a FEQ-2 apresenta melhor enantiosseletividade que a FEQ-
3, a qual ndo apresenta nenhum substituinte no anel aromdtico.

A seguir, sdo apresentados dois cromatogramas, para ilustrar as
separagdes obtidas do albendazol-sulféxido nas  colunas  tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) e a tris(3,5-dimetdxifenilcarbamato), ambas de amilose.
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FIGURA 4.31: Cromatogramas do albendazol-sulféxido. Fase Mével: Agua/EtOH
(50:50), Vazdo: 0,5 mL/min e 1: 290 nm, em (a) Coluna tris(3,5-dimetéxifenilcarbamato)

de amilose e (b) Coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.
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As melhores condigdes cromatogrdficas conseguidas para a
separagdo dos enantiomeros do albendazol-sulféxido, sendo essas: emprego da
FEQ 1, fase mével E‘rOH//\gua (50:50) e vazdo de 0,5 mL/min, foram também
avaliadas para a separagdo simultdnea do (+)-ABZ-SO, do ABZ-SO; e do ABZ-
S502-NH;. Nesta primeira andlise realizada, o fempo de andlise para os quatros
compostos foi muito longo (40 minutos), sendo, portanto, avaliada a vazdo de 1,0
mL/min, onde obteve-se uma redugdo no tempo de andlise para 20 minutos. Os

cromatogramas estdo ilustrados na Figura 4.32.
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FIGURA 4.32: Cromatograma dos analitos (1): ABZ-SO,-NH;; (2): R-(+)-ABZ-SO; (3):
S-(-)-ABZ-S0O e (4): ABZ-S0,. Fase Mdvel: Agua/E‘rOH (50:50) e A: 290 nm, coluna
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.) em APS-Nucleosil
(5004, 7um), em (a) vazdo de 0,5 mL/min e (b) vazdo de 1,0 mL/min.

45 - DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO POR CLAE
MULTIDIMENSIONAL

Em CLAE, a Cromatografia Multidimensional € utilizada através do
acoplamento de duas ou mais colunas, com mecanismos de separagdo diferentes.
As colunas sdo escolhidas em fungdo das propriedades dos compostos a serem

analisados.?’
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Este tipo de cromatografia tem sido muito utilizada para a extragdo
on-line de amostras em matrizes bioldgicas e também na resolugdo de problemas
de sobreposicdo de picos.”’

Ha trés maneiras predefinidas para a utilizagdo de Cromatografia
Multidimensional:

* On-line: Consiste na utilizagdo de duas ou mais colunas interligadas por
vdlvulas;

» In-line: é a utilizagdo de duas ou mais colunas sem ligagdes com vdlvulas,
similar a utilizagdo de uma ou mais pré-colunas no sistema;

= Off-line: é sempre a Ultima escolha, quando ndo se consegue ajustar as
condigdes para um sistema com colunas acopladas. Separam-se inicialmente
os compostos de interesse entre si e fambém dos interferentes da matriz,
coletam-se os mesmos, concentra-se e injeta-se em um segundo sistema
para andlise.

Como um exemplo de acoplamento on-/ine entre uma coluna
extratora e uma coluna quiral, cita-se a andlise dos enantiomeros do modafinil e
seus dois principais metabdlitos, o dcido modafinico e modafinil sulfona em
plasma humano.'®®. Através do acoplamento de uma coluna RAM-Cs-BSA a uma
coluna quiral de polissacarideo tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose foi
possivel fazer a quantificagdo simultdnea dos compostos de interesse. Neste
trabalho o plasma foi injetado diretamente na coluna RAM-Cg-BSA e as proteinas
plasmdticas foram excluidas no volume morto da coluna. Apés a exclusdo
protéica, os compostos foram transferidos para a coluna quiral e quantificados,
sendo o acoplamento on-/ine escolhido para o desenvolvimento do método.

Para o desenvolvimento de métodos para a andlise de farmacos e/ou
metabdlitos em fluidos bioldgicos através da cromatografia multidimensional on-
line, faz-se necessdrio a investigagdo e ajuste de vdrios pardmetros. Inicialmente

deve-se selecionar a fase movel adequada para que se obtenha as melhores
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condigdes de exclusdo protéica, assim como, a exclusdo de compostos enddgenos.
Posteriormente, avaliar a fase modvel que serd utilizada na extragdo das
micromoléculas de interesse da coluna de acesso restrito, com um adequado
tempo de retengdo e finalmente, as condigdes de vazdo e fase movel relacionadas
a andlise dos compostos de interesse na coluna analitica para entdo ser realizada
a andlise multidimensional.

Em andlises envolvendo matrizes bioldgicas, no modo
multidimensional, o ideal é que a transferéncia do analito de interesse para a
coluna analitica ocorra em um menor tempo possivel, evitando a interferéncia de
compostos enddgenos. Além disso, quando as colunas RAM-BSA e analiticas estdo
acopladas, ocorre uma mistura das fases méveis, que dependendo do tempo de
acoplamento, pode influenciar a andlise na coluna analitica.

Primeiramente foram avaliadas a exclusdo das proteinas do plasma
bovino e a extracdo dos enantiomeros do ABZ-SO, ABZ-S0; e ABZ-S0;-NH;,
nas colunas RAM-BSA Cs e Cis. A configuragdo do sistema cromatogrdfico
utilizado é apresentada na Figura 4.33, e as condigdes cromatogrdficas utilizadas

estdo descritas na Tabela 4.8.
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FIGURA 4.33: Diagrama esquemdtico do sistema utilizado para determinar as condigdes
cromatogrdficas de exclusdo das macromoléculas e extragdo dos compostos em plasma

bovino.

TABELA 4.8: Condigdes cromatogrdficas utilizadas para a exclusdo protéica e eluigdo

dos analitos nas colunas RAM-BSA Cg e Cis selecionadas para o estudo.

