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RESUMO

BOCATO, M. Z. Avaliacdo de técnicas miniaturizadas de preparacdo de
amostras em estudos estereosseletivos de biotransformacao e metabolismo

in vitro. 2016. 174 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As técnicas de extragdo miniaturizadas sdo atualmente muito empregadas em
diversos setores da quimica analitica por possuirem diversas vantagens, como por
exemplo, a capacidade de extrair analitos a niveis de tracos empregando
guantidades minimas ou nulas de solventes organicos, facilidade de automacéo e
em algumas delas, rapidez no procedimento de extracdo. Novas metodologias
com o intuito de produzir enantibmeros puros ou que possibilitem determinar o
perfil metabdlico estéreo- ou enantiosseletivo de farmacos comercializados como
racematos sdo também bem promissoras, principalmente pela escassez de
pesquisas cientificas neste ambito. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar as técnicas miniaturizadas de preparacdo de amostras,
microextracdo em fase sélida (SPME), microextracdo em fase liquida com
membranas porosas e ocas (HF-LPME) e microextracéo liquido-liquido dispersiva
(DLLME), na extracdo dos farmacos e seus metabdlitos: oxcarbazepina (OXC) e
tetrabenazina (TBZ) de matrizes complexas como 0 meio microssomal e meio de
cultura liquido, para posterior aplicacdo em estudos estereosseletivos de
metabolismo in vitro empregando microssomas hepatico de humanos (HLMs) e
biotransformagdo empregando fungos. Anteriormente aos estudos de
biotransformacdo e metabolismo in vitro, todos 0os métodos propostos foram
validados e os resultados corroboraram de acordo com os guiais oficiais.
Inicialmente foi desenvolvido um método para determinagdo simultanea da OXC e
os enantidmeros de seu metabdlito em meio de cultura empregando a eletroforese
capilar. A separacao foi realizada utilizando como eletrdlito de analise uma mistura
da B-ciclodextrina fosfatada (P-B-CD) 1% (m/v) como seletor quiral em solucéo
tamp4o tris-fosfato 10 mmol L™ pH 2,5. O comprimento efetivo do capilar foi 20 cm,
a tensdo aplicada foi de —20 kV e a temperatura de andlise foi de 15° C. Para esse
método, nenhuma técnica miniaturizada de preparacdo de amostra foi efetiva na
extragcdo desses analitos do meio de cultura. Portanto, optou-se por utilizar
extracdo liquido-liquido empregando metil-terc-butil éter como solvente extrator.
Os estudos de biotransformacé&o demonstraram enantiosseletividade na formagéo
da licarbazepina (LIC) a partir da OXC para duas espécies de fungos. A espécie
Glomerella cingulata (VA1), biotransformou com 100% de fragdo enantiomérica
(fe) o enantibmero (S)-(+)-LIC enquanto que a espécie Beuveria bassiana (ATCC
7159) metabolizou com fe de 79% o enantibmero (S)-(+)-LIC. Um outro método
empregando a eletroforese capilar também foi desenvolvido neste trabalho. Este
novo método foi empregado para a analise enantiosseletiva dos metabdlitos da
diHTBZ apds o procedimento de metabolismo in vitro empregando microssomas
hepéatico de humanos para o farmaco TBZ e também foi utilizado para analise dos
metabolitos diHTBZ apdés o procedimento de biotransformacdo da TBZ
empregando fungos. Neste método de EC foi utilizada como eletrdlito de analise a



carboximetil-B-ciclodextrina (CM-B-CD) 1% (m/v) como seletor quiral adicionada
em solugdo tampao tris-fosfato 80 mmol L™ pH 2,5. O comprimento efetivo do
capilar correspondeu a 20 cm e a tenséo aplicada foi de +15 kV. A temperatura de
analise foi de 15° C. Entre as técnicas miniaturizadas de preparacdo de amostras
avaliadas para extracdo destes metabdlitos diHTBZ tanto em meio microssomal
guanto em meio de cultura liquido, a DLLME foi escolhida. Para tanto, utilizando a
matriz de meio microssomal (para aplicagdo dos estudos de metabolismo in vitro
da TBZ) foi empregado 75 pL de diclorometano como solvente extrator e 150 pL
de acetona como solvente dispersor. Os estudos de metabolismo in vitro
demonstraram que o perfil cinético do metabolismo da TBZ corresponde a um
comportamento de inibicado pelo substrato e trata-se de um metabolismo diastereo-
e enantiosseletivo. Estes estudos também demonstraram que o0s enantibmeros
dos diastereoisomeros diHTBZ foram catalisados principalmente pela CYP2C19 e
o clearance predito sugere que o metabolismo pelo figado é a principal via para a
eliminagéo da TBZ. J&, nos estudos de biotransformagédo com fungos para a TBZ,
o0 método por CE foi utilizado e, assim como para 0 meio microssomal, as técnicas
de microextracdo foram avaliadas. Novamente, foi escolhida a técnica DLLME
como técnica de extracdo, e também foi utilizado 75 puL de diclorometano como
solvente extrator e 150 pL de acetona como solvente dispersor. Os estudos
preliminares de biotransformacdo da TBZ demonstraram diastereocisomerismo
para todos os fungos avaliados, e, adicionalmente, para algumas espécies de
fungos, houve também enantiosseletividade na formacédo dos isémeros. O fungo
Chaetomiun globusum (VR10) metabolizou ambos isbmeros da diHTBZ, sendo
gue a producado dos metabdlitos foi diastereosseletiva para a formacao majoritaria
do estereoisémero trans-diHTBZ e enantiosseletividade somente na producéo do
estereoisbmero cis-diHTBZ. As espécies Glomerella cingulata (VA1), Mucor rouxii,
e Beuveria bassiana (ATCC 7159), metabolizaram diastereoisomericamente e
também enantiosseletivamente ambos metabdlitos da diHTBZ, sendo que o fungo
da espécie Mucor rouxii apresentou um perfil de metabolizacdo bem interessante,
com a formagdo majoritaria dos enantibmeros (E1) dos diastereocisbmeros cis- e
trans- e formacdo majoritaria do metabdlito trans-diHTBZ. Os resultados
apresentados nesse trabalho demonstraram que somente a DLLME foi efetiva na
extragcdo da TBZ em meio microssomal e em meio de cultura. Para analitos com
caracteristicas bastante basicas, como € o caso da OXC, as demais técnicas de
microextracdo avaliadas n&o foram eficientes nas condicbes de analise
empregadas nesse estudo devido principalmente a dificuldade de manter estes
analitos na forma molecular. Porém, a importancia deste trabalho recai sobre os
resultados obtidos a partir da aplicagdo dos estudos estereosseletivos de
biotransformacdo com fungos de ambos os farmacos e, principalmente, nos
resultados obtidos do metabolismo in vitro da TBZ que corroboram com dados in
vivo da literatura e traz novas informacdes a respeito do metabolismo deste
farmaco.

Palavras-chave: Técnicas de microextracdo; Estudos enantiosseletivos de

metabolismo in vitro



ABSTRACT

BOCATO, M. Z. Evaluation of miniaturized sample preparation techniques in
enantioselective biotransformation and in vitro metabolism studies. 2016.
174 pages. PhD Thesis. Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirao Preto —
University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2016.

Nowadays miniaturized extraction techniques are widely used in many sectors of
analytical chemistry because they present several advantages such as: the ability
to extract analytes in levels of trace employing minimal or none amounts of organic
solvents; facility of automation and speed in the extraction procedure. New
methodologies with the aim of producing pure enantiomers of drugs marketed as
racemates are also very promising. In this context, this study aimed to evaluate the
miniaturized sample preparation techniques, Solid Phase Microextraction (SPME),
Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction (HF-LPME) and Dispersive Liquid-
Liquid Microextraction (DLLME) in extraction of drugs and their metabolites:
oxcarbazepine (OXC) and tetrabenazine (TBZ) from complex matrices such as
microsomal medium and liquid culture medium for subsequent application in
stereoselective in vitro metabolism using human liver microsomes (HLMs) and in
biotransformation studies employing fungi as catalytic agent. Prior to the
biotransformation and the in vitro metabolism studies, all the proposed methods
were validated and the results were in agreement with the official guidelines.
Initially, an enantioselective capillary electrophoresis method was developed for
the simultaneous determination of OXC and its metabolites in liquid culture
medium. The chiral separation was carried out using phosphated 3-cyclodextrin (P-
B-CD) 1% (w/v) as the chiral selector in tris-phosphate 10 mmol L™ pH 2.5 buffer
solution. The effective length of the capillary was 20 cm, the applied voltage was
-20 kV and the temperature of analysis was 15 °C. For this method, no
miniaturized sample preparation technique was effective in extracting these



analytes from the culture medium. Therefore, liquid-liquid extraction using methyl
tert-butyl ether as solvent extractor as employed. The biotransformation studies
showed enantioselectivity in the formation of licarbazepine (LIC) by two fungus
species. The specie Glomerella cingulata (VA1) biotransformed OXC with 100% of
enantiomeric fraction (EF) for the (S)-(+)-LIC enantiomer while the fungus Beuveria
bassiana (ATCC 7159) metabolized with EF of 79% for the (S)-(+)-LIC enantiomer.
Next, another method by capillary electrophoresis was also developed in this work.
This new method was employed for the enantioselective analysis of diHTBZ
metabolites after in vitro microsomal metabolism of the drug TBZ. Additionally, this
method was used to analyze the diHTBZ metabolites after TBZ biotransformation
by fungi. The chiral separation of diHTBZ metabolites was performed by using
carboxymethyl-B-cyclodextrin (CM-B-CD) 1% (w/v) as the chiral selector added to
tris-phosphate buffer solution 80 mmol L™ pH 2.5. The effective length of the
capillary was 20 cm and the applied voltage was +15 kV. The analysis temperature
was 15 °C. Among the miniaturized sample preparation technigues evaluated for
the extraction of diHTBZ metabolites from both matrices, human liver microsomal
and in liquid culture medium, DLLME showed to be the most adequate. Therefore,
using microsomal medium as matrix 75 pL dichloromethane as solvent extractor
and 150 pL acetone as disperser solvent was used. The in vitro metabolism of TBZ
showed a kinetic profile of inhibition by substrate and demonstrated a diastereo-
and enantioselective metabolism. These studies showed also that the enantiomers
of the diastereomers of the diHTBZ were catalyzed mainly by CYP2C19 and the
predicted clearance suggests that the metabolism by the liver is the major pathway
for the elimination of TBZ. For the last, for fungal biotransformation studies with
TBZ, 75 pL was used as extracting solvent of dichloromethane and 150 pL acetone
as solvent disperser for the DDLME procedure. Preliminary biotransformation
studies TBZ demonstrated a diastereoisomerism for all evaluated fungi, and
additionally for some species of fungi, showed enantioselectivity in the formation of
isomers. The fungus Chaetomiun globusum (VR10) metabolized both isomers of
diHTBZ, and the production of metabolites was diastereoselective with majority
formation of the trans-stereocisomer diHTBZ and enantioselectivity only in the
production of cis-stereocisomer diHTBZ. The species Glomerella cingulata (VAl),
Mucor rouxii, and Beuveria bassiana (ATCC 7159), metabolized diastereomerically
and also enantiosselectivelly both metabolites of diHTBZ. The fungus Mucor rouxii
showed an interesting biotransformation profile, with the majority training
enantiomers (E1) of cis- and trans- diastereocisomers and majority formation of
trans-diHTBZ metabolite. The results presented in this study showed that only
DLLME was effective in extracting the TBZ from microsomal and liquid culture
medium. For analytes with very basic features such as the OXC, the other
evaluated microextraction techniques were not effective under the conditions



employed in this study due mainly to the difficulty of keeping these analytes in the
molecular form.

