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RESUMO

TONON, M. A. Andlise enantiosseletiva da zopiclona, suas impurezas e
metabolitos em formulacdes farmacéuticas e materiais bioldgicos. 2012. 167f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Zopiclona (ZO) € um hipnoético ndo-benzodiazepinico da classe ciclopirrolonas,
indicada para o tratamento da insénia. A ZO € um farmaco quiral administrada como
uma mistura racémica; no entanto, a sua atividade farmacoldgica esta
principalmente relacionada com o enatibmero (+)-(S)-ZO, também conhecido como
eszopiclona. A ZO é extensivamente metabolizada e os metabdlitos principais séo a
N-desmetil zopiclona (N-Des) e zopiclona-N-6xido (N-Ox). A N-Ox também € uma
impureza encontrada na matéria prima. Além dessa impureza, outras oriundas do
processo de sintese ou devido a degradacdo também podem ser encontradas:
impureza B (RP29307), impureza C (2-amino-5-cloropiridina, ACP ou RP26695) e
RP 48497. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi desenvolver métodos de
andlise enantiosseletiva da ZO, metabdlitos e impurezas em formulacdes
farmacéuticas e materiais biolégicos. Um método empregando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS-MS)
foi desenvolvido e validado para a quantificagcdo simultdnea da ZO e de seus
metabolitos em plasma de ratos. Os analitos foram isolados das amostras por
extracao liquido-liquido e separados na coluna CHIRALPAK AD-RH, empregando a
fase movel constituida por etanol:metanol:acetonitrila (50:45:5, v/v/v) mais 0,025 %
de dietilamina, na vazdo de 1,0 mL min™t. A moclobemida foi utilizada como padréo
interno. O método desenvolvido foi linear no intervalo de concentracdo plasmatica de
7,5-500 ng mL™. As recuperacées médias absolutas foram de 74,6 e 75,7; 61,6 e
56,9; 72,5 e 70,7 % para os enantibmeros da ZO, N-Des e N-Ox, respectivamente, e
75,9 % para o padrao interno. A precisdo e a exatiddo apresentaram resultados
dentro de niveis aceitaveis (<15 %). A aplicacdo do método em um estudo piloto de
disposicéo cinética da ZO em ratos mostrou que os niveis de (+)-(S)-ZO foram
sempre superiores aos de (-)-(R)-ZO. Concentracbes mais elevadas também foram
observadas para (+)-(S)-N-Des e (+)-(S)-N-Ox, confirmando a disposi¢cao cinética
estereosselectiva da ZO. Outro método desenvolvido utilizando LC-MS-MS permitiu
a determinacéo da ZO no cérebro de ratos. O tratamento das amostras foi realizado
empregando a extracdo em fase sdlida, obtendo-se recuperacdes elevadas de 89,6
e 91,7 % para cada enantibmero. Os enantibmeros foram separados em uma coluna
CHIRALPAK AD, com a fase modvel constituida por acetonitrila:etanol:metanol
(60:20:20, v/viv), na vazdo de 1,3 mL min™. A moclobemida também foi utilizada
como padrao interno. O método validado mostrou linearidade no intervalo de 0,29-
344,8 ng g, com limite de quantificacédo de 0,29 ng g™. P6de-se observar que 0s
niveis de (+)-(S)-Z0O, o enantidmero mais ativo, foram sempre superiores aos de (-)-
(R)-ZO. Finalmente, um terceiro método foi desenvolvido para andlise
enantiosseletiva da ZO e das suas impurezas N-Ox e ACP em comprimidos,
empregando a eletroforese capilar com deteccdo UV (CE-UV). Os analitos foram
extraidos dos comprimidos utilizando acetonitrila e foram separados em um capilar
nao revestido de silica fundida (50 um, 42 cm de comprimento efetivo, 50 cm de
comprimento total), utilizando tamp&o fosfato de s6dio 80 mmol L™, pH 2,5,
contendo 5 mmol L™ de B-ciclodextrina carboximetilada. Os analitos e o padrdo