Linha da | Tempo (min) Evento
Bomba
A 0,00 -5,00 | Exclusdo das proteinas pela coluna RAM selecionada
B 5,01-15,00 Eluigcdo dos analitos retidos na coluna RAM-BSA
C 15,00 - 20,00 Limpeza da coluna RAM-BSA
A 20,00 - 25,00 Condicionamento da coluna RAM-BSA

Linha A: Tampdo KH.PO4 (0,01 M; pH 7,5):EtOH (98:02)
Linha B: Tampdo KH.PO4 (0,01 M; pH 7,5):EtOH (80:20)
Linha C: ACN/Agua/ISO (75:15:10)

Vazdo de 1,0 mL/min
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Ambas as colunas apresentaram resultados similares quanto a
exclusdo das proteinas do plasma bovino e quanto a extragdo dos analitos de
interesse, assim as duas colunas poderiam ser utilizadas para estudos
posteriores e, portanto, escolheu-se a RAM-Cg-BSA.

Nas condigdes cromatogrdficas descritas na Tabela 4.8, os
compostos de interesse apresentaram eficiente retengdo, sendo esta maior que o
tempo hecessdrio para a exclusdo das macromoléculas (>5 min), possibilitando que
essas condigdes fossem utilizadas para o acoplamento com a coluna analitica.

O cromatograma com o tempo de acoplamento (8,5 - 14,0 min)

utilizado com o emprego da coluna RAM-Cg-BSA estd ilustrado na Figura 4.34.

120+
1000
1

Plasma Branco
Plasma Fortificado

Plasma Branco
Plasma Fortificado

100
800

80

600
60

mABS
mABS

400
40

T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 6 8 10 12 14

tempo (min) tempo (min)

FIGURA 4.34: Cromatograma obtido do plasma branco e do plasma fortificado com 10
Hg/mL do (+)-ABZ-SO, 5 pyg/mL ABZ-SO;, 5 ug/mL ABZ-S0,-NH;. Coluna RAM-Cg-BSA
(5,0 x 0,46 cm d. i.). Condigdes cromatograficas: Fases méveis (A): tampdo KH,PO4 (0,01
M; pH 7,5):EtOH (98:02); (B): tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5):EtOH (80:20) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10), vazdo de 1,0 mL/mim; volume de injegdo: 100 pL; Aexc: 290 e
Aem: 320 nm.

Utilizando-se um sistema cromatogrdfico, configurado para o modo
multidimensional, composto por duas bombas, (Figura 4.39), acoplou-se a coluna

RAM-Cs-BSA a coluna quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (FEQ 1).
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A fase mdvel utilizada na coluna quiral foi solugdo tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH

7.5):EtOH (50:50).

il
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FIGURA 4.35: Diagrama do sistema multidimensional utilizado para o acoplamento das
colunas RAM-BSA e analitica. Posigdo 1: colunas ndo acopladas; Posigdo 2: Colunas

acopladas.

De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 4.36 foi
obtida boa resolugdo para os quatro compostos. No entanto a quantificagdo ndo
foi possivel nessas condigdes, devido a presenga de interferentes (I) co-eluindo

com o ABZ-S0O,-NH; e com 0 ABZ-SO; (Figura 4.36).
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FIGURA 4.36: Cromatograma obtido do plasma branco e do plasma fortificado com 10
Hg/mL do (+)-ABZ-SO, 5,0 pg/mL ABZ-S0,, 5,0 ug/mL ABZ-SO,-NH;, com acoplamento
das colunas RAM-C3-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH:PO, (0,01 M; pH 75):EtOH
(98:02); (B) Tampdo KH:PO, (0,01 M; pH 7,5):EtOH (80:20) e (C): ACN/Agua/ISO
(75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH.PO,4 (0,01 M pH 7 ,5):EtOH (50:50). Vazdo de 1,0
mL/mim; volume de injegdo: 100 pL; texc: 290 € Aem: 320 nm. (I): Interferente; (1): ABZ-
S0,-NH;, (2): R-(+)- ABZ-5S0, (3): S-(-)-ABZ-SO e (4): ABZ-SO,.

A seletividade do método foi buscada com outro solvente polar
orgdhico em substitui¢do ao etanol. Acetonitrila foi selecionada, jd que com esse
solvente também se obteve uma 6tima enantiorresolugdo para os enantiomeros do
albendazol-sulféxido, como foi mostrado na Tabela 4.7 (p. 97). A FEQ 1 foi,
entdo, comparativamente avaliada com 40% de acetonitrila.

Os cromatogramas da Figura 4.37 mostram os resultados obtidos
para os diferentes solventes utilizados, sendo etanol e acetonitrila os

respectivos modificadores orgdnicos.
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FIGURA 4.37: Cromatograma dos analitos (1): ABZ-SO,-NH;; (2): R-(+)-ABZ-S0; (3):
S-(-)-ABZ-S0 e (4): ABZ-S0.. Coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x
0,46 cm d.i.) em APS-Nucleosil (5004, 7um), »: 290 nm, vazdo de 0,5 mL/min. Fase
Mével: (a) Agua/EtOH (50:50) e (b) Agua/ACN (60:40).

Com o infuito de estabelecer condi¢gées cromatogrdficas que
propiciassem alta seletividade para os analitos de interesse, diferentes fases
méveis para a exclusdo protéica e, extragdo dos analitos, tfambém foram
avaliadas na coluna extratora.

As novas condigdes cromatograficas avaliadas na coluna RAM-Cs-
BSA, estdo descritas na Tabela 4.9. Vale ressaltar, que dgua foi substituida por
solugdo ftampdo KH:PO; (0,01 M; pH 7,5), com o intuito de promover uma
retengdo diferenciada para compostos enddgenos presentes no plasma bovino. O
perfil de exclusdo protéica ndo foi influenciado quando se realizou essa

substituigdo.
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TABELA 4.9: Condigdes cromatogrdficas utilizadas para a exclusdo protéica e eluigdo

dos analitos na coluna RAM-Cg-BSA.