Keywords:
studies.
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Efeito do tipo de solvente extrator na recuperacdo dos
enantibmeros da diHTBZ em meio microssomal. Volume da
matriz: 200 pL do meio microssomal, 800 uL de solucéo tampéao
fosfato pH 12, 500 mmol L. Solvente dispersor: acetona (100
uL) e 50 pL de cada solvente extrator. Extracdo em 25°C. E1 =
primeiro enantibmero a migrar, E2 = segundo enantidmero a
1011 = SR PP PPPPPPPPRPTR
Efeito do volume de solvente dispersor na recuperacdo dos
enantiomeros da diHTBZ em meio microssomal. Volume da
matriz: 200 pL do meio microssomal, 800 pL de solugéo tampéo
fosfato pH 12, 500 mmol L. Volume de solvente dispersor
varidvel e 50 pL de solvente extrator (diclorometano).
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Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 -

Figura 30 —

Figura 31 —

Temperatura de extracdo em 25°C. E1 = primeiro enantiomero
a migrar, E2 = segundo enantibmero a
MIGrar.....ccooeeeveeiiiiiieeeeeeennns

Efeito do volume de solvente extrator na recuperacdo dos
enantiomeros da diHTBZ em meio microssomal. Volume da
matriz: 200 pL do meio microssomal, 800 uL de solugéo tampéao
fosfato pH 12, 500 mmol L™, volume de solvente dispersor 150
UL e volume de solvente extrator variavel. Extragdo a 25°C. E1
= primeiro enantidmero a migrar, E2 = segundo enantibmero a
10110 = PP UPTPRTRRPPRP
A) Eletroferograma representativo da analise dos enantibmeros
do diHTBZ apds a otimizacdo da DLLME. Os picos 1) e 2)
representam os enantibmeros do padrao interno (PI); 3) e 4)
representam o0s enantibmeros trans-diHTBZ, 5) e 6)
representam os enantiomeros cis-diHTBZ. B) Eletroferograma
do branco de meio microssomal ap6s DLLME. Condi¢gBes de
analise descrita na Figura 23. Condi¢cdes de extracdo: solvente
extrator: diclorometano (75 ulL); solvente dispersor: acetona
(150uL); agitacdo no vortex por 10 s apos a formacédo do ponto

Efeito da variacdo da quantidade de proteinas na formacgéo da
diHTBZ. Concentracdes do rac-TBZ utilizadas nos graficos 6,15
MUM. 1) os gréaficos correspondentes a formagéo do enantibmero
trans-diHtBZ (E1), 2) ao enantibmero trans-diHTBZ (E2) e 3) ao
enantiomero cis-diHTBZ (E1). Temperatura de incubacédo 37°C,
pH do meio 7,4. Tempo de incubacdo 30 min. Equacdes das
retas estdo demonstradas abaixo de cada gréfico. Todos os
experimentos foram realizados em
triplicata............cccoeeeiiiiiiie

Efeito da variacdo do tempo de incubacdo na producédo de
diHTBZ. Concentracdo de rac-TBZ 6,15 pM. Temperatura de
incubacao 37°C, pH do meio 7,4. Concentracdo de proteinas
microssomais de 0,5 mg mL*. sendo 1) o gréfico
correspondente a formacgéo do enantibmero trans-diHtBZ (E1),
2) ao enantibmero trans-diHTBZ (E2) e 3) ao enantibmero cis-
diHTBZ (E1). Temperatura de incubacédo 37°C, pH do meio 7,4.
Tempo de incubagdo variavel. Equacdes das retas estéo
demonstradas abaixo de cada grafico. Todos 0s experimentos
foram realizados em
tHPHCALAL....cevie e
Perfil cinético das enzimas microssomais frente a rac-TBZ
obtido pelo monitoramento da formacédo da trans-diHTBZ (E1).
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Figura 32 -

Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

Figura 38 —

Figura 39 —

Gréfico de inibicdo pelo substrato e grafico de Eadie-Hofstee
(grafico menor). As condicbes de metabolismo foram descritas
na secao
B2 et aaaaaa e e
Perfil cinético das enzimas microssomais frente a rac-TBZ
obtido pelo monitoramento da formacao da trans-diHTBZ (E2).
Gréfico de inibicdo pelo substrato e grafico de Eadie-Hofstee
(grafico menor). As condicbes de metabolismo foram descritas
na segao
3 s
Perfil cinético das enzimas microssomais frente a rac-TBZ
obtido pelo monitoramento da formacédo da cis-diHTBZ (E1).
Gréfico de inibicdo pelo substrato e grafico de Eadie-Hofstee
(grafico menor). As condicBes de metabolismo foram descritas
na segao
RO PPPPPPPRPTPR

A) Eletroferograma representativo para andlise dos
enantibmeros dos metabolitos diHTBZ apds metabolismo da
TBZ por microssomas hepaticos de humanos. Pl = Padrédo
interno. 1) trans-diHTBZ(E1) 2) trans-diHTBZ(E2) e 3) cis-
diHTBZ(E1). B) Eletroferograma do branco de microssoma
humano. Condicbes de extracdo descrita na Figura 29.
Condicoes de andlise descrita na Figura

Efeito da inibicAo das principais isoformas da CYP com
inibidores quimicos seletivos sobre o metabolismo da TBZ,
monitorado pela formacdo de trans-diHTBZ (E1) em
microssomas hepético
AUMANOS. ... i e e ee e eneannnns
Efeito da inibicdo das principais isoformas da CYP com
inibidores quimicos seletivos sobre o metabolismo da TBZ,
monitorado pela formagdo de trans-diHTBZ (E2) em
microssomas hepatico
AUMEANOS. ... e
Efeito da inibicdo das principais isoformas da CYP com
inibidores quimicos seletivos sobre o metabolismo da TBZ,
monitorado pela formacgao de cis-diHTBZ (E1) em microssomas
hepéatico

AUMEBNOS. ...ttt
Enzimas envolvidas na rota de eliminagdo da TBZ pelo

Efeito do solvente dispersor na recuperacao dos enantibmeros
dos metabdlitos diIHTBZ em meio de cultura liquido Czapek.
Temperatura de extragcdo 25°C. Volume da matrizz 1 mL do
meio de cultura e 1 mL de solucdo tampé&o fosfato 500 mmol L*
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Figura 40 -

Figura 41 —

Figura 42 —

Figura 43 -

Figura 44 -

(pH 7,0). 50 pyL de solvente extrator cloroférmio e 200 pL de
cada solvente dispersor. n =3. E1 = primeiro enantibmero a
eluir, E2 = segundo enantibmero a

Efeito do solvente extrator na recuperacdo dos enantibmeros
dos metabodlitos diHTBZ em meio cultura liquido Czapek.
Volume da matrizz 1 mL de meio de cultura, 1 mL de solug&o
tampdo fosfato 500 mmol L™* (pH 7,0), 200 pL de solvente
dispersor acetona e 50 puL de cada solvente extrator. Extracéo
em 25°C. n = 3. E1 = primeiro enantibmero a eluir, E2 =
segundo enantidmero a eluir...

Efeito do volume de solvente dispersor na recuperacdo dos
enantibmeros dos metabolitos da diHTBZ em meio cultura
liquido Czapek. Volume da matriz: meio de cultura 1 mL e 1 mL
de solucdo tampé&o fosfato 500 mmol L™ (pH 7,0). Volume de
solvente dispersor variavel e 50 pL de solvente extrator
(diclorometano). Temperatura de extracdo a 25°C, n = 3. E1 =
primeiro enantibmero a eluir, E2 = segundo enantibmero a
eluir...

Efeito do volume de solvente extrator na recuperacdo dos
enantibmeros dos metabolitos diHTBZ em meio cultura de
cultura liquido Czapek. Volume da matriz: meio de cultura 1 mL
crescido de 1 mL de solugéo tamp&o fosfato 500 mmol L™ (pH
7,0) volume de solvente dispersor 150 uL e volume de solvente
extrator variavel. Extragdo a 25°C. n = 3. E1 = primeiro
enantibmero a eluir, E2 = segundo enantibmero a

Efeito da concentracdo da solugdo tampao na recuperagéao dos
enantibmeros dos metabdlitos diHTBZ em meio cultura de
cultura liquido Czapek. Volume da matriz: meio de cultura 1 mL
crescido de 1 mL de solucdo tampao, concentracdo variavel
(mmol L em pH 7,0) volume de solvente dispersor 150 pL e
volume de solvente extrator variavel. Extracdo a 25°C. n = 3. E1

Efeito do pH da solucdo tamp&o na recuperacdo dos
enantiomeros dos metabolitos diHTBZ em meio cultura de
cultura liquido Czapek. Volume da matriz: meio de cultura 1 mL
crescido de 1 mL de solucdo tampéao, concentracdo 250 mmol
L* em pH variavel. Volume de solvente dispersor 150 uL e
volume de solvente extrator variavel. Extracdo a 25°C. n = 3. E1
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Figura 45 -

Figura 46 —

Figura 47 -

Figura 48 —

A) Eletroferograma representativo para andlise dos
enantiobmeros da diHTBZ apds a otimizacdo do procedimento
de DLLME em meio de cultura liquido Czapek. Condicdes de
anédlise: solucdo tampao tris-fosfato (pH 2,5) 80 mmol L™
contendo CM-B-CD 1% (m/v) e 20 cm de comprimento efetivo
do capilar. A temperatura e tensdo capilar foram mantidas
constantes a +15 kV e 15°C, respectivamente. As amostras
foram injetadas por injecdo hidrodinAmica aplicando uma
pressédo de 0,5 psi por x8 segundos.(1) e (2) Enantidbmeros do
P.l. (3) trans-diHTBZ(El); (4) trans-diHTBZ(E2); (5) cis-
diHTBZ(E1) e (6) cis-diHTBZ(EZ2). B) Branco do meio de cultura
Czapek nas mesmas condicdes eletroforéticas............ccceeeeeeennn.
Eletroferograma representativo apdés a biotransformacdo da
TBZ com o fungo Cunninghamella elegans (ATCC 8688A) apo6s
240 h de incubacédo. (A) Eletroferograma representativo no
tempo 240 hs de incubacao (B) Eletroferograma representativo
do meio Czapek (controle) incubado com a espécie do fungo
também no tempo 240 hs mostrando que o fungo nao produziu
nenhum metabdlito secundario no mesmo tempo de migracao
dos analitos (1) trans-diHTBZ(E1); (2) trans-diHTBZ(E?2); (3) cis-
diHTBZ(E1) e (4) CiS-dIHTBZ(E2).......ccctieiiiiiiiiiieiiieee e
Eletroferograma representativo apdés a biotransformacdo da
TBZ com o fungo Chaetomiun globosum (VR10) apds 240 h de
incubacao. (A) Eletroferograma representativo no tempo 240 hs
de incubacdo (B) Eletroferograma representativo do meio
Czapek (controle) incubado com a espécie do fungo também no
tempo 240 hs mostrando que o fungo ndo produziu nenhum
metabdlito secundario no mesmo tempo de migracdo dos
analitos (1) trans-diHTBZ(E1l); (2) trans-diHTBZ(E2); (3) cis-
diHTBZ(E1) e 4) cis-
AIHTBZ(E2).....uvviiiieiiiiieiieeeeee i

Eletroferograma representativo apés a biotransformacdo da
TBZ com o fungo Beuveria bassiana (ATCC 7159) apos 240 h
de incubacao. (A) Eletroferograma representativo no tempo 240
hs de incubacdo (B) Eletroferograma representativo do meio
Czapek (controle) incubado com a espécie do fungo também no
tempo 240 hs mostrando que o fungo n&o produziu nenhum
metabdlito secundario no mesmo tempo de migracdo dos
analitos (1) trans-diHTBZ(E1); (2) trans-diHTBZ(E2) e (3) cis-
diHTBZ(E1). Os outros picos de possiveis metabdlitos ou
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Figura 49 -

componentes enddégenos nao foram
identificados..........cccceeeeennn.

