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RESUMO

METTA, G. M. Avaliacdo de fungos na obtencdo do metabdlito quiral e ativo
fexofenadina. 2013. 116f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

A fexofenadina (FEX) tem sido o farmaco de primeira escolha no tratamento
sintomético de manifestacdes alérgicas, por ser um anti-histaminico dos receptores
H1 de 22 geracdo ndo sedativo. E o metabdlito ativo e quiral da terfenadina (TERF),
medicamento cuja producdo e comercializagdo foram suspensas em fungédo dos
eventos adversos apresentados. Fungos tém se apresentado como uma alternativa
promissora na producdo de compostos com atividade biolégica. Dessa forma, o
objetivo desse projeto foi avaliar a capacidade de fungos em biotransformar
enantiosseletivamente a terfenadina em seu metabdlito ativo, a fexofenadina
empregando fungos como agentes catalisadores. Para a andlise enantiosseletiva da
fexofenadina foi desenvolvido um método de separacdo cromatografica empregando
a coluna quiral Lux® cellulose-1, fase mével constituida de 4gua: metanol (35:65, v/v)
+ 0,3% trietilamina + 0,4% é&cido acético, vazdo de 0,5 mL min™, com deteccdo em
220nm. Duas microtécnicas de preparacdo de amostras foram avaliadas na extracao
dos analitos do meio de cultura: a microextragéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
e a microextracdo em fase liquida empregando membranas cilindricas ocas
(HF-LPME). Entre essas, a DLLME foi a microtécnica de escolha, pois forneceu
melhores resultados tais como, maior valor de recuperacdo, cromatogramas sem
picos de possiveis interferentes, maior rapidez e facilidade de preparacdo das
amostras. As condi¢des otimizadas da DLLME foram: cloroférmio (300 puL) como
solvente extrator, isopropanol (300 uL) como solvente dispersor. Apés a formacéo do
ponto nuvem, as amostras foram submetidas a agitacdo por vortex durante 15
segundos e centrifugacédo durante 10 minutos a 3000 rpm. As recuperacgdes foram
de 43% para ambos enantibmeros. O método se mostrou linear na faixa de
concentracdo 2.0 - 15.0 pg mL™ para cada enantidmero da FEX (r > 0,990). O limite
de quantificacdo foi de 2 ug mL™ para os enantidmeros da FEX. Dentre os sete
fungos estudados (Papulaspora immersa Hotson SS13, Penicillium crustosum VR4,
Mucor rouxii, Nigrospora sphaerica SS67, Fusarium oxysporum SS50,
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans
NRRL 1393 ATCC 10028B) somente o fungo Fusarium oxysporum SS50 e
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A apresentaram potencial para
biotransformacdo da terfenadina em fexofenadina nas condi¢cbes de incubacgéo
empregadas nesse trabalho.

Palavras-chave: Analise enantiosseletiva, Biotransformacdo, CLAE, DLLME,
Fexofenadina, HF-LPME.



ABSTRACT

METTA, G. M. Evaluation of fungi in obtaining chiral active metabolite
fexofenadine. 2013. 116f. Dissertation (Master). Faculty of Pharmaceutical Sciences
of Ribeirdo Preto - University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Fexofenadine (FEX) has been the drug of choice for the symptomatic treatment of
allergic manifestations, being an antihistamine H1 receptor 2" generation
non-sedating. It is the active and chiral metabolite of terfenadine (TERF), a drug
whose production and marketing was suspended as a result of adverse events.
Fungi have been presented as a promising alternative for the production of
compounds with biological activity. Thus, the goal of this project was to evaluate the
ability of fungi to biotransform asymmetric terfenadine to its active metabolite,
fexofenadine using fungi as agents catalysts. For enantioselective analysis of
fexofenadine a method for chromatographic separation was developed employing a
chiral column Lux® cellulose -1, mobile phase water : methanol (35:65,v/v) + 0.3%
triethylamine + 0.4% acetic acid, flow rate of 0.5 mL min™, with detection at 220nm.
Two sample preparation microtechnology were evaluated in the extraction of
analytes from the culture medium: the dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) and hollow fiber liquid phase microextraction (HF- LPME). Between the
two, the DLLME was the microtechnic chosen because it provided better results
such as higher recovery values, chromatograms with no possible interfering peaks,
greater speed and ease of sample preparation. The optimized conditions of DLLME
were: chloroform (300 pL) as extractor solvent, isopropanol (300 pL) as disperser
solvent. After the formation of the cloud point, the samples were subjected to
agitation by vortexing for 15 seconds and centrifuging for 10 minutes at 3000 rpm.
The recoveries were 43 % for both enantiomers. The method was linear in the
concentration range from 2.0 -15.0 ug mL™ for each enantiomer of FEX (r > 0.990).
The limit of quantification was 2 pg mL™ for the enantiomers of FEX. Among the
seven fungi studied (Papulaspora immersa Hotson SS13, Penicillium crustosum
VR4, Mucor rouxii, Nigrospora sphaerica SS67, Fusarium oxysporum SS50,
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans
NRRL 1393 ATCC 10028B), only the fungi Fusarium oxysporum SS50 e
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A showed potential for
biotransformation of terfenadine in fexofenadine in the incubation conditions
employed in this work.

Keywords: Biotransformation, DLLME, Enantioselective analysis, Fexofenadine,
HF-LPME, HPLC.
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1. INTRODUCAO

1.1. FARMACOS QUIRAIS

Muitos medicamentos s&o comercializados atualmente como mistura
racémica ou racemato, formado por iguais proporcdes de enantibmeros. Esses sao
isbmeros, cujas imagens especulares ndo sdo sobreponiveis (Figura 1) e sao
considerados compostos quirais por possuirem um ou mais centros assimétricos em
sua estrutura quimica (BONATO et al., 2005; OKAMOTO e IKAI, 2008; MORI, 2011).
As macromoléculas biologicas, como nucleotideos de DNA, RNA e alguns
aminoacidos sdo exemplos de compostos quirais, evidenciando que a quiralidade
estd inclusive presente no nosso organismo (SOLOMONS e FRYHLE, 2000;
BORGES, 2006).

Acido latico / Espelho Tentativa de sobreposicao
CHj i CH, CHs

|

OH | HO HO OH
|
|

H CO,H ! HO,C H HO A BO,H

|

Imagens especulares N&o sobreponiveis

Figura 1. Representacdo esquematica dos enantibmeros, empregando o &cido latico como exemplo.
Adaptado de SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA.

Apesar dos enantibmeros serem cOmpostos que possuem as mesmas
propriedades fisico-quimicas (tais como: indice de refracdo, solubilidade, ponto de
fusdo e ponto de ebulicdo), em um ambiente quiral, esses compostos podem
apresentam comportamentos distintos que permite interacdes enantiosseletivas com
macromoléculas biolégicas, como por exemplo, enzimas e receptores. Além disso,
diferem-se quanto: i) a capacidade de desviarem o plano da luz polarizada e ii) em
sua estrutura tridimensional (MISLANOVA e HUTTA, 2003; BONATO et al., 2005;
OKAMOTO e IKAI, 2008; MORI, 2011; BOCATO, 2012).



Ou seja, os enantibmeros de um farmaco podem apresentar diferencas
farmacologicas entre si, “seja na farmacocinética (absorgédo, distribuicdo,
metabolismo e excrecao), seja na sua farmacodinamica (interacdo dos enantibmeros
com os sitios alvos de agao)” (NATARAJAN e BASAK, 2011; BOCATO, 2012).

Com base no exposto acima, € imprescindivel que seja feito um estudo
farmacoldgico mais aprofundado com esses medicamentos quirais, ja que as
diferencas na farmacodindmica de dois enantibmeros podem ser qualitativas
(quando eles possuem atividades biologicas distintas) e quantitativas (quando um
dos enantibmeros é mais ativo que o outro). Assim, classifica-se como eutdémero, o
enantiomero farmacologicamente mais ativo ou com maior afinidade, e distomero,
aguele menos ativo ou com menor afinidade (BONATO et al., 2005; BORGES, 2006;
NATARAJAN e BASAK, 2011).

Frente a esses aspectos, algumas mudancas ocorreram na legislacéo
referente ao desenvolvimento de farmacos, sendo que 6rgdos regulamentadores
internacionais, como o FDA (‘Food and Drug Administration”), tornaram as
legislacbes mais rigorosas tanto no desenvolvimento de farmacos quirais, como no
seu controle de qualidade (SILVA JUNIOR et al.,, 2006; SMITH, 2009; BOCATO,
2012).

Além disso, as industrias farmacéuticas adotaram uma estratégia denominada
“chiral switch”, que visa a produgao de medicamentos na forma de enantidmeros
puros a partir dos farmacos quirais jaA comercializados, contribuindo para o aumento
do namero desses farmacos no mercado (AGRANAT et al.,, 2002; CANER et al.,
2004; 1IZAKE, 2007; BOCATO, 2012).

Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas analiticas que possibilitem a
analise, discriminacdo e quantificacdo dos enantidbmeros, vem ganhando destaque,
especialmente no desenvolvimento de novos medicamentos (BONATO et al., 2005;
BOCATO, 2012).



1.2. TERFENADINA E FEXOFENADINA

Lancado em 1982 como o primeiro antagonista de 22 geracao dos receptores
histaminicos H1 ndo sedativo, a terfenadina (TERF) representou um grande avancgo
no tratamento de reacdes alérgicas, pois ndo causava sonoléncia como os demais
representantes. ApoOs administracdo por via oral, a terfenadina é rapidamente
biotransformada em um derivado de alcool pela oxidacdo dependente do citocromo
P450 3A4 e, posteriormente, em uma etapa independente do citocromo, convertida
em fexofenadina (FEX), seu metabdlito farmacologicamente ativo e nao téxico
(Figura 2) (PAAKKARI, 2002; CAMELO-NUNES, 2006; YAO e SRINIVAS, 2012).

HC He O
P %o
CHs — CH;
OH = k QOH
OH
Terfenadina Fexofenadina

Figura 2. Estruturas quimicas da terfenadina e fexofenadina. *Centro quiral (YAO e SRINIVAS,
2012).

Em Julho de 2000, os medicamentos (Seldane®, Triludan® e outros) que
continham a terfenadina em sua composi¢ao tiveram sua fabricacdo, distribuicéo,
comercializacdo/venda e dispensacdo suspensas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolugdo RDC n° 67, uma vez que
estudos cientificos comprovaram o risco desse medicamento em causar arritmia
cardiaca quando administrado junto com antibioticos, e em pacientes com grave
doenca hepatica (FERREIRA et al., 2009; ANVISA, 2013).

O primeiro relato de cardiotoxicidade foi em 1989, devido a administracao
concomitante da terfenadina com medicamentos que bloqueiam a atividade da
citocromo P450 isoforma 3A4, o que acarretou, portanto, em uma alteracdo na
biodisponibilidade do anti-histaminico. Entretanto, a terfenadina ndo oferece risco de
toxicidade quando em monoterapia, apenas em casos de overdose (PAAKKARI,
2002).



Desde entéo, a fexofenadina, um anti-histaminico de 22 gera¢do néo sedativo,
tem sido o farmaco de primeira escolha no tratamento sintomatico de manifestacdes
alérgicas, ja que, além de atuar como um antagonista seletivo nos receptores
periféricos H1 da histamina, possui outras vantagens, como: acao rapida e eficaz,
boa tolerabilidade (DE OLIVEIRA, 2006), ser de longa duracao, possuir propriedades
anti-inflamatorias, ndo apresentar efeitos cardiotéxicos (HARAGUCHI e CARVALHO,
2002), ser fracamente metabolizado e possuir propriedades farmacocinéticas que
permitam sua utilizacdo em dose Unica diaria (CAMELO-NUNES, 2006). Devido sua
polaridade, é incapaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, e, portanto, causar
disturbios sedativos como sonoléncia (DE OLIVEIRA, 2006).

O efeito ndo sedativo da fexofenadina pode ser atribuido a algumas
caracteristicas que esta molécula possui, como: i) ser hidrofilica, ii) ter propriedades
anfoteras (pKay = 4,43 £ 0,10 e pKa,= 9,42 + 0,10) e iii) um moderado valor de log P
(3,73 £ 0,43) (SCIFINDER WEB, Scifinder scholar da ACD/Labs, Toronto, ON,
Canada, versao 2007).

Atualmente, a fexofenadina € disponivel comercialmente na forma de
cloridrato, como uma mistura racémica dos dois isdbmeros farmacologicamente
ativos, podendo ser encontrada com o nome comercial de Allegra®, fabricado pela
Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.

1.2.1. Anélise enantiosseletiva da terfenadina e fexofenadina

Algumas metodologias empregando CLAE foram desenvolvidas para a
analise da terfenadina, e principalmente da fexofenadina, porém, ndo ha nenhum
relato na literatura que descreva a andlise enantiosseletiva da fexofenadina em meio
de cultura ou em processos de biotransformacgéo.

MIURA et al. (2007) desenvolveram uma metodologia para a separacao e
quantificacdo dos enantiomeros da fexofenadina em plasma humano. Nesse método
0s autores empregaram a coluna quiral CD-Ph (250 mm x 4,6 mm) e fase movel
composta por 0,5% KH,PO,4 (pH 3,5):acetonitrila na propor¢cao (65:35, v/v), e uma
vazdo de 0,5 mL min™. A extracdo em fase sélida (SPE) foi a técnica de preparo de
amostra empregada e resultou em recuperagcdes de aproximadamente 70%.

Apesar do tempo total de analise ter sido de aproximadamente 60 minutos, 0s



enantibmeros da fexofenadina foram separados de maneira satisfatoria, sem a
presenca de picos dos possiveis interferentes da amostra biolégica.

Quanto ao composto terfenadina, a coluna quiral Chiralcel OD® (250 mm x
4.6 mm) e eluicdo no modo fase normal produziram resultados satisfatorios para a
separacdo dos enantibmeros da mistura racémica. Porém, essa mesma coluna néo
apresentou a mesma eficiéncia para a separacédo da fexofenadina, de modo que,
para uma boa resolucdo, o metabdlito ativo necessitou sofrer uma reacdo de
derivatizacdo com diazometano (RUSTICHELLI et al., 2004).

1.3. ANALISE DE ENANTIOMEROS POR CLAE

A separacdo enantiomérica por CLAE vem sendo muito utilizada devido a
robustez, facilidade operacional e versatilidade desta técnica. Estas separactes
podem ser feitas a partir de métodos diretos ou indiretos de analise. Apesar do seu
atual desuso, o método indireto consiste no emprego de reagentes de derivatizacao
quiral, formacdo de diasteroisbmeros e separacdo em coluna convencional, por
exemplo, C18. Dentre as desvantagens desse tipo de método, destacam-se:
existéncia de uma etapa adicional devido a reacdo de derivatizacdo, rigorosidade
quanto a pureza 6ptica do reagente de derivatizacdo quiral e controle quanto a nao
ocorréncia de racemizacdo durante a reacdo (LAMMERHOFER, 2010; QIU et al.,
2011).

O método direto de separacdo de enantibmeros € baseado na formacdo de
complexos diastereoisoméricos transitérios, havendo duas possibilidades: i) na
prépria fase estacionaria (colunas com Fase Estacionaria Quiral - FEQs), formada
por moléculas opticamente ativas, ou ii) na fase movel, com a adicdo de seletores
quirais. Sendo que, esta segunda forma, apesar de representar a maneira mais facil
e fornecer bons resultados na maioria dos casos, nem sempre é uma ferramenta
praticavel, e, além disso, possui um custo elevado devido o pre¢o desses seletores
quirais adicionados a fase mével (LAMMERHOFER, 2010; QIU et al., 2011).

A separacgdo baseada na formagéo de complexos diastereoisomeéricos na fase
estacionaria é simples e reprodutivel, uma vez que os polimeros opticamente ativos
estdo recobertos ou ligados a um suporte (nhormalmente de silica) que confere uma

grande resisténcia quimica e mecanica a essas fases.



O modelo de interacdo mais aceito para explicar o mecanismo de
reconhecimento quiral € o modelo de "interacdo de trés pontos”, que ocorre entre 0s
enantiomeros e o seletor quiral (Figura 3) (LAMMERHOFER, 2010; LOURENCO et
al., 2010).

Segundo DALGLIESH (1952), * s&o necessarias trés interacdes simultaneas
entre um dos enantibmeros e o seletor quiral, sendo que pelo menos uma delas
deve ser dependente da estereoquimica do analito. Além disso, as interacdes devem
ser de sitios distintos tanto no enantibmero quanto no seletor quiral. O outro
enantidbmero interage somente com dois sitios do seletor quiral” (LOURENCO et al.,
2010). Inicialmente, esse modelo considerava que apenas as interacdes atrativas
eram as responsaveis pela discriminacdo quiral, porém, atualmente, considera-se
que as interacdes repulsivas também participam do mecanismo de resolugéo
enantiomérica (LOURENCO et al., 2010).

A) (R)-Enantidmero B) (S)-Enantidmero

A

Seletor quiral

Figura 3. Representacdo do modelo de “interagdo de trés pontos”. Adaptado de LOURENCO
et al., 2010.



1.3.1. Fases estacionarias quirais

Os seletores quirais das FEQs sao varios, dentre eles: ciclodextrinas,
polissacarideos, antibidticos macrociclicos, proteinas, fase quiral 1T-doadora e TI-
aceptora (tipo Pirkle), éteres de coroa, polimeros sintéticos (LAMMERHOFER, 2010;
KALIKOVA et al., 2012).

Entretanto, as FEQs mais frequentemente utilizadas na resolucao de
enantibmeros sdo as baseadas em polissacarideos, em proteinas e antibiéticos
macrociclicos (LAMMERHOFER, 2010; BOCATO, 2012). Serao discutidas apenas
as FEQs que foram avaliadas durante o desenvolvimento deste projeto:

i) baseadas em polissacarideos e ii) baseadas em antibi6ticos macrociclicos.

1.3.1.1. Fases estacionarias derivadas de polissacarideos

Dados estatisticos relatam que mais de 90% das andlises quirais em CLAE
sdo realizadas empregando FEQs baseadas em polissacarideos. A celulose e a
amilose sao polissacarideos helicoidais encontrados em grande quantidade na
natureza, sendo que eles, na sua forma in natura, possuem uma limitada capacidade
de reconhecimento quiral (BORGES, 2006; OKAMOTO e IKAI, 2008; QIU et al.,
2011; BOCATO, 2012).