Linha da | Tempo (min) Evento
Bomba
A 0,00 - 5,00 Exclusdo das proteinas pela coluna RAM-BSA

Vazdo de 1,0 mL/min

B 5,01-15,00 Eluigdo dos analitos retidos na coluna RAM-BSA

Vazdo de 0,5 mL/min

C 15,00 - 20,00 Limpeza da coluna RAM-BSA

Vazdo de 1,0 mL/min

A 20,00 - 25,00 Condicionamento da coluna RAM-BSA

Vazdo de 1,0 mL/min

Linha A: Tampdo KH,PO4 (0,01 M; pH 7,5)
Linha B: Tampdo KH,PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40)
Linha C: ACN/Aqua/ISO (75:15:10)

Nas novas condigdes avaliadas, os compostos, (+)-ABZ-SO, ABZ-SO;
e ABZ-50,-NH; apresentaram retengdo eficiente (>5 min) na coluna RAM-Cs-
BSA, possibilitando o acoplamento com a coluna analitica.

O cromatograma obtido apds o acoplamento das colunas (8,0-14,0
min) estd demonstrado na Figura 4.38. As condigdes cromatogrdficas 6timas

utilizadas para a validagdo do método estdo descritas na Tabela 4.10.
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FIGURA 4.38: Cromatograma obtido do plasma bovino fortificado com 10 ug/mL do (+)-
ABZ-50, 5,0 ug/mL ABZ-SO;, 5,0 ug/mL ABZ-SO,-NH;, com acoplamento das colunas
RAM-Cs-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i.) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x
0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH.PO4 (0,01 M; pH 7,5); (B) tampdo KH.PO4 (0,01 M;
pH 7,5):ACN (60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KH:PO4
(0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40). Vazdo de 0,5 mL/mim; volume de injegdo: 100 pL; rexc: 290

e dem: 320 nm.
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TABELA 4.10: Condigdes cromatogrdficas utilizadas, no sistema multidimensional, para

a exclusdo protéica e eluigdo dos analitos na coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.) e

para a andlise dos metabdlitos do albendazol na coluna quiral FEQ-1 (15,0 x 0,46 cm d.i.).

Temperatura de 30°C.

Tempo (min) Evento
BOMBA 1
0,00-5,00 FM: 100% Tampdo KH:POs (0,01 M. pH 7)5) [exclusdo das
proteinas pela coluna RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)]; vazdo de
1,0 mL/min
5,01-14,00 FM: Tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40) (extragdo dos
compostos da coluna RAM-Cs-BSA)," vazdo de 0,5 mL/min
8,00-1400 FM: Tampdo KHPO; (0,01 M; pH 75):ACN (60:40)
[transferéncia dos compostos da coluna RAM-Cg-BSA para a
coluna analitica]; vazdo de 0,5 mL/min
14,01-25,00 FM: ACN:AGUA:ISO (75:15:10) (limpeza da coluna RAM-Cg-BSA);
vazdo de 1,0 mL/min
25,01-35,00 FM: Tampdo KH2PO4 (0,01; M pH 7,5) (condicionameto da coluna
RAM-Cs-BSA); vazdo de 1,0 mL/min
BOMBA 2
0,00-8,00 FMI: Tampdo KH:POs (001 M. pH 75)ACN (60:40)
[condicionamento da coluna analitica tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (15 x 0,46 cm d.i.)];
8,00-14,00 FM: Tampdo KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40) (transferéncia
dos compostos da coluna extratora para a coluna analitica);
14,00-35,00 FM: Tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7 5):ACN (60:40) (andlise do

ABZ-S0,-NH;, ABZ-S0; e (+)-ABZ-S0), deteccdo Fluorescéncia

Excitagdo: 290 nm e Emissdo: 320 nm
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4.6 - VALIDACAO DO METODO

Com as condigbes cromatogrdficas estabelecidas para a
quantificagdo simultdnea dos metabdlitos do albendazol, ABZ-SO>-NH;, R-(+)-
ABZ-SO, 5-(-)-ABZ-S0 e ABZ-50;, em amostras de plasma bovino, o método
analitico foi validado de acordo com o protocolo proposto pelo FDA™! e pela
ANVISA'? para métodos bioanaliticos. As figuras de mérito analitico avaliadas
foram: seletividade, linearidade, recuperagdo, precisdo e exatiddo, limites de

quantificagdo e detecgdo, robustez e estabilidade.

4.6.1 - Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se andlises de
amostras de plasma bovino, livre dos analitos (plasma branco), com andlises da
matriz bioldgica fortificada com os analitos. Os cromatogramas estdo
apresentados na Figura 4.39, e mostra ser seletivo para as quatro bandas
cromatogrdficas, ndo apresentando interferentes para nenhum composto a ser

quantificado.
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FIGURA 4.39: Cromatograma obtido do plasma branco e do plasma fortificado com 10
Hg/mL do (+)-ABZ-S0, 5,0 yg/mL ABZ-S0;, 5,0 ug/mL ABZ-SO,-NH;, com acoplamento
das colunas RAM-C3-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5); (B) tampdo
KH.PO4 (0,01 M; pH 75):ACN (60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D):
tampdo KH-PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40). Vazdo de 0,5 mL/mim; volume de injegdo:
200 pL; dexe: 290 e tem: 320 nm.

4.6.2 - Linearidade

Os intervalos de concentragdo utilizados na construgdo das curvas
de calibragdo foram selecionados baseando-se na faixa de concentragdo ja
encontrados desses metabélitos em plasma de bovinos.?*

As curvas de calibragdo para o ABZ-SO;-NH;, R-(+)-ABZ-S0O, S-(-)-
ABZ-SO e ABZ-S50; foram obtidas em funcdo das dreas das bandas
cromatogrdficas, relativas ds seguintes concentragdes: 10,00; 15,00; 20,00;
30,00; 40,00; 80,00; 160,0 e 320,0 ng/mL para o ABZ-SO.-NH_; 10,00; 15,00;
20,00; 30,00; 40,00; 80,00; 160,0 e 320,0 ng/mL para o ABZ-SO; e de 80,00;
120,0; 160,0, 240,0 320,0; 640,0; 1280, 2560 ng/mL para o (+)-ABZ-SO. As
amostras foram preparadas em plasma bovino, em triplicata e foram injetados
200 pL. As curvas analiticas foram obtidas através de regressdo linear pelo

método dos minimos quadrados e estdo apresentadas na Figura 4.40.
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FIGURA 4.40: Curvas analiticas para o ABZ-SO,-NH;, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e

ABZ-50,

SOs.