Eletroferograma representativo apdés a biotransformacdo da
TBZ com o fungo Mucor rouxii apés 240 h de incubacdo. (A)
Eletroferograma representativo no tempo 240 hs de incubagao
(B) Eletroferograma representativo do meio Czapek (controle)
incubado com a espécie do fungo também no tempo 240 hs
mostrando que o fungo n&do produziu nenhum metabdlito
secundario no mesmo tempo de migracdo dos analitos (1)
trans-diHTBZ(E1); (2) trans-diHTBZ(E2); (3) cis-diHTBZ(E1) e
4) cis-
AIHTBZ(E2).. ..ttt
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ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATCC “American Type Culture Collection”

CA Concentracdo alta

CB Concentracao baixa

CcBz Carbamazepina

CD Ciclodextrina

CFs Cromatografia de fluido supercritico

CG Cromatografia gasosa

CLAE Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia
C, Clearance in vivo

Cn Clearance hepéatico

Clint Clearance intrinseco

CM Concentracdo média

CYP Citocromo

d.i. Diametro interno

DIHTBZ Di idroxitetrabenazina

DLLME Microextracao liquido-liquido dispersiva
DP Desvio padrao

DPR Desvio padrao relativo

E Taxa de extragdo hepatica

EC Eletroforese capilar

ECC Eletrocromatografia capilar

Fe Fracdo enantiomérica

EM Espectrometria de massas

EMA “European Medice Agency”

ER Erro relativo

FDA “Food and Drug Administration”

FEQ Fase estacionaria quiral

Fivre Fracdo de proteinas nao ligadas

fumic Frac&o livre do substrato na incubagdo microssomal

fup Frac&o livre do substrato no plasma



GST Glutationa S-transferase

HF-LPME Microextracéo liquida empregando membranas cilindricas ocas

HLMs Microssomas hepatico de humanos

ICs Medida da inibi¢cdo do substrato

Ki Constante de dissociacdo no equilibrio para a ligacdo do substrato no sitio

inibitério da enzima

Km Constante de Michaelis-Menten

Ks Constante de associacéo

LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
LIC Licarbazepina

LLE Extracado Liquido-liquido
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M Média da concentracéo

NADP nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NAT N-acetil transferase
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PDA Potato Dextrose Agar
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PDMS-DVB Polidimetilsiloxano-divinilbenzeno
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P.l. Padréo interno

PKa - log da constante de acidez

Rs Resolucéo

[S] Concentracdo do substrato

SPE Extracdo em fase solida

SPME Microextrac@o em fase solida

ST Sulfotransferase
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tr Tempo de retencéo
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VMAT2 Transportador vesicular monoamina
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CAPITULO 1

Revisdo Bibliografica

1. PREPARAGAO DE AMOSTRAS

Dentre as inumeras técnicas de analises instrumentais existentes
atualmente, poucas oferecem a possibilidade de insercdo das matrizes que
contém os analitos de interesse diretamente no equipamento. Isso se deve ao
fato da maioria das matrizes possuirem outros compostos que podem
ocasionar danos as colunas cromatograficas, capilares, detectores e demais
partes dos instrumentos analiticos. Como exemplo, a andlise de farmacos e
metabolitos provenientes de matrizes biolégicas requer cuidados especiais
para que a instrumentacdo analitica ndo seja deteriorada. Dessa forma, antes
de inserir a amostra no equipamento de analise, empregam-se técnicas de
preparacdo de amostras para que haja a redugcdo ou eliminacdo de
componentes enddgenos, tais como proteinas, sais, gorduras ou outros
compostos.

Ha muitos anos, técnicas convencionais, como a extragao liquido-liquido
(LLE) e a extracao por fase solida (SPE) tém sido extensivamente empregadas.
Entretanto, com as tendéncias atuais de reducdo de solventes orgéanicos
responsaveis por desequilibrios ambientais e também devido ao crescente
interesse por técnicas passiveis de automacdo, algumas técnicas
miniaturizadas de preparacéo de amostras vem sendo desenvolvidas (OCANA-

GONZALEZ et al., 2016).




1.1. TECNICAS MINIATURIZADAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

As técnicas de preparacdo de amostras miniaturizadas vém sendo
empregadas com o intuito de reduzir o tempo de trabalho envolvido e o
consumo de solventes organicos no processo de extracdo. Neste contexto,
podemos citar trés das inUmeras possibilidades de miniaturizacdo de técnicas
de preparacdo de amostras, as quais foram escolhidas para avaliacdo e
realizacdo deste projeto: a microextracdo em fase solida (SPME), a
microextracdo em fase liquida empregando membranas cilindricas ocas (HF-
LPME) e a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME). Estas trés
técnicas foram escolhidas por serem bem distintas e por serem capazes de
extrair os analitos de interesse empregando uma minima quantidade ou
nenhuma quantidade de solvente organico, obtendo-se elevados valores de
fator de enriquecimento. Dessa forma, avalia-las empregando matrizes
complexas que contém analitos e seus respectivos metabdlitos pbode
proporcionar a este trabalho uma discussédo mais detalhada em termos de
eficiéncia de uma técnica de microextragdo em relagdo as caracteristicas fisico-
guimicas dos analitos de interesse e da complexidade da matriz. Além disso,
estas técnicas estdo sendo utilizadas em todos os setores da quimica analitica:
analises ambientais, analises clinicas e biol6gicas, analises forenses e andlises

de alimentos (DE OLIVEIRA et al., 2008).

1.1.1. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)
Introduzida no inicio de 1990, a SPME vem sendo evolutivamente muito

empregada como técnica de extracdo, devido, principalmente, a sua




capacidade de limpeza da amostra e ndo empregar nenhum solvente organico
no processo de extracdo e normalmente apresentar um tempo relativamente
curto no processo quando empregamos dispositivos capazes de extrair varias
amostras ao mesmo tempo. E uma técnica ndo-exaustiva, , portatil, apresenta
uma grande variedade de polimeros extratores comercializados e com bom
custo-beneficio, além de facil automacédo quando acoplada a cromatografia
gasosa (CG) (SOUZA-SILVA et al., 2015).

Em SPME, a fase extratora corresponde a polimeros fabricados a partir
de diversos tipos de compostos cujas caracteristicas variam desde apolares a
polares e que poderdo ter afinidade por diversos analitos de propriedades
fisico-quimicas distintas. Estes polimeros, na SPME, existem atualmente em
diversas configuragcbes como as configuracdes em fibras “fibers” que existem
no formato suportado por um dispositivo de ago inoxidavel e silica fundida ou
em formatos de agulhas hipodérmicas, “in-tip”, que correspondem a filmes
poliméricos recobrindo hélices; “in tube” (fases poliméricas preenchendo
internamente capilares), “thin-film” (filme fino, que recobrem frascos ou
quaisquer outros recipientes onde conterdo as amostras) e “disk or
membranes” (membranas ou discos recobertos por filmes poliméricos), (Figura
1), sendo passiveis de automacdo ou ndo (PAWLISZYN; PEDERSEN-

BJERGAARD, 2006).




t*( )\; \( ] '\,7 Filme polimérico T ?
|
__ Filme polimérico L X 0
. . ____Filme polimérico )
—=  « — |
‘ "ntin® "Fibers"
"Thin-film" ‘ n-up
Filme polimérico
| Filme polimérico ’
{ 3 Amostra
"Membrane" ¥ -
In tube

Figura 1 — Tipos de configuracdes das fibras empregadas em SPME. Fonte: Adaptado de Pawliszyn e
Pedersen-Bjergaard, 2006.

Dentre as caracteristicas da SPME se apresenta o fato de ser uma
técnica ndo-exaustiva de extracdo o que a difere dos métodos convencionais
como a SPE. A técnica se estabelece pelo principio de equilibrio de
particdo/adsorcdo entre os analitos presentes na matriz e na fibra. Por
conseguinte, uma segunda etapa esta envolvida na SPME, a dessorcao. Nessa
etapa os analitos presentes na fibra extratora sdo transferidos para um
recipiente (vial) contendo alguns microlitros da fase movel ou outro solvente
adequado quando a analise é feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ou eletroforese capilar (EC), ou entdo, sado termicamente removidos
quando os analitos sado analisados por CG (KUDLEJOVA; RISTICEVIC;
VUCKOVIC, 2012).

A SPME é uma técnica muito verséatil, aplicada a analise de compostos
volateis e ndo-volateis. Além disso, a SPME pode ser feita por imersao direta
ou por “headspace”. No caso de analitos volateis utiliza-se a técnica no modo
denominado de “headspace”, onde a fibra é inserida no frasco contendo a
amostra, porém nao entra em contato direto com a matriz. Nesse caso o frasco
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com a amostra é aquecido, os analitos de interesse sdo volatilizados e




extraidos pela fibra. Por outro lado, em caso de analitos ndo-volateis, as fibras
séo inseridas no frasco da amostra e entram diretamente em contato com a
matriz (imersdo direta) e assim a extracdo tem inicio (KUDLEJOVA;
RISTICEVIC; VUCKOVIC, 2012).

O processo de extracdo por SPME ocorre por adsorcdo/particdo e é
governado pela polaridade dos analitos. Portanto, polimeros polares terédo
maior afinidade em extrair analitos polares e polimeros apolares terdo maior
facilidade de extrair os analitos com caracteristicas mais apolares. Outra
caracteristica peculiar da SPME € o fato da possibilidade de suas fibras serem
reutilizaveis, melhorando, dessa forma, o0 custo-beneficio do método
(RISTECEVIC et al.,, 2010). Porém, uma desvantagem na reutilizacdo das
fibras € o efeito de memdria (carryover) que pode ser detectado neste tipo de
extragcao e, portanto, deve ser considerado no processo de otimizacao.

A extracdo dos analitos de interesse empregando a SPME pode ser
otimizada através da avaliagdo de diversos parametros, como por exemplo, 0
tipo de polimero empregado; o tempo de extracdo; a agitagdo da amostra; o
volume de amostra empregado; o pH e a forga iGnica da amostra; a
temperatura de extragdo e também o solvente empregado na etapa de
dessorcdo (RISTECEVIC et al., 2010). Aqui, estdo descritos os parametros de
otimizacdo comuns ao emprego da SPME tanto por CG e CLAE, enfatizando o
uso por CLAE, uma vez que é relativo a este trabalho.

O tipo de polimero das fibras extratoras que serd empregado no
procedimento de extracdo deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas
similares as do analito. Como exemplos, as fibras comercializadas pela

Supelco possuem fases extratoras a base de polimeros de polidimetilsiloxano




(PDMS), polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB), octadecilsilixano
(C18), poliacrilato (PA), entre outras.

O tempo de extracdo corresponde ao tempo 6timo em que os analitos
atingem o valor maximo de recuperacao; quando o equilibrio entre o analito na
matriz e no polimero extrator é atingido. Entretanto, diversos fatores podem
afetar este processo de equilibrio, tais como: espessura da fibra utilizada,
coeficiente de difusdo do soluto, agitacdo e temperatura do sistema (SOUZA-
SILVA et al., 2015).

A agitacdo do sistema promove um aumento na velocidade de
transferéncia de massa da amostra para o polimero extrator, fazendo com que
o0 analito atinja o equilibrio mais rapidamente, e, portanto, promove uma
diminuicdo do tempo de extracdo, além disso, a agitacdo tem a finalidade de
diminuir a barreira estatica formada pelos analitos e a fibra (KUDLEJOVA,
RISTICEVIC; VUCKOVIC, 2012).

O pH da amostra devera ser avaliado devido a dois fatores: a
compatibilidade do pH empregado com o tipo de fibra utilizado (uma vez que o
emprego das fibras em valores de pHs n&do adequados pode provocar a
degradacdo das mesmas) e também devido as caracteristicas dos analitos
naquela condigdo, pois os analitos devem estar na sua forma neutra para que
sejam eficientemente extraidos por SPME. Portanto, o conhecimento do valor
do pKa de acidos ou bases ionizdveis € muito importante nessa técnica de
preparacao de amostras.

A forca ibnica também influencia na extracdo dos analitos, pelo efeito
“salting out”. Nesse caso os analitos se tornam mais “disponiveis” no meio da

matriz para serem extraidos pela fibra quando um eletrdlito € adicionado. Esse




aumento na disponibilidade do analito ocorre porque as moléculas de agua que
estdo solvatando os analitos passardo a solvatar o eletrdlito adicionado
(KUDLEJOVA; RISTICEVIC; VUCKOVIC, 2012) “liberando” assim os analitos
para serem extraidos pelo polimero da SPME. Entretanto, um aumento muito
significativo na concentracdo do eletrdlito na matriz pode provocar uma
diminuicdo da extracdo devido um aumento na viscosidade do sistema e
também devido a formacdo de uma camada i6nica ao redor do analito devido
saturacéo do sistema (PSILLAKIS; KALOGERAKISI, 2003).

Por fim, um parametro menos avaliado no caso de SPME para analitos
nao-volateis é a temperatura de extracdo. A temperatura influencia na extracao
aumentando a velocidade com que o sistema atinge o equilibrio de extracao.
Em contrapartida, um aumento da temperatura também pode diminuir a
constante de distribuicdo do analito entre a matriz e o polimero pois havendo
um aumento de entropia pode acarretar em movimentos caoéticos prejudiciais a
transferéncia de massa dos analitos (RISTICEVIC et al., 2010).

A segunda etapa da SPME corresponde a etapa de dessorcdo. Nessa
etapa pode ser otimizado o tempo de dessor¢cédo, o solvente empregado no
procedimento da dessorcdo e o efeito memdria (carryover). O solvente
empregado no procedimento de dessorcéo dos analitos ndo deve degradar a
fibra, deve ter polaridade suficiente para liberar os analitos da fibra, além de ser
compativel com o sistema de andlise. Quando possivel, a dessor¢ao deve ser
feita na fase mével para posterior injecdo do extrato diretamente no sistema
cromatografico. O tempo de dessorcdo também deve ser otimizado. Ele
corresponde ao tempo necessario para a solubilizacdo do analito e, portanto,

sua completa liberacdo do polimero extrator.