Por serem facilmente convertidos, esses polimeros podem sofrer reacées de
derivatizacdo, que permite um aumento na sua estabilidade mecanica, bem como
um incremento na sua capacidade de reconhecimento quiral pela criacdo de novos
sitios de interacédo (YASHIMA, 2001; BONATO et al., 2005; QIU et al., 2011; BARTH,
2012; BOCATO, 2012).

Assim, as FEQs derivadas de polissacarideos sdo as mais utilizadas e
consideradas como as mais importantes para separagdes quirais, tanto em escala
analitica com preparativa, pois apresentam estabilidade, versatilidade, alto poder de
resolucdo, durabilidade e eficiéncia (OKAMOTO e KAIDA, 1994; BORGES, 2006;
WARD, 2006; OKAMOTO e IKAI, 2008; PATAJ et al., 2010; QIU et al., 2011;
BARTH, 2012).



As diferencas entre as FEQs derivadas de celulose e amilose devem-se a
conformacao helicoidal 3/2 da cadeia da celulose e conformagéo 4/1 da cadeia da
amilose (Figura 4) (BARGMANN-LEYDER et al.,1995; BORGES, 2006; OKAMOTO
e IKAI, 2008).

Celulose Amilose

N
Vv
N
Vv

2,4 nm 2,6 nm

Figura 4. Estruturas tridimensionais do 3,5-dimetilfenilcarbamato de celulose e amilose. Adaptado de
OKAMOTO e IKAI, 2008.



O reconhecimento quiral entre os enantidbmeros e a FEQ depende de alguns
fatores, como: tipo de polissacarideo empregado (se celulose ou amilose), da
constituicdo da fase mével, do modo de eluicdo empregado e da presenca ou hao de
aditivos acidos e/ou basicos na fase mével (LAMMERHOFER, 2010; BOCATO,
2012). Os derivados de celulose e amilose, por possuirem uma estrutura no formato
de “calha” helicoidal - com os grupos carbamatos e benzoatos localizados no seu
interior e 0s grupos aromaticos hidrofébicos localizados mais externamente -
permitem que o0s enantibmeros se encaixem nessas cavidades (BONATO et al.,
2005; LAMMERHOFER, 2010) e por mecanismos de inclusdo, podem ser
separados.

Outro fator que contribui de forma significativa para o mecanismo de interacao
sdo as interacdes intermoleculares, representadas pelas ligacdes de hidrogénio,
interacOes dipolo-dipolo e interagdes - (LAMMERHOFER, 2010; BOCATO, 2012).
A Tabela 1 reine exemplos de colunas baseadas em derivados de polissacarideos
(celulose e amilose) disponiveis comercialmente.

As colunas com FEQ derivadas de polissacarideos podem ser empregadas
em qualquer um dos modos de elui¢cdo, porém, deve haver um pré-condicionamento
da mesma antes da conversédo para outro modo de eluicdo (CASS et al., 2000; QIU
et al.,, 2011; BOCATO, 2012) evitando assim possiveis danos a FEQs.
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Tabela 1. Lista de colunas quirais baseadas em polissacarideos disponiveis comercialmente.
Adaptado de DE FREITAS, 2009. (BONATO et al., 2005; ALI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; IKAI et
al., 2008).

Polissacarideo

Derivado Nome Comercial
Recobertas
Chiralcel® OB
Tribenzoato .
Chiralcel® OB-H
Chiralcel® OD

Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)

Chiralcel® OD-H
Chiralcel® OD-R
Chiralcel® OD-RH
Lux® cellulose-1

Tris (4-metilbenzoato)

Chiralcel® 0J
Chiralcel® 0J-H
Chiralcel® 0J-RH
Lux® celulose-3

Chiralcel® 0z

Celulose Tris (3-cloro-4-metilfenilcarbamato) Chiralcel® Oz-H
Lux® cellulose-2
- ®
Tris (4-cloro-3-metilfenilcarbamato) Ch|[®alcel OX-H
Lux™ celulose-4
4-metilfenilcarbamato Chiralcel® OG
4-clorofenilcarbamato Chiralcel® OF
Tricinimato Chiralcel® OK
Triacetato Chiralcel® AO
Microcristalina triacetato Chiralcel® CA-1
Fenil carbamato Chiralcel® OC
Imobilizadas
. P Chiralpak® B
Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato .
s ( imetien ) Chiralpak® 1B-H
. . . Chiralpak®IC
Tris (3,5 diclorofenilcarbamato) Chiralpak® IC-H
Recobertas
Chiralpak® AD
Tris (3,5-dimetilfenil carbamato) Chiralpak® AD-H
Chiralpak® AD-RH
Chiralpak® AS
) Tris [(S)-1-feniletilcarbamato] Chiralpak® AS-H
Amilose

Chiralpak® AS-RH

Tris (5-cloro-2-metilfenilcarbamato)

Chiralpak® AY-H
Lux® Amilose-2

Imobilizadas

Tris (3,5-dimetilfenil carbamato)

Chiralpak® 1A
Chiralpak® IA-H

“R” refere-se ao uso da coluna em fase reversa; “H” refere-se ao tamanho da particula de silica de

5pum.
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1.3.1.2. Fases derivadas de antibidticos macrociclicos

Introduzidas por ARMSTRONG et al. (1994), as FEQs derivadas de
antibioticos macrociclicos sao sintetizadas pela imobilizacdo covalente de
glicopeptideos macrociclicos como a vancomicina, rifamicina B, teicoplanina,
tiostreptona, ristocetina A e outros a um suporte de silica (LOURENCO et al., 2010;
BOCATO, 2012).

Os antibioticos macrociclicos, além de possuirem diversas cavidades quirais,
também apresentam diferentes tipos de grupos funcionais (tanto de carater acido,
basico ou neutro) em sua estrutura, permitindo dessa forma, a ocorréncia de varias
interagbes, como por exemplo, ligagbes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo,
interacbes T11-11, interagdes estéricas, interagcdes eletrostaticas e formacgado de
complexos de inclusdo (ARMSTRONG et al.,1994; ILISZ et al., 2006; ILISZ et al.,
2009; BOCATO, 2012). A variedade de interacdes permite que essas FEQs sejam
uma alternativa para a separacdo de enantibmeros de muitos farmacos quirais
(WARD e FARRIS, 2001; BARTH, 2012).

Como exemplo, pode-se citar a coluna Chirobiotic V® cujo antibiético
macrociclico presente em sua constituicdo € a vancomicina. Ela possui 18 centros
quirais, 3 cavidades macrociclicas contendo 5 anéis aromaticos e 2 cadeias laterais;
uma delas e um carboidrato e a outra, um N-metil aminoacido. Em sua estrutura esta
presente também diversos grupos funcionais como 9 grupos hidroxila, 2 grupos
amino, 7 grupos amida e 2 atomos de cloro substituintes de anéis aromaticos. As
condicdes da fase mével empregada determinara o tipo de interagcdo que pode
ocorrer (ARMSTRONG et al.,, 1994; ILISZ et al., 2006; ILISZ et al.,, 2009;
LOURENCO et al., 2010; BOCATO, 2012).

Alta estabilidade mecéanica, possibilidade do uso nos trés modos de elui¢édo e
alta capacidade de amostra (uso em escala preparativa) sdo algumas das vantagens
que estas FEQs apresentam (WARD e FARRIS, 2001; BOCATO, 2012).

A Tabela 2 mostra a principais FEQ baseadas em antibiéticos macrociclicos,

suas dimensdes e seletor quiral presente.
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Tabela 2. Lista de colunas quirais baseadas em antibiéticos macrociclicos disponiveis
comercialmente. Adaptado de BOCATO, 2012 (LOURENCO et al., 2010; BARTH, 2012).

Seletor Nome Tamanho do Tamanho da
quiral comercial poro particula
Chirobiotic T Teicoplanina 100 A 5 um
Chirobiotic T2 Teicoplanina 200 A 5pum
Chirobiotic TAG Teicoplanina aglicona 100 A 5 pum
Chirobiotic V Vancomicina 100 A 5 pum
Chirobiotic V2 Vancomicina 200 A 5 pm
Chirobiotic R Ristocetina A 100 A 5 pum

1.3.2. Modos de elui¢cdo: Normal, Reverso e Polar Organico

Para a cromatografia liquida quiral, 3 modos de eluicdo podem ser
empregados, sendo estes: i) modo normal (FN), ii) modo reverso (FR) e iii) modo
polar-organico (PO), que permitem a separacdo de compostos quirais com as mais
diversas caracteristicas, tanto em escala analitica como preparativa (TACHIBANA e
OHNISHI, 2001; MATTHIJS et al., 2006%; MATTHIJS et al., 20062).

Para a selecdo da fase médvel, o solvente deve cumprir alguns critérios, como
por exemplo: i) possuir elevado grau de pureza, ii) capacidade de dissolucdo da
amostra sem a sua decomposicdo, iii) ndo degradar os componentes da fase
estacionaria, iv) possuir baixa viscosidade e baixo ponto de ebulicao,
v) compatibilidade com o detector a ser utilizado e vi) possuir boa miscibilidade com
outros solventes (COLLINS et al., 2010).

O modo fase normal caracteriza-se pelo uso de fase movel constituida pela
mistura de alcano (hexano) e alcool (isopropanol ou etanol), as quais podem ter a
adicdo de pequenas quantidades de um acido organico (acido trifluoracético, TFA)
ou de uma base orgéanica (dietilamina, DEA) (OKAMOTO e YASHIMA, 1998;
BONATO et al., 2005). A adicdo de aditivos acidos e/ou basicos tem como principal
finalidade diminuir a interagdo dos analitos acidos e basicos com os grupamentos

silandis livres presentes na silica (BONATO et al., 2005).
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No modo fase reversa, as fases moveis sdo compostas principalmente por
uma solucdo aquosa e por um solvente organico polar miscivel, como metanol ou
acetonitrila. Esses sdo os modificadores organicos mais empregados neste modo,
pois apresentam baixa viscosidade e baixa absorcdo no UV (TACHIBANA e
OHNISHI, 2001). Recorre-se ao emprego de solugdo tampao quando se deseja
controlar o pH ou forca i6bnica da fase movel (BONATO et al., 2005).

Ja4 no modo polar organico (PO), apenas solventes organicos polares sao
empregados como fase movel, tais como acetonitrila, metanol e outros (etanol,
propanol, butanol ou suas misturas) (TACHIBANA e OHNISHI, 2001; MATTHIJS et
al., 2006%). Esse modo de eluicdo é um ponto atrativo para separacdes em escala
preparativa e é considerado com um modo alternativo para separacdes quirais
(BONATO et al., 2005).

1.4. MICROTECNICAS DE PREPARACAO DE AMOSTRAS

As amostras bioldgicas - plasma, soro, sangue total, urina e meios de cultura -
sdo caracterizadas como matrizes complexas, pois, além de conterem o analito
propriamente dito, apresentam em sua composicdo uma grande variedade de
compostos organicos - proteinas, sais, acidos, bases e outros - que podem interferir
na eficiéncia da extracdo do analito (QUEIROZ e LANCAS, 2005; DE OLIVEIRA et
al., 2008; BOCATO, 2012).

Dessa forma, um fator critico na analise dessas matrizes diz respeito a uma
preparacdo prévia da amostra, por meio do emprego de técnicas eficazes de
extracdo e isolamento dos analitos de interesse (QUEIROZ e LANCAS, 2005;
REZAEE et al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2008; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE
et al., 2010; ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011; BOCATO, 2012); ou
seja, 0 pré-tratamento da amostra € a primeira etapa, e possivelmente a mais
importante na analise (ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011).

A justificativa para tal etapa fundamenta-se nos seguintes aspectos, conforme
destacado por QUEIROZ et al. (2001) e DE OLIVEIRA et al. (2008): i) necessidade
de eliminar possiveis interferentes das amostras, como as proteinas, uma vez que
as mesmas podem prejudicar o processo cromatografico ou eletroforético e

i) concentrar o analito de interesse, que muitas vezes encontra-se no nivel de traco.
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Diversas técnicas de preparacdo de amostras podem ser empregadas, entre
essas, destacam-se: i) a extracdo liquido-liquido (LLE) e ii) a extracdo em fase sélida
(SPE). Contudo, essas técnicas apresentam como principal desvantagem o alto
consumo de solvente organico durante o preparo da amostra. Dessa forma, na
tentativa de diminuir o consumo de solventes organicos, diversas técnicas
miniaturizadas de preparacdo de amostras vém sendo desenvolvidas, como por
exemplo: a microextracdo em fase liguida empregando membranas cilindricas ocas
(HF-LPME); a microextracdo em fase solida (SPME), a microextracao liquido-liquido
dispersiva (DLLME), a microextracdo sortiva em barras de agitacdo (SBSE) e outras
(DE OLIVEIRA et al., 2008; BOCATO, 2012).

Estas microtécnicas de extracdo, além de serem altamente seletivas, séo
compativeis com a maioria dos sistemas de analise e algumas, passiveis de
automacao (por exemplo, SPME e HF-LPME). Nessas técnicas empregam-se
quantidades minimas de solventes organicos, contribuindo assim para a baixa
geracdo de residuos quimicos (WILLE e LAMBERT, 2007; DE OLIVEIRA et al.,
2008; VUCKOVIC et al., 2010*; VUCKOVIC et al., 2010%, BOCATO, 2012).

Dentre as citadas acima, a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME —
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) e a microextracdo em fase liquida
empregando membranas cilindricas hidrofébicas ocas (HF-LPME - Hollow Fiber
Liguid Phase Microextraction) vém se destacando. E nesse projeto, com 0 objetivo
de empregar uma técnica com minima geracdo de residuo quimico, ambas as

técnicas foram avaliadas com fins comparativos para a prepara¢do de amostras.

1.4.1. DLLME

A DLLME é uma técnica rapida, barata, simples, com um alto fator de
enriguecimento, baixo consumo de amostra e, que tem se tornado um método de
preparo de amostra muito popular e muito atraente do ponto de vista ambiental
(REZAEE et al.,, 2006; EBRAHIMZADEH et al., 2009; OJEDA e ROJAS, 2009;
ZANG et al, 2009; REZAEE et al, 2010; ZGOLA-GRZESKOWIAK e
GRZESKOWIAK, 2011; KOKOSA, 2013).

Desenvolvida por Rezaee e colaboradores em 2006, a DLLME é a

miniaturizacdo da extracéo liquido-liquido (LLE), que tem como principio o equilibrio
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do processo de distribuicdo do analito entre a solucdo da amostra e o solvente
extrator com o auxilio de um solvente dispersor (ZANG et al., 2009; REZAEE et al.,
2010; ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011).

Esta € uma microtécnica de extracdo aplicavel para analitos de alta ou
moderada lipofilicidade (K > 500), sendo que o coeficiente de distribuicdo (Kp) é
definido como a razdo entre a concentragdo do analito no solvente extrator e na
solucdo aquosa. Com relacdo a analitos com caracteristicas acidos ou basicas, o
coeficiente de distribuicdo pode ser aumentado através do controle do valor do pH
da solugcao da amostra, fazendo com que estes analitos se encontrem no estado nao
ionizado (ZANG et al., 2009; FORTES, 2013).

A Figura 5 esquematiza as etapas da extracdo envolvidas nesta técnica. Elas
compreendem: i) aplicacdo da amostra no tubo de ensaio de vidro com fundo conico;
ii) injecdo rapida da mistura apropriada de solvente extrator e dispersor na solucédo
aquosa que contém o analito de interesse; iii) formacdo do ponto nuvem;
iv) centrifugacdo da mistura e v) sedimentacdo do solvente contendo os analitos de
interesse e retirada desse sedimento para posterior analise (EBRAHIMZADEH et al.,
2009; ZANG et al., 2009; REZAEE et al., 2010).

==
Injecao do Mix _
solvente extrator-dispersor Retirada da fase
T sedimentada
; Centrifugagdo
- e
. Agulha da seringa
- -- : f:ﬁ
- 4
| o
: W
i A
Solur;(éo c?? a;ﬂostra Formac&o do Fase sedimentada \
analitos "nonto nuvem” apés centrifugacdo
P P gac Gota do solvente extrator

Figura 5. Esquema de extracdo DLLME. Adaptado de ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK,
2011.
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Vale destacar que a turbuléncia (ponto nuvem), produzida pela injecéo rapida
da mistura de solventes na fase aquosa contendo o analito, permite a formacao de
pequenas goticulas (aumento consideravel da area de superficie), que rapidamente
atingem o estado de equilibrio e conferem a esta técnica a sua principal vantagem:
tempo de extracdo muito curto, ou seja, a extragdo é tempo-independente (REZAEE
et al.,, 2006; EBRAHIMZADEH et al., 2009; REZAEE et al.,, 2010; MENG et al.,
2011).

Com relacdo aos solventes empregados, o0 solvente extrator deve possui
algumas caracteristicas, como: ser imiscivel em agua, possuir densidade maior que
a agua, ser facilmente volatilizavel, ter capacidade de extracdo do composto de
interesse e uma boa compatibilidade com o sistema cromatografico. Os solventes
usualmente selecionados como extratores sdo: cloroférmio, tetracloreto de carbono,
diclorometano, clorobenzeno e dicloroetano (REZAEE et al., 2010; ANDRUCH et al.,
2012; RODRIGUEZ et al., 2012).

Ja o solvente dispersor, deve possuir uma boa miscibilidade tanto na fase
extratora, como na fase aguosa e também ser facilmente volatilizavel (REZAEE et
al., 2006; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE et al., 2010; MENG et al., 2011; ZGOLA-
GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011). Os solventes usualmente selecionados
como dispersores sdo: acetonitrila, acetona, isopropanol, metanol e etanol. Porém, a
escolha do solvente extrator € o parametro mais importante neste tipo de extracao
(REZAEE et al., 2006; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE et al., 2010; MENG et al.,
2011).

Na DLLME, os fatores que afetam a eficiéncia da extracdo sao: i) tipo de
solvente extrator, ii) tipo de solvente dispersor, iii) volume do solvente extrator,
iv) volume do solvente dispersor, v) tempo de extracdo, vi) agitacdo da amostra e
vii) pH (REZAEE et al., 2006; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE et al., 2010; MENG
et al., 2011; ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011). Dessa forma, esses
fatores devem ser otimizados durante o desenvolvimento da metodologia analitica.