As curvas analiticas foram lineares nas faixas de 20,00 - 320,0
ng/mL para o ABZ-SO,-NH;, de 40,00 - 1280 ng/mL para o R-(+)-ABZ-SO,
40,00-1280 ng/mL para o S-(-)-ABZ-SO e de 10,00 - 320,0 ng/mL para o ABZ-

Os coeficientes de correlacdo linear (r) obtidos das curvas de

calibragdo foram acima de 0,98. A precisdo expressa pelos coeficientes de

variagdo (CV%) das triplicatas foram inferiores a 15%, e a exatiddo apresentou

um desvio menor que 15% do valor nominal de concentracdo em todas as
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concentragdes da curva, exceto para o limite de quantificacdo, onde o desvio
encontrado foi de 15-20%. Todos os valores obtidos estdo dentro dos critérios
de aceitacdo de métodos em fluidos bioldgicos.'?1%2
As figuras de mérito avaliadas foram realizadas com amostras
controles de qualidade preparadas em quintuplicata, em trés diferentes
concentragoes (baixa, média e alta), em relagdo ds concentragées da curva de
calibragdo:
e Baixa: 24,00 ng/mL para o ABZ-502-NHz, 48,00 ng/mL para o R-(+)-ABZ-
SO, 48 ng/mL para o S-(-)-ABZ-SO e 12,00 ng/mL para o ABZ-S0O;
e Média: 150,0 ng/mL para o ABZ-50,-NH>, 500,0 ng/mL para o R-(+)-ABZ-
S0, 500,0 ng/mL para o S-(-)-ABZ-SO e 150,0 ng/mL para o ABZ-SO-
e Alta: 300,0 ng/mL para o ABZ-S0O,-NHz, 1000 ng/mL para o R-(+)-ABZ-

S0, 1000 ng/mL para o S-(-)-ABZ-S0 e 300,0 ng/mL para o ABZ-S0;

4.6.3 - Precisdo e Exatiddo

A precisdo e a exatiddo intradia e interdias do método foram
avaliadas analisando-se quintuplicata dos trés controles de qualidade, em um
mesmo dia e em dias ndo consecutivos. A precisdo foi expressa pelo coeficiente
de variagdo (CV%) e a exatiddo foi calculada através da interpolagdo dos
resultados na equagdo da reta obtida na curva de calibragdo e expressa como
porcentagem de desvio entre as quantidades adicionadas e as quantificadas, nas
trés concentracdes avaliadas (Tabela 4.11).

A precisdo das replicatas dos compostos apresentou coeficientes de
variagdo entre 0,76 e 7,99 considerando-se os resultados obtidos para todos os
compostos. Os valores de exatiddo variaram entre 89,9 e 114% das
concentracdes nominais. Portanto, todos os valores estdo dentro dos critérios de

aceitagdo do método, ou seja, com variabilidades menores que 15%.
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TABELA 4.11: Exatiddo (%) e precisdo (CV%) intradia e interdias, para a andlise de
ABZ-50;,-NH; , R-(+)-ABZ-S0, S-(-)-ABZ-5S0 e ABZ-50; (n=5) em plasma bovino

Concentragdo 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3°dia (n=5) 3 dias (média)
(hg/mL) (h=15)

Exatiddo CV  Exatiddo CV  Exatiddo CV  Exatiddo CV

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ABZ-5S0:-NH:
24,00 114 370 114 358 112 359 113 3,62
150,0 114 327 104 598 988 256 105 3093
300,0 112 428 996 545 103 151 104 3,75
R-(+)-ABZ-SO
48,00 109 696 998 5,48 111 6,65 106 6,36
500,0 113 0,76 981 266 108 139 106 1,60
1000 114 577 960 272 111 435 107 4,28
S-(-)-ABZ-S0O
48,00 109 419 879 799 899 217 955 478
500,0 105 418 970 322 104 261 1017 3,34
1000 114 288 912 699 108 242 1046 4,07
ABZ-5S0;
12,00 104 203 998 192 102 1,31 102 1,75
150,0 103 3,92 105 342 101 2,51 103 3,28
300,0 111 297 102 387 101 197 105 293

A precisdo e exatiddo do método foram também avaliadas, através

do teste cego, onde foram analisadas amostras de concentragdes desconhecidas
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ao analista. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.12, e todos

estdo de acordo com os critérios de aceitagdo para o método.

TABELA 4.12: Precisdo e exatiddo obtidas no teste cego de ABZ-SO,-NH;, R-(+)-ABZ-
SO, S-(-)-ABZ-50 e ABZ-5S0; em amostras de plasma bovino (n=3).

Analito Concentragdo Precisdo (CV) Exatiddo
(ng/mL) (%) (%)
ABZ-S0:-NH;
Amostra 1 67,20 1,63 114
Amostra 2 1440 1,07 114
R-(+)-ABZ-SO
Amostra 1 2240 1,25 97,2
Amostra 2 480,0 4,05 104
S-(-)-ABZ-SO
Amostra 1 2240 452 94,4
Amostra 2 480,0 3,64 102
ABZ-50;
Amostra 1 67,20 3,82 105
Amostra 2 1440 2,78 107

4.6.4 - Recuperagdo

Os percentuais de eficiéncia de extragdo para os quatro analitos, em
cada concentragdo, foram calculados pela razdo entre o valor médio das dreas
encontradas nas amostras preparadas em plasma bovino (n=5) com os resultados
das amostras preparadas em solvente (n=5), onde utilizou-se ACN:tampdo
KH2PO4 (0,01 M; pH 7,5) (40:60). Os resultados estdo apresentados na Tabela
413.
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A eficiéncia de extragdo se mostrou precisa e exata para todos os
compostos nas trés diferentes concentragbes analisadas e demonstrou que a
coluna RAM-Cg-BSA foi eficiente na extragdo dos analitos do plasma bovino e na

transferéncia destes para a coluna analitica.