Por dltimo e ndo menos importante, o efeito memoria deve ser
considerado e otimizado. Uma vez que as fibras sao reutilizaveis é preciso
garantir que todo analito retido na fibra no procedimento de extracao tenha se
liberado no processo de dessorcdo. Dessa forma, ha uma diminuicdo dos erros
causados por possiveis residuos de analitos que ndo se desprenderam nesta
etapa. Portanto, recomenda-se, se necessario, procedimentos de lavagem
entre cada extragao.

E importante destacar que a etapa da dessor¢do por SPME-CLAE pode
ocorrer de dois modos distintos: o0 modo online e o offline. No modo “on-line” ha
uma interface ou moddulo junto ao sistema cromatografico. Neste modo, ao
analitos sdo dessorvidos diretamente no equipamento e em seguida, a analise
€ realizada. Por outro lado, no modo “off-line”, a dessorcéo é realizada fora do
equipamento de analise em um frasco contendo alguns microlitros de um
solvente apropriado o qual é posteriormente recolhido com uma microsseringa

e analisado (KUDLEJOVA, RISTICEVIC; VUCKOVIC, 2012).

1.1.2. MICROEXTRAGAO EM FASE LIiQUIDA EMPREGANDO MEMBRANAS
CILINDRICAS OCAS (HF-LPME)

A microextracdo em fase liqguida empregando membranas cilindricas
ocas (HF-LPME) surgiu poucos anos apés a SPME. Mais especificamente, foi
introduzida em 1999 quando Pedersen-Bjergaard e Rasmussen empregaram
no processo de extracdo membranas capilares ocas, porosas e hidrofébicas
(geralmente constituidas de polipropileno variando em diametro interno,

espessura e tamanhos de poros) em uma configuragao em “U” suportadas por
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microsseringas em  suas extremidades (PEDERSEN-BJERGAARD;
RASMUSSEN, 1999). Esta microtécnica surgiu com o intuito de solucionar
problemas relacionados a grande quantidade de solventes organicos
empregados em LLE e também evitar problemas relacionados ao efeito
memoadria no emprego da SPME. O baixo custo das membranas utilizadas
proporciona que, nesta técnica, as membranas sejam descartadas a cada
extracdo, evitando assim o efeito memodria.

A HF-LPME pode ser empregada em dois modos: no modo duas fases
ou no modo trés fases. A escolha entre esses modos se dara dependendo da
caracteristica fisico-quimica do analito a ser extraido. O modo de trés fases é
empregado geralmente para analitos ionizaveis (acidos ou bases) com log P
superiores a 1,5; ja, o modo de duas fases é recomendado para analitos nao-
ilonizados e apolares (DE OLIVEIRA et al., 2008; LEE et al., 2008).

Para entender melhor a diferenca entre esses modos de extracdo, 0s
conceitos de fase doadora e fase aceptora devem estar bem definidos. A fase
denominada doadora em HF-LPME corresponde a fase onde os analitos estéo
presentes. A fase aceptora corresponde a fase interna presente no limen da
fibra que tem a funcdo de reter os analitos; esta fase podera ser aquosa ou
organica, dependendo do modo utilizado.

No modo duas fases, o analito é extraido da fase doadora para o limen
da membrana contendo um solvente orgéanico imiscivel em agua. A extracao
ocorrera por difusdo de modo que o analito deve estar na forma neutra. Este

mesmo solvente orgénico presente no limen da membrana é também

imobilizado nos poros da membrana. Neste sistema de duas fases, o solvente
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organico da fase aceptora, se compativel, podera ser diretamente injetado nos
equipamentos de EC, CLAE ou CG (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

No modo trés fases, tanto a fase aceptora quanto a fase doadora séo
aguosas. A fase organica imiscivel em agua é aqui empregada nos poros da
membrana com o intuito de formar uma barreira para que a fase aceptora e a
doadora ndo entrem em contato entre si. Além disso, o analito também devera
ter polaridade compativel com o solvente organico para que sua difusdo seja
facilitada da fase doadora para a aceptora. Neste sistema, os analitos devem
ser ionizaveis, e poderao ter carater 4cido ou basico. No caso de analitos de
carater basico, o pH da fase doadora deve ser ajustado para a faixa alcalina de
modo que eles permanecam neutros e sejam facilmente atraidos pela fase
organica impregnada nos poros da membrana. Porém, a fase aceptora
(presente no lumen da membrana) deverd ter carater acido para que la, os
analitos sejam protonados e impedidos de retornar para o solvente organico.
No caso de analitos acidos, a fase doadora devera ser acida e a fase aceptora
alcalina (RASMUSSEN; PEDDERSEN-BJERGARRD, 2004, DE OLIVEIRA et
al., 2008). O volume de solventes organicos na HF-LPME é baixo e varia de
acordo com as dimensdes da fibra. Dentre as caracteristicas destes solventes
organicos podemos destacar: i) devem ser imisciveis em agua para que ndo se
dispersem no meio; ii) devem ser pouco volateis para que nao haja perdas
durante o procedimento da extracdo e, iii) devem ser compativeis com a
membrana e os analitos de interesse devem ser solluveis nele. Os solventes
mais empregados, geralmente, sdo: 1-octanol, éter n-hexilico, acetato de

dodecila e tolueno (DE OLIVEIRA et al., 2008).
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A HF-LPME geralmente é empregada para analitos com carater mais
apolar, sendo que os analitos polares apresentam tendéncia de permanecer na
fase doadora. Porém, para sanar este problema, analitos polares podem ser
extraidos com o emprego de carreadores com carater relativamente
hidrofébico, mas que possua solubilidade aceitavel na fase doadora ou pela
aplicacdo de uma diferenca de potencial (extracdo por eletromembrana). Os
carreadores terdo a funcdo de formar par-ibnico com o analito de interesse,
diminuindo sua polaridade e aumentando a sua afinidade para a fase organica
presente nos poros da membrana e, portanto, favorecendo a extracéo
(RASMUSSEN; PEDERSON-BJERGAARD, 2004). J4& o emprego da
eletromembrana tem como principio a migracao de compostos carregados para
0 solvente durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial adequada. O
solvente deve possuir uma polaridade adequada de forma que ele atinja uma
condutividade elétrica suficiente para atrair os analitos (DE ALBUQUERQUE;
BORTOLETO; DE OLIVEIRA, 2013).

A configuragdo da HF-LPME descrita por Rasmussen e Pedersen-
Bjergaard com o formato em “U” suportadas por microsseringas foi adaptada,
anos mais tarde, por Magalhdes e Bonato (2008), que desenvolveram um
sistema na qual a membrana é suportada por duas ponteiras de biologia
molecular onde a fase aceptora € introduzida e retirada do interior do I[imen da
fibra com o auxilio de uma microsseringa. Esse sistema permitiu a extracéo de
diversas amostras a0 mesmo tempo pois ndo era mais necessario o uso de
pares de microsseringas na extracdo. Devido a facilidade e agilidade do
processo, a configuragcdo empregada neste trabalho foi baseada nos trabalhos

de Magalhaes e Bonato, 2008.
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Figura 2 — Sistema empregado em nossos estudos e baseado na configuracdo desenvolvido por
Magalhdes e Bonato, 2008. Foto tirada em nosso laboratério de pesquisa no Departamento de Quimica
da FFCLRP-USP

Outros parametros, além das caracteristicas fisico-quimicas do analito,
devem ser levados em consideracdo no processo de extracdo por HF-LPME,
por exemplo: pH da fase doadora, forga idnica, tipo e dimensdes da membrana
de polipropileno, tempo de extracdo, temperatura e agitacdo do sistema.

Os parametros forca ibnica, temperatura, tempo de extracdo, agitacdo
do sistema e o pH da fase doadora seguem 0 mesmo raciocinio que 0S
descritos na SPME. Porém, a otimizagdo das dimensdes da fibra podera
influenciar na seletividade no processo de extracédo, uma vez que membranas
com poros maiores tendem a facilitar a passagem de outras moléculas que
tenham afinidade pela fase aceptora para o dentro do limen da fibra e provocar
possiveis interferéncias nas andlises cromatogréficas/eletroforéticas. Além
disso, o0 aumento no comprimento da fibra leva a um aumento no tempo de

extracdo (PSILLAKIS, KALOGERAKISIN, 2003).

1.1.3. MICROEXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA (DLLME)
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A Ultima técnica de microextragdo que serd aqui discutida é a
Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME). Desenvolvida em 2006 por
Rezaee e colaboradores, pode ser considerada uma miniaturizacdo da
extracdo liquido-liquido convencional. A DLLME € uma técnica muito simples,
sendo a de maior facilidade no manuseio, entre as técnicas ja discutidas
anteriormente; apresenta excelente custo-beneficio e € acessivel a qualquer
laboratério analitico. Além disso, é uma técnica muito versétil, pois sua
condicdo para a extracdo do analito de interesse da matriz € que o analito
apresente solubilidade na fase organica empregada e esteja na sua forma
neutra. Para o emprego desta técnica sdo necessarios poucos microlitros de
solventes comuns em laboratério como os solventes clorados (diclorometano,
dicloroetano e cloroférmio) sendo esses 0s solventes mais utilizados como
extratores e também demais solventes organicos como: a acetona, acetonitrila,
etanol, metanol e isopropanol que s&o empregados como solventes
dispersantes, além também de uma microsseringa e uma centrifuga.

No procedimento de DLLME faz-se a inje¢do (com o uso de uma
microsseringa) de poucos microlitros de uma mistura de um solvente organico
extrator imiscivel na matriz aquosa e outro solvente organico de solubilidade
mista (solavel tanto na matriz aquosa quanto no solvente extrator) e que tenha
a capacidade de dispersar este solvente extrator na matriz que estéa presente
em um tubo de ensaio cbnico; sendo assim, denominado de solvente
dispersante. Este volume de solventes é rapidamente injetado nessa amostra
aquosa formando goticulas do solvente de extracdo dispersos nessa matriz, o
que deixa a amostra turva (fendbmeno conhecido como “ponto nuvem”). Este

processo causa um aumento da area superficial entre o solvente extrator e a
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matriz fazendo com que o equilibrio seja alcancado rapidamente, possibilitando
assim, uma extracdo eficiente do analito (REZAEE et al., 2006). Numa etapa
posterior, centrifuga-se o tubo de ensaio, o que leva a sedimentacédo da fase
extratora a qual é posteriormente coletada e analisada (REZAEE et al., 2010).

As vantagens dessa técnica consistem no baixo consumo de solventes
organicos, o rapido tempo de extracao e boa recuperacao dos analitos.

Entre os parametros que podem ser avaliados na DLLME para
otimizacdo do processo de extragcdo, 0s mais importantes sao: tipos de
solventes extratores e dispersantes, quantidades de solventes extratores e
dispersantes, tempo de agitacdo (no caso de DLLME assistida), pH e volume
da amostra.

O solvente extrator deve possuir um valor de densidade maior que o da
agua, pois assim € possivel manter os analitos extraidos na fase sedimentada
e coleta-los facilmente apds o processo de centrifugacdo, além disso, deve ser
capaz de extrair os analitos de interesse e serem insolluveis em agua (REZAEE
et al., 2006). Por outro lado, o solvente dispersante deve ser tanto soltvel no
solvente extrator como também na fase aquosa a fim de possibilitar a
transferéncia dos analitos para a fase organica.

Existe também um volume “6timo” da mistura entre o solvente extrator e
o dispersante, portanto, a mistura em volumes desses solventes deve ser
considerada. Seus volumes implicardao diretamente na recuperacdo dos
analitos de interesse. Volumes muito grandes de solvente extrator, se
comparado ao volume de solvente dispersante, pode prejudicar a formagao do
ponto nuvem e, consequentemente, a recuperacdo dos analitos. Da mesma

forma, volumes muito grandes de solvente dispersante leva a um prejuizo na
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solubilidade dos analitos na fase extratora, prejudicando e diminuindo a
extracdo (REZAEE et al., 2010).

Teoricamente, apenas 0 processo de dispersdo ocasionado pelo ponto
nuvem seria suficientemente necessario para promover uma boa recuperacao
dos analitos de interesse da matriz. Entretanto, estudos demonstraram que a
agitacdo do sistema (DLLME assistida), pode promover uma melhor
recuperacdo dos analitos. Atualmente, existem muitos tipos de DLLME
assistida, porém, somente enfatizaremos a DLLME assistida por vortex pois foi
o tipo empregada neste estudo. Assim, a agitacao do tubo de extracdo em em
um agitador to tipo voértex por alguns segundos logo apds a formacédo do ponto
nuvem, pode aumentar a recuperacao dos analitos devido a uma melhora na

transferéncia de massa da fase aquosa para organica.