interno (trimetropina) foram detectados em 305 e 200 nm, respectivamente. Uma
tensdo de 27 kV foi aplicada e a temperatura do capilar foi mantida em 25 °C. Todos
os analitos foram analisados em até 8 min e as curvas analiticas foram lineares no
intervalo de concentracéo de 0,4-0,8 mg mL™ para cada enantiémero da ZO, 0,8-1,6
ng mL* para ACP e 0,4-0,8 pgt mL para cada enantidmero da N-Ox. Os
coeficientes de variagdo e erros relativos obtidos na avaliacdo da preciséo e
exatiddo foram inferiores a 2% para todos os analitos. Este método validado foi
utilizado para estudar a degradacéo e racemizacéo da ZO sob condi¢cdes de stress.
As duas impurezas avaliadas foram formadas nas condi¢cbes de estresse mas a
racemizacéo nao foi observada.

Palavras-chave: Zopiclona, metabdlitos e impurezas. andlise enantiosseletiva,
material biolégico, formula¢des farmacéuticas .




ABSTRACT

TONON, M. A. Enantioselective analysis of zopiclone, its impurities and
metabolites in pharmaceutical formulations and biological materials. 2012.
167f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Zopiclone (ZO) is a non-benzodiazepine hypnotic drug of the cyclopyrrolone class,
indicated for the treatment of insomnia. ZO is a chiral drug administered as a racemic
mixture, however its pharmacological activity is mainly related to (+)-(S)-ZO, also
known as eszopiclone. It is extensively metabolized and the main metabolites are N-
desmethyl zopiclone (N-Des) and zopiclone-N-oxide (N-OX). N-Ox is also found as
an impurity in the raw material. Other impurities, coming from the synthetic procedure
or due to degradation can also be found: impurity B (RP29307), impurity C (2-amine-
5-chloropyridine, ACP or RP26695) and RP 48497. Therefore, the aim of this study
was the development of methods for the enantioselective analysis of ZO, metabolites
and impurities in pharmaceutical formulations and biological materials. A high-
performance liquid chromatographic method with triple quadrupole mass
spectrometry detection (LC-MS-MS) was developed and validated for the
simultaneous quantification of ZO and its metabolites in rat plasma samples. The
analytes were isolated from rat plasma by liquid-liquid extraction and separated using
a CHIRALPAK AD-RH column, and ethanol:methanol:acetonitrile (50:45:5, v/v/v) plus
0.025 % diethylamine as mobile phase, at a flow-rate of 1.0 mL min™. Moclobemide
was used as internal standard. The developed method was linear over the
concentration range of 7.5-500 ng mL™. The mean absolute recoveries were 74.6
and 75.7; 61.6 and 56.9; 725 and 70.7 % for ZO enantiomers, for N-Des
enantiomers and for N-Ox enantiomers, respectively, and 75.9 % for the internal
standard. Precision and accuracy were within acceptable levels of confidence (<15
%). Method application in a pilot study of ZO kinetic disposition in rats showed that
the levels of (+)-(S)-ZO were always higher than those of (-)-(R)-ZO. Higher
concentrations were also observed for (+)-(S)-N-Des and (+)-(S)-N-Ox. Another
method was developed for the determination of ZO in rat brain using LC-MS-MS. The
sample treatment procedure was carried out employing solid-phase extraction
yielding recoveries of 89.6 and 91.7 % for each ZO enantiomer. The ZO enantiomers
were resolved on a CHIRALPAK AD column with a mobile phase consisting of
acetonitrile:ethanol:methanol (60:20:20, v/v/v) at a flow rate of 1.3 mL min™.
Moclobemide was used as internal standard. The validated method showed linearity
in the range of 0.29 - 344.8 ng g, with quantification limit of 0.29 ng g™*. It could be
observed that the levels of (+)-(S)-ZO were always higher than those of (-)-(R)-ZO.
Finally, a third method was developed for the enantioselective analysis of ZO and
its impurities N-Ox and ACP in tablets using capillary electrophoresis with UV
detection (CE-UV). The analytes were extracted from the tablets using acetonitrile
and were separated in an uncoated fused-silica capillary (50 um, 42 cm effective
length, 50 cm total length) using 80 mmol L™ sodium phosphate buffer, pH 2.5, and 5
mmol L carboxymethyl-B-cyclodextrin as running buffer. The analytes and the
internal standard (trimethoprim) were detected at 305 and 200 nm, respectively. A
tension of 27 kV was applied and the capillary temperature was maintained at 25 °C.
All analytes were analyzed within 8 min and linear calibration curves over the