TABELA 4.13: Eficiéncia de extragdo obtida para as amostras controle de qualidade do

ABZ-50;-NH;, R-(+)-ABZ-5S0, S-(-)-ABZ-50 e ABZ-50; (n=5)

Analito Recuperagdo Analito Recuperagdo
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
ABZ-S0:-NH; R-(+)-ABZ-SO
24,00 84,4 48,00 88,4
150,0 98,0 500,0 97.1
300,0 95,6 1000 925
ABZ-5S0; S-(-)-ABZ-S0O
12,00 937 48,00 971
150,0 99,7 500,0 100
300,0 103 1000 103

4.6.5 - Limites de Quantificagdo e Detecgdo

O limite de quantificagdo foi determinado por meio da andlise de
amostras contendo concentragdes decrescentes dos analitos até que os valores
de precisdo e exatiddo de amostras extraidas (n=3) fossem no intervalo de 15 -
20% de variabilidade, enquanto que o limite de detecgdo foi calculado, obtendo-
se um sinal trés vezes maior que o ruido do detector. A Tabela 4.14 mostra os

limites de quantificagdo e detecgdo para os compostos estudados.
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TABELA 4.14: ABZ-SO,-NH;, R-(+)-ABZ-50, S-(-)-ABZ-50 e ABZ-50; em amostras

de plasma bovino (n=3).

Analito Limite de Quantificagdo Limite de Detecgdo
(ng/mL) (ng/mL)
ABZ-502-NH: 20,00 10,00
R-(+)-ABZ-SO 40,00 30,00
S-(-)-ABZ-SO 12,00 10,00
ABZ-SO0O; 6,000 5,000

4.6.6 - Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas variagdes dos pardmetros analiticos. Um dos pardmetros que
podem resultar em variagdo nha resposta do método é substituicdo das colunas
utilizando diferentes lotes ou fabricantes. Como ambas as colunas sdo
preparadas em nosso laboratério, hada melhor entdo que avalid-las. A robustez
do método foi avaliada através da substituicdo de ambas as colunas, a coluna
RAM-Cs-BSA e a coluna tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

A Figura 4.41 apresenta os cromatogramas comparativos entre duas
colunas RAM-Cg-BSA avaliadas, onde é possivel verificar o mesmo tempo de
acoplamento (8,0 - 14,0 min) entre elas. Ja na Figura 4.42 é possivel verificar a
comparagdo entre duas colunas quirais analiticas, que apresentaram o mesmo
tempo de retengdo para todos os compostos, com o mesmo perfil de separagdo
quiral.

Os valores de precisdo e exatiddo calculados para as diferentes
colunas ficaram todos dentro dos critérios de aceitagdo do método, ou seja, com

variabilidades menores que 15%.
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FIGURA 4.41: Cromatogramas comparativos entre duas colunas RAM-Cs-BSA (5,0 x
0,46 cm d.i.) preparadas separadamente. Condigdes cromatogrdficas: Fases méveis (A):
tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5); (B): tampdo KH:PO, (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40) e
(©): ACN/Agua/ISO (75:15:10), vazdo de 1,0 mL/mim; volume de injegdo: 200 pL; texc:
290 e tem: 320 nm.
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FIGURA 4.42: Cromatogramas comparativos entre duas colunas analiticas
preapraradas. Plasma fortificado com 10 pug/mL do (+)-ABZ-SO, 5,0 ug/mL ABZ-S0,,
5,0 uyg/mL ABZ-S0O,-NH;, com acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA (5,0 x 0,46 cm d.i.)
e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo
KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5). (B) tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 75):ACN (60:40) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): tampdo KHzPO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40).
Vazdo de 0,5 mL/mim; volume de injegdo: 200 pL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.
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4. 6.8 - Estabilidade das Amostras

4.6.8.1 - Estabilidade durante Ciclos de Degelo

As amostras foram preparadas, nas trés concentragées dos
controles de qualidade do método, e analisadas imediatamente (tempo zero) e
depois de congeladas a -20°C. Nos tempos especificados (24, 48 e 72 horas) as
amostras foram degeladas, a femperatura ambiente, e analisadas. A Tabela 4.15
apresenta os valores de precisdo e exatiddo das replicatas (n=3) para os trés
ciclos de degelo.

Através dos dados obtidos verifica-se que o ABZ-SO-NH; se
manteve estdvel por dois ciclos de degelo, uma vez que para o terceiro ciclo os
valores para exatiddo ficaram acima dos limites de 15% de variagdo do valor
tedrico esperado.

Ja os dois enantiomeros do ABZ-SO se mantiveram estdveis por
trés ciclos de degelo. Enquanto que o valor médio encontrado para as trés
concentracdes do ABZ-SO;, acima do limite de 15% de exatiddo do valor tedrico
esperado, mostrou que este composto € instdvel e jd no segundo ciclo de degelo a
sua concentragdo sofreu um grande decaimento alcangando valores em torno de
25% da concentragdo nominal.

A Figura 4.43 mostra os cromatogramas das amostras recém-

preparadas, do primeiro ciclo e do terceiro ciclo de degelo das amostras.
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TABELA 4.15: Resultados do estudo de estabilidade a ciclos de degelo para o ABZ-
S0,-NH;, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-S0O e ABZ-SO; em amostras de plasma bovino (n=3).

Analito Tempo Zero 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo
(ng/ mL) CV  Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ABZ-50:-NH:
24,00 1,10 112 3,63 114 4,42 110 444 84,2
150,0 045 940 129 979 095 870 788 733
300,0 067 93 151 984 097 888 767 798
R-(+)-ABZ-SO
48,00 542 109 153 102 401 957 200 104
500,0 206 113 078 110 048 995 888 901
1000 01 997 129 108 123 987 663 948
S-(-)-ABZ-SO
48,00 277 929 399 107 361 949 084 893
500,0 092 107 156 109 023 100 199 870
1000 082 109 221 975 019 92 752 863
ABZ-50,
12,00 068 105 069 984 061 813 170 685
150,0 069 103 052 924 022 756 748 618

300,0 037 109 046 945 037 725 757 640
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FIGURA 4.43: Cromatogramas dos testes de estabilidade para os ciclos de degelo, com
acoplamento das colunas RAM-Cg-BSA (50 x 046 cm d.i) e tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH:PO,
(001 M; pH 75). (B) tampdo KH:PO; (0,01 M; pH 75)ACN (60:40) e (C):
ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D): fampdo KH.PO4 (0,01 M; pH 7,5):ACN (60:40).
Vazdo de 0,5 mL/mim; volume de injegdo: 200 pL; Aexc: 290 € Aem: 320 nm.