Dentre as varias técnicas miniaturizadas de preparagdo de amostras, a
DLLME rapidamente destacou-se e esta relatada em um grande numero de
publicacdes em artigos e revisbes, conforme Figura 6 (KOCUROVA et al., 2012;
FORTES, 2013).
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®m DLLME -59,4%

B HFME -20,8%

o

SDME/HS-SDME- 12%

¥ LLME/LLLME -7,8%

Figura 6. Frequéncia de artigos publicados com as principais técnicas de microextracdo por
solventes, entre 2010 e 2012. DLLME - microextracdo liquido-liquido dispersiva, HFME -
microextracdo com fibra oca, SDME/HS-SDME - microextracdo em gota suspensa, LLME/LLLME -
microextracao liquido-liquido / microextracéo liquido-liquido-liquido. Adaptado de KOCUROVA et al.,
2012.

1.4.2. HF-LPME

Introduzida em 1999 por Pedersen-Bjegaard e Rasmussen, a HF-LPME (ou
microextracdo em fase liquida empregando membranas cilindricas ocas) pode ser
considerada uma evolu¢cdo dos métodos de microextracdo com solventes, unindo
conceitos de extracdo com membranas e a extracdo liquido-liquido (PEDERSEN-
BJEGAARD e RASMUSSEN, 1999; BARTH, 2012).

A HF-LPME é uma técnica que utiliza uma membrana capilar, cilindrica, oca,
de polipropileno (mais comum), de aspecto poroso e de natureza hidrofébica. Nessa
técnica, os poros da membrana sdo impregnados com um solvente organico
hidrofébico e o interior da mesma (lumen) é preenchido com microlitros de uma fase
aceptora (PEDERSEN-BJEGAARD e RASMUSSEN, 1999; PSILLAKIS e
KALOGERAKIS, 2003; DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2009).

Ponteiras ou microsseringas sao conectadas as extremidades da membrana,
com o objetivo de injetar e retirar a fase aceptora do sistema. A membrana, por atuar
como uma barreira entre as fases doadora (amostra) e aceptora permite que seja
realizada agitacdo, sem prejuizo da fase aceptora (Figura 7). Portanto, nessa
técnica, os analitos presentes na fase doadora passam através dos poros da
membrana hidrofébica e atingem a fase aceptora. Nessa fase o0s analitos séo
concentrados e as proteinas e outros interferentes sdo impedidos de atingirem essa
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fase. Ap6s um periodo pré-definido, a fase aceptora é coletada e entdo analisada
(DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2009).

— Fase aceptora

Membrana

Tubo contendo
a amostra

. Fase doadora
(amostra)

00 (D

T T

\

Figura 7. Esquema de HF-LPME (MAGALHAES et al., 2009).

Dentre as vantagens desta técnica, destacam-se: i) baixo custo por unidade
de extracéo, ii) baixo consumo de solvente organico, iii) compatibilidade com uma
grande variedade de amostras biologicas, iv) fornece recuperacfes de média a
elevada, v) alto enriqguecimento dos analitos e vi) simplicidade. Devido ao baixo
custo das membranas, nessa técnica é possivel a troca da membrana apos cada
extragcdo (evita problemas de efeito memoria) e o processamento das amostras em
paralelo pode ser realizado, acarretando em uma reducdo no tempo total de analise
(PEDERSEN-BJEGAARD e RASMUSSEN, 1999; PSILLAKIS e KALOGERAKIS,
2003; DE OLIVEIRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2009; BARTH, 2012).

Existem 2 modos de extracdo na HF-LPME: o modo de duas ou trés fases
(Figura 8), o qual é selecionado de acordo com as caracteristicas fisico-quimica do
analito de interesse. No modo duas fases, o analito é extraido da fase doadora
(amostra aquosa) para a fase aceptora (solvente organico) através desse solvente
(imiscivel em &gua) que estd imobilizado nos poros da membrana e também
presente no limen da mesma (PSILLAKIS e KALOGERAKIS, 2003; BARTH, 2012).
Ja no modo trés fases, o analito € extraido a partir de uma solu¢do aquosa (fase
doadora) através do solvente organico que esta imobilizado nos poros da membrana
(fase organica) para uma solucdo aquosa (fase aceptora) presente no lumen da
membrana que possui um pH oposto ao da fase doadora. Ou seja, esse modo de

extracdo € Util para analitos com carater acido ou basico. Neste modo, a fase
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organica impregnada nos poros da membrana funciona como uma barreira, nao
permitindo que as fases doadora e aceptora (ambas aquosas) se misturem
(PSILLAKIS e KALOGERAKIS, 2003; BARTH, 2012).

Para ambos os modos, o pH da fase doadora deve ser ajustado, de forma a
manter o analito na sua forma n&o ionizada enquanto estiver na fase doadora (para
permitir a extracao) (PSILLAKIS e KALOGERAKIS, 2003; BARTH, 2012).

Alguns parametros devem ser otimizados durante o desenvolvimento do
método por HF-LPME, tais como: pH da fase doadora (amostra aquosa), tipo de
solvente organico, composi¢cao e concentracao da fase aceptora, tempo de extracao
e forca ibnica da amostra (“salting out”) (PSILLAKIS e KALOGERAKIS, 2003;
BARTH, 2012).

A. Modo 2 fases B. Modo 3 fases

Membrana
porosa

Poros
impregnados
com solvente

organico

41 Fase doadora —p»
(Fase aquosa)

Fase aceptora Fase aceptora
(Fase organica) (Fase aquosa)

Figura 8. Esquema dos modos de extragédo na HF-LPME. Adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2008.

Além disso, a HF-LPME pode ser executada em duas configuracdes
principais: configuragao em “U” (mais empregada) que utiliza duas microsseringas
(ou ponteiras) conectadas a membrana e configuragao tipo “haste” (“rod like”), que
utiliza somente uma microsseringa tanto para injetar como para coletar a fase
aceptora (Figura 9) (DE OLIVEIRA et al., 2008; BARTH, 2012).
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A. Configuragao em “U” B. Configuragao tipo “haste”

Figura 9. Esquema das configuragfes para HF-LPME. Adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2008.

1.5. BIOTRANSFORMACAO MEDIADA POR FUNGOS

A biotransformacao e a biocatalise sdo ferramentas muito importantes na area
de sintese organica, especialmente no que se refere a producdo de metabdlitos de
alguns xenobiodticos, bem como para a sintese de moléculas quirais e também
produtos aquirais (OUARRADI et al., 2010).

O processo de biotransformacdo por micro-organismos constitui uma
alternativa muito importante como modelo para o estudo do metabolismo de
medicamentos e sdo empregados em processos sintéticos industriais com
propdsitos farmacéuticos (COSTA et al., 2008). Algumas industrias, como BASF,
DSM, Eli Lilly, Bristol-Myers Squibb e Yamasa, além de terem inserido a biocatalise
na sua linha de producdo, tém investido no desenvolvimento desta importante
ferramenta de obtencao de produtos quimicos (DE OLIVEIRA e MANTOVANI, 2009).

“‘Na medicina, o propésito do emprego de micro-organismos para gerar novos
farmacos € fascinante e baseia-se na capacidade dos micro-organismos em
metabolizar farmacos similarmente ao sistema dos mamiferos como, por exemplo,
reproduzir a agcdo de enzimas do citocromo P450 e, assim, produzir metabdlitos

semelhantes ao encontrado em mamiferos e que muitas vezes apresentam atividade
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farmacolégica. Além disso, a assimetria desse meio é favoravel a biotransformacao
estereosseletiva de substratos, levando a possibilidade de producdo de metabdlitos
na sua forma enantiomericamente pura” (ASHA e VIDYAVATHI, 2009; BOCATO,
2012).

O uso de micro-organismos fornece muitas vantagens, dentre elas:
simplicidade, facilidade, baixo custo e possibilidade de isolamento de novos
compostos quimicos (ASHA e VIDYAVATHI, 2009). Porém, uma das maiores
vantagens da utilizacdo de sistemas empregando micro-organismos € que O
processo biotecnolégico € dirigido por enzimas, que por serem enantiosseletivas e
régio especificas, em funcdo de sua natureza quiral, diferenciam-se da sintese
qguimica convencional (JUNIOR e PASTORE, 2007). Neste contexto, as reacfes
enzimaticas ocupam uma posicdo de merecido destaque, ja que as enzimas tém a
capacidade de atuar em temperaturas mais amenas, em condi¢des neutras e
aquosas, e permitem um elevado numero de ciclos cataliticos. Ainda, muitas delas
conseguem realizar processos de catdlise de substratos em produtos que
dificilmente sdo obtidos pela sintese quimica convencional (DE OLIVEIRA e
MANTOVANI, 2009)

1.5.1. A enantiosseletividade e a biotransformacéo por fungos

Diversos micro-organismos com potencial para biotransformacédo tém sido
encontrados por meio de "screenings”, e os fungos, sao particularmente
interessantes por permitir enantioseletividade ao processo (COSTA et al., 2008).

Algumas espécies do género Cunninghamella sdo exemplo de fungos
filamentosos capazes de metabolizar uma grande variedade de xenobiéticos de
maneira enantiosseletiva, semelhante ao que ocorre nos sistemas dos mamiferos
(DAVIS, 1988; COSTA et al., 2008; BOCATO, 2012).

Os fungos endofiticos representam outra classe de fungos promissores neste
ramo, principalmente por serem pouco explorados e presentes em grande
abundéancia no Brasil. Possuem essa denominacao (endofiticos), pois se encontram
presentes em plantas, em varias partes dela, vivendo em situacdo de mutualismo
(MACIA-VICENTE et al., 2008; BOCATO, 2012).

Conforme resultados apresentados pelo nosso grupo de pesquisa, DE JESUS
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et al. (2011) realizaram um estudo em que o fungo Mucor rouxii foi capaz de
metabolizar o farmaco risperidona em seu metabdlito ativo 9-hidroxirisperidona (9-
RispOH) enantiosseletivamente. CARRAO et al. (2011) desenvolveram um método
para a determinacdo do metabalito ativo albendazol sulféxido (ricobendazol), que foi
obtido pela biotransformacdo enantiosseletiva realizada pelo fungo endofitico
Penicillium crustosum VR4, a partir do farmaco albendazol; BOCATO et al. (2012)
realizaram um estudo em que o fungo Cunninghamella echinulata var. elegans
ATCC 8688A foi capaz de biotransformar enantiosseletivamente a risperidona nos
seus metabdlitos, (+)-9-RispOH e (-)-9-RispOH. Além disso, existem diversos outros
estudos mostrando a capacidade de fungos em metabolizar enantiosseletivamente
diversos substratos com diferentes propriedades fisico-quimicas, conforme
apresentado na Tabela 3 (BORGES et al., 2011; BARTH et al., 2012; BARTH et al.,

2010; HILARIO et al., 2012).

Tabela 3. Estudos de biotransformacéo enantiosseletiva com fungos.

Metabolito Referéncia

Analito

done5-eC;i-Ic‘je1 e(sSr?Ce)tDllD) o Beauveria bassiana ATCC 7159 e
Donepezila P : ' Cunninghamella elegans ATCC BARTH et al., 2012
6-O-desmetil 100288
donepezila (6-ODD)
. . (+)-9-RispOH e (-)-9- Cunninghamella echinulata var.
Risperidona RispOH elegans ATCC 8688A BOCATO et al., 2012
Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W.
Albendazol Albendazol sulfoxido Mason SS67, Pestalotiopsis HILARIO et al., 2012
foedans VR8, Papulaspora
immersa Hotson SS13
5-Hidroxiomenrazol e Chaetomium globosum VR10,
Omeprazol P Nigrospora sphaerica (Sacc.) EW. BORGES et al., 2011
Omeprazol sulfona Mason SS67
Albendazol Albendazol sulfoxido Penicillium crustosum VR4 CARRAO et al., 2011

Risperidona

Midodrina

9-hidroxirisperidona

(-)-Desglimidodrina e
(+)-Desglimidodrina

Mucor rouxii

Phomopsis sp. TD2

DE JESUS et al.,
2011

BARTH et al., 2010
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Com relacao a biotransfomacéo da terfenadina, ha relatos na literatura de que
alguns micro-organismos foram potencialmente capazes de catalisar a oxidagao
multi etapas da terfenadina e seus analogos. MAZIER et al. (2004) e MAZIER et al.
(2007) observaram que as peptonas de soja, em meio de cultura contendo a bactéria
Streptomyces platensis, foram capazes de induzir uma atividade oxidativa na
biotransformacgéo da terfenadina em fexofenadina; também relataram que o fungo
Absidia corymbifera é bastante promissor neste processo. OUARRADI et al. (2010)
verificaram que a bactéria Streptomyces platensis, em meio de cultura enriquecido
com peptonas de soja conseguiu transformar a terfenadina (farmaco precursor) em
fexofenadina (metabdlito ativo), por meio de 3 etapas de oxidacao - hidroxilagdo do
grupo metila, seguida pela oxidacdo do alcool correspondente no aldeido e,
finalmente, a oxidacdo do aldeido em acido carboxilico. Contudo, nenhum desses
trabalhos refere-se ao estudo de biotransformacgé&o enantiosseletiva da terfenadina

por fungos, como este propde.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse projeto € avaliar a capacidade de fungos em biotransformar

enantiosseletivamente a terfenadina em seu metabdlito ativo, a fexofenadina.

Para isso, foram desenvolvidas as seguintes etapas:

Desenvolvimento de um método cromatografico para analise enantiosseletiva
da fexofenadina por CLAE;

Desenvolvimento e otimizacdo das microtécnicas de preparacdo de amostra —
DLLME e HF-LPME, para extracao da fexofenadina do meio de cultura;

Estudo de biotransformacdo empregando os fungos: Chaetomium globosum
VR10, Aspergillus fumigatus VR12, Glomerella cingulata VA1, Papulaspora
immersa Hotson SS13, Penicillium crustosum VR4, Mucor rouxii, Nigrospora
sphaerica SS67, Fusarium oxysporum SS50, Cunninghamella echinulata var.
elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B;
Validacdo do método para anélise da fexofenadina em meio de cultura;
Aplicagédo do método validado em estudos de biotransformacédo enantiosseletiva

com fungos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Reagentes e Solventes

3.1.1.1. Separagédo cromatografica

Na etapa de separacdo cromatografica, os seguintes solventes organicos
foram avaliados (grau cromatografia): acetonitrila, etanol e metanol, do fabricante
J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). Os aditivos empregados na fase mével foram:
acido acético e acido trifluoracético de Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), trietilamina
e dietilamina do J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, EUA), todos grau cromatografia. A agua
utilizada na preparacdo da fase mével foi purificada pelo sistema Milli-Q Plus da
Millipore (Millipore, Bedford, MA, USA).

3.1.1.2. Técnicas miniaturizadas de preparacdo de amostras

Na técnica de extracdo DLLME e HF-LPME, os solventes avaliados foram
(grau cromatografia e grau P.A): cloroférmio, metanol, etanol, isopropanol
(J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), tetracloreto de carbono (Synth, Diadema, SP,
Brasil), diclorometano (Macron Chemicals, Phillipsburg, EUA), acetona (Vetec, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), acetonitrila (Panreac, Barcelona, Espanha), n-octanol
(St. Louis, MO, EUA), éter diexilico, éter dibutilico (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) e tolueno (F. Maia, Cotia, SP, Brasil). O reagente empregado para a
preparacdo da solucdo de fosfato de sédio foi fosfato de sédio monobasico anidro
(Synth, Diadema, SP, Brasil); cloreto de sodio (J.T. Baker, Edo de México, México)
foi empregado para avaliar o efeito “salting out”. Acido cloridrico (Cinética, Londrina,
PR, Brasil) e acido acético (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram empregados na

constituicdo da fase aceptora da HF-LPME.
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3.1.1.3. Estudo de biotransformacéao

Na preparagdo dos meios de cultura foram empregados 0s seguintes
reagentes: agar dextrose batata, triptona, extrato de levedura, extrato de malte
(Lansing, MI, EUA) e dextrose (Diadema, SP, Brasil). Sacarose, nitrato de sédio
(Synth, Diadema, SP, Brasil), fosfato de potassio dibasico (J.T.Baker, Edo de
México, México), sulfato de magnésio heptaidratado (Mallinckrodt Chemicals,
Shinjuku-ku, Téquio, Japao), cloreto de potassio (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis,
MO, USA), sulfato de ferro heptaidratado da Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.1.2. Equipamentos e Acessorios

3.1.2.1. Sistema cromatogréfico

O sistema cromatografico usado foi um equipamento para cromatografia
liquida de alta eficiéncia da Shimadzu (Kyoto, Jap&o), composto de bomba LC-
20AT, degaseificador DGU-20As, injetor com amostrador de 50 pL SIL-10AF, um
detector de arranjo de diodo SPD-M20A operando no intervalo entre 190 a 800 nm,
uma controladora CBM-20A, e forno para coluna modelo CTO-20A. As injecbes
foram realizadas automaticamente. O programa empregado na aquisicdo dos dados

foi o Software LC solution também da Shimadzu (Kyoto, Japao).

3.1.2.2. Equipamentos e materiais utilizados na DLLME e HF-LPME

O peagbmetro utilizado nas afericdes de pH da solugéo de fosfato de sddio foi
o Quimis, modelo Q400AS (Diadema, SP, Brasil). Um sistema de purificacdo de
agua, Milli-Q Plus da Millipore (Millipore, Bedford, MA, USA) forneceu agua do tipo I.
Foi utilizado também um agitador de tubos tipo vortex da marca Phoenix, modelo
AP56 (Araraquara, SP, Brasil) para a homogeneizacdo das amostras. Para a
centrifugacdo, uma centrifuga da marca Hitachi (Toquio, Jap&do), modelo CF16RXII
foi empregada. Para o processo de microextragdo liquido-liquido dispersiva foi
utilizada uma microsseringa com capacidade para 1000 uyL, da marca Hamilton,
modelo 1001 LTN (Reno, NV, EUA).
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Para o processo de HF-LPME foi utilizado um agitador orbital compacto VXR
Basic da marca IKA (Staufen, EUA) e microponteiras da marca Sorenson Bioscience
(Salt Lake City, UT, EUA) com 0,57 mm de diametro externo e 83 mm de
comprimento. As extracfes foram feitas empregando uma fibra de polipropileno
cilindrica oca de 15 cm de comprimento com um didametro interno de 600 um,
espessura de 200 ym e poros de 0,2 ym (Q3/2 Accurel PP, Membrana, Wuppertal,
Alemanha) (Figura 10). Foi utilizada também uma microsseringa com capacidade
para 50 pL da marca Hamilton, modelo 702SNR (Reno, NV, EUA) para retirada da

fase aceptora.