concentration range of 0.4-0.8 mg mL™ for each ZO enantiomer, 0.8—1.6 ug mL™ for
ACP and 0.4-0.8 yg mL™ for each N-Ox enantiomer were obtained. The coefficients
of correlation obtained for the linear curves were greater than 0.99. The intra-day and
inter-day accuracy and precision were lower than 2% for all analytes. This validated
method was employed to study the degradation and racemization of ZO under stress
conditions. The results obtained showed that ACP and N-Ox were both formed under
the stress conditions used, but racemization was not observed.

Keywords: Zopiclone, metabolites and impurities, enantioselective analysis, biological

materials, pharmaceutical formulations.
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1. INTRODUCAO

1.1. FARMACOS QUIRAIS E A ZOPICLONA

A quiralidade é uma propriedade inerente do nosso organismo (AGRANAT,;
CANER; CALDWELL, 2002). O alto grau de estereosseletividade de muitos
processos biologicos implica que quando uma mistura racémica € administrada
como um medicamento, o0s estereoisdbmeros podem nédo ser equipotentes (BONATO;
JABOR; GAITANI, 2005). Desta forma, diferencas estereosseletivas significativas
quanto a poténcia, toxicidade, absorcado, distribuicdo, metabolismo e eliminacao

podem ser observados.

O caso da talidomida € um exemplo classico da importancia da quiralidade na
farmacodinamica e na disposicao cinética de farmacos quirais. A talidomida marca
uma das mais terriveis tragédias da histéria da farmacoterapia com o nascimento de
milhares de criancas que apresentavam graves deformidades congénitas. Somente
depois do estudo das suas propriedades estereosseletivas é que se percebeu que o
farmaco, até entdo vendido como racemato, continha seu enantibmero dextrégiro
com acao sedativa e hipnética e o enantibmero levogiro com acao teratogénica.
Esse caso trouxe mudancas na legislacdo e no desenvolvimento de novos farmacos
(SILVA JUNIOR et al, 2006; SMITH, 2009).

Devido as diferentes propriedades biolégicas que cada enantibmero pode
exercer nos processos bioquimicos, o0 conhecimento da influéncia da
estereoseletivade tornou-se um grande desafio para os pesquisadores e para a
industria farmacéutica. A quiralidade passou a ser considerada no planejamento e
na sintese de novos produtos farmacéuticos. Além disso, a industria farmacéutica
passou a avaliar as propriedades cinéticas e dinamicas de farmacos ja
comercializados como racematos, com o objetivo de produzir novos medicamentos
baseados nesses farmacos na forma de enantibmeros puros (chiral switch). Lipitor
(atorvastatina calcica), Plavix (bisulfato de clopidogrel) e Nexium (esomeprazol

magneésio) sdo exemplos de farmacos comercializados como enantibmeros puros.
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Esses trés medicamentos estdo entre os mais vendidos em 2008 e juntos permitiram
o arrecadamento de 30 bilhdes de délares. (AGRANAT; WAINSCHTEIN, 2010;
SILVA JUNIOR et al.,, 2006, JANNUZZI; VASCONCELLOS; DE SOUZA, 2008;
SMITH, 2009).

A histéria do uso de farmacos quirais deixa claro que nenhum farmaco esta
tdo extensivamente estudado que tudo possa ser previsto sobre as diferencas
farmodinamicas, farmacocinéticas e toxicolégicas que seus enantibmeros irdo
apresentar (ORLANDO et al., 2007). Assim, para entender o papel da esteroquimica
nas propriedades farmacocinéticas de farmacos quirais, €& necessario o
desenvolvimento de métodos de andlise, possibilitando a separacéo, identificacao e
quantificacdo dos isdbmeros isolados ndo s6 na matéria prima e medicamentos, mas
também em matrizes biologicas (HUTT; VALENTOVA, 2003; BONATO; JABOR,
GAITANI, 2005).

Neste estudo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas foi empregada no desenvolvimento de métodos para
analise enantiosseletiva da zoplicona (ZO) e seus metabdlitos em matrizes
biolégicas, enquanto que a eletroforese capilar foi selecionada para analise quiral da

ZO e suas impurezas em matéria prima e formulacdo farmacéutica.