4.6.8.2 - Estabilidade de Curta Duragdo

As amostras preparadas nas concentragées dos controles de
qualidade foram analisadas imediatamente e depois deixadas em repouso a
temperatura ambiente na bancada por seis horas.

A estabilidade das amostras durante a permanéncia no auto-injetor
foi avaliada durante um periodo de dezesseis horas. Esses tempos foram
estipulados levando em consideragdo o tempo necessdrio para o preparo e andlise
de todas as amostras utilizadas na obtencdo da curva analitica.

Todas as amostras se mantiveram estdveis durante essas duas
avaliacdes, com coeficientes de variacdo e exatiddo em concorddncia com os
limites de aceitagto do método.'?!*%? A Tabela 4.16 mostra os valores de precisdo

e exatiddo obtidos nas avaliagoes de estabilidade de curta duragdo.
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TABELA 4.16: Resultados do estudo de estabilidade do ABZ-SO,-NH;, R-(+)-ABZ-SO,
S-(-)-ABZ-SO e ABZ-SO, em amostras de plasma bovino (n=3), nas avaliagoes de

estabilidade de curta duragdo.

Tempo Zero Bancada Auto-Injetor
Analito (recém-preparadas) (6 horas) (16 horas)
(ng/mL) cv Exatiddo CV Exatiddo CV  Exatiddo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ABZ-50:-NH;
24,00 1,10 112 0,76 108 177 111
150,0 0,45 94,0 1,05 94,6 0,79 93,3
300,0 0,67 96,3 0,59 95,1 0,56 94,7
R-(+)-ABZ-SO
48,00 5,42 109 0,79 109 1,44 112
500,0 2,06 113 0,31 113 2,16 114
1000 0,11 99,7 0,68 101 037 982
S-(-)-ABZ-SO
48,00 2,77 92,9 2,27 100 155 99,5
500,0 0,92 107 159 108 1,05 106
1000 0,82 109 0,99 110 0,19 113
ABZ-SO0O;
12,00 0,68 105 3,48 103 0,31 101
150,0 0,69 103 0,54 103 0,80 100

300,0 0,37 109 0,19 109 0,17 109




Resultados e Discussoes 123

4.6.8.3 - Estabilidade de Longa Duragdo

A estabilidade de longa duragdo € realizada com o intuito de
estabelecer o tempo mdximo em que amostras podem permanecer armazenadas
apos a coleta, antes de serem analisadas.

Da mesma forma, as amostras foram preparadas nas concentragdes
controle de qualidade e analisadas imediatamente (tfempo zero) e armazenadas a
-20°C. As amostras foram degeladas uma Unica vez e analisadas hos seguintes
tempos 24, 48, 72 horas, e apés 7 e 14 dias.

As amostras mostraram serem estdveis durante um periodo de sete
dias para o ABZ-SO;-NH; e para o R-(+)-ABZ-SO, estdveis por 72 horas para o
S-(-)-ABZ-SO e durante 24 horas para o ABZ-SO,. Apds esses periodos a
exatiddo mostrou valores maiores que os de 15% de variagdo.

A Figura 4.44 mostra os cromatogramas das amostras recém-

preparadas e apds 14 dias de preparo.
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FIGURA 4.44: Cromatogramas teste de estabilidade de longa duragdo, com acoplamento
das colunas RAM-C3-BSA (5,0 x 0,46 cm d. i) e tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (15,0 x 0,46 cm d.i.). Bomba 1 (A) tampdo KH:PO4 (0,01 M; pH 7,5); (B) tampdo
KH.PO4 (0,01 M; pH 75):ACN (60:40) e (C): ACN/Agua/ISO (75:15:10). Bomba 2 (D):
tampdo KH,PO4 (0,01 M; pH 7 5):ACN (60:40). Vazdo de 0,5 mL/mim; volume de injegdo:
200 pL; Xexe: 290 e Aem: 320 nm.
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As Tabelas 4.17 e 4.18 mostram os valores de precisdo e exatiddo

para as avaliagdes de estabilidade de longa duragdo.

TABELA 4.17: Resultados da estabilidade de longa duragdo das amostras de plasma,
fortificadas com ABZ-SO,-NH;, R-(+)-ABZ-SO, 5-(-)-ABZ-SO e ABZ-SO,,

armazenadas a -20°C.

Analito Tempo Zero 24 horas 48 horas 72 horas
(ng/mL) CV  Exatiddo CV Exatiddo CV Exatiddo CV  Exatiddo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ABZ-502-NH;
24,00 1,10 112 1,79 111 259 107 059 108
150,0 045 940 027 982 146 888 123 858
300,0 067 963 172 951 059 911 274 865
R-(+)-ABZ-SO
48,00 542 109 1,07 103 139 982 293 106
500,0 206 113 268 108 127 110 332 103
1000 011 997 020 107 118 105 432 991
S-(-)-ABZ-S0O
48,00 277 929 411 104 257 996 065 890
500,0 092 107 725 108 123 106 325 103
1000 082 109 102 988 057 102 063 110
ABZ-50;
12,00 068 105 09 954 043 846 229 814
150,0 069 103 046 917 151 799 480 752

300,0 037 109 023 987 042 740 300 685
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TABELA 4.18: Resultados da estabilidade de longa duragdo das amostras de plasma,
fortificadas com ABZ-SO,-NH,, R-(+)-ABZ-SO, S-(-)-ABZ-SO e ABZ-SO,,

armazenadas a -20°C.