Figura 10. Foto mostrando fibra de polipropileno cilindrica oca, com as microponteiras da marca
Sorenson Bioscience (EUA).

3.1.2.3. Equipamento empregados nos estudos de biotransformacéo

No estudo de biotransformacgédo foi utilizada uma capela de fluxo laminar
vertical da marca Pachane, modelo PCR T2 Eco (Piracicaba, SP, Brasil) uma estufa
bacterioléogica da marca Solab, modelo SL 101 (Piracicaba, SP, Brasil), uma
incubadora refrigerada tipo “shaker” de bancada da marca Cientec, modelo CT
712RN (Piracicaba, SP, Brasil) e uma autoclave vertical Phoenix® modelo AV 75

(Araraquara, SP, Brasil).
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3.1.3. Colunas quirais e coluna de guarda

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

As colunas quirais avaliadas na resolu¢ao da FEX foram:

Chiralcel® OD-H (4,6 mm x 15 cm, Chiral Technologies Inc., Exton, PA, EUA)
constituida pelo derivado de celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) recobrindo

particulas de silica de 5 um de diametro.

Chiralcel® OJ (4,6 mm x 25 cm, Chiral Technologies Inc., Exton, PA, EUA)
constituida pelo derivado de celulose tris (4-metilbenzoato) recobrindo particulas

de silica de 10 um de diametro.

Chiralpak® AS (4,6 mm x 25 cm, Chiral Technologies Inc., Exton, PA, EUA)
constituida pelo derivado de amilose tris [(S)-1-feniletilcarbamato] recobrindo

particulas de silica de 10 um de diametro.

Chiralpak® AD (4,6 mm x 25 cm, Chiral Technologies Inc., Exton, PA, EUA)
constituida pelo derivado de amilose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) recobrindo
particulas de silica de 10 um de diametro.

Chiralpak® AD-RH (4,6 mm x 15 cm, Chiral Technologies Inc., Exton, PA, EUA)
constituida pelo derivado de amilose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) recobrindo

particulas de silica de 5 um de diametro.

Chirobiotic® V (4,6 mm x 15 cm, Astec, Advanced Separation Technologies Inc.,
Whippany, NJ, EUA) constituida de vancomicina ligada a particulas de silica de

5 um de diametro.

Lux® cellulose-2 (150 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, EUA) constituida
pelo derivado de celulose tris (3-cloro-4-metilfenilcarbamato) recobrindo
particulas de silica de 5 um de diametro.

Lux® cellulose-1 (150 x 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, EUA) constituida
pelo derivado de celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) recobrindo particulas

de silica de 5 um de diametro.
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Acoplada as colunas quirais foi utilizada uma coluna de guarda C18 da marca
Agilent (4,6 mm x 12,5 mm, Santa Clara, CA, EUA), constituida de particulas de 5

pMm de diametro de silica modificada com grupos octadecil.

3.1.4. Solugdes padréao da Terfenadina, Fexofenadina e Padréo interno

A terfenadina foi obtida da TRC (Toronto Research Chemicals Inc., Toronto,
Canadd), enquanto que o seu metabdlito, a fexofenadina (FEX), foi obtido da United
Standard Pharmacopeia (Rockville, MD, EUA). Solucdes foram preparadas,
separadamente, em metanol, nas concentracées de 1 mg mL™ para a terfenadina e
0,1 mg mL™ para a fexofenadina. As duas solucdes foram armazenadas em frascos
ambar, recobertas por papel aluminio e estocadas a -20°C. Essas solucdes foram
utilizadas na otimizacéo das condi¢cGes da separacdo cromatografica, bem como na
otimizacao das duas microtécnicas de extracao.

Como nao foi possivel a separacdo da terfenadina nas condi¢des de andlise,
conforme serd descrito na secéo 4.1.3.1., apenas solucdes da fexofenadina foram
preparadas para a sequéncia dos estudos.

As solucdes do metabdlito (FEX) foram preparadas em metanol, no intervalo
de concentragdes de 4 ug mL™ a 30 pg mL™, a partir de uma solucdo estoque na
concentracdo de 1 mg mL™. Todas essas solucdes foram utilizadas para a validac&do
da metodologia analitica.

A risperidona, adquirido de Toronto Research Chemicals® (Toronto, Canadd)
foi utilizada como padrao interno (P.l.). Para tanto, foi preparada uma solucdo em
metanol na concentracdo de 70 pg mL™?, a partir de uma solucdo estoque de
1 mg mL™. Todas as solucdes foram armazenadas em tubos “falcon” e estocadas a
- 20°C.
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3.2. METODOS
3.2.1. Preparacgéo das Fases Moveis

Tanto no modo polar organico (avaliado inicialmente), como no modo fase
reversa, 0os componentes da fase movel (se ACN, EtOH, MeOH ou H,0) foram
preparados por misturas simples, com posterior homogeneizagcédo. Os aditivos, como
acido acético e trietilamina, foram adicionados diretamente na fase moével, com o
objetivo de melhorar a simetria dos picos e a enantioseletividade e permitir,
portanto, melhores separacdes e uma maior eficiéncia (MATTHIJS et al., 2006%;
MATTHIJS et al., 20062).

3.2.2. Preparo da solucédo de fosfato de sadio

A solucéo de fosfato de sédio empregada para o processo de microextracao
foi preparada na concentracdo desejada e o pH foi ajustado com adi¢cdo de acido
cloridrico (HCI) ou hidroxido de sodio (NaOH).

3.2.3. Avaliagcao da separacéao quiral por CLAE

O parametro cromatogréafico avaliado para determinacdo das condi¢cdes de
separacao foi a resolucdo (Rs), que pode ser calculada segundo a Equacédo 1
(SNYDER et al., 2010).

_ E(tr: - tr‘lj
Wyq T Wy

(1)

Rs=s

Onde tr, € 0 tempo de retencdo para o enantibmero mais retido e tg; para o
menos retido, enquanto que wb; e wb, sdo as respectivas larguras das bases dos
picos, calculadas pelo método da tangente.

A vazao foi ajustada conforme a viscosidade da fase movel a fim de que a
pressdo maxima permitida para cada tipo de coluna fosse respeitada. As analises

foram efetuadas a 21 (+ 2) °C.
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A Figura 11 mostra um fluxograma empregado na otimizacdo da separagao
quiral da FEX.

Colunas quirais
Chiralcel® OD-H, Chiralcel® 0J, ChiraLgak® AS, Chiralpak® AD, Chiralpak®
AD-RH, Lux® cellulose-1, Lux® cellulose-2 e Chirobiotic® V

Primeira etapa < Etapa Screening
Selecéo coluna

¥

Segunda etapa
Teste com fase moével pura (100%)
1) ACN, 2)EtOH, 3)MeOH

v

Terceira etapa
Teste com propor¢éo (v,v) da fase mével
1)ACN:EtOH, 2)ACN:MeOH, 3) H,0:MeOH

A\

Quarta etapa Quarta etapa
Alteragdo na proporgdo dos Avaliar outra
solventes na fase movel coluna

‘1' SeRs21,0

Quinta etapa
Adicéo de aditivos acidos
(AcCOOH) e bésico (TEA)

Se Rs 21,2

Sexta etapa Etapa Otimizacdo
Teste com outros aditivos &cidos (TFA) e basicos
(DEA) e comparacgdo com resultado anterior

|

Sétima etapa
Mudanca na vazéo da fase moével e
temperatura

Figura 11. Representacdo esquematica das etapas de Screening e otimizagéo.
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3.3. PROCEDIMENTO DE PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DOS
ANALITOS EM MEIO DE CULTURA EMPREGANDO A DLLME E HF-LPME

3.3.1. DLLME

Para otimizacdo da DLLME, as analises foram realizadas fortificando-se 1 mL
de meio de cultura liguido Czapek com 50 pL das soluc¢des-padrdo de FEX na
concentracdo de 100 pg mL™. Em paralelo, 1 mL de meio de cultura liquido isento do
farmaco também foi processado sob as mesmas condicdes de analise, para verificar
a presenca de interferentes da matriz.

Os parémetros avaliados na DLLME foram: i) tipo de solvente extrator
(cloroférmio, diclorometano, dicloroetano e tetracloreto de carbono), ii) tipo de
solvente dispersor (etanol, metanol, isopropanol, acetona e acetonitrila), iii) volume
do solvente extrator (100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 pL e 600 pL cada),
iv) volume do solvente dispersor (100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 pL e 600 pL
cada), v) DLLME assistida: a) sem vortex, b) com 15 segundos no vértex, c) com 30
segundos no vortex e d) com 30 segundos no vortex seguido de 5 minutos de
ultrassom, vi) pH da amostra (pH 4,5; 5,0 e 5,5) e vii) efeito “salting-out” (0%, 2%,
4%, 6% e 8% NaCl). ApOs extracdo, 0 extrato foi evaporado sob fluxo de ar
comprimido e posteriormente ressuspendido em 200 pL da fase movel e entédo
injetado no sistema cromatogréfico.

Cada um dos testes foi realizado em quintuplicata. Os dados obtidos foram
tratados no programa GraphPrism versédo 5.0, relacionando a area dos picos versus

0 parametro avaliado.
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3.3.2. HF-LPME

Além da técnica de extracdo descrita acima, outra microtécnica também foi
avaliada para fins comparativos — a HF-LPME, no modo 3 fases (DE OLIVEIRA et
al., 2008), por ser o modo mais apropriado de acordo com as caracteristicas fisico-
guimicas do analito.

Para otimizacdo da HF-LPME, as analises foram realizadas fortificando-se
1 mL de meio de cultura liquido Czapek com 50 pL das solu¢des-padrao de FEX na
concentracdo de 1000 ug mL™. Em paralelo, 1 mL de meio de cultura liquido isento
do farmaco também foi processado sob as mesmas condicdes de analise, para
verificar a presenca de interferentes da matriz

Os parametros avaliados foram: i) tipo de solvente organico (éter diexilico, n-
octanol, tolueno e éter dibutilico), ii) tempo de extracdo (10, 30, 50, 70 e 90 minutos),
iii) efeito “salting-out” (0%, 10%, 20% e 30% NaCl) e iv) composicao da fase
aceptora (HCl e AcCOOH 25 mM, 50 mM e 100 mM, cada). Cada teste foi realizado
em quintuplicata. ApGs extragdo, o extrato foi evaporado sob fluxo de ar comprimido
e posteriormente ressuspendido em 200 pL da fase mével e entdo injetado no
sistema cromatografico.

Os dados obtidos foram tratados no programa GraphPrism versdo 5.0,

relacionando a area dos picos versus o parametro avaliado.

3.4. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

3.4.1. Solucdes-padrdo empregadas na validacdo do método

As solucbes-padrdo de fexofenadina utilizadas na validagdo do meétodo
cromatogréfico foram preparadas em metanol, nas concentracdes de 4 pg mL™,
7,5 ug mL?, 12 pg mL?, 16 pg mL™, 24 pg mL™ e 30 pg mL™?, representando os 6
pontos da curva analitica. A risperidona, usada como padrao interno, foi preparada
na concentracdo de 70 ug mL™. As solucées foram armazenadas a temperatura de

-20 °C e protegidas da ac¢éo da luz.



34

3.4.2. Parametros avaliados na validagdo do método

Para analise de farmacos em fluidos biologicos, segundo recomendacdes de
guias oficiais como ANVISA (2012), a validagdo do método deve constar da
avaliacdo dos seguintes parametros: linearidade, limite de quantificacdo, precisao,
exatidao, recuperacao, seletividade e estabilidade.

A padronizacdo interna é frequentemente utilizada em analises
cromatograficas, e, portanto, para a analise da fexofenadina em meio de cultura
empregando a microtécnica de extracdo DLLME, a risperidona foi utilizada como

padrao interno (P.1.).

3.4.3. Curva analitica e Linearidade

Na validacdo da metodologia analitica, a linearidade é o primeiro parametro a
ser feito, e foi determinada pela andlise de 6 solu¢gBes de diferentes concentracdes
(2 ug mL?, 3,75 pg mL™t, 6 ug mL?, 8 ug mL?, 12 pg mL* e 15 pg mL*, para cada
enantidmero), abrangendo a faixa de concentracéo de interesse de trabalho. Embora
a otimizacdo completa da DLLME tenha sido realizada em meio de cultura liquido
Czapek, sabe-se que apos a biotransformacdo, o meio contendo os fungos pode
apresentar caracteristicas diferentes quanto a viscosidade, devido a possivel
formacdo de metabdlitos secundarios e, portanto, afetar o processo de
microextracdo liquido-liquido dispersiva. Assim, as curvas analiticas foram
construidas em 2 tipos de matrizes diferentes: i) meio de cultura liquido Czapek e
i) uma associacdo de fungos (pool de fungos), que foi preparado na auséncia dos
analitos (descrito na se¢ao 3.5.5).

A linearidade do método foi realizada em quintuplicata (n = 5) e os resultados
foram ponderados empregando o peso 1/X. Duas curvas analiticas foram
construidas, sendo que em cada uma delas, 1 mL do meio (se meio de cultura
liquido Czapek ou pool de fungos) foi fortificado com 50 pL de cada uma das 6
solugbes-padrao de fexofenadina e com 50 pL da risperidona (P.l.) na concentracao
de 70 ug mL™,

Esse parametro foi determinado pela avaliacdo do coeficiente de correlagcéao
(), pela falta de ajuste (“lack of fit") e pela andlise estatistica de variancia.
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O programa estatistico MINITAB Release versdo 14.1 (State College, PA, EUA) foi
utilizado para os calculos estatisticos. Além disso, a inclinacéo (slope) das diferentes
curvas analiticas, preparadas em meio de cultura Czapek e pool de fungos foram

analisadas e comparadas.

3.4.3.1. Limite de quantificacao (LIQ)

O Ilimite de quantificacdo € definido como a menor concentracdo de
enantibmeros que pode ser quantificado com precisdo (representado pelo desvio
padrao relativo - RSD%) e com exatidao (representada pelo erro relativo — E%),
inferiores a 20%, conforme recomendado pela ANVISA (2012).

O LIQ foi determinado fortificando 1 mL de meio de cultura liquido Czapek
(n = 5) com 2 pg mL™ de cada enantiémero da FEX, e analisadas com base em uma

curva analitica preparada simultaneamente.

3.4.4. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela analise de meio de cultura liquido
Czapek estéril e meio de cultura liquido Czapek estéril incubado com os fungos

estudados na auséncia da terfenadina.
3.4.5. Recuperacao
A recuperacao é a medida da eficiéncia no processo de extracao utilizado. A

recuperacédo dos analitos no método DLLME foi avaliada empregando a Equacgéo 2:

Concentracio calculada
Recuperacdo = — . x 100 (2)
Concentracio nominal

A “concentracgao calculada” na equagao acima € a concentracdo das amostras
que foram submetidas ao processo de extracdo por DLLME e a “concentracéo
nominal” corresponde aos dados resultantes da analise direta das mesmas

solugbes-padrao sem passar pelo processo de extracao.
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Na determinacdo da recuperacdo absoluta do procedimento de extracéo,
aliguotas de 1 mL de meio de cultura liquido Czapek foram fortificadas com
fexofenadina nas concentracdes de 3,75 pg mL™ (CB), 8 pg mL™ (CM) e 12 pg mL™*
(CA) para cada enantibmero (n = 3) do metabdlito e submetidas ao procedimento de
DLLME. As &reas destas amostras foram comparadas com areas obtidas por injecdo
direta de solucdes-padrdo, contendo a mesma quantidade de cada composto. A

recuperacao foi expressa como porcentagem (%) da quantidade extraida.

3.4.6. Precisao e exatidao

A precisdo é o parametro que avalia a proximidade de véarias medidas
efetuadas em uma mesma amostra. As medidas devem ser simultaneas (precisao
intraensaios) e também efetuadas em dias diferentes (precisédo interensaios). Esse
parametro é avaliado pela estimativa do desvio padrao relativo (%,RSD) de acordo

com a Equacéo 3:

Desvio padrio
R5DY% = — — . x 100 (3)
Concentracio média experimental

A exatidao é a diferenga entre o valor nominal presente na amostra e o valor
obtido na analise. E avaliada pelo afastamento entre os valores esperado e obtido

(Erro Padrdo Relativo, EPR), e pode ser representada pela Equacéo 4:

Concentracio média experimental — Valor nominal
EPR = : x 100 (4)
Valor nominal

A precisdo e exatiddo intraensaio foram avaliadas analisando-se fragdes
(n =5) de 1 mL de meio de cultura liquido Czapek, fortificadas nas concentracdes de
3,75 pg mL? (CB), 8 pg mL™* (CM) e 12 pug mL™* (CA) para andlise de cada
enantiomero da FEX. Neste experimento, todas as fracdes foram analisadas no

mesmo dia.
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A precisédo e exatidao interensaio foram avaliadas fortificando amostras de
1 mL de meio de cultura liquido Czapek com fexofenadina nas mesmas
concentracdes descritas para andlise intraensaio (n=5) durante 3 dias consecutivos.

Os resultados obtidos foram expressos como coeficiente de variacao
percentual (CV%) para a determinagéo da precisdo e como erro relativo (E%) para a
determinacao da exatiddo do método.

3.4.7. Estabilidade

A estabilidade da fexofenadina no meio de cultura foi avaliada de trés formas:
i) estabilidade em ciclos de congelamento/descongelamento, ii) estabilidade em

curto prazo (bancada) e iii) estabilidade de autoinjetor.

3.4.7.1. Ciclo de congelamento e descongelamento

Para determinar a estabilidade das amostras sob ciclos de
congelamento/descongelamento, trés aliquotas (n = 3) de amostras preparadas em
1 mL de meio de cultura liquido Czapek nas concentracées de 3,75 pg mL™ (baixa) e
12 pug mL* (alta) de cada enantibmero da fexofenadina foram armazenadas a
temperatura de -20 °C por 24 h e descongeladas apos este periodo a temperatura
ambiente. No momento em que estas amostras encontraram-se completamente
descongeladas, as mesmas foram recongeladas a temperatura de -20 °C por 12h.
Este ciclo de congelamento/descongelamento foi repetido por mais duas vezes e ao
final do terceiro ciclo as amostras foram analisadas. As amostras submetidas a este
procedimento foram quantificadas empregando uma curva analitica recém-
preparada. Foram consideradas estaveis as amostras que apresentaram valores de

erro relativo (E%) inferior a £ 15% e coeficiente de variagéo (CV%) inferiores a 15%.
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3.4.7.2. Bancada por 6 horas

Na determinacédo da estabilidade a temperatura ambiente por periodo de 6 h,
trés aliquotas (n = 3) de amostras preparadas em 1 mL de meio de cultura liquido
Czapek nas concentracdes de 3,75 pg mL™ (baixa) e 12 ug mL* (alta) de cada
enantiomero da fexofenadina foram mantidas a temperatura ambiente (22 + 2 °C)
por 6 h. Apés este periodo, as amostras foram analisadas. As amostras submetidas
a este procedimento foram quantificadas empregando uma curva analitica recém-
preparada. Foram consideradas estaveis as amostras que apresentaram valores de

erro relativo (E%) inferior a + 15% e coeficiente de variagao (CV%) inferiores a 15%.