A ZO, eéster piridinilpirrolpirazinilico do acido 4-metilpiperazinocarboxilico, foi o
primeiro hipnético pertencente a familia das ciclopirrolonas disponibilizado
comercialmente. Sua estrutura ndo esta correlacionada com os benzodiazepinicos,
mas, apesar disso, ela atua no mesmo receptor, ou seja, 0 receptor GABA
(PIPERAKI; PARISI-POULOU, 1996; NIROGI; KANDIKERE; MUDIGONDA, 2006).

A ZO pertence a classe dos farmacos-Z indicados para o tratamento da
insbnia, doenca caracterizada pelo distarbio do sono normal, quer seja pela
dificuldade em iniciar o sono ou dificuldade em mante-lo. A literatura epidemiologica
recente mostra que 30-48% das pessoas reportam terem sintomas de insbnia e
cerca de 8-18% relatam estarem descontentes com a qualidade ou quantidade de
sono. Entretanto, apenas 6% desses individuos apresentam o0s parametros que
diagnosticam o quadro de insdnia (NHS, 2004). A insbnia é uma doenca
preocupante, pois causa grande impacto na saude, no trabalho e na qualidade de
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vida da populagéo, causando fadiga, estresse e danos a rotina do paciente (CURRY;
EISENSTEIN; WALSH, 2006; NIH, 2005; NUTT; STAHL, 2011; SCHUTTE-RODIN et
al., 2008).

Entre os hipnaéticos utilizados para a inducdo do sono, 0os benzodiazepinicos
sdao amplamente empregados. A principal preocupacdo quanto ao uso dos
benzodiazepinicos se da devido a dependéncia quimica que eles podem resultar. A
literatura mostra que 10-30% dos usuarios crénicos de benzodiazepinicos sao
dependentes, ou entdo, que 50% de todos os usuarios sofrem com os sintomas de
retrada do medicamento (NHS, 2004, CURRY; EISENSTEIN; WALSH, 2006;
SCHUTTE-RODIN et al., 2008). Em contrapartida, os farmacos-Z ndo possuem essa
desvantagem e também ndo causam sedacdo do dia seguinte (NHS, 2004,
SCHUTTE-RODIN et al., 2008; NUTT; STAHL, 2011).

A ZO possui um centro quiral sendo produzida na forma de mistura racémica
de dois estereoisbmeros, apesar da atividade farmacolégica estar relacionada
apenas com o enantibmero (+)-(S), também denominado eszopiclona (MISTRI et al.,
2008). A eszopiclona, enantidmero puro da ZO, é comercializada pela SEPRACOR
como “Lunesta”, ja tendo sido aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA,
EUA) (WESSELL; WEART, 2005).

No Brasil, a ZO é comercializada apenas como mistura racémica, mas a
formulacdo contendo o enantidbmero puro podera ser disponibilizada em breve, a
exemplo do que aconteceu com outros farmacos (AGRANAT; CANER; CALDWELL,
2002). Sendo assim, métodos estereosseletivos para a determinacdo do farmaco e
impurezas sdo essenciais para garantir a qualidade do medicamento disponibilizado

para a populacao.

A dose recomendada clinicamente de ZO é de 7,5 mg. Depois de
administrado por via oral, o farmaco € rapidamente absorvido, apresentando pico de
concentracdo plasmatica de 60 ng mL™ em 90 minutos, com biodisponibilidade de
cerca de 80%. O farmaco é rapidamente distribuido, a partir do compartimento
vascular, nos tecidos organicos, incluindo o cérebro; é excretado na urina, saliva e
leite materno. A ligacdo as proteinas plasmaticas € baixa (45%) e nao saturavel,
havendo assim, pouco risco de interacdo medicamentosa (PIPERAKI; PARISI-
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POULOU, 1996; NIROGI; KANDIKERE; MUDIGONDA, 2006; MISTRI et al., 2008). A
ZO é metabolizada no figado a dois principais metabdlitos, a N-desmetil zopiclona
(N-Des, sem atividade hipndtica, mas com atividade ansiolitica) e a zopiclona-N-
oxido (N-Ox, metabdlito menos ativo que o farmaco) (BECQUEMONT et al., 1999).