2.  FARMACOS QUIRAIS

Farmacos quirais sdo produtos com propriedades terapéuticas que
apresentam um ou mais centros, eixos ou planos de assimetria, originando
compostos que sdo denominados enantibmeros. Estes, por sua vez, s&o
compostos que partilham de propriedades termodinamicas similares, tais como:
indice de refracdo, ponto de fusdo, ponto de ebulicdo e solubilidade e que
diferem quanto a sua estrutura tridimensional (sdo imagens especulares e nao-
sobreponiveis entre si) e com a interagdo com uma luz plano-polarizada
(CREMASCO, 2013). Estas diferengas estruturais ou de interagdo, na maioria
das vezes, sdo muito significativas, conferindo a um Unico enantibmero a
atividade biolégica desejada enquanto que a sua imagem especular podera ser

inativa, de menor atividade, apresentar efeitos colaterais indesejados ou até
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mesmo elevada toxicidade (REMKO; REMKOVA; BROER, 2016). Como
consequéncia, os enantiomeros de um farmaco podem demonstrar diferencas
na atividade farmacoldgica, tanto ao que se refere a sua farmacocinética
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do) ou a sua farmacodinamica
(interacdo com os sitios alvos de acao). Dessa forma, € de grande importancia
estudos individuais dos enantidmeros de um farmaco antes que este seja
comercializado para que seja assegurado que as possiveis diferencas de suas
propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas estejam caracterizadas e bem
estabelecidas (NATARAJAN; BASAK, 2011).

Entretanto, no Brasil, ainda ndo ha exigéncias de 0rgaos
regulamentadores como a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria)
guanto aos estudos relacionados aos enantibmeros individuais de um farmaco.
Em outros paises ha uma grande preocupac¢do de érgdos regulamentadores no
controle de qualidade de farmacos quirais. O FDA (“Food and Drug
Administration”), por exemplo, exige estudos completos quanto ao perfil
farmacoldgico e farmacocinético de enantidmeros individuais na concessao de
novas patentes de misturas racémicas desde meados de 1995. Nos EUA,
esses estudos sdo muito importantes pois de 10 farmacos comercializados, 6
correspondem a enantibmeros puros, 2 aquirais e somente 2 s&o
comercializados como racematos (CREMASCO, 2013). Porém, estudar os
enantibmeros individuais e suas propriedades farmacocinéticas exige técnicas
analiticas de separacdo e quantificacdo de racematos que sejam eficientes
e/ou também procedimentos complexos de sinteses organicas de
enantibmeros puros, o que torna o0s estudos estereosseletivos altamente

complexos e de alto custo (BARREIRO; FRAGA, 2008).
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2.1. FARMACOS SELECIONADOS PARA O PROJETO
2.1.1. OXCARBAZEPINA

Um dos farmacos selecionados para este projeto foi a Oxcarbazepina
(OXC) (Figura 3 A). A OXC é um medicamento aquiral empregado para o
tratamento de convulsGes ocasionadas por diversos fatores (LLOYD, 1994).
Este farmaco € um analogo da carbamazepina (CBZ), diferindo apenas no
grupo ceto localizado na posicdo-10 (SHORVON, 2000). Ambos os farmacos,
OXC e CBZ sao farmacos antiepilépticos enzima-indutores com capacidade de
aumentar ou diminuir as concentracdes séricas de lipidios em humanos
(BRAMSWIG et al., 2003; SCHWANINGER, 2000). A OXC tem sido relatada
como sendo preferivel a CBZ no que se refere ao seu efeito sobre os lipidios
séricos em adultos, além de apresentar melhor tolerabilidade, farmacocinética
mais favoravel e um perfil metabdlico melhor ao da CBZ (SCHMIDT, 2004). A
grande diferenca entre estes dois farmacos estd no fato da OXC néo ser
metabolizada a um metabdlito epéxido com propriedades tdxicas o qual €
formado no metabolismo da CBZ (SHORVON, 2000). O metabolismo pré-
sistémico da OXC é rapido e inclui uma reacdo de reducdo mediada pela
enzima citosolica hepética aril cetona redutase, resultando na formacgédo do
metabdlito quiral 10-hidroxi-10,11-diidrocarbamazepina  (MAY; KORN-
MERKER; RAMBECK, 2003). A OXC, portanto, atua como um pro-farmaco,
pois de seu metabolismo origina a sua forma ativa que é responséavel pelo
efeito terapéutico (LLOYD, 1994). Este metabdlito quiral formado também é
conhecido como Licarbazepina (LIC) e possui um centro quiral na posi¢céo 10,
coexistindo nas formas enantioméricas (S)-(+)- e (R)-(-)-LIC (Figura 3 a e b,

respectivamente). Embora ambos enantibmeros apresentem efeitos
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antiepilépticos similares (DE JESUS ANTUNES et al.,, 2013; FRENCH et al.,
2014), o enantibmero (S)-LIC j& € comercializado na forma de acetato, levando
o nome de acetato de eslicarbazepina. Este farmaco foi desenvolvido e
patenteado em meados dos anos 1990 por Bial (Portela e Co., S.A) (BENES;
SOARES-DA-SILVA, 1998). Assim, rotas alternativas de obtencdo do
metabdlito LIC na forma enantiomericamente pura tem se mostrado
promissoras. Devido a este interesse e a dados escassos na literatura quanto a
estudos enantiosseletivos de metabolismo empregando este farmaco, a OXC
foi, entdo, um dos farmacos escolhidos para a realizacdo, neste projeto, de

estudos de biotransformacéo com fungos.

a)

b) c)

Figura 3 — Estruturas quimicas da OXC e seu metabdlito quiral Lic. a) OXC, b) (S)-(+)-LIC e c) (R)-(-)-
LIC. Fonte: estruturas quimicas baseadas no trabalho de ALVES et al., 2007.

2.1.2. TETRABENAZINA

A tetrabenazina (TBZ) é um farmaco redutc opamina que foi
introduzido em 1970 para ser empregado para o tratamento de disturbios de

movimentos hipercinéticos (FASANO; BENTIVOGLIO, 2009). Recentemente,
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esse farmaco mostrou eficacia como agente terapéutico para a doenca de
Huntington e vem sendo extensivamente utilizado para tratamento de pacientes
gue sofrem desta doenca (FRANK, 2015). Além da reducédo das concentracdes
de dopamina, a TBZ atua através da inibicdo do transportador vesicular
monoamina 2 (VMAT2) que € predominantemente expresso no cérebro
(DERANGULA et al.,, 2013). A TBZ é comercializada na forma de mistura
racémica, coexistindo nas formas enantioméricas (+)-(R,R)- e (-)-(S,S)-, sendo
gue seus outros dois estereoisbmeros possiveis sdo termodinamicamente
instaveis (Mc GEAGH; RANAGHAN; MULHOLLAND, 2011). Estudos in vivo
tém demonstrado que seu metabolismo pré-sistémico € rapido, promovendo
uma reducdo no seu grupo 2-ceto, formando dois metabdlitos quirais di-
idrotetrabenazina (diHTBZ), um na configurag&o cis- e 0 outro na configuracao
trans- resultando em quatro formas estereoisoméricas estaveis destes
metabdlitos: cis-(+)-(R,S,R)-diHTBZ, cis-(-)-(S,R,S)-diHTBZ, trans-(+)-(S,R,R)-
diHTBZ e trans-(-)-(R,S,S)-diHTBZ (Mc GEAGH; RANAGHAN; MULHOLLAND,
2011), ao passo que seus outros estereoisbmeros possiveis sdo também,
presumidamente, instaveis (apesar de existirem no metabolismo humano,
possuem um tempo de meia-vida curto). A Figura 4 mostra as estruturas
guimicas da TBZ e seus metabdlitos diHTBZ indicando seus centros quirais
enquanto. A trans-diHTBZ é o metabdlito majoritario da TBZ e acredita-se ser
ele o responsével pela atividade do farmaco atuando através de uma potente
reducdo de catecolamina por inibicdo reversivel do transportador VMAT?2,
sendo que a ligacdo do metabdlito a VMAT2 é estereoespecifica (KILBOURN
et al., 1995). Portanto, pode-se afirmar que o metabolismo da TBZ pelo figado

humano influencia na atividade farmacologica final atingida devido a
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dependéncia direta de biotransformacdo no metabolismo hepatico da TBZ e a
producdo de metabdlitos quirais mais ativos. Uma vez que ha uma grande
escassez de novas informacdes a respeito dos enantiomeros individuais dos
estereoisbmeros diHTBZ, estudos esrereosseletivos empregando a TBZ foram
propostos neste trabalho de modo a fornecer uma visdo mais detalhada sobre
as potenciais diferencas na cinética enzimatica da formacdo dos
estereoisébmeros da diHTBZ em microssomas hepatico de humanos (HLMs) e
também, através dos estudos de biotransformacdo empregando os fungos
como agentes catalisadores que teve como objetivo prever a possibilidade de

obtencao de enantidmeros puros dos metabdlitos da TBZ.
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Figura 4 — Estruturas quimicas da TBZ e seus metabdlitos cis- e trans-diHTBZ, respectivamente.Fonte:
estruturas quimicas baseadas no trabalho de Mc GEAGH; RANAGHAN; MULHOLLAND, 2011.

3. ANALISE ENANTIOSSELETIVA

A separacdo enantiosseletiva de compostos pode ser realizada através
de diversas técnicas analiticas, dentre as quais podemos citar a Cromatografia
Gasosa (CG), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Eletroforese

Capilar (EC), Cromatografia com Fluido Supercritico (CFS) e
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Eletrocromatografia Capilar (ECC). Entretanto, a técnica mais empregada na
separacao enantiosseletiva € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (ISAKE,
2007) devido o fato da CLAE ser uma técnica de separacdo muito versatil,
capaz de resolver uma mistura complexa de compostos de diversos pesos
moleculares, de carater acido e/ou basico e também de diferentes polaridades
(BONATO; JABOR; GAITANI, 2005). Outra técnica muito eficiente na
separacdo de enantibmeros é a EC que apresenta, dentre suas inUmeras
vantagens, a auséncia de solventes organicos nas analises.

Neste trabalho, duas técnicas analiticas distintas para analise
enantiosseletiva foram escolhidas para avaliar a resolugcdo dos farmacos
escolhidos e seus metabdlitos: a CLAE e a EC. Portanto, somente estas duas

técnicas serdo discutidas nos préximos paragrafos.

3.1. ANALISE ENANTIOSSELETIVA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

A separacdo de enantiomeros por CLAE pode ocorrer utilizando-se
métodos indiretos ou diretos de andlise. No método indireto, o racemato €&
submetido a reacbes de derivatizagdo com um reagente quiral e
enantiomericamente puro visando a obtencdo dos diasteroisbmeros
correspondentes (SMITH, 2009). ApGs esta etapa, os diasteroisdmeros podem
ser analisados utilizando colunas aquirais convencionais.

No método direto os enantibmeros sdo separados através da formacao
de complexos diastereoisoméricos transitérios formados pela interagéo entre os
enantiomeros (R— ou S—) do analito (A) e o seletor quiral (S) empregado. Estes

complexos sdo denominados transitérios porque se tratam de formacdes
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rapidas e reversiveis. A formacdo desses diasteroisbmeros pode ser explicada
através das reacdes abaixo, por exemplo, se o0 seletor quiral tiver a

configuracdo (R)- (ou seja, ele for o seletor (R)- S):

R-A +(R-S S[(R)—A..(R)—S] (1)
KS
S-A +(R-S S[(S)—A..(R)—S] 2)

O seletor quiral com a configuracdo (R)-S, de acordo com a equacéao
(1), ao interagir com o analito de configuracdo (R)-A, formara o complexo
((R) —A..(R) —S) com uma determinada constante de associacdo dada por
Kgr, 0 mesmo se da com o seletor (R)-S interagindo com o analito de
configuracdo (S)-A, que ira formar o complexo descrito na equacao (2) com
uma determinada constante de associacdo Ks O que ocorre sao diferencas
fisico-quimicas que acarretam em diferencas nas velocidades de formacao dos
complexos diastereocisoméricos representadas pelas constantes Kg e Ks, que
tém como consequéncia tempos de retencdo diferentes na eluicdo dos
enantibmeros através da coluna e, assim, a separacéao é efetivada (YOUNES et
al.,, 2013). Quimicamente, as interacdes responsaveis pela formacdo dos
complexos entre seletor e analito sdo de diversas naturezas, como: interacdes
ibnicas, interacdes ion-dipolo ou dipolo-dipolo, ligacbes de hidrogénio,
interacdes de Van Der Waals e interagfes do tipo m-n. Além delas, fatores
estéricos de ajustes ou ndo-ajustes do soluto em uma cavidade ou fenda do

seletor quiral contribuem para o reconhecimento quiral (NUNEZ et al., 2013).
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A separacdo dos enantibmeros em colunas com fases estacionarias
quirais (FEQs) que sdo as mais comumente empregadas (SMITH, 2009). Pode-
se destacar também que o método direto é mais vantajoso devido ha algumas
dificuldades operacionais encontradas quando o método indireto € empregado
e também pela grande eficiéncia encontrada empregando colunas com fases

estacionarias quirais.