3.4.7.3. Autoinjetor por 24 horas

Para avaliar a estabilidade das amostras processadas e mantidas por 24
horas no autoinjetor, trés aliquotas (n = 3) foram preparadas em 1 mL de meio de
cultura liquido Czapek nas concentracdes de 3,75 pg mL™ (baixa) e 12 pg mL™ (alta)
de cada enantibmero da fexofenadina. Estas amostras foram extraidas e
acondicionadas nos recipientes do autoinjetor a temperatura ambiente. Apds 24
horas essas amostras foram analisadas. As amostras submetidas a este
procedimento foram quantificadas empregando uma curva analitica recém-
preparada. Foram consideradas estaveis as amostras que apresentaram valores de

erro relativo (E%) inferior a + 15% e coeficiente de variacdo (CV%) inferiores a 15%.

3.5. ESTUDOS DE BIOTRANSFORMACAO

3.5.1. Fungos

Conforme citado anteriormente, os fungos estudados foram: Chaetomium
globosum VR10, Aspergillus fumigatus VR12, Glomerella cingulata VA1,
Papulaspora immersa Hotson SS13, Penicilllum crustosum VR4, Mucor rouxii,
Nigrospora sphaerica SS67, Fusarium oxysporum SS50, Cunninghamella echinulata
var. elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B.
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Os fungos endofiticos foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Ménica T.
Pupo, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, sendo que o0s
fungos Nigrospora sphaerica SS67, Papulaspora immersa Hotson SS13 e Fusarium
oxysporum SS50 foram previamente isolados como endofiticos da planta
Smallanthus sonchifolius (GALLO et al., 2009); os fungos Penicillium crustosum
VR4, Chaetomium globosum VR10 e Aspergillus fumigatus VR12 foram isolados de
Viguiera robusta, enquanto que o fungo Glomerella cingulata VA1l foi isolado de
Viguiera arenaria.

O fungo Mucor rouxii NRRL 1894 foi obtido como uma cortesia do Dr. C.W.
Hesseltine (Northern Utilization Research and Development Division, ARS, USDA,
Peoria, IL, EUA) e pertencente a cole¢éo de culturas de fungos do Departamento de
Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo. Os fungos Cunninghamella echinulata var. elegans
ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B foram
adquiridos da American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA).

Os fungos foram cedidos na forma de “plugs de agar” e, sdo mantidos em
discos de meio BDA, com 0,5 cm de diametro, imersos em solucdo estéril de
glicerol:agua (8:2, v/v) a —20°C. Estdo estocados no “Laboratério de Quimica de
Micro-organismos”-FCFRP/USP, Brasil.

Os estudos de biotransformacdo com fungos baseiam-se em trés etapas:
i) incubacédo das espécies de fungos em meio sélido para seu crescimento em placa;
ii) transferéncia de trés “plugs” do fungo do meio sélido para um meio liquido rico em
nutrientes (meio de malte) e iii) transferéncia da massa micelial formada na etapa
anterior para um segundo meio liquido (Czapek) juntamente com o farmaco em

estudo.

3.5.2. Preparo do meio de cultura BDA

O meio de cultura Batata (Potato) Dextrose Agar, BDA, é o meio sélido
utilizado para a primeira etapa do crescimento dos fungos. Esse meio é composto de
BDA na concentracdo de 39 g L™ e, apds a pesagem, completa-se com quantidade
necessaria de agua ultra-pura para tantos quantos forem o niamero de placas de

Petri a serem utilizadas nesta primeira etapa. Sado necessarios 15 mL de meio para
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cada placa de Petri. Por fim, essa mistura é esterilizada em autoclave por cerca de
30 minutos para posterior distribuicdo do meio em cada placa.

3.5.3. Preparo do meio de cultura de malte

O meio de cultura de malte é o meio liquido pré-fermentativo, utilizado na
segunda etapa do estudo, momento em que os fungos crescem e ganham massa. O
meio de malte é preparado fazendo-se uma mistura dos reagentes: extrato de malte,
dextrose, triptona de soja e extrato de levedura nas concentracdes de 10,0 g L™,
10,0 g L* 509 L" e 3,0gL" respectivamente, e é adicionado agua ultrapura no
volume desejado desde que as concentragcbfes em massa permanecam as mesmas.
Tal mistura gera uma solucao liquida de pH préximo de 7 que é corrigido para pH
6,2 utilizando-se &cido cloridrico 0,5 mol L™*. Em seguida, esse meio é também

esterilizado em autoclave da mesma forma que para o meio BDA.

3.5.4. Preparo do meio de cultura liquido Czapek

O meio de cultura Czapek é o meio utilizado na terceira etapa do processo,
onde os fungos serdo mantidos por determinado nimero de dias juntamente com o
farmaco empregado no estudo de biotransformacao Foi também, o meio empregado
para todo o processo de validacdo deste trabalho. O meio Czapek é preparado
fazendo-se uma mistura em massa dos reagentes: sacarose, NaNOgs, K;HPO,,
MgS0,4.7H,0, KCl e FeS0O,.7H,O nas porcentagens de 3%, 0,2%, 0,1%, 0,05%,
0,05% e 0,001%, respectivamente. Em seguida, adiciona-se agua ultrapura no
volume desejado desde que as concentragbfes em massa permanecam as mesmas.
A mistura gera uma solucao liquida de pH préximo de 8 que deve ser corrigido para
pH 5,0 utilizando-se HCI 1,0 mol L™ . Da mesma forma que para os outros meios de

cultura, esta mistura é esterilizada em autoclave.
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3.5.5. Preparo da matriz pool de fungos

Este meio de pool de fungos foi utilizado para verificar se havia efeito da
matriz em etapas de otimizacdo do procedimento de extracdo e na validagdo do
método. E um meio que se faz uma mistura contendo mais de uma espécie de
fungos cultivados sem adicédo do farmaco, e € preparado da mesma maneira que foi
apresentado na terceira etapa do processo de biotransformacéao.

Os fungos constituintes do pool sdo Mucor rouxii, Cunninghamella echinulata
var. elegans ATCC 8688A, Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B,

Papulaspora immersa Hotson SS13 e Fusarium oxysporum SS50.

3.5.6. Determinacdo da Concentracgéo Inibitéria Minima (MIC)

O teste de MIC foi realizado por microdiluicdo e os fungos avaliados foram
Mucor rouxii, Fusarium oxysporum SS50, Nigrospora sphaerica SS67, Papulaspora
immersa Hotson SS13, Penicillium crustosum VR4, Cunninghamella echinulata var.
elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B, ou

seja, apenas os fungos que cresceram na primeira etapa de biotransformacao.

3.5.6.1. Preparacao da placa

Todo o material foi autoclavado; foi preparada uma solucdo do farmaco na
concentracdo desejada (800 pg mL™) da seguinte maneira: foi pipetado 560 pL de
uma solucdo de TERF a 1 mg mL™, colocado sob fluxo de ar comprimido e
ressuspendido em 700 pL de meio Czapek. Em seguida, foi adicionado 100 pL de
meio Czapek (M) em cada poco onde sera feito o teste com o farmaco (posi¢cdes na
placa: 1A - F; 3A - F; 5A - F; 7A - F; 9A - F) e também nos poc¢os onde sera feito o
controle de esterilidade do meio com o farmaco (posi¢cdes na placa: 12A — E); foi
pipetado 180 uL de meio Czapek onde seré feito o controle de crescimento do fungo
sem o farmaco (posi¢cdes na placa: 1G-H; 3G-H; 5G-H; 7GH; 9G-H).

Apos, foi pipetado 200 pL de meio Czapek no pogo onde sera feito o controle
de esterilidade do meio (12G-H); foi colocado 100 pyL da solugdo do farmaco

(800 pg mL'1) no poco 1A, foi misturado com a prépria ponteira da micropipeta,
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aspirando cinco vezes, e entdo foi coletado 100 pL dessa mistura e colocada no
poco 1B, para fazer a diluicdo pela metade, assim sucessivamente até o poco 1F.

Do poco 1F, foi coletado 100 uL e colocado onde sera feito o controle de
esterilidade do meio com o farmaco 12A, sendo que cada coluna corresponde a
cada um dos fungos avaliados. Os procedimento descritos foram feitos também para
as colunas 3, 5, 7 e 9, e também o controle de esterilidade na coluna 12 (1F—12A)
(3F—12B) (5F—12C) (7F—12D) ( 9F—12E); foi adicionado 80 pyL de meio Czapek
em cada poco onde sera feito o teste do farmaco com o fungo (1A — F; 3A — F,

5A - F, 7A — F, 9A —F). Todas estas etapas estao representadas na Tabela 4.

3.5.6.2. Preparacéo do inéculo

Com uma placa de Petri com o fungo crescido, foi adicionado bem lentamente
5 mL de meio Czapek autoclavado, raspou-se toda superficie do fungo com a
ponteira e entdo foi coletado o maximo possivel desse meio contaminado e
transferido para outra placa de Petri.

Deste meio contaminado (1), foi colocado 20 yL em cada pogo onde sera feito
oteste (1A—-F;3A—-F,5A-F, 7A - F, 9A —F) e também nos pocos de controle de
crescimento do fungo (1G-H; 3G-H; 5G-H; 7G-H; 9G-H). A placa de MIC foi fechada,
embrulhada com papel filme, foram feitos pequenos furos na parte inferior para
oxigenacdo e a placa foi guardada na estufa a 30°C pelo mesmo tempo que sera

feito o estudo de biotransformacao.



Tabela 4. Esquema do método de microdiluicdo em microplaca para cultura fangica.
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1 3 5) 7 9 10 | 11 12
100puL M 100pL M 100pL M 100puL M 100pL M
100uL S 100pL S 100uL S 100uL S 100uL S
+ + + + + 100puL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20uL | 20pL | 20pL | 20pL | 100pL F1
200pg/mL 200pg/mL 200pg/mL 200pg/mL 200pg/mL
100puL M 100pL M 100pL M 100puL M 100pL M
100pL A1 100pL A1 100uL A1 100pL A1 100pL A1
+ + + + + 100uL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20uL | 20pL | 20pL | 20pL | 100pL F3
100ug/mL 100pg/mL 100pg/mL 100pg/mL 100pg/mL
100uL M 100uL M 100uL M 100puL M 100pL M
100pL B1 100uL B1 100uL B1 100pL B1 100uL B1
+ + + + + 100puL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20uL | 20uL | 20pL | 20pL | 100pL F5
50ug/mL 50pg/mL 50ug/mL 50ug/mL 50ug/mL
100pL M 100pL M 100pL M 100puL M 100pL M
100uL C1 100uL C1 100uL C1 100uL C1 100uL C1
+ + + + + 100uL M
80uL M 80uL M 80pL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20pL | 20uL | 20uL | 20uL | 100pL F7
25ug/mL 25pg/mL 25pg/mL 25pg/mL 25pug/mL
100uL M 100uL M 100uL M 100puL M 100pL M
100pL D1 100pL D1 100pL D1 100pL D1 100pL D1
+ + + + + 100uL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20pL | 20uL | 20pL | 20pL | 100pL F9
12,5pg/mL 12,5ug/mL 12,5ug/mL 12,5pg/mL 12,5ug/mL
100pL M 100pL M 100pL M 100puL M 100pL M
100uL E1 100uL E1 100uL E1 100pL E1 100uL E1
+ + + + +
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M 80uL M
20pL | 20pL | 20uL | 20pL | 20pL |
6,25ug/mL 6,25ug/mL 6,25ug/mL 6,25ug/mL 6,25ug/mL
180uL M 180uL M 180uL M 180uL M 180uL M
+ + + + + 200uL M
20pL | 20uL | 20uL | 20pL | 20pL |
180uL M 180uL M 180uL M 180uL M 180uL M
+ + + + + 200puL M
20pL | 20uL | 20uL | 20pL | 20pL |
MUCOR SS50 SS67 SS13 VR4
TERF TERF TERF TERF TERF
1 3 5 7 10 | 11 12
100puL M 100pL M 100pL M 100puL M
100pL S 100pL S 100pL S 100pL S
+ i + + 100pL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20pL | 20pL | 20pL | 100pL F1
200pg/mL 200pg/mL 200pg/mL 200pg/mL
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100puL M 100pL M 100pL M 100puL M
100uL A1 100pL A1 100pL A1 100puL A1
+ + + + 100uL M
80uL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20pL | 20pL | 20pL | 100pL F3
100pg/mL 100pg/mL 100pg/mL 100ug/mL
100uL M 100uL M 100uL M 100pL M
100uL B1 100pL B1 100pL B1 100uL B1
+ + + + 100pL M
80pL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20pL | 20pL | 20pL | 100uL F5
50pg/mL 50pg/mL 50pg/mL 50pg/mL
100uL M 100uL M 100uL M 100pL M
100pL C1 100pL C1 100pL C1 100pL C1
+ + + + 100uL M
80pL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20uL | 20pL | 20pL | 100pL F7
25ug/mL 25pg/mL 25pg/mL 25pg/mL
100uL M 100uL M 100pL M 100uL M
100uL D1 100uL D1 100uL D1 100uL D1
+ + + + 100pL M
80pL M 80uL M 80uL M 80uL M +
20pL | 20uL | 20uL | 20pL | 100uL F9
12,5ug/mL 12,5pg/mL 12,5ug/mL 12,5ug/mL
100uL M 100uL M 100uL M 100pL M
100uL E1 100uL E1 100uL E1 100pL E1
+ + + +
80uL M 80uL M 80puL M 80uL M
20pL | 20uL | 20uL | 20uL |
6,25ug/mL 6,25ug/mL 6,25ug/mL 6,25ug/mL
180uL M 180uL M 180uL M 180uL M
+ + + + 200pL M
20pL | 20pL | 20pL | 20uL |
180uL M 180uL M 180uL M 180uL M
+ + + + 200puL M
20pL | 20pL | 20pL | 20uL |
8688A 8688A 10028B 10028B
TERF MONE TERF MONE

M = Meio Czapek; S = Solugéo de TERF a 800 ug mL™; | = Meio de cultura contendo o fungo
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3.5.7. Procedimento de biotransformacgéo da terfenadina

Os “plugs”, em agar dos fungos cedidos, foram transferidos, em triplicata,
para placas de Petri asséptica contendo o meio de cultura BDA com auxilio de uma
alca de platina esterilizada, em capela de fluxo laminar.

Eles foram incubados a 30° C por 7 dias - Chaetomium globosum VR10,
Aspergillus fumigatus VR12 e Glomerella cingulata VAL; por 5 dias - Papulaspora
immersa Hotson SS13 e Penicillium crustosum VR4; e por 3 dias — fungos Mucor
rouxii, Nigrospora sphaerica SS67, Fusarium oxysporum SS50, Cunninghamella
echinulata var. elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC
10028B. Cada espécie de fungo foi cultivada em triplicata de forma a monitorar
possiveis contaminagdes.

As placas de Petri foram vedadas com PVC e, entdo, colocadas em estufa, a
uma temperatura de 30°C, de acordo com os dias necessarios para que cada
espécie de fungo crescesse uniformemente nas placas (conforme detalhado acima)

Em seguida, apo6s o crescimento dos fungos sobre a placa, trés discos
(“plugs”) de 0,5 cm de didmetro deste meio de cultura contendo os micélios foram
retirados com o auxilio do tubo de transferéncia (Fischer®) (Figura 12) e inoculados
assepticamente em 15 mL de meio pré-fermentativo de malte e colocados sob
agitacao no agitador orbital tipo “shaker” a 125 rpm a uma temperatura de 30° C por
5 dias para o crescimento dos fungos (Figura 13). Nessa etapa, quase todo o meio

de malte foi consumido pelo micro-organismo.
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Figura 12. Foto mostrando a transferéncias dos “plugs” do meio de cultura com o fungo para o meio
de malte.

Figura 13. Foto mostrando a incubac¢éo dos fungos em meio de malte por 5 dias.

Na terceira etapa do procedimento, a massa micelial formada na etapa
anterior foi transferida assepticamente, com o auxilio de uma algca de platina
esterilizada, para 100 mL de meio fermentativo Czapek. Apés a transferéncia dos
fungos para este meio, foram adicionados 5 mg de terfenadina dissolvida no préprio
meio Czapek em trés replicatas (triplicata da amostra), enquanto que a quarta

replicata foi mantida como “branco”, sem a presenca do farmaco.
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A incubacdo (30° C, 125 rpm) foi feita no agitador orbital tipo “shaker”
(Figura 14) por 15 dias, e 5 coletas foram realizadas durante esse periodo, sendo
elas: DO (dia de troca dos fungos do meio de malte para o meio Czapek), D3
(terceiro dia), D6 (sexto dia), D10 (décimo dia) e D15 (ultimo dia de incubacéo). Em
cada um dos dias citados, foi coletada uma aliquota de 4 mL do fluido da cultura
assepticamente e armazenado a -20° C até o momento da analise.

As aliquotas foram submetidas a extracdo e posteriormente analisadas.
Durante todo procedimento foram realizados controles da seguinte forma: i) meio de
cultura Czapek + fungo, sem a terfenadina, ii) meio de cultura Czapek com o

farmaco, sem o fungo.

Figura 14. Foto mostrando a incubac¢éo dos fungos em meio Czapek por 15 dias.

Todo o procedimento foi realizado utilizando capela de fluxo laminar e para
todas as espécies de fungos as etapas foram feitas da mesma forma e em triplicata.
Os resultados positivos para a formagdo dos enantibmeros foram demonstrados em

resultados e discussao e 0 excesso enantiomérico foi calculado pela Equacgéo 5:

B
ee = ——— x 100 (5)

Onde, A é o enantibmero em maior concentragdo e B, o enantibmero em

menor concentracao.
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3.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE OPTICA DOS ENANTIOMEROS DA FEX
POR DICROISMO CIRCULAR

O Dicroismo Circular (DC) € uma técnica que mede a absorbancia diferencial
entre duas rotacGes de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica
(centro quiral), e este teste foi realizado apds a otimizacdo da condicdo de
separacao da FEX por CLAE.