A disposicdo cinética da ZO também é estereosseletiva, com maiores
concentracbes plasmaticas, urinarias e no cérebro do enantibmero (+)-(S)-ZO
(FOSTER et al.,1994; PIPERAKI; PARISI-POULOU, 1996, FERNANDEZ et al.,
1991; 1993 e 2002). Maiores concentracdes dos enantibmeros (+)-(S)-N-Des e (+)-
(S)-N-Ox também foram relatadas na literatura (PIPERAKI; PARISI-POULOU, 1996;
FERNANDEZ et al., 1991; 1993 e 2002).

1.2.TECNICAS DE ANALISE ENANTIOSSELETIVA

1.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC) é a técnica mais utilizada para a separacdo de
enantiomeros (BONATO; JABOR; GAITANI, 2005). Essa separacdo pode ser feita
através de procedimentos diretos ou indiretos. Os procedimentos indiretos baseiam-
se na derivacdo quiral, na qual o composto quiral reage com um reagente de
derivacdo enantiomericamente puro, originando diastereocisbmeros que depois sao
separados usando uma coluna com fase estacionaria convencional. As principais
desvantagens do procedimento indireto sdo a necessidade de reagentes quirais com
alto grau de pureza e o tempo gasto na etapa de formacgédo dos diastereoisdmeros
(HAGINAKA, 2002; MISLANOVA; HUTTA, 2003). O procedimento direto é realizado
empregando colunas com fases estacionarias quirais ou fases moéveis contendo
aditivos quirais, possibilitando a formacao de diastereoisdmeros temporarios na fase
estacionaria ou na fase movel, o que resulta na separacdo dos enantibmeros. O uso
de fase mével contendo aditivos quirais ndo é muito atrativo devido ao maior custo e

a maior dificuldade na otimizagdo do método e na remocao do aditivo empregado na
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fase modvel, quando se faz separacdes em escala preparativa. O uso de fases
estacionarias quirais (Chiral Stationary Phases, CSP) tem sido preferido devido a
separacdo ser mais simples e reprodutivel. Somado a isso, o grande numero de
colunas quirais disponiveis comercialmente, a possibilidade do emprego em escala
preparativa ou analitica e a praticidade e facilidade no desenvolvimento dos métodos
de analise, tornam o uso das CSPs bastante vantajoso. As CSPs sdo em sua
maioria constituidas de um suporte de silica ou silica — aminopropil, ao quais 0s
seletores quirais sdo incorporados ou quimicamente ligados. Essas CSPs séo
baseadas, principalmente, em polissacarideos, antibiéticos e proteinas (DE
SANTANA et al., 2009).

1.2.1.1 Fases estacionarias quirais baseadas em derivados de polissacarideos

As CSP baseadas em derivados de polissacarideos, principalmente celulose
e amilose, sdo amplamente empregadas na cromatografia liquida quiral (YASHIMA,
2001). A forma in natura desses polissacarideos possui propriedades quirais
limitadas, mas a derivacdo destes polimeros aumenta sua habilidade de
reconhecimento quiral. A incorporacdo ou ligagcdo quimica desses derivados a
particulas de silica aumenta a estabilidade mecéanica da fase estacionaria resultante.
O mecanismo de resolucdo quiral depende do encaixe das moléculas dos
enantibmeros na estrutura em forma de calha do derivado de polissacarideo e na
interacdo dos enantidbmeros com 0s substituintes introduzidos durante a derivagéo.
Os principais tipos de interacbes que podem ocorrer entre o analito e a CSP sao
ligacbes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo e interagdes 1 -mm. A Tabela 1.1
mostra algumas das diferentes CSPs baseadas em polissacarideos. Essas CSPs
podem ser utilizadas nos modos de eluicdo normal, reverso e polar organico
(OKAMOTO; YASHIMA, 1998).

As CSPs sdo geralmente preparadas com o derivado do polissacarideo
revestindo um suporte de silica. Fases estacionarias obtidas pela ligagcdo quimica

dos derivados de polissacarideos em silica também sao disponiveis comercialmente,
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sendo que as primeiras foram desenvolvidas pelo grupo de Okamoto (OKAMOTO et

al., 1987). Exemplos de CSPs quimicamente ligadas comercializadas pela Daicel

sao: Chiralpak 1A, tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, Chiralpak IB, tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose e Chiralpak IC, tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de
celulose (LOURENCO; CASSIANO; CASS, 2010).