3.1.1. FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS EM CLAE

Diversas colunas cromatograficas com fases estacionarias quirais
(FEQs) tem sido desenvolvidas ao longo dos anos e com grande evolucao;
essas colunas podem ser baseadas em seletores macromoleculares como 0s
derivados de biopolimeros (proteinas, polissacarideos como celulose e
amilose) ou polimeros sintéticos (politartaramidas, poli(met)acrilamidas);
podem ser baseadas em seletores macrociclicos como ciclodextrinas,
antibioticos macrociclicos, éteres de coroa quirais; ou podem ser baseadas em
seletores de baixa massa molecular como os seletores do tipo de troca idnica
quiral, os seletores do tipo doador-receptor e seletores por troca de ligantes
(agentes quelantes) (QIU et al., 2011).

No processo de fabricacdo destas colunas, os seletores quirais podem
ser adsorvidos ou ligados quimicamente (através de ligacfes covalentes) em
um suporte de silica. As colunas podem ser recheadas com particulas
totalmente porosas de silica, ou entdo, com particulas de nucleo denso e
invélucro poroso (as colunas “core-shell”) (SCRIBA, 2012).

Embora exista uma grande diversidade de colunas quirais, daremos

énfase as colunas baseadas em polissacarideos, devido ao emprego prioritario




25

destas nesse projeto jA que dados da literatura demonstram que sdo muito
empregadas na analise enantiosseletiva de farmacos (WETLI; FRANCOTTE,
2007) e também devido a sua grande versatilidade em separar uma imensa
gama de compostos (YAMAMOTO; INAGAKI; OKAMOTO, 2006). Os seletores
baseados em polissacarideos mais comuns como a amilose e a celulose sdo
muito estudados e sabe-se que a diferenca entre um e outro se da devido a
diferenca na ligacdo glicosidica que leva a formacdo de suas estruturas
espacialmente distintas. Embora ambas sejam compostas de Vvéarias
subunidades de glicose, na amilose a ligacdo das unidades de glicose ocorre
na posicdo o(l—4 glicosidica), conferindo-lhe uma estrutura helicoidal e a
celulose é formada através da ligacdo p(1—4 glicosidica), que Ihe confere a
estrutura linear (WANG et al., 2008).

A formacao destas estruturas helicoidais ou lineares é muito importante
para o reconhecimento quiral uma vez que sdo estas as responsaveis pelas
cavidades ou calhas formadas no interior da coluna e, assim, possibilitam que
0s analitos interajam ou ndo com estas calhas e promovam, juntamente com as
outras interacfes quimicas possiveis ja citadas, a separacdo enantiosseletiva
(NUNEZ, 2013). Alguns exemplos de colunas deste tipo estdo representados

na Tabela 1.
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Tabela 1: Exemplos de fases estacionarias baseadas em polissacarideos.

Polissacarideo Tipo de seletor quiral Nome comercial

tris-cinamato Chiralcel OK®

3,5-dimetilfenil carbamato Clirelzel O, Snielge) Ch=H"
’ Chiralcel OD-R®, Lux-Celullose-1°
Chiralcel OJ®, Chiralcel 0J-R®,

Celulose 4-metilbenzoato Chiralcel 0J-H®

celulose microcristalina

1 ®
triacetato Chiralcel CA-1

tris-4-cloro-metilbenzoato Lux-Cellulose-4®

tris-3-cloro-4-

®
metilfenilcarbamato Lux-Cellulose-2

Chiralpak AD®, Chiralpak AD-H®,
Chiralpak AD-R®

Amilose . . Chiralpak AS®, Chiralpak AS-H®,
tris[(S)-a-feniletil carbamato Chiralpak AS-R®

Lux-Amylose-2°

tris(3,5-dimetilfenil carbamato)

tris(5-cloro-2-
metilfenilcarbamato)

As vantagens em se utilizar estas colunas derivadas de polissacarideos
estdo no seu alto poder de enantiorresolucédo, podendo ser utilizadas também
em escalas semipreparativas e preparativas além de serem compativeis com
0s modos de eluicdo (i) reverso, (i) normal e (iii) polar-organico. Porém, como
desvantagens, as colunas que sao recobertas ao suporte apresentam restricao
a alguns tipos de solventes como: diclorometano, acetona, cloroférmio,
tetraidrofurano, tolueno, acetato de etila, jA que a presenca destes solventes
pode causar danos a fase estacionaria (CHEN; YAMAMOTO; OKAMOTO,

2007).
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3.2.  ANALISE ENANTIOSSELETIVA POR ELETROFORESE CAPILAR (EC)

A separacao de enantibmeros por EC segue 0 mesmo principio que a
separacdo por CLAE, ou seja, atravées da formacdo de complexos
diastereoisoméricos transitorios entre o analito de interesse e o seletor quiral
empregado. A andlise enantiosseletiva de compostos em EC ¢é
predominantemente realizada adicionando-se um seletor quiral no eletrolito de
analise.

O emprego da eletroforese capilar na analise enantiosseletiva é bem
vantajoso se comparado a CLAE devido a diversos fatores. Em EC, o uso de
poucos miligramas de seletores quirais como aditivos no eletrélito de andlise ja
€ capaz de promover a separacao dos analitos o que leva a um menor custo de
analise se comparado as analises por CLAE, pois as colunas com fases
estacionarias quirais apresentam um preco relativamente elevado. Além disso,
guantidades consideraveis de solventes organicos de alto grau de pureza
(fases moveis) sdo empregados em CLAE contribuindo também para um custo
maior de andlise. Adicionalmente, as vantagens comuns da EC também podem
ser citadas na analise enantiosseletiva como: a eficiéncia de separacdo dos
analitos que é muito maior devido a auséncia da resisténcia de transferéncia de
massa que € ocasionada pela fase estacionaria em CLAE, ao fluxo induzido
por campo elétrico (fluxo eletrosmotico) que se comparado a CLAE que possui
um fluxo induzido por pressédo com perfil laminar, acarreta em um sinal analitico
muito mais eficiente e mais fino (Figura 5) (WEINBERGER, 1999) e o baixo (ou
nulo) consumo de solventes organicos empregados. Por outro lado, as
desvantagens desta técnica sdo a impossibilidade de coleta de grandes

guantidades dos analitos ap0s a separagdo para posterior caracterizacdo dos
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mesmos em equipamentos adequados e também ao baixo poder de deteccdo
guando o espectrémetro UV-Vis é utilizado como detector. O pequeno diametro
interno do capilar e o baixo volume de analito introduzido no capilar levam a
baixos valores de absorbéancia comprometendo assim o poder de
detectabilidade do método. Além disso, quando acoplada a espectrometria de
massas o interfaceamento deste sistema € dificil, jA que este acoplamento
envolve vazdes muito baixas do efluente eletroforético (nL min?) e a
necessidade do fechamento de alta tensé@o na extremidade de saida do capilar
de separacdo para que o efluente passe por outra tensdo que agora € gerada
no capilar do espectrometro de massas (WEINBERGER, 1999). Além disso, os
seletores quirais devem ser volateis para serem compativeis com o
espectrometro de massa, o0 que leva a uma maior dificuldade na otimizacdo da

separagao.

Legenda:
L)
“} > JL ¢ Moléculas do analito

FLUXO LAMINAR
(induzido por pressao)

Sinal analitico:
picos mais largos

CLAE
L)
L)
:,3 e Aumento na
- eficiéncia
FLUXO ELETROSMOTICO Sinal analitico:
(induzido por campo elétrico) picos mais finos
EM CE

Figura 5 — Comparacéo da eficiéncia analitica tipicas de CLAE e EC. Fonte: autoria propria

Como ja citado anteriormente, emprega-se com mais frequéncia na

analise enantiosseletiva por eletroforese capilar a adicdo de seletores quirais
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no eletrdlito de analise e entre esses, as ciclodextrinas e seus derivados se
destacam sendo os seletores mais extensivamente empregados, e desta

forma, serdo discutidas no préximo item.

3.2.1. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas sdo moléculas cujas estruturas possuem formato de
cone truncado, com a cavidade interior composta de grupamentos hidrofobicos
e a parte exterior com grupamentos mais hidrofilicos. Sado formadas a partir de
reacdes enzimaticas com o amido (VENTURINI et al., 2008), e uma grande
variedade de ciclodextrinas modificadas sdo produzidas através de
modificagcbes estruturais nas ciclodextrinas nativas. As ciclodextrinas
modificadas sdo preparadas através de processos industriais de modo a se
adequarem aos interesses de sua empregabilidade nos setores da industria
alimenticia e farmacéutica (KHAN et al., 1998). Dentre os tipos de
ciclodextrinas nativas encontradas, as mais estudadas s&o as ciclodextrinas a,
B ey, as quais apresentam diferenga na quantidade de mondmeros de glicose
interligados (6 para a a, 7 para B e 8 para a y) que, consequentemente,
apresentam tamanhos de diametro interno das cavidades diferentes
(VENTURINI et al., 2008) (Figura 6). Ja, as ciclodextrinas modificadas s&o
inUmeras, sendo que a maioria delas possui grupamentos quimicos ligados aos
grupos hidrofilicos externos, podendo modifica-las tanto na estrutura espacial

guanto na sua carga (neutras, catibnicas ou aniénicas).
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a-CD

didmetro interno: = 5A
unidades de glicose: 6

B-CD

didgmetro interno: = 65 A
unidades de glicose” 7
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didmetro interno: = 8 A
unidades de glicose: &

Figura 6 — Tipos e especificagbes das ciclodextrinas nativas. Fonte: autoria prépria

Geralmente diversos tipos de interacdes estao relacionados na separacao

enantiosseletiva de um analito. Assim como em CLAE, interagcbes do tipo

dipolo-dipolo, ligagbes de hidrogénio e Van der Waals podem estar envolvidas

no processo de separacdo e, devido a sua estrutura coOnica truncada, as

ciclodextrinas também formam complexos de inclusdo com os analitos. Estas

interacdes podem acarretar em diferentes propriedades fisico-quimicas entre

0s enantiomeros individuais no momento da complexagcdo com a CD,

acarretando em diferencas nos tempos de migracdo dos enantibmeros. Além

desta contribuicdo cromatogréfica, a separacdo enantiosseletiva por EC ocorre

também devido a diferencas nas mobilidades eletroforéticas do complexo

formado com cada enantibmero separadamente (VENTURINI et al., 2008).

4, ESTUDOS DE METABOLISMO IN VITRO

Devido as questdes éticas, técnicas para o estudo de metabolismo de

farmacos decorrentes do uso de animais é cada vez mais fortemente
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desencorajado. Portanto, o foco para o desenvolvimento e validacdo de
métodos alternativos e eficazes de metabolismo in vitro, que oferecem uma
plataforma para o desenvolvimento de modelos preditivos de farmacocinética
gue possam corroborar com 0s estudos in vivo tem aumentado nos ultimos
anos (AGGARWAL et al., 2014).

A maioria dos xenobibticos esta sujeita a um processo de
biotransformacdo mediado por reacdes enzimaticas onde esses compostos
passardo por modificagdes estruturais produzindo metabdlitos, os quais,
frequentemente, possuem um carater polar maior em relagcdo ao seu substrato
(BARREIRO; FRAGA, 2008). Esse processo desempenha um importante papel
na eliminacdo dos xenobidticos, principalmente através da urina, impedindo
gue estes compostos permanegcam por tempo indeterminado no organismo
(PEREIRA, 2007).