Para tal, 50 pL de FEX a 600 pg mL™ foi acrescentado em tubo de ensaio e
colocado sob fluxo de ar comprimido, sendo que este procedimento foi repetido por
mais nove vezes. Em seguida, a mistura racémica da FEX foi ressuspendida na
propria fase movel e injetada nas condi¢cdes cromatogréficas estabelecidas por este
projeto. Os eluatos correspondentes de cada enantidbmero foram coletados
separadamente e a fracdes obtidas (~3 mL de cada enantidmero) foram diretamente

analisadas pelo DC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DA SEPARACAO QUIRAL DA FEXOFENADINA POR CLAE

A proposta inicial do projeto era obter a separacdo dos enantibmeros da
terfenadina e da fexofenadina nas mesmas condi¢cbes cromatograficas, porém, o
tempo de retencao da terfenadina, em todas as condicfes testadas, foi muito alto (+
50 minutos).

Como o foco do estudo € determinar a presenca da fexofenadina apés
biotransformacdo da terfenadina por fungos, a separacdo cromatografica da
terfenadina ndo sera abordada, e, portanto, apenas serédo descritos 0s experimentos
realizados com o metabdlito ativo.

Na otimizacdo da separacdo quiral da fexofenadina por CLAE, oito colunas
foram avaliadas, sendo que sete delas (Chiralcel® OD-H, Chiralcel® 0OJ,
Chiralpak® AS, Chiralpak® AD, Chiralpak® AD-RH, Lux® cellulose-1 e

Lux®

cellulose-2) possuem fase estacionaria quiral (FEQ) baseada em
polissacarideos, e a outra coluna (Chirobiotic® V) possui como FEQ o antibiético
macrociclico vancomicina. Todas as oito colunas foram avaliadas no modo polar
organico. As colunas Lux® cellulose-1 e Lux® cellulose-2 foram também avaliadas
no modo fase reversa.

Uma estratégia adotada no projeto foi a etapa de screening (Figura 11), que
consiste na avaliacdo dos solventes polares organicos (acetonitrila, etanol e
metanol) e/ou agua como fase mobvel nas seguintes condicbes: fase moével
composta somente pelo solvente puro (100%), em combina¢des (proporcdo 50:50,
v/v) e na presenca de aditivos acidos (4cido acético glacial ou &cido trifluoracético)
e/ou basicos (trietilamina ou dietilamina). Na coluna a ser avaliada, a primeira
condicao a ser testada foi a utilizacéo de acetonitrila (ACN), etanol (EtOH) e metanol
(MeOH), respectivamente, na sua forma pura (100%). Em seguida, foi feita a
combinacdo destes solventes (v/v), ou seja, foi avaliada acetonitrila:etanol (v/v) e
depois acetonitrila: metanol (v/v). Apés uma analise dos cromatogramas obtidos em
cada uma das condicOes, selecionou-se aquele que evidenciou um inicio de
separacdo dos enantidbmeros (MATTHIJS et al., 2006%, MATTHIJS et al., 20062).
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Quando a Rs = 1,0, o passo seguinte foi recorrer aos modificadores organicos
acidos e/ou basicos, com o intuito de melhorar a enantioseletividade dos analitos e
permitir, portanto, melhores separacées e uma maior eficiéncia (MATTHIJS et al.,
2006%, MATTHIJS et al., 20062).

Todas as colunas quirais acima listadas foram submetidas por esta analise
com o intuito de identificar a condicdo (coluna quiral e fase movel) ideal para a
separacao dos enantidmeros da fexofenadina.

Entre todas as colunas avaliadas, somente as colunas Chiralpak AD® e
Lux® cellulose-1 apresentaram potencial para separacéo dos enantidmeros da FEX,

conforme detalhado nos itens a seguir.

4.1.1. Coluna Chiralpak AD®

A Chiralpak AD®, cuja FEQ é constituida pelo derivado de amilose tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato), € uma coluna que possui uma alta estabilidade, bem como
uma grande capacidade de discriminacdo e resolucdo de variados compostos
quirais. Nela, a capacidade de separacdo dos enantidmeros é muito influenciada
pela natureza e posicdo dos substituintes nos grupos fenil, de modo que os
enantidbmeros podem interagir com os grupos —NH, e C=0 da fase estacionaria,
além de interacdes dipolo-dipolo com o grupo C=0 (LOURENCO et al., 2010).

De todas as condi¢cfes avaliadas, aquela que resultou em um principio de
separacdo dos enantibmeros da fexofenadina foi: fase movel composta por
acetonitrila:etanol (50:50, v/v) + 0,1% de acido acético glacial + 0,1% de trietilamina,
a uma vazdo de 0,3 mL min?, com temperatura de andlise de 21 (+2) °C,

representada pela Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma mostrando a separacao parcial dos enantibmeros da fexofenadina (15 min)
pela coluna Chiralpak AD®. Linha preta refere-se a fexofenadina na concentracédo de 0,1 mg mL" e a
linha vermelha refere-se a fexofenadina na concentracdo de 1 mg mL*. Fase movel:
acetonitrila:etanol (50:50, v/v) + 0,1% de acido acético glacial + 0,1% de trietilamina; vazdo 0,3 mL
min™. Temperatura de analise 21 (+2) °C. Detecgdo em 220 nm.

4.1.2. Coluna Chiralpak® AD-RH

Segundo BONATO et al. (2005), a coluna Chiralpak® AD-RH possui como
FEQ o derivado de amilose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) como seletor quiral,
semelhante a coluna discutida anteriormente.

Apesar de possuir as mesmas caracteristicas que a coluna Chiralpak AD®,
ela apresenta algumas diferencas, sendo elas: i) seu uso preferencial no modo fase
reverso (justificativa pela letra R - Chiralpak® AD-RH), cuja fase mével apresenta
agua em sua composi¢cdo (TACHIBANA e OHNISHI, 2001) e ii) menor tamanho da
particula de silica (5 pm) (justificativa pela letra H - Chiralpak® AD-RH), o que
confere a esta coluna uma melhor eficiéncia, teoricamente, em comparacdo com a
Chiralpak® AD (GRITTI e GUIOCHON, 2012) quando é considerado o mesmo
comprimento das colunas.

Nesta coluna, em todas as condi¢bes avaliadas, nenhuma delas demonstrou
um principio de separagdo dos enantiomeros da fexofenadina. O cromatograma

abaixo (Figura 16) refere-se a analise da fexofenadina nas seguintes condicdes:
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acetonitrila:etanol (50:50, v/v) + 0.1% de &cido acético glacial; vazdo 0,5 mL min™.

Temperatura de analise 21 (£ 2) °C.
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Figura 16. Cromatograma obtido pela coluna Chiralpak® AD-RH. Linha preta refere-se a fexofenadina
na concentracéo de 0,1 mg mL™" e a linha vermelha refere-se & fexofenadina na concentracdo de 1
mg mL™" . Fase mével: acetonitrila:etanol (50:50, v/v) + 0,1% de &cido acético glacial; vazdo 0,5 mL
min™'. Temperatura de anéalise 21 (+ 2) °C. Deteccdo em 220 nm. Tempo de retencéo ~ 4 min.

4.1.3 . Lux® cellulose-1

A fase estacionaria quiral (FEQ) da coluna Lux® cellulose-1 é composta por
um derivado de celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato), sendo que o mecanismo de
reconhecimento quiral provavelmente ocorre devido os derivados de celulose
possuir uma estrutura no formato de “calha” helicoidal, com os grupos carbamatos
localizados no seu interior e os grupos aromaticos hidrofébicos localizados mais
externamente (BONATO et al., 2005).

Esta coluna possui um mecanismo de reconhecimento quiral semelhante a
coluna Chiralcel® OD-H, uma vez que o seletor quiral delas é o0 mesmo, ou seja, 0
derivado de celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato).

Apesar de ambas terem sido avaliadas sob as mesmas condi¢bes, a
diferenca no desempenho delas pode ser atribuida aos seguintes aspectos:

i) diferentes fabricantes (Phenomenex® — Lux® cellulose-1 e Daicel® — Chiralcel®
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OD-H) e ii) tempo de vida das colunas (coluna Lux® cellulose-1 foi comprada
recentemente enquanto a coluna Chiralcel® OD-H tem mais de 10 anos de uso).

Entre todas as colunas e condi¢cdes avaliadas (conforme fluxograma
representado na Figura 11), os enantibmeros da FEX foram separados apenas pela
coluna Lux® cellulose-1.

A separacdo dos enantiomeros da fexofenadina foi obtida empregando como
fase movel 4gua: metanol (35:65, v/iv) + 0,3% trietilamina e 0,4% &cido acético. A
vazdo empregada foi de 0,5 mL min™ e deteccdo em 220 nm. Nessas condicées o
tempo de andlise foi inferior a 20 minutos, com uma resolucdo entre o0s
enantibmeros de 1,4, conforme cromatograma abaixo (Figura 17). Devido a
separacéo obtida nessas condicdes cromatograficas, a coluna Chiralcel® OD-H foi

avaliada empregando essa fase movel; contudo a separacéo nao foi possivel.

!iIIElII:
Iﬂl.'.l:l:l—_
o]
()FEX  (+) FEX
Dll:l .2:5 5.I[I Tlﬁ 1|::l:l 1-EI!- 15I.D 1?'..5 E‘I::l:l rr:-n

Figura 17. Cromatograma da separacdo dos enantibmeros da fexofenadina empregando a coluna
quiral Lux® cellulose-1. Fase moével: dgua: metanol (35:65, v/v) + 0,3% trietilamina + 0,4% acido
acético; vazdo 0,5 mL min™; temperatura de andlise 21 (+2) °C com deteccdo em 220 nm.
(1) (-)-Fexofenadina e (2) (+)-Fexofenadina.

Esse resultado condiz com os estudos previamente feitos por PENG et al.
(2010), que obtiveram a separacdo da terfenadina (farmaco precursor da
fexofenadina) com as colunas Lux® cellulose-1 e Lux® cellulose-2, no modo fase
reversa. O mecanismo de separacdo pode ser atribuido a estrutura linear da
celulose que possui sulcos e cavidades que permitem interacdes estéricas, e, além
disso, os constituintes desse seletor quiral oferecem locais para a ocorréncia de
ligacbes de hidrogénio e interagcbes T- T (OKAMOTO e IKAI, 2008;

LAMMERHOFER, 2010; SCRIBA, 2012).
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4.1.3.1. Separacéo da terfenadina

A Figura 18 refere-se ao cromatograma da terfenadina nas condi¢cdes de
analise acima descrita, ou seja, fase movel constituida por agua: metanol
(35:65, v/v) + 0.3% trietlamina + 0.4% &cido acético; vazdo 0,5 mL min™;

temperatura de andlise 21 (+ 2)°C com deteccdo em 220 nm.

s

S0000

25000 N
o’

26000

e o S —
0 10 20 20 40 50 min

Figura 18. Cromatograma da possivel separacdo dos enantibmeros da terfenadina empregando a
coluna quiral Lux® cellulose-1. Fase moével: 4gua: metanol (35:65, v/v) + 0,3% trietilamina e 0,4%
acido acético; vazdo 0,5 mL min™; temperatura de analise 21 (+ 2) °C com detecgdo em 220 nm.
Possiveis enantibmeros da terfenadina (1 e 2).

Como pode ser observado, além da resolucdo dos enantibmeros nao serem
aceitaveis, o tempo de retencdo deles € muito elevado (acima de 50 minutos).
Dessa forma, a separacao cromatogréfica da terfenadina ndo seréa abordada, ja que
o foco do estudo € determinar a presenca da fexofenadina (metabdlito) apos

biotransformacao.
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4.1.3.2. Comparacao da separacao enantiosseletiva da FEX

Existem alguns trabalhos na literatura sobre a separacdo dos enantibmeros

da fexofenadina, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacdo das metodologias desenvolvidas para separacdo dos enantibmeros da
fexofenadina.

MIURA et al., 2007 RUSTICHELLI et al., Trabalho

2004 proposto

Coluna empregada Quiral CD-Ph Chiralcel OD® Lux® cellulose-1

0,5% KH,PO, Agua: MeOH (35:65, v/v) +

IPA:n-hexano(3:97, viv)

Fase movel (pH 3,5):ACN 0,3% TEA e
+ 2% DEA
(65:35, VIV) 0,02% 0,4% AcCOOH
Vazao 0,5 ml min™ 0,5 ml min* 0,5 ml min™
Modo de eluicéo Fase normal Fase normal Fase reversa
Reacs
gac;qo d? N&o Sim N&o
derivatizacdo
Tempo de andlise 60 min 40 min 20 min
Matriz Plasma Comprimidos Meio de cultura

Como pode ser verificado pelas informacdes contidas na Tabela 5, este
projeto de pesquisa apresenta algumas vantagens em relacdo aos trabalhos ja
presentes na literatura quanto a analise enantiosseletiva da fexofenadina por CLAE,
tais como:

v" Modo de eluigéo fase reversa, com emprego de agua como um dos solventes
constituintes da fase movel,
v" Nao necessita de reacao de derivatizacdo (etapa adicional);

v" Menor tempo de andlise da FEX ja relatado.
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4.2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE OPTICA DOS ENANTIOMEROS DA FEX
POR DICROISMO CIRCULAR

Os espectros obtidos pelo DC dos enantidmeros da FEX estdo representados
na Figura 19, sendo que o enantibmero 1, o primeiro pico a eluir da coluna
apresentou um efeito cotton negativo no intervalo entre 225 a 235 nm, sendo
portanto nomeado como (-)-fexofenadina. Ja o enantibmero 2, o segundo pico a
eluir da coluna apresentou um efeito cotton positivo no intervalo entre 225 a 235 nm,

sendo portanto nomeado como (+)-fexofenadina.

20 +

= Primeiro pico

15 Segundo pico

10 -

ABS

i \’\/_/f
220 225 230 235 240 245 250

Comprimento de onda {nm)

Figura 19. Espectro de absor¢do com luz circularmente polarizada para os enantibmeros FEX. Linha
azul, primeiro pico a eluir da coluna, (-)-fexofenadina. Linha vermelha, segundo pico a eluir no da
coluna, (+)-fexofenadina.
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4.3. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DA DLLME

Terminada a etapa de otimizacdo da resolucdo enantiosseletiva da FEX, foi
dado inicio a otimizacao da técnica de preparacdo da amostra. Nesses experimentos
foi empregado 1 mL de meio de cultura liguido Czapek fortificado com 50 pL da
solucdo padrdo de fexofenadina na concentracdo de 100 ug mL™. O pH do meio foi
controlado com adicédo de 1 mL de solucédo de fosfato de sédio 0,25 M pH 5,0. Apos
0 processo de extracdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10
minutos, a 10°C e o extrato foi ressuspendido em 200 pL da fase movel. Todo
procedimento de DLLME foi realizado em quintuplicata.

4.3.1. Otimizacao do pH de extracao

Segundo um trabalho realizado por MIKUS et al. (2005), a determinacdo da
fexofenadina em comprimidos por meio da técnica de eletroforese capilar foi
possivel em alguns valores de pH (pH 3,2 e 9,0), exceto em pH 5,2, ja que nesta
faixa, a fexofenadina - um composto de natureza zwitteribnica — encontrava-se na
forma neutra. Com base nos resultados obtidos acima, foi possivel encontrar o valor
(pH 5,2) em que fexofenadina esteja neutra, e portanto, permita a ocorréncia da
extracdo, ou seja, 0 processo de transferéncia do analito da solucdo da amostra
(fase aquosa) para a fase organica (ZANG et al., 2009; REZAEE et al., 2010;
ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011; CAMPONE et al., 2012).

Sendo assim, a primeira etapa foi fixar, de forma aleatoria, um solvente
extrator e o seu volume (200 pL de diclorometano) e um solvente dispersor e seu
volume (400 puL de etanol), para que posteriormente fossem avaliadas 3 valores de
pH (4,5, 5,0 e 5,5), usando solucdo de fosfato de sédio. Como pode ser observado
na Figura 20, o melhor pH para a extracdo da fexofenadina foi 5,0, corroborando
dessa forma com o trabalho de MIKUS et al. (2005), sobre a neutralidade desse

analito em pH 5,0.
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Figura 20. Otimizacao do pH da amostra na extracdo por DLLME dos enantidbmeros da fexofenadina
em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracdo representada pela area dos picos.
Condicdes de extracdo - volume do solvente extrator (diclorometano): 200 pL; volume do solvente
dispersor (etanol): 400 pL; tempo de agitacdo: 30 segundos vortex; volume da amostra: 1 mL e 10
min de centrifugacéo a 3000 rpm a 10°C.

4.3.2. Otimizacao do solvente extrator

Com relacdo aos solventes empregados, o solvente extrator deve possui
algumas caracteristicas, como: ser imiscivel em agua, possuir densidade maior que
a agua, ser facilmente volatilizavel, ter capacidade de extracdo do composto de
interesse e uma boa compatibilidade com o sistema cromatogréafico (REZAEE et al.,
2006; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE et al., 2010; MENG et al., 2011; ZGOLA-
GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011). Ele representa o parametro mais
importante neste tipo de extracdo (REZAEE et al., 2006; OJEDA e ROJAS, 2009;
REZAEE et al., 2010; MENG et al., 2011).

Foi mantido como solvente dispersor o etanol (400 uL), e foram avaliados os
solventes extratores: cloroférmio, diclorometano, dicloroetano e tetracloreto de
carbono (200 pL de cada um deles), no melhor valor de pH obtido (pH 5,0)
anteriormente. Como pode ser observado na Figura 21, o melhor solvente extrator

foi cloroformio. N&o foi possivel a extragdo com tetracloreto de carbono.
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Figura 21. Otimizagdo do solvente extrator na extracdo por DLLME dos enantibmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extragdo representada pela area dos
picos. Condicbes de extracdo - volume do solvente extrator: 200 pL; volume do solvente dispersor
(etanol): 400 pL; tempo de agitagdo: 30 segundos vortex; volume da amostra: 1 mL; pH da amostra
5,0 e 10 min de centrifugagédo a 3000 rpm a 10°C. N&o houve extracdo com tetracloreto de carbono
(ndo representado).