Analito Tempo Zero 7 dias 14 dias
(ng/mL) cv Exatiddo CV  Exatiddo CV Exatiddo
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ABZ-50:-NH;
24,00 1,10 112 0,42 107 6,70 83,6
150,0 0,45 94,0 024 865 683 79.3
300,0 0,67 96,3 051 852 073 774
R-(+)-ABZ-SO
48,00 5,42 109 308 905 051 84,4
500,0 2,06 113 134 975 100 84,3
1000 0,11 99,7 103 884 037 84,6
S-(-)-ABZ-S0O
48,00 2,77 92,9 891 769 329 58,3
500,0 0,92 107 054 842 1,31 84,3
1000 0,82 109 1,56 80,1 0,93 81,3
ABZ-S0;
12,00 0,68 105 185 736 5,20 46,4
150,0 0,69 103 028 730 6,44 70,2

300,0 0,37 110 0,54 66,1 0,39 63,9
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4.6.8.4 - Estabilidade das Amostras em Solugdo
As amostras foram preparadas em metanol e armazenadas a -20°C.
As amostras em solugdo foram analisadas recém-preparadas (tempo zero) e em

dias alternados e se mantiveram estdveis durante um periodo de cinco dias.

4.6.8.5 - Estabilidade da Matriz Bioldgica
Paralelamente com todas as avaliagdes de estabilidade observou-se
que a matriz bioldgica permaneceu estdvel nas condigdes estudadas, sem qualquer

ocorréncia de interferentes originadas da degradagdo do plasma bovino.

4.7 - PROBLEMAS ENCONTRADOS DURANTE A VALIDACAO DO METODO

No terceiro dia dos testes de reprodutibilidade e repetibilidade,
utilizando as colunas RAM-Cs-BSA e FEQ-1, os valores de exatiddo apresentaram
desvios superiores a 15%, devido a perda de performance da coluna RAM-Cs-
BSA. Esta perda de performance foi ocasionada pelo grande volume de plasma
bovino injetado (15 mL) até aquele momento e, conseqiientemente, ocasionou a
perda de performance também da coluna quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
de amilose, prejudicando entdo a validagdo do método.

Para contornar esse problema foi preparada uma nova coluna Cs-
BSA. A coluna analitica foi desempacotada, lavada com, metanol, isopropanal,
hexano, peneirada e re-empacotada. O intuito era averiguar a possibilidade de se
reaproveitar a fase estaciondria quiral, apds sucessivas lavagens com solventes
organicos.

No entanto, esse procedimento ndo foi o suficiente para recuperar
totalmente a fase quiral, embora, apés o re-empacotamento, a coluna tenha

eficiéncia para a resolugdo dos metabdlitos do albendazol, a mesma ndo
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apresentou bons resultados de precisdo e exatiddo na andlise dos compostos em
plasma bovino.

Assim, uma nova coluna quiral foi preparada e, novas amostras de
plasma bovino, fortificadas com os analitos, foram analisadas. Todos os valores
de precisdo e exatiddo mostraram-se adequados (< 15%) (Tabela 4.19).

A Tabela 4.19 apresenta todos os dados obtidos para amostra uma
comparagdo entre a FEQ-1 antes e depois de perda de performance, depois de
ter sido lavada com solvente orgdnico e re-empacotada e da hova fase
estaciondria quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (FEQ-5)

preparada.
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TABELA 4.19: Tabela comparativa entre as colunas analiticas quirais.

FEQ-1 FEQ-1 FEQ-1 FEQ-5
Analito (Inicial) (Apés 150 (Re-empacotada) (Recém-
andlises x 200 pL) preparada)
(ng/mL) CV  Exatiddo CV  Exafiddo CV  Exatiddo CV  Exatiddo

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

ABZ-5S0:-NH:
24,00 370 114 129 789 122 118 359 112
150,0 327 114 447 75,7 161 990 256 98,8
300,0 4,28 112 131 935 235 985 151 103
R-(+)-ABZ-SO
48,00 696 109 1201 98,6 3,28 112 6,65 111
500,0 0,76 113 4,69 106 1,39 107 139 108
1000 577 114 2,58 105 2,61 110 4,35 111
S-(-)-ABZ-sO
48,00 419 108 769 692 1159 815 217 899
500,0 418 104 2,70 103 2,20 103 2,61 104
1000 2,88 114 106 958 153 107 2,42 108
ABZ-S0;
12,00 203 104 5,29 109 515 922 131 101
150,0 392 103 4,04 105 178 985 251 101
300,0 2,97 111 3,11 110 196 99,7 197 101

Esses dados permitem concluir que a coluna extratora RAM-Cg-BSA
e a analitica quiral, mantiveram a eficiéncia da exclusdo das proteinas e andlise
dos analitos respectivamente, até um volume de 15 e 30 mL de plasma bovino

injetado. Apds esse volume, as colunas foram substituidas por duas novas colunas
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e pode-se observar o mesmo perfil cromatogrdfico em ambas as colunas,
implicando que o método é robusto.

A grande dificuldade em manter a performance das colunas na
andlise dos anti-helminticos no plasma bovino deve-se ao elevado volume de
injegdo (200 pL) necessdrio para obter a sensibilidade desejada para todos os
compostos.

Desta forma, novas investigagdes de sistemas de detecgdo para os
metabdlitos do albendazol se faz necessdrio. Métodos envolvendo o uso de
espectrometria de massas como sistema de detecgdo sdo interessantes neste
caso, onde maior sensibilidade da técnica pode propiciar menores volumes de

injecdo e conseqlientemente um tempo de vida maior para as colunas envolvidas.

4.8 - SEPARACAO SEMIPREPARATIVA DOS ENANTIOMEROS DO
ALBENDAZOL - SULFOXIDO

A separagdo semipreparativa dos enantiomeros do albendazol-
sulfoxido se fez necessdria para determinagdo da ordem de eluigdo dos
enantiomeros do albendazol sulféxido, nas condigdes cromatogrdficas utilizadas
ho método.