O procedimento de biotransformacdo de xenobidticos é dividido em duas
fases (Fase | e Fase Il) e pode ser realizado em diversos tecidos como: rins,
intestino, pele, pulmbes. Porém, o 6rgdo de maior responsabilidade no
processo de metabolizacdo € o figado, pois nele estdo localizadas
abundantemente as hemeproteinas oxidativas, denominadas de citocromo
P450 (CYP450) (LAINE, 2008). Tais proteinas sao responsaveis pelas reacdes
de metabolismo de Fase |. Nessas rea¢fes, um grupo funcional € introduzido
na molécula original, tornando-a mais polar (CRETTOL et al.,, 2010); sdo
geralmente reacdes de hidroxilacdo aromatica ou alifatica; N-desalquilacao e
O-desalquilacdo oxidativas; S-oxidagéo; reducdo e hidrdlise. J&, as reacfes de
Fase Il consistem em modificacbes estruturais no produto da Fase I, ou no

proprio substrato, que sao convertidos por conjugacao, resultando em reacdes
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de glicuronidacao, sulfatacdo, acilacdo e metilacdo e sdo realizadas pelas
enzimas uridina difosfoglucuronosil transferase (UGT), glutationa S-transferase
(GST), N-acetil transferase (NAT) e sulfotransferase (ST) (ASHA,;
VIDYAVATHI, 2010).

Sendo o figado o 6rgdo mais importante nas biotransformacdes de
xenobidticos, estudos in vitro com modelos baseados em fracdes hepaticas
permitem a identificacdo das isoformas da CYP envolvidas no metabolismo;
fornecem informacdes sobre a inibicdo ou ativacdo das enzimas da CYP e
também sobre possiveis interacdes medicamentosas entre 0s xenobidticos.
Dentre esses modelos, podemos destacar: os microssomas hepdtico, fracées
S9 de figados, hepatdcitos e superssomas (isoformas isoladas da CYP). Dessa
forma, o modelo microssomas hepatico de humanos, o qual foi empregado

nesse projeto, sera discutido brevemente no proximo item.

4.1. MICROSSOMAS HEPATICO

O modelo mais empregado nos estudos de metabolismo in vitro é os
microssomas hepético. Também corresponde ao modelo mais usado em
estudos de estabilidade, perfil metabdlico e inibicdo enzimatica das enzimas da
CYP. Os microssomas hepéticos sdo fracdes que correspondem aos
fragmentos do reticulo endoplasmatico liso (DESHMUKH; HARSCH, 2011) e
séo obtidos por meio de homogeneizac¢ao do figado seguido por centrifugacdes
diferenciais (PELKONEN et al.,, 1974). Os microssomas sao usados na
avaliacdo das reacdes de Fase 1 do metabolismo, pela adicdo do cofator
NADPH. Entretanto, podem também ser empregados em estudos de reacdes

de Fase 2, desde que os cofatores adequados sejam adicionados ao meio. As
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suas principais vantagens sdo a simplicidade, estabilidade e o relativo baixo

custo além de ser um modelo bem caracterizado (LAHOZ et al., 2008).

4.2. CINETICA ENZIMATICA

A caracterizacdo in vitro da rota metabdlica de xenobidticos geralmente
comeca com uma andlise dos parametros enzimaticos relacionados a
velocidade de formacdo do metabdlito ou consumo do substrato. Isso néo
confirma diretamente 0 mecanismo bioquimico, mas permite verificar a
capacidade do processo metabdlico (VENKATAKRISHNAN et al., 2001). Para
transformacdes mediadas pela CYP450, uma analise tipica envolve uma
descricdo da velocidade metabdlica, que € NADPH-dependente, como uma
func&o da concentracdo do substrato [S]. O modelo de cinética enzimética mais
empregado é o modelo de Michaelis-Menten que pode ser representado pela
Equacéo 3:

__ Vmax([S] (3)
0™ Km+[S]

A equacado de Michaelis-Menten corresponde a equacgdo da velocidade
de uma reacgdo catalisada por uma enzima que tem afinidade por um unico
substrato. Nesse modelo, a curva que expressa a relacédo entre a [S] e V, se
aproxima de uma hipérbole retangular, sendo a velocidade inicial maxima
obtida durante a reacédo, representada por Vmax, € Kn (constante de Michaelis-
Menten) a concentracdo de substrato, quando V, é igual a metade de Vmax
(VENKATAKRISHNAN et al., 2001).

Além do modelo Michaeliano, algumas cinéticas atipicas podem ser

observadas nos estudos de metabolismo in vitro e outras equacoes
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matematicas descrevem o perfil de cada uma delas. S&o elas: cinética bifasica,
cinética de Hill (ou sigmoidal), multienziméatica e inibicdo pelo substrato

(SEIBERT; TRACY, 2014).

5. BIOTRANSFORMACAO EMPREGANDO FUNGOS

O processo de biotransformacdo empregando fungos como agentes
catalisadores ja € um procedimento biotecnolégico extensivamente empregado
na industria. O interesse na catélise mediada por fungos vai desde o processo
de fermentacdo de alimentos para consumo, producdo de enzimas, acidos
organicos de interesse industrial a producdo de aromas e utilizacdo de
processos que sejam capazes de produzir novos farmacos (PARSHIKOV et al.,
2015).

Na biotransformacdo, um composto em particular € modificado através
das transformacbes de seus grupos funcionais, pois muitas reacdes
metabolicas em mamiferos de Fase | e Fase Il ocorrem também em modelos
microbiologicos (SORTINO; ZACCHINO, 2010). As vantagens da utilizacao de
sistemas empregando fungos séo inumeras, dentre elas, pode-se destacar: (i)
a reprodutibilidade e a facilidade de deteccao, pois a facil preparacédo e o baixo
custo dos meios de cultura tornam o método reprodutivo ja que 0S processos
envolvidos sdo de simples repeticdo e a quantidade dos produtos formados €
maior em relacdo aos modelos animais (maior concentracao inicial do substrato
€ suportada) favorecendo a deteccao, identificacdo e elucidagcao estrutural; (ii)
0 baixo custo, pois a manutencdo das culturas-estoque de micro-organismos é

relativamente simples; (iii) a probabilidade de ocorrer transformacdes regio- e
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estereosseletivas e a (iv) possibilidade da descoberta de novos metabdlitos

(AZERAD, 1999).

5.1. BIOTRANSFORMAGAO ENANTIOSSELETIVA EMPREGANDO FUNGOS

A producdo de enantidmeros individuais e de intermediarios quirais tem
se tornado cada vez mais importante na industria farmacéutica. Estes
enantibmeros podem ser produzidos por sintese quimica ou sintese quimio-
enzimatica (biocatalise) sendo que a ultima oferece iniUmeras vantagens entre
elas a capacidade de uma reacdo altamente enantio- ou regiosseletiva
(ALDRIDGE, 2013).

Além disso, sdo reacdes que podem ser realizadas nas condicdes
normais de temperatura e presséo, evitando possivelmente problemas com
Isomerizagdo, racemizagao, epimerizacao e rearranjos que outras condicoes
mais extremas empregadas na sintese quimica acarretariam (TURNER; CARR,
2007).

A Tabela 2 resume alguns resultados obtidos na biotransformagao

enantiosseletiva de alguns farmacos.
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Tabela 2: Estudos de biotransformagé&o enantiosseletiva empregando fungos.

Farmaco Fungo Metabolito Ref.
Biotransformado (espécie) majoritario obtido
. Bortoleto, M.
Venlafaxina Cunninghamella elegans (+)-(S)-N- A etal
ATCC10028B desmetilvenlafaxina ’ ’
Cunninghamella elegans Albuquerque,
Zopiclona ATCC100288 e N-desmetilzopiclona N.C. P, et
p Cunninghamella echinulata P al.
ATCC 86882
Glomerella cingulata (VA1) Bocato, M.
Oxcarbazepina e (+)-(S)-Licarbazepina Z., etal.
Beuveria bassiana
Cunninghamella elegans Fortes, S. S.,
Hidroxizina ATCC10028B (S)-Cetirizina et al.
Cunninghamella elegans Bocato. M
Risperidona AICEALOREL © (+)-9-Hidroxirisperidona gca ?, | .
P Cunninghamella echinulata P weta
ATCC 86882
Nigrospora sphaerica
Sacc.) E. W. Mason
iopsi " Hilario, V. C.,
Albendazol (szg?dzﬁ: t&}ggp&s Albendazol sulfoxido et al
X ' (Ricobendazol) )
Papulaspora immersa
Hotson (SS13) e Mucor
rouxii
Carrao, D.
Albendazol Penicillium crustosum Albendazol sulféxido B etal
(VR4) (Ricobendazol) ” )
De Jesus, L.
Risperidona Mucor rouxii (+)-9-Hidroxirisperidona l., etal.

6. VALIDACAO DE METODOS PARA ANALISE MATRIZES BIOLOGICAS

N&o ha uma legislacéo especifica para validacdo analitica de farmacos e

metabdlitos em microssomas hepaticos ou meio de cultura. Entretanto, a

Resolucdo RDC n°27 de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) preconiza o0s requisitos minimos de uma validacdo

bioanalitica para medicamentos com fins de

registro ou pas-registro.

Compativelmente, legislacdes internacionais como a European Medicines

Agency (EMA) possuem normas bem estabelecidas para validagdo de métodos
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para analise de farmacos em matrizes biologicas e, portanto, estes guias foram
aplicados nas validacdes realizadas neste trabalho e os principais parametros

serao descritos abaixo.

6.1. LINEARIDADE

A linearidade é uma das etapas mais importantes da validacdo analitica.
Através dela, pode-se assegurar que uma concentracdo medida durante as
analises corresponda fielmente a encontrada na amostra em um dado intervalo
de concentracdo. No ensaio da linearidade, a curva analitica é elaborada
propiciando a linearidade do método, ou seja, que os resultados obtidos sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em um intervalo pré-
estabelecido. O ensaio corresponde a uma reta obtida pela regressédo linear
dos dados (na maioria das vezes), a partir do qual se obtém os coeficientes
linear (a) e angular (b) e de correlagéo dos dados (r).

Estima-se que a dispersdo das medidas ao longo da curva analitica seja
independente dos niveis de concentragdo avaliada. Nesse caso dizemos que o
comportamento da curva se caracteriza como homocedastico e a equagéo da
reta, neste caso, pode ser empregada para o calculo das concentracdes
obtidas no método sem que haja nenhum tratamento estatistico mais
elaborado. Entretanto, quando se utiliza um intervalo muito extenso de
concentragdo na curva analitica, muito comum em métodos bioanaliticos, os
dados podem apresentar variancias diferentes para as diferentes
concentracbes empregadas na curva e, assim, 0s desvios se tornam maiores e
causarao um comportamento de dados que é denominado de heterocedastico

(MULHOLLAND; HIBBERT, 1997). Quando este comportamento é encontrado,
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um tratamento estatistico € permitido para que os desvios da curva sejam
minimizados de maneira a atribuir novos valores para os coeficientes (a) e (b),
e assim, atribui-se pesos para a curva analitica. Os pesos sao valores
empiricos (1/y; 1/y% 1ly; 1/y?, etc). Sendo que a escolha ira recair sobre a
menor porcentagem de erro individual de cada concentracdo ou somatoria dos

residuos.

6.2. LIMITE DE QUANTIFICAGAO
O limite de quantificacdo (LQ) em métodos bioanaliticos corresponde a
menor concentracdo que pode ser determinada pelo método empregado e que
apresente precisdo e exatiddo adequadas. O LQ pode também ser
determinado pela concentracao do analito que fornece um sinal 10 vezes maior
gue o ruido da linha de base (relacdo sinal/ruido 10:1) (ICH, 2005). A

determinacao é feita de acordo com a Equacéo 4:
S
LQ =10xg 4)

Onde “s” é o desvio padréao do intercepto e “S” representa o coeficiente
angular da curva de calibracéo.
Frequentemente, em métodos bioanaliticos, o limite de quantificacdo é o
primeiro ponto da curva analitica cujos valores de precisao (representado pelo
coeficiente de variacdo) e de exatiddao (representado pelo erro relativo

porcentual) devem ser inferior a 20% e +20%, respectivamente.

6.3. PRECISAO
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A precisao é expressa pela estimativa do desvio padrédo absoluto ou pelo
desvio padréo relativo (desvio padrao relativo, DPR%). Esse parametro avalia a
confiabilidade de uma analise ao se repetir sequencialmente. No geral, séo
utilizados quatro niveis de concentracdo de uma curva analitica, o limite de
guantificacdo (LQ), uma concentracdo baixa (CB), uma concentracdo média
(CM) e uma concentracao alta (CA). Os valores aceitaveis de coeficiente de
variacdo para os dados sao de 15% para as concentracfes ao longo da curva
sendo que, para o LQ é permitido 20% (EMA, 2011). O coeficiente de variacédo

pode ser determinado de acordo com a Equacéao 5:
DP
DPR = o X 100 (5)

Onde, “DP”, é o0 desvio padrdao e, M, a meédia dos valores de

concentragdes obtidas das amostras analisadas em replicatas.