4.3.3. Otimizacao do solvente dispersor

Com relacdo ao solvente dispersor, 0 mesmo deve possuir uma boa
miscibilidade tanto na fase extratora, como na fase aquosa e também ser facilmente
volatilizavel (REZAEE et al., 2006; OJEDA e ROJAS, 2009; REZAEE et al., 2010;
MENG et al.,, 2011; ZGOLA-GRZESKOWIAK e GRZESKOWIAK, 2011). Esse
solvente € responsavel por permitir a formacdo do ponto nuvem e pela
sedimentacao da fase extratora (REZAEE et al., 2009).

Com base no experimento anterior, cloroformio foi escolhido como o melhor
solvente extrator e manteve-se o seu volume de 200 pL, para que fossem avaliados
0S seguintes solventes dispersores: metanol, etanol, acetona, acetonitrila e
isopropanol (400 uL de cada um deles). Como pode ser observado na Figura 22, o

melhor solvente dispersor foi isopropanol.
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Figura 22. Otimizacdo do solvente dispersor na extragdo por DLLME dos enantibmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Extracéo eficiente representada pela area dos picos.
CondigBes de extracdo - volume do solvente extrator (cloroférmio): 200 pL; volume do solvente
dispersor: 400 pL; tempo de agitagdo: 30 segundos vortex; volume da amostra: 1 mL; pH da amostra
5,0 e 10 min de centrifugag&o a 3000 rpm a 10°C.

4.3.4. Otimizacao do volume do solvente extrator e dispersor

Concluida as etapas de escolha dos solventes extrator e dispersor, a etapa
seguinte foi a otimizacdo do volume dos solventes extrator e dispersor. Na
otimizacdo do volume do solvente extrator (cloroférmio), fixou-se 400 uL do solvente
dispersor (isopropanol), e variou-se o volume do cloroférmio, realizando os testes
com: 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 uL, 500 pL e 600 puL. O melhor resultado foi obtido
empregando 300 pL cloroférmio (Figura 23).

O volume do solvente extrator esta relacionado ao fator de enriguecimento da
amostra (FE= Csed/CO, sendo que FE: Fator de enriquecimento, Csed:
Concentracao da fase sedimentada, CO: Concentracéo dos analitos na fase aquosa),
sendo que, a medida que o volume deste solvente aumenta, o volume da fase
sedimentada apos a centrifugacdo também aumenta, diminuindo a concentracdo do
analito na fase sedimentada e portanto, ocasionando uma diminuicdo do FE
(REZAEE et al., 2006; REZAEE et al., 2010; MENG et al., 2011).

Na otimizacao do volume do solvente dispersor (isopropanol), fixou-se 300 pL

do solvente extrator (cloroférmio), e variou-se o volume do isopropanol, de modo
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semelhante ao descrito acima. O melhor resultado foi com 300 pL isopropanol
(Figura 24). O volume do solvente dispersor afeta diretamente na formacao do
ponto nuvem e na polaridade da matriz aquosa, e, portanto, na eficiéncia da

extracdo (REZAEE et al., 2010).
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Figura 23. Otimiza¢@o do volume de solvente extrator na extracdo por DLLME dos enantidbmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracdo representada pela area dos
picos. Condicdes de extracdo - solvente extrator: cloroférmio; volume do solvente dispersor
(isopropanol): 400 uL; tempo de agitacdo: 30 segundos vértex; volume da amostra: 1 mL; pH da
amostra 5,0 e 10 min de centrifugacéo a 3000 rpm a 10°C.
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Figura 24. Otimizagc&o do volume de solvente dispersor na extragdo por DLLME dos enantibmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extragdo representada pela area dos
picos. Condi¢cBes de extracdo — volume de solvente extrator (cloroférmio): 300 pL; solvente dispersor:
isopropanol; tempo de agitacdo: 30 segundos vortex; volume da amostra: 1 mL; pH da amostra 5,0 e

10 min de centrifugacdo a 3000 rpm a 10°C.
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4.3.5. DLLME assistida

Pelo fato da DLLME ser um processo de equilibrio, sua eficiéncia depende da
transferéncia de massa do analito da fase aquosa para a fase organica. Nesta
técnica, o tempo de extracdo € definido como o intervalo entre a injecao da mistura
dos solventes dispersor e extrator na matriz e a centrifugacdo da amostra (REZAEE
et al., 2006; FORTES, 2013). Contudo a DLLME é considerada uma técnica tempo
independente, pois a formacdo do ponto nuvem leva a extragdo quase que
instantanea dos analitos. Porém, alguns autores verificaram que o auxilio de
agitacao (empregando vértex ou ultrassom) apos a formacao do ponto nuvem levou
a uma melhora na quantidade extraida. Essa estratégia vem sendo chamada de
DLLME assistida (FORTES et al., 2013). Dessa forma, foi avaliado o uso de agitagcao
no voértex e ultrassom, logo apds a adicdo dos solventes extrator e dispersor na
amostra, ou seja, imediatamente posterior a formacdo do ponto nuvem. Para isso, 0s
seguintes testes foram realizados: a) sem agitacdo no vértex (somente o ponto
nuvem), b) com 15 segundos no voértex, ¢) com 30 segundos no vértex e d) com 30
segundos no vortex seguido de 5 minutos de banho ultrassom.

Como pode ser observada na Figura 25, a melhor condicéo foi no tempo de
15 segundos, ou seja, a combinacdo da formac¢édo do ponto nuvem com agitacdo no
vortex por 15 segundos é mais eficiente para a extracdo da FEX do que as demais
condi¢Oes avaliadas.

Isso pode ser explicado por alguns motivos: i) 15 seq vOrtex versus sem

agitacdo: a agitacdo rapida pelo vortex permite a formacdo de gotas finas do
cloroférmio, que podem ser benéficas para a dispersao eficaz destas goticulas no
interior da solugéo aquosa (DARIAS et al., 2010; SHI e LEE, 2010; FORTES, 2013)
e assim, um aumento de transferéncia de massa e eficiéncia de extragdo pode ser

alcancado; ii) 15 seqg vortex versus 30 seg vortex: apos a formacao do ponto nuvem,

a area de superficie de contato entre o solvente extrator e a fase aquosa é
infinitamente grande, de modo que a transferéncia dos analitos da solugdo aguosa
para a fase extratora é muito rapida (REZAEE et al., 2006; REZAEE et al., 2010;
MENG et al., 2011), além de que a eficiéncia da extracdo é afetada em pequena
extensdo pelo tempo de agitacdo (MENG et al., 2011; YE et al., 2012); iii) 15 seq

vortex versus 30 seq vortex + 5 min ultrassom: os efeitos mecanicos e térmicos do

ultrassom podem resultar na perda de solvente extrator, pela sua volatilizagao
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(CARRO et al.,, 2012) e por isso, 0 uso do banho ultrassom ndo melhorou a

recuperacéo da extracédo da FEX.
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Figura 25. Otimizacdo do tempo de agitacdo na extracdo por DLLME dos enantibmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracdo representada pela area dos
picos. Condi¢des de extracdo — volume de solvente extrator (cloroférmio): 300 puL; volume de solvente
dispersor (isopropanol): 300 pL; volume da amostra: 1 mL; pH da amostra 5,0 e 10 min de
centrifugacdo a 3000 rpm a 10°C.

4.3.6. Otimizacao da adicéo de cloreto de sodio

A adicdo de um sal soltvel na amostra diminui a solubilidade do analito alvo
em solugdo aquosa, aumenta sua particdo na fase organica, e, portanto, favorece a
extracdo (MUDIAM et al., 2012). Dessa forma, o efeito “salting out” também foi
testado, a fim de verificar se a adicdo de um sal inerte poderia contribuir no aumento
da eficiéncia da extracédo, e para isso, diferentes quantidades de NaCl 0-8% (m/v)
foram adicionadas a amostra, mantendo as demais condi¢ces constantes. A adicédo

de sal ndo influenciou na extragéo dos analitos (resultados n&o apresentados).

A condicéo final para a extracao da fexofenadina por DLLME foi:
v' Solvente extrator: 300 pL de cloroférmio,
v Solvente dispersor: 300 pL de isopropanol,

v' Tempo de agitacdo: 15 segundos
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A Figura 26 mostra um cromatograma nas melhores condi¢des estabelecidas
por DLLME apdés extracdo dos analitos do meio de cultura Czapek.
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Figura 26. Cromatograma apés extracdo por DLLME para andlise da fexofenadina nas condi¢des
otimizadas. A) Branco do meio de cultura liquido Czapek ap6s DLLME, B) Amostra de fexofenadina

apos extracdo por DLLME. (1)-(-)-fexofenadina, (2)-(+)-fexofenadina. Condi¢des de analise descritas
na Figura 17.

Deve ser destacado que o tempo de retencdo dos enantibmeros da FEX
apresentou uma ligeira mudanca em relacdo ao apresentado na Figura 17. Esse
fato deve-se a alteracdo da temperatura de analise durante os procedimentos de
otimizacdo da separacao cromatografica e otimizacao da técnica de preparacdo da
amostra. Devido uma quebra no ar condicionado do laboratério, o controle da
temperatura ficou prejudicado, interferindo, dessa forma, na resolucdo dos

enantibmeros.
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4.4. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DA HF-LPME

Nesses experimentos foi empregado 1 mL de meio de cultura liquido Czapek
fortificado com 50 pL da solucdo padrdo de fexofenadina na concentracdo de
1000 pg mL™. O pH do meio foi controlado com adicdo de 3 mL de solucdo de
fosfato de sédio 0,25 M pH 5,0. As amostras foram agitadas a 1500 rpm no agitador
orbital de tubos (Vibrax®) e o extrato foi evaporado sob fluxo de ar comprimido e
posteriormente ressuspendido em 200 pL da fase movel. Todo procedimento de HF-
LPME foi realizado em quintuplicata. Devido as propriedades anfoteras da
fexofenadina (pKa = 4,43 £ 0,10 e 9,42 £ 0,10) foi avaliado a HF-LPME no modo trés
fases, mantendo a fase doadora em pH 5,0 (pH neutro para fexofenadina) e uma
fase aceptora acida (pH 3,0). Para o desenvolvimento do método em trés fases, os
parametros avaliados foram: i) tipo de solvente organico (fase extratora), ii) tempo
de extracao, iii) composicao da fase aceptora e iv) adicao de cloreto de sddio na fase

doadora.

4.4.1. Otimizagéao do tipo de solvente organico

A selecdo do solvente organico € uma etapa fundamental na otimizacdo em
HF- LPME. Este solvente deve ter baixa solubilidade ou ser insollivel em agua, para
que a fase organica nao se dissolva na fase doadora aquosa; deve ter baixa
volatilidade, para que ndo haja perca da fase organica durante a extracédo; deve,
também, ser compativel com a membrana capilar utilizada (no caso, polipropileno);
bem como, de facil impregnagdo nos poros da mesma; e ainda, a solubilidade dos
analitos no solvente deve ser maior do que na fase doadora e menor do que na fase
aceptora, no caso de sistemas de trés fases, que foi o0 modo empregado (DE
OLIVEIRA et al., 2008).

Foi mantido como solucédo aceptora HCl 50mM, e tempo de agitacdo de 50
minutos. A fase doadora foi mantida sem adicdo de sal. Os solventes orgéanicos
avaliados foram: éter diexilico, n-octanol, tolueno e éter dibutilico, sendo que todos
foram impregnados na fibra por 10 segundos, e depois, 0 excesso foi removido em
ultrassom por mais 10 segundos. Como pode ser observado na Figura 27, o melhor

solvente organico foi o n-octanol.
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Figura 27. Otimizacéo do tipo de solvente organico na extracdo por HF-LPME dos enantidbmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia da extracdo representada pela area dos
picos. Condi¢cOes de extracdo — solugéo aceptora: HClI 50mM; tempo de extracdo: 50 minutos; sem
adicdo de sal; pH da amostra 5,0, volume da amostra 1 mL. ExtracGes realizadas a 25° C
empregando fibras de polipropileno 15 cm de comprimento com 600 um de didmetro interno e
tamanho de poros de 0,2 ym.

4.4.2. Otimizacao do tempo de extracao

A HF-LPME é um processo de equilibrio, portanto sua eficiéncia de extracdo
depende da transferéncia de massa do analito da fase aquosa para a organica e
desta para a fase aceptora. Assim, a recuperacao do analito aumenta com o tempo
até que o equilibrio seja atingido (LEE et al.,, 2008). Com base no teste anterior,
manteve-se solucdo aceptora acida de HCI 50mM, sem adi¢do de sal e n-octanol
como solvente organico (melhor resultado), para que fosse avaliado o tempo de
extracdo (de 10 a 90 min). Como pode ser observado na Figura 28, a partir de 70
minutos o sistema alcanca o equilibrio, sendo dessa forma, desnecessario um maior

aumento no tempo de extragéo.
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Figura 28. Otimizagdo do tempo de extracdo na extracdo por HF-LPME dos enantidbmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracdo representada pela area dos
picos. Condicbes de extracdo — solvente organico: n-octanol; solu¢do aceptora: HClI 50mM; sem
adicdo de sal; pH da amostra 5,0, volume da amostra 1 mL. Extragbes realizadas a 25° C
empregando fibras de polipropileno 15 cm de comprimento com 600 um de didmetro interno e
tamanho de poros de 0,2 ym.

4.4.3. Otimizacao da composicdo e concentracdo da fase aceptora

Na fase doadora, o metabdlito deve estar na sua forma neutra (pH 5,0 - no
caso da fexofenadina, conforme teste realizado anteriormente na extracdo DLLME),
para entdo ser extraido pelo solvente orgéanico, impregnado na fibra, e entdo para a
fase aceptora aquosa, cujo pH deve ser acido para que o analito permaneca na
forma ionizada e néo retorne para o0 solvente organico e para a fase doadora
(MAGALHAES et al., 2009).

Manteve-se n-octanol com solvente organico, sem adicéo de sal e 70 minutos
de extracdo (melhor resultado) e variou-se a composi¢cdo e concentracao da fase
aceptora. Foram avaliadas solu¢cbes de HCI e AcCOOH, ambos nas concentragbes
de 25 mM, 50 mM e 100 mM, todos ajustados a pH 3,0. Como pode ser observado
na Figura 29, a melhor solucéo aceptora foi AcCCOOH 50 mM.



68

80000~ _
Bl (-)-Fexofenadina
B8 (+)-Fexofenadina
o 60000
o
=
3 40000
]
o
< 20000+
0-
6§$ 0<$ Qé\@ @“\@ 06\@ 0“\@
V 2 N YV 2 Q
o > \ oS X
NS NS \2\0 o o OO
(:O 8 U
v v 'S
Composicao da solucédo aceptora

Figura 29. Otimizacdo da composicao e concentracdo da solucdo aceptora na extracao por HF-LPME
dos enantibmeros da fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracédo
representada pela area dos picos. Condi¢gbes de extracdo — solvente organico: n-octanol; tempo de
extracdo: 70 minutos; sem adicdo de sal; pH da amostra 5,0, volume da amostra 1 mL. Extracdes
realizadas a 25° C empregando fibras de polipropileno 15 cm de comprimento com 600um de
diametro interno e tamanho de poros de 0,2 ym.

4.4.4. Otimizacao da adicéo de cloreto de sodio

Pode-se aumentar a eficiéncia da extracdo, adicionando um sal inerte na fase
doadora. Isso ocorre devido ao efeito “salting out”. Nesse processo, as moléculas de
agua da fase doadora passam a hidratar também os ions do sal adicionado; entéo,
reduz a solubilidade do analito na solucédo aquosa por mecanismos de competicéo, e
assim facilita a difusdo do analito para a fase extratora (DE OLIVEIRA et al., 2008).

Com esse objetivo, foi adicionado NaCl variando sua concentragdo de O a
30% (m/v), fixando os demais parametros e escolhendo AcCOOH 50mM como fase
aceptora. Como pode ser observado na Figura 30, a melhor concentragao foi com
10% de NacCl.

A adicdo de maiores quantidades de sal na matriz - 20 e 30% (m/v) NaCl -
influenciou negativamente na recuperacdo por 2 motivos: i) a interagcdo ocorrida
entre as moléculas do analito e os ions adicionados pode reduzir a difusdo do analito

para a fase extratora e ii) ocorre um aumento na viscosidade da matriz, que também
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pode reduzir a mobilidade dos analitos e prejudicar a extracado (DE OLIVEIRA et al.,
2008).

40000- _
-~ (-)-Fexofenadina
= (+)-Fexofenadina
° 35000-
o
o
3 30000-
(]
o
< 25000-
20000 r r r :
0 10 20 30
NaCl (%)

Figura 30. Otimizacdo da adi¢édo de cloreto de sédio na extracdo por HF-LPME dos enantidmeros da
fexofenadina em meio de cultura liquido Czapek. Eficiéncia de extracao representada pela area dos
picos. Condi¢bes de extracdo — solvente orgénico: n-octanol; tempo de extragdo: 70 minutos; solucéo
aceptora: AcCOOH 50mM; pH da amostra 5,0, volume da amostra 1 mL. Extra¢cfes realizadas a 25°
C empregando fibras de polipropileno 15 cm de comprimento com 600 ym de didametro interno e
tamanho de poros de 0,2 uym.

A condicéo final da extracdo da fexofenadina por HF-LPME ficou;
v Fase doadora: 50 L fexofenadina, 1 mL do meio de cultura Czapek e 3 mL
de solucao de fosfato de sddio 0,25 M (pH = 5,0);
Solvente organico: n-octanol;
Tempo de extracdo: 70 minutos;
Fase aceptora: solucdo aquosa de AcCCOOH 50 mM (pH 3,0);
Adicao de sal: 10%.

<N S X

Duas microtécnicas de extracdo foram avaliadas quanto a sua capacidade de
isolamento e pré-concentracdo da FEX dos demais componentes do meio de
cultura, conforme descrito acima. A Tabela 6 contém as principais diferengas entre

ambas as técnicas e consequentemente, suas vantagens.



Tabela 6. Principais diferencas entre as microtécnicas de extragdo DLLME e HF-LPME.

Comparacédo dos pontos principais

Tempo dependente

Uso de fibra de polipropileno

Uso de centrifuga

Uso de agitador orbital

Etapa de impregnacéo do solvente organico na fibra

Etapa de preparacéo da solucéo aceptora

Etapa de adicdo da solucéo aceptora no
interior da fibra

Praticidade

Recuperacéo absoluta aproximada da FEX

Tempo estimado para extracdo de 36 amostras

DLLME

Sim

45 %

45 min

HF-LPME

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Comparando as informagOes da Tabela 6, a DLLME foi

extracdo de escolha, pelos seguintes motivos:

v' Vantagens destacadas em vermelho na Tabela 6;

70

a microtécnica de

v Maiores valores de recuperagao (= 45% versus =~ 5%) para a extracdo da FEX

do meio de cultura;
v' Maior rapidez e
v Facilidade de preparacédo das amostras.
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4.5. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo da metodologia analitica foi realizada em meio de cultura liquido
Czapek, empregando a microtécnica de extracdo DLLME.