Para a realizagdo de uma separagdo preparativa ou semipreparativa o
primeiro passo € a otimizagdo das condigdes de separagdo do analito em escala
analitica, nesta etapa estdo incluidas a escolha da fase estaciondria e a
composigdo da fase mével. A otimizagdo para um fator de retengdo (k) pequeno
possibilita que a separagdo seja obtida em um menor tempo e com menor consumo
de solventes. Ja valores mdximos para o fator de separagdo (o) e resolugdo (Rs)
permitem que maiores quantidades do composto seja injetado na coluna

cromatogrdfica sem perda de resolugdo.'3
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As principais fases estaciondrias quirais atualmente utilizadas em
cromatografia preparativa sdo as fases do tipo Pirkle e as de polissacarideos.
Outras fases como as fases quirais de proteinas, ciclodextrinas, antibiéticos
também estdo disponiveis, mas devido a baixa capacidade de carga e o elevado
custo envolvido faz com que estas sejam menos atrativas.'**

Para a separagdo semipreparativa partiu-se da melhor condigdo
estabelecida por ZONGDE et a/. '®°. Neste trabalho os autores realizaram uma
investigagdo de forma sistemadtica para a separagdo do ABZ-SO utilizando coluna
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, no modo normal de elui¢cdo, com
misturas de hexano e diferentes dlcoois como modificadores orgdnicos. Ainda
neste trabalho foi realizado o escalonamento para a separagdo semipreparativa e
avaliada a sobrecarga da coluna.

O modo normal de eluigdo foi preferido ao modo reverso, por ser
possivel o isolamento dos analitos separados através da simples evaporagdo do
solventes.

Em condi¢des analiticas os enantiomeros do albendazol sulféxido
eluiram em 41,1 mim e 73,5 mim e os parametros o e Rs foram de 1,90 e 3,73
respectivamente (Figura 4.45).

A Figura 4.45 mostra a separagdo analitica dos enantiomeros do
ABZ-S0O na coluna ftris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, empregando

hexano/etanol como fase mdvel.
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FIGURA 4.45: Separagdo dos enantiomeros do albendazol-sulféxido em escala analitica.
Coluna analitica: tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (500 A&, 7
pm) (20% g/g) (15,0 x 0,46 cm d.i). Fase mével: hexano/etanol (80:20); Vazdo: 0,5
mL/min; V.injegdo: 20 pL e 2:290 nm.

A Figura 4.46 ilustra a separagdo semipreparativa dos enantiomeros
do ABZ-SO. Nesta separagdo foram realizadas 8 injegoes (500 pL) de uma
solugdo de concentragdo 4,0 mg/mL, totalizando 16,0 mg de racemato.

A pureza enantiomérica foi determinada na coluna analitica tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose. A Figura 4.57 mostra os cromatogramas de
determinacdo enantiomérica do (a) R-(+)-ABZ-SO e (b) S-(-)-ABZSO.

A Tabela 4.20 apresenta os dados obtidos na separagdo em escala

semipreparativa do albendazol-sulféxido.
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FIGURA 4.46: Cromatograma da separagdo em escala semipreparativa dos
enantiomeros do  albendazol-sulféxido.  Coluna  semipreparativa:  tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosill (500 A&, 7 tm) (20% g/9) (20,0 x
0,7 cm d.i.). Fase mével: hexano/etanol (80:20 v/v). Vazdo: 3,0 mL/min; V.injegdo: 500 pL
e 1:290nm.
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FIGURA 4.47 Cromatograma para determinagdo da pureza do albendazol-sulféxido.
Coluna analitica: tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosill (500 A, 7
pm) (20% g/g) (20 x 0,7 cm d.i.). Fase mével: hexano/etanol (80:20 v/v). Vazdo: 3,0
mL/min; V.injegdo: 20 pL e 2:290nm. (a) 1° enantiomero: (R)-(+)-ABZ-SO (b) 2°
enantiomero: (S)-(-)-ABZ-SO
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TABELA 4.20: Dados obtidos da separagdo semipreparativa dos enantiomeros do

albendazol-sulfdxido

1° enantiomero 2° enantiomero

(R)-(+)-ABZ-50  (S)-(-)-ABZ-SO

Massa obtida (mg) 7.6 6,5
Pureza enantiomérica (%) 98,6 99,2
Rendimento (%) 95,0 81,0
Excesso enantiomérico (%) 97,2 98 4
op, metanol, 25°C +88,6° -90 4°

Produtividade (mg/h) 0,81 0,69
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5 -CONCLUSOES

A sintese do albendazol-sulféxido e do albendazol-sulfona foi
realizada com sucesso utilizando o complexo aquo(N-6xido de piridina) oxo
diperoxo molibdénio (VI), onde através de uma Unica sintese os dois metabdlitos
de interesse foram produzidos.

As fases  tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) e a  tris(3,5-
dimetéxifenilcarbamato) de amilose, ambas em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym, 20%
g/9, 15,0 x 0,46 cm d.i.) mostraram excelente enantiosseletividade para os
enantiomeros do albendazol-sulféxido ho modo reverso de eluicdo, com etanol ou
acetonitrila como modificadores organicos.

A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil
(500 A, 7 ym, 20% g/g, 15,0 x 0,46 cm d.i.) mostrou ser eficiente para a
enantiosseparacdo dos enantiomeros do albendazol-sulféxido, utilizando-se
etanol como modificador orgdnico, tanto em escala analitica como preparativa.

As fases do tipo RAM-BSA preparadas mostraram eficiente
desempenho na exclusdo das proteinas do plasma bovino, excluindo ha média 96%
das proteinas presentes no plasma. As colunas RAM usadas mostraram ser
robustas e eficientes para serem usadas como colunas extratoras para os
metabdlitos do albendazol.

A Cromatografia Multidimensional € uma técnica que permite a
andlise de amostras com alto grau de complexidade. O emprego dessa técnica
possibilitou o desenvolvimento do método de andlise simultanea dos enantiomeros
do albendazol-sulféxido, do albendazol-sulfona e para o albendazol-amino-sulfona

em plasma bovino, com injegdo direta de amostras, a qual permitiu uma grande
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redugdo no tempo total de andlise, totalizando 35 minutos para os quatro
compostos estudados.

O método desenvolvido mostrou ser prdtico, linear, exato, preciso,
seletivo, sensivel e robusto utilizando-se a injegdo direta de plasma bovino e

podendo ser utilizado para estudos farmacocinéticos enantiosseletivos.
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