6.4. EXATIDAO

A exatiddo expressa 0 qudo os dados de concentracdo obtidos
experimentalmente corroboram com os valores aceitos como verdadeiros
(concentracdo nominal) e pode ser determinado através da analise do erro

relativo em percentual ER% (Equacéo 6):

Concentracao experimental - concentracio nominal

ER = 100 X (6)

Concentracao nominal

Os guias de validacdo preconizam a avaliacdo da exatiddo em pelo
menos 4 niveis distintos de concentracédo (limite de quantificagdo, concentracao
baixa, média e alta) em pelo menos triplicata dos ensaios analiticos (EMA,

2011).
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6.5. ESTABILIDADE

Os ensaios de estabilidade para cada método deste trabalho foram
avaliados para garantir que os analitos empregados permaneceriam estaveis
nas condicdes de analise. Esses ensaios podem variar dependendo do tipo de
estudo desenvolvido. Nesse trabalho, os ensaios foram avaliados em 2 niveis
de concentracdo (baixa e alta) em quintuplicata. Posteriormente o coeficiente
de variacdo e o erro relativo dessas amostras foram determinados com o
auxilio de uma curva analitica preparada recentemente e ndo submetida a tais
condicBes. O analito foi considerado estavel se os valores de DPR e ER%

neste ensaio foram inferiores a 15%.
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CAPITULO 2

Biotransformacao estereosseletiva da oxcarbazepina empregando fungos

1. INTRODUGAO

A introducao desta etapa do projeto serd brevemente discutida uma vez
gue descricbes anteriores sobre as etapas aqui pertinentes ja constam no
Capitulo 1 desta Tese.

A oxcarbazepina (OXC) é um farmaco antiepiléptico aquiral e em
humanos o seu metabolismo resulta no metabdlito quiral Licarbazepina (LIC).

Entre os métodos de separacdo quiral apresentados na literatura para a
analise OXC e LIC, apenas um artigo relatou a separacédo dos enantibmeros da
LIC empregando EC, porém o mesmo é realizado na auséncia de seu farmaco
precursor OXC. Neste estudo citado, a analise é realizada empregando a
Eletrocromatografia Capilar (MARZIALI et al., 2002) e o seletor quiral utilizado
na separacdo da LIC é a ciclodextrina octakis-6-sulfo-y-CD. Outros estudos
relatam a separacdo quiral da LIC na presenca da OXC, porém empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia no modo normal ou no modo reverso de
andlise (DE JESUS ANTUNES et al., 2013; FRENCH et al., 2014). Tais
estudos sdo realizados empregando matrizes complexas, porém nao foi
encontrado nenhum relato de estudos que empreguem o processo de
biotransformagao com fungos ou meio de cultura como matriz.

Adicionalmente, nenhum estudo foi desenvolvido empregando técnicas
de microextracdo, sendo assim, este farmaco e seu metabdlito quiral se
demonstraram excelentes candidatos para tais estudos. As técnicas

miniaturizadas de preparagdo de amostras tém sido extensivamente
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empregadas com o intuito de reduzir o tempo e simplificar o processo de
extracdo. Assim, a avaliacdo das técnicas miniaturizadas de preparacédo de
amostras como a SPME, DLLME e HF-LPME na extracdo da OXC e LIC foram
aqui realizadas empregando meio de cultura liquido como matriz.
Posteriormente, a técnica mais promissora foi empregada nos estudos de
biotransformacéo enantiosseletiva da OXC.

A biotransformacédo empregando fungos como agentes catalisadores é
uma ferramenta alternativa que permite que as reacdes moleculares sejam
associadas diretamente ao metabolismo dos mamiferos (AZERAD, 1999). A
biotransformacdo microbiana foi inicialmente utilizada com o intuito de obter
metabolitos que poderiam depois ser correlacionados com os resultados
obtidos in vivo ou em modelos in vitro (KHALED et al., 2013). Além disso, a
biotransformacgéao empregando micro-organismos pode apresentar
enantiosseletividade na producdo de metabdlitos sendo essa caracteristica um
fator de grande motivagao para o desenvolvimento deste projeto.

Uma vez que o metabdlito quiral LIC é um metabdlito biologicamente
ativo e a (S)-LIC ja é comercializada como um farmaco, o emprego de fungos
no processo de biotransformacgao foi aqui avaliado para estudar a bioconversao
da OXC nos enantibmeros da LIC. Com base nisto, um método
enantiosseletivo empregando uma metodologia de analise simultdnea da OXC

e LIC foi desenvolvida para analise desses analitos em meio de cultura liquido.
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2. CONCLUSAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia e a eletroforese capilar
mostraram-se eficientes na separacdo simultanea da OXC e dos enantibmeros
da LIC. Contudo, a eletroforese capilar foi escolhida para a validacdo do
método e estudos de biotransformacdo ja que é uma técnica ambientalmente
mais favoravel que a CLAE. Além disso, ndo havia dados na literatura acerca
da analise simultanea da OXC e os enantibmeros de seu metabdlito por EC. As
técnicas miniaturizadas avaliadas nesse projeto e as condicdes de analise
empregadas ndo se mostraram satisfatorias para posterior aplicacdo nos
estudos de biotransformacdo mediada por fungos. Isto pode ser explicado
pelas caracteristicas fisico-quimicas destas moléculas. O caréater fortemente
basico da OXC e da LIC dificultou sua extracdo da matriz com boa
reprodutibilidade pois para manter estes anaitos na sua forma molecular era
preciso utilizar de condi¢des extremas de pH, sendo necessério também utilizar
uma grande quantidade desolvente orgénico na extracdo para favorecer a
transferéncia de massa dos analitos para a fase extratora e assim, conseguir
uma extracdo mais eficiente. Os resultados obtidos no procedimento de
biotransformagdo demonstraram ser possivel a obtencdo de um Unico
enantibmero, no caso, o (S)-(+)-LIC que ja é comercializado como farmaco,
portanto, pode-se concluir que este procedimento de biotransformagdo, em
larga escala, poderia ser utilizado para produzir este farmaco através do

emprego do farmaco precursor, a oxcarbazepina.
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CAPITULO 3

Metabolismo _in_vitro da TBZ empregando microssomas hepatico de

humanos

1. INTRODUGAO

Conforme descrito no capitulo 1, a TBZ € um farmaco quiral, empregado
no tratamento de disturbios hipercinéticos, incluindo a doenca de Huntington
(FRANK, 2010). O seu metabolismo resulta nos metabdlitos quirais diHTBZ, os
gual possuem quatro formas estereocisoméricas estaveis, sendo duas na
configuragcdo cis- e duas na configuragdo trans- (McGEAGH; RANAGHAN;
MULHOLLAND, 2011). Estudos in vivo tém demonstrado que a forma trans- &
responséavel pela atividade do farmaco que atua na inibicdo do transportador
VMAT2 por ligagOes estereoespecificas (KILBOURN et al., 1995).

O metabolismo hepético da TBZ influencia na atividade farmacoldgica
final devido a dependéncia direta de sua biotransformagcdo e a producdo de
seus metabdlitos. Como também ja descrito anteriormente, o metabolismo
hepatico € um fator que pode afetar o perfil terapéutico e toxico de um farmaco
e pode levar a detoxificacdo e excrecdo, mas também a sua bioativacéo.

Nesta etapa do projeto, a fim de estudar via metabdlica da TBZ, estudos
de metabolismo in vitro foram conduzidos empregando microssomas de figado
humano de maneira a mimetizar as condi¢cdes do metabolismo hepatico deste
farmaco.

No capitulo 1 foi descrito o modelo matematico mais empregado para
estes estudos, o modelo de Michaelis-Menten. Entretanto, o perfil Michaeliano

de uma enzima corresponde a equacédo da velocidade da reacdo catalisada por
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uma enzima que tem afinidade por um Unico substrato e, portanto, é importante
ressaltar que outros perfis cinéticos podem ser observados durante os estudos
de cinética enzimatica, como, por exemplo: (i) bifasico, (ii) multienzimatico, (iii)
sigmoidal e (iv) inibicdo pelo substrato (SEIBERT; TRACY, 2014).

Para analise do farmaco e seus metabolitos foram otimizados métodos
para andlise por EC e por CLAE. Como técnica de preparo de amostras para
analise desses analitos em microssomas hepético de humanos foram avaliadas
as técnicas SPME, HF-LPME e DLLME.

Até o presente momento, ndo ha relatos de separacdo quiral dos
metabdlitos da TBZ empregando EC e existe na literatura apenas um método
para a separacao quiral dos enantibmeros dosestereoisOmeros trans- e Cis-
diHTBZ por CLAE. Os autores separaram 0s enantiomeros da () trans-di-
idrotetrabenazina e () cis-di-idrotetrabenazina por CLAE utilizando uma coluna
quiral Chirex 3014° e fase moével composta por hexano:1,2-dicloroetano:
etanol: acido trifluoroacético (60: 30: 9,5: 0,5, v/viviv) (BOLDT et al., 2009).
Adicionalmente, nenhuma técnica de microextracao foi relatada para extracéo

deste farmaco e seus metabdlitos de qualquer tipo de matriz.

2. CONCLUSOES:

O presente capitulo demonstrou o desenvolvimento de um método
analitico enantiosseletivo inédito para analise dos metabdlitos da diHTBZ por
DLLME-EC. O método desenvolvido mostrou ser eficiente, rapido, simples e
com baixo consumo de solvente organico. Os estudos de metabolismo in vitro
demonstrou um perfil cinético de inibicdo pelo substrato estereosseletivo das

enzimas da CYP450 frente a TBZ. Os dados obtidos pela extrapolagao in vitro-
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in vivo, mediante os parametros cinéticos enzimaticos in vitro, reforcaram os
dados farmacocinéticos presentes na literatura, tais como a importancia do
figado no metabolismo da TBZ e um metabolismo de primeira passagem
significante. A CYP2C19 mostrou ser uma isoforma importante na formacéo da
diHTBZ, juntamente com a enzima carbonil redutase, oferecendo novas
explicacbes para a rota de eliminacdo da TBZ pelo figado e motivando a
importancia de um estudo futuro a respeito do impacto de interacfes

medicamentosas e do gendtipo da CYP2C19 em relacédo &4 TBZ.
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CAPITULO 4

Estudos preliminares de biotransformacdo estereosseletiva da TBZ

empregando fungos

1. INTRODUGAO

Nos capitulos 1 e 3 ja foram discutidos a importancia, as propriedades
fisico-quimicas, a acado farmacolédgica e também as estruturas quimicas da TBZ
e dos enantibmeros de seus metabalitos, diHTBZ. Adicionalmente, em todos os
capitulos anteriores, discutiu-se a respeito das técnicas miniaturizadas de
preparacdo de amostras e nos capitulos 1 e 2 foram descritas a importancia
dos estudos de biotransformacédo enantiosseletivos de farmacos empregando
fungos. Portanto, neste capitulo, ndo havera uma nova introdugdo destes

temas.

4, CONCLUSAO

Mais uma vez, podemos ressaltar a importancia da eletroforese capilar
na quimica analitica, uma vez que, aliada a DLLME p6de proporcionar uma
analise eficiente dos metabdlitos formados nos procedimentos de
biotransformacao enantiosseletiva da TBZ com fungos.

Quanto a possibilidade do emprego das demais técnicas de extracdo
avaliadas, a SPME e a HF-LPME, foi verificado que, mais uma vez, pelo fato do
carater basico e mais apolar dos analitos de interesse, estas técnicas ndo
foram adequadas para a realizacdo destes estudos na condicdo de andlise

estabelecida.
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Os resultados obtidos no procedimento de biotransformacao
demonstraram ser possivel a obtencdo majoritaria de um dos estereoisbmeros
dos metabdlitos da diHTBZ, contudo, ndo foi observado em nenhum caso,
100% de fracdo enantiomérica. Adicionalmente, os fungos mais uma vez
comprovaram ser uma forma de catélise assimétrica bem promissora. Sendo
gue somente uma das espécies empregadas neste projeto ndo foi capaz de
metabolizar enantiosseletivamente o farmaco TBZ. O fato de haver poucos
relatos dos enantidbmeros individuais tanto deste farmaco quanto de seus
metabdlitos, torna o procedimento de biotransformacédo enantiosseletiva com
fungos ainda mais interessante pois trata-se de uma técnica simples e barata

gue pode ser utilizada na obtencédo de enantidmeros individuas de farmacos.
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