Como ndo h&d um guia que recomende a andlise de farmacos e metabdlitos
em meio de cultura liquido, optou-se por seguir 0 mais proximo possivel, as
recomendacdes do FDA e ANVISA (FDA, 2001; ANVISA, 2012) para analise de
farmacos e metabdlitos em fluidos biolégicos. Esta escolha foi devido a
complexidade do meio de cultura liquido.

Os parametros avaliados foram: linearidade, limite de quantificacéo, preciséo,
exatiddo, recuperacdo, seletividade, estabilidade. A validacdo do método foi
realizada por padronizacédo interna empregando o farmaco risperidona (Figura 31-B)
como padréo interno.

A risperidona, apesar de ter estrutura quimica diferente da fexofenadina, suas
propriedades fisico-quimicas, tais como logP (2,67+£0,40) e pKa (8,07+£0,10) sédo
semelhantes as da FEX (logP 3,73+0,43 e pKa; 4,43%+0,10, pka, 9,42+0,10)
(Figura 31-A).

Ph Me
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Figura 31. Estruturas quimicas da FEX (A) e RISP (B).
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45.1. Linearidade

A linearidade do método foi realizada pela regressao linear, através da
representacdo grafica da razdo area dos picos dos analitos e padrao interno versus
a concentracdo do analito. O método apresentou-se linear (peso 1/X), para ambas
as curvas analiticas (Tabela 7), no intervalo de concentracdes de 2 ug mL™ a 15 g
mL™ para cada um dos enantidbmeros da FEX com coeficiente de correlacdo maior
do que 0,99 e erro relativo para cada ponto da curva analitica inferior a 15%. Além
disso, as curvas analiticas construidas foram submetidas a andlise estatistica
empregando a ANOVA e a validade das curvas foi demonstrada. A analise da
inclinacdo (slope) das curvas analiticas foi realizada para avaliar a influéncia de
diferentes tipos de matrizes no processo de preparacédo de amostras, DLLME. Dessa
forma curvas analiticas foram preparadas em duas diferentes matrizes, uma em
meio de cultura liquido Czapek e outra em um pool de fungos. Como pode ser
observado na Tabela 7, as curvas analiticas apresentaram valores de coeficiente
angulares semelhantes o que indica que as diferentes matrizes sofreram a mesma
influéncia no processo de extracdo por DLLME (BOCATO et al., 2012; FORTES,
2013).

Tabela 7. Linearidade do método para analise dos analitos em meio de cultura liquido Czapek e em
pool de fungos.

ANOVA
Analitos Tnl"npac:r?ze Co(nuc;enmtlr_gl%ao Equacéo linear® lack-of-fit
F P
Pool de _
(9FEX  {yos  200-15.00  y=0,002118x+0,068047 0,992 479 0,056
_ 0,998
(-)-FEX CMe'O 2,00-15,00 y= 0,001992x+0,042816 0,994 2,68 0,056
zapek
Pool de _
()FEX  (i0os  200-1500  y=0001444x+0,131541 0,991 3,90 0,593
0,998
(+)-FEX  Meo 5 001500  y=0,001790x+0,025914 0,993 2,89 0,054
Czapek

% Cinco replicatas (n = 5) para cada concentragao.

® coeficiente de correlacao.
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4.5.2. Recuperagéo

As recuperacbes médias para ambos enantibmeros da FEX foram de 43%,
com um desvio padréo relativo inferior a 5% (Tabela 8).

Tabela 8. Recuperacdo do método de DLLME para analise dos enantidmeros da fexofenadina.

(-)-Fexofenadina (+)-Fexofenadina

Concentra%e”noa

(Hg mL™) ) )
Recuperacao (%) CV (%) Recuperacédo (%) CV (%)

CB 37 4 40 5
CM 44 3 40 5
CA 49 2 47 1

®As concentracdes da fexofenadina avaliadas na recuperacgéo foram (CB) concentracdo baixa 3,75 ug
mL; (CM) concentracdo média 8,00 pg mL™ e (CA) concentracéo altal2,00 ug mL™.

4.5.3. Limite de Quantificacéo

Nas condicdes descritas, o limite de quantificacdo (LIQ) do método para os
enantidmeros da fexofenadina foi de 2 pg mL™ Os valores de precisdo (representado
pelo CV,%) e exatidao (representado pelo E,%) foram inferiores a 20% (ANVISA,

2012) e sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Limites de quantificacdo do método para determinacao enantiosseletiva da fexofenadina.

Concentragéao Concentracéao

. WAL 04)°¢
AmelTios nominal (ug mL™)  analisada (ug mL™)? = () ev e

(-)-Fexofenadina 2,00 2,10 5 6

(+)-Fexofenadina 2,00 2,10 5 7

% Limite de quantificacdo, n = 5; ® E, erro relativo do limite de quantificacdo; © CV (%), coeficiente
de variacdo percentual do limite de quantificacéo.
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45.4. Precisao e Exatidao

A precisao e exatiddo sdo medidas de confiabilidade dos resultados analiticos
obtidos, sendo que a precisdo € o parametro que demonstra o quao proximo estéo
0os resultados obtidos de amostras independentes e, a exatiddo, demonstra a
concordancia do resultado obtido e o valor real (CASSIANO et al., 2009; BOCATO,
2012). Para avaliar a precisao e exatidao intraensaio foram utilizadas aliquotas de
meio de cultura liquido Czapek fortificadas com as concentracdes do limite inferior
de quantificacdo, baixa, média e alta da fexofenadina, em cinco replicatas. As
mesmas trés concentracbes foram avaliadas para a determinacdo da precisdo e
exatidao interensaios, durante trés dias consecutivos.

A Tabela 10 apresenta os valores de precisdo (DPR,%) e exatiddo (ER,%)
intra- e interensaio dos enantidbmeros da fexofenadina, sendo que os resultados de
coeficiente de variacdo e erro relativo estdo de acordo com os guias de validacéo
para métodos bioanaliticos (FDA, 2001; ANVISA, 2012), mantendo-se inferior a
15%.

Tabela 10. Precisao e exatiddo do método para andlise dos enantibmeros da fexofenadina em meio
Czapek.

Intraensaio (n = 5)* Interensaio (n = 3)b
Concentragao
Analitos teorica Concentragao Concentracao
(ug mL?Y) trac DPR® trac DPR®
obtldal (%) obtldal (%)
(Hg mL"™) (g mL™)
2,00 2,03 5 15 2,06 2 3,0
3,75 3,83 3 2,1 3,75 3 0,0
(-)-FEX
8,00 7,88 6 -1,5 7,92 1 -1,0
12,00 12,69 2 5,8 12,76 1 6,3
2,00 2,04 11 2,0 2,03 2 15
3,75 3,59 5 -4,3 3,67 6 -2,1
(+)-FEX
8,00 8,05 7 0,7 8,02 1 0,3
12,00 12,59 5 50 12,60 1 50

a b d

nimero de determinagdes; ° nimero de dias; ° porcentagem de desvio padrdo relativo;

porcentagem de erro relativo.
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45.5. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da andlise de amostras
extraidas de meio de cultura Czapek sem adicdo dos analitos, amostras de meio de
cultura Czapek fortificadas com os enantibmeros da fexofenadina e amostras de
meio de cultura Czapek incubadas com os fungos empregados nos estudos de
biotransformagdo. Os cromatogramas referentes a analise do meio de cultura
fortificado com os enantiomeros da fexofenadina e meio de cultura sem a presenca

dos analitos séo apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Cromatogramas representativos dos enantibmeros da FEX em meio de cultura Czapek
ap6s extracdo DLLME. (A) Meio de cultura Czapek fortificado com (1) padréo interno (70 pug mL™),
(2) (-)-Fexofenadina e (3) (+)-Fexofenadina (concentracdo de 12 ug mL™ para cada enantiémero).
(B) Meio de cultura Czapek sem adi¢édo dos analitos. Condicdes de andlise descritas na Figura 17.
Condicdes de extracdo por DLLME descritas no item 4.3.

Na avaliacdo da seletividade, os fungos Papulaspora immersa Hotson SS13,
Mucor rouxii, Fusarium oxysporum SS50, Cunninghamella echinulata var. elegans
ATCC 8688A e Cunninghamella elegans: NRRL 1393 ATCC 10028B néo produziram
qualquer metabalito secundario proximo ao tempo de retencdo dos enantibmeros da
FEX (Figura 33, Figura 34, Figura 35, Figura 36 e Figura 37), e o0 meio de cultura

liquido Czapek nao apresentou nenhum pico interferente (Figura 32-B).
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Figura 33. Cromatograma relativo ao branco do fungo da espécie Papulaspora immersa Hotson
SS13. Condicdes de andlise descritas na Figura 17. Condicdes de extragdo por DLLME descritas no

item 4.3.
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Figura 34. Cromatograma relativo ao branco do fungo da espécie Mucor rouxii. Condic6es de analise
descritas na Figura 17. CondicBes de extracéo por DLLME descritas no item 4.3.
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Figura 35. Cromatograma relativo ao branco do fungo da espécie Fusarium oxysporum SS50.
Condicdes de andlise descritas na Figura 17. Condi¢cdes de extracdo por DLLME descritas no

item 4.3.
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Figura 36. Cromatograma relativo ao branco do fungo da espécie Cunninghamella echinulata var.
elegans ATCC 8688A. Condi¢bes de analise descritas na Figura 17. Condicdes de extracdo por

DLLME descritas no item 4.3.
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Figura 37. Cromatograma relativo ao branco do fungo da espécie Cunninghamella elegans: NRRL
1393 ATCC 10028B. Condi¢bes de analise descritas na Figura 17. Condi¢cbes de extragdo por
DLLME descritas no item 4.3.

4.5.6. Estabilidade

A estabilidade dos enantiomeros da fexofenadina foi avaliada durante ciclos
congelamento e descongelamento, em temperatura ambiente (bancada) por 6 horas
e por 24 horas no autoinjetor. Os analitos mostraram-se estaveis nas condi¢cdes
estudadas, pois ndo foi observada degradacdo superior a 15%, avaliado através do
E%, em relacdo a curva analitica recém-preparada simultaneamente, como pode ser
observado na Tabela 11.
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Tabela 11. Estabilidade dos enantibmeros da fexofenadina nos ciclos
congelamento/descongelamento, bancada por 6 horas e autoinjetor por 24 horas em meio de cultura
liquido Czapek.

Estabilidade (-)-Fexofenadina (+)-Fexofenadina

Ciclos congelamento e
descongelamento

Concentracao obtida (ug mL™) 3,709 12,139 3,349 11,579
Precisdo (DPR)? 11 4 7 10
Exatidgo (ER, %)” -1,3 1,1 -11,0 -3,6

Bancada por 6 hs

Concentracao obtida (ug mL™) 3,879 12,50% 4,219 11,46 %
Precisdo (DPR)? 7 4 7 4
Exatidgo (ER, %) 3,2 4,2 12,2 -45

Autoinjetor por 24 hs

Concentracao obtida (ug mL™) 4,069 13,60% 4,259 13,37%
Precis3o (DPR)? 13 2 11 13
Exatidgo (ER, %) 8,2 13,3 13,4 11,4

3 Expresso como coeficiente de variacdo percentual, CV; b) Expresso como erro relativo porcentual.
© Concentracdo baixa = 3,75 pg mL™, © concentraco alta 12,00 ug mL™

4.6. TESTE MIC

O ensaio MIC foi realizado com o objetivo de verificar qual a concentracao
maxima de farmaco que poderia ser adicionado no meio de biotransformacédo, sem
que prejudicasse o crescimento dos fungos. Isso porque, no estudo piloto de
biotransformacéao, foi adicionado 3 mg de TERF, porém sem o conhecimento se
essa quantia pudesse interferir no crescimento dos fungos. Além disso, a pequena
quantia de TERF adicionada ao meio dificultou a determinacdo de pequenas
guantias de fexofenadina, que porventura fosse formada. Assim, antes do estudo
completo de biotransformacéo, este ensaio foi feito para definir qual seria a nova
guantidade de TERF a ser adicionado ao meio, sem que pudesse causar prejuizo ao

crescimento dos fungos.
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A Figura 38 apresenta a foto das 2 placas que foram empregadas para o
teste de MIC, e observa-se que houve crescimento dos fungos a partir do poco B, ou
seja, em altas concentraces de TERF no meio (100 pug mL?), e assim, foi
adicionado 5 mg de TERF em 100 mL de meio Czapek (50 ug mL™).

Figura 38. Foto mostrando as placas de 96 po¢os com os fungos, ap6s incubacéo.
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4.7. APLICACAO DO METODO VALIDADO NA BIOTRANSFORMACAO
ENANTIOSSELETIVA DA TERFENADINA POR FUNGOS

Sob as mesmas condi¢cdes de incubacado, conforme descrito na secdo 3.5.,
sete fungos foram avaliados quanto a possivel biotransformacédo da terfenadina
(TERF) no seu respectivo metabdlito, a fexofenadina (FEX).

As reacdes de biotransformacéo pelos fungos Papulaspora immersa Hotson
SS13, Penicillium crustosum VR4, Mucor rouxii, Nigrospora sphaerica SS67,
Fusarium oxysporum SS50, Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A e
Cunninghamella elegans NRRL 1393 ATCC 10028B foram acompanhadas
diariamente, durante 15 dias (360 horas). Aliquotas das amostras (4 mL) foram
coletadas nos seguintes dias DO, D3, D6, D10 e D15. As amostras foram coletadas,
extraidas por DLLME (conforme otimizac&o descrita na sec¢édo 4.3) e analisadas pelo
meétodo validado em CLAE (conforme descrito na secéo 4.5).

Dentre os sete fungos avaliados, somente os fungos Fusarium oxysporum
SS50 e Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A apresentaram
capacidade de biotransformar a terfenadina nas condi¢cdes de incubacédo descrita
nesse trabalho. A biotransformacao pelo fungo Cunninghamella elegans NRRL 1393
ATCC 10028B apresentou interferentes nos tempos de retencdo dos analitos, sendo

impossivel inferir se houve ou ndo producao da fexofenadina por esse fungo.

4.7.1. Fusarium oxysporum SS50

O fungo Fusarium oxysporum SS50 apresentou capacidade em
biotransformar enantiosseletivamente a TERF no enantibmero (-) da FEX, sendo
que a presenca do enantiomero (-)- ocorre em todo o periodo de incubacao, exceto
no primeiro dia (DO). A Figura 39 representa o cromatograma apos 360 horas de
incubacédo. Nao foi possivel quantificar a quantidade formada, pois como pode ser
observado no cromatograma, existe um interferente co-eluindo com o padréao
interno. Esse interferente ndo aparece nas amostras controle, o que indica ser um
possivel produto de elicitacdo devido a presenca do farmaco no meio (DAAYF et al.,
2003).
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Figura 39. (A) Linha azul corresponde ao cromatograma do branco do fungo da espécie Fusarium
oxysporum SS50, B) Linha vermelha corresponde ao cromatograma da andlise do meio de
biotransformacdo do fungo da espécie Fusarium oxysporum SS50 apés o décimo quinto dia de
incubacdo. Condicdes de analise descritas na Figura 17. Condicbes de extracdo por DLLME
descritas no item 4.3. (1) Risperidona, (2) (-)-fexofenadina. A seta indica o interferente.

4.7.2. Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A

A biotransformacdo da TERF em FEX pelo fungo Cunninghamella echinulata
var. elegans ATCC 8688A resultou na formacgédo do enantibmero 2 FEX de 72 horas
a 360 horas, sendo o resultado apresentado na Figura 40. A concentracéo
aproximada observada foi de 8,66 ug mL™.
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Figura 40. (A) Linha azul corresponde ao cromatograma do branco do fungo da espécie
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A, B) Linha vermelha corresponde ao
cromatograma da andlise do meio de biotransformacao do fungo da espécie Cunninghamella
echinulata var. elegans ATCC 8688A apés o décimo quinto dia de incubacdo. Condi¢cBes de anélise
descritas na Figura 17. Condicdes de extragcdo por DLLME descritas no item 4.3. (1) Risperidona, (2)
(+)-fexofenadina.
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5. CONCLUSOES

A separacao dos enantiomeros da fexofenadina foi possivel com a seguinte
condicdo: coluna quiral Lux® cellulose-1, fase mével constituida por dgua: metanol
(35:65, v/v), 0,3% trietilamina e 0,4% &acido acético, empregando uma vazdo de
0,5 mL min™, com deteccdo em 220 nm. Tal feito representa o primeiro relato na
literatura sobre a separacdo dos enantibmeros da fexofenadina por CLAE com uma
coluna quiral a base de polissacarideo (Lux® cellulose-1) e também a mais rapida ja
descrita (20 minutos), diferentemente do trabalho realizado por MIURA et al. (2007),
cujo tempo de analise foi de aproximadamente 60 minutos.

Dentre as 2 técnicas de extracdo avaliadas, ambas demonstraram ser
promissoras na etapa de preparacdo de amostras bioldgicas complexas, como o
meio de cultura, porém a DLLME apresentou melhores resultados para a extracdo
da fexofenadina, em comparacdo com a HF-LPME, jA que a primeira técnica
forneceu maiores valores de recuperacdo (=45% DLLME versus ~5% HF-LPME),
maior rapidez e facilidade na preparacdo das amostras. Apesar da DLLME ter
proporcionado um maior valor de recuperacao em relacdo a HF-LPME, essa quantia
recuperada influenciou diretamente no limite de quantificacdo do método, ndo sendo
possivel atingir um limite baixo o suficiente que proporcionasse uma quantificacdo
de pequenas quantias de fexofenadina, que porventura, fosse formada no processo
de biotransformacéao.

Em relacdo ao estudo de biotransformacdo, somente o fungo Fusarium
oxysporum SS50 e Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A
apresentaram potencial para biotransformacéo da terfenadina em fexofenadina nas
condicBes de incubacdo empregadas nesse trabalho. Mudancas nas condi¢des de
biotransformag¢do como: aumento no tempo de incubacéo, troca de fonte de carbono
do meio e aumento da agitacdo do meio de cultura (favorecendo uma melhor

aeracdo) podem favorecer a biotransformacao da fexofenadina.
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