Tabela 1.1 Fases estacionarias quirais baseadas em derivados de polissacarideos.

Seletor quiral

Nome comercial

Tamanho das

particulas (pm)

Modo de eluigao

Tris (3,5-dimetilfenil) carbamato de amilose

Tris [(S)-a-metilbenzilcarbamato] de amilose

Tris (3,5-dimetilfenil) carbamato de celulose

Tris (4-metilbenzoato) de celulose

Tris (4-metilfenilcarbamato) de celulose

Tris(4-cloro-3-metilfenilcarbamato) de celulose
Tris(4-metilbenzoato) de celulose
Tris(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose

Tris(5-cloro-2-metilfenilcarbamato) de amilose

CHIRALPAK AD
CHIRALPAK AD-R
CHIRALPAK AD-H

CHIRALPAK AD-RH

CHIRALPAK AS
CHIRALPAK AS-H

CHIRALPAK AS-RH

CHIRALCEL OD
CHIRALCEL OD-R
CHIRALCEL OD-H

CHIRALCEL OD-RH

CHIRALCEL OJ

CHIRALCEL OJ-H
CHIRALCEL OJ-RH

CHIRALCEL OG

LUX CELLULOSE-4
LUX CELLULOSE-3
LUX CELLULOSE-2
LUX CELLULOSE-1
LUX AMYLOSE-2

10
10
5

5

10

10
10

10

3eb

Fase normal
Fase reversa

Fase normal

Fase reversa

Fase normal
Fase normal

Fase reversa

Fase normal
Fase reversa
Fase normal

Fase reversa

Fase normal

Fase normal

Fase reversa

Fase normal

Fase normal, polar

organico e reversa
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Fases moveis constituidas por misturas de solventes apolares como hexano e
solventes orgéanicos polares como etanol e isopropanol sdo empregadas no modo
normal. Além disso, aditivos como dietilamina (DEA) e &cido trifluoracético (TFA)
podem ser utilizados para melhorar a simetria dos picos através do bloqueio dos
grupos silandis residuais presentes no suporte de silica empregado na preparacao
da fase estacionaria. No modo reverso, sdo empregadas misturas de solucdes
aguosas e solventes organicos. Na analise de solutos acidos, a solucdo aquosa €
acidificada para manté-los na forma néo dissociada. No caso de solutos basicos, o
pH é ajustado com uma solugédo tampédo ou entdo se emprega perclorato de sédio
para formar pares ibnicos com os analitos basicos (TACHIBANA; OHNISH, 2001,
OKAMOTO; YASHIMA, 1998). No modo polar organico, os eluentes utilizados
constituem-se de solventes polares puros ou misturas de solventes como, por
exemplo, metanol, etanol, acetonitrila, etc.. Esse modo é importante principalmente
para farmacos pouco soliveis no modo normal (LOURENCO; CASSIANO; CASS,
2010).

Embora os fabricantes das colunas recomendem o emprego de colunas
especificas para cada modo de eluicdo, por exemplo, CHIRALCEL OD para o modo
normal e CHIRALCEL OD-R para o modo reverso (Tabela 1.1), essas colunas
podem ser utilizadas em todos os modos, desde que se faga um condicionamento
adequado empregando um solvente intermediario, como por exemplo, etanol
(LOURENCO; CASSIANO; CASS, 2010).

1.2.1.2 Fases estacionarias quirais baseadas em proteinas

As CSPs baseadas em proteinas permitem a analise de uma série de
compostos quirais. Essas colunas ndo apresentam a mesma robustez das CSPs
baseadas em polissacarideos e sdo utilizadas somente em escala analitica, ja que,
por possuirem baixa capacidade, ndo sdo adequadas para separagfes em escala
preparativa. Para preparacdo dessas fases estacionarias tem sido empregado, por

exemplo, albumina (soroalbumina bovina ou humana), glicoproteinas oriundas da
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clara do ovo (ovomucdide, avidin, ovoglicoproteina), enzimas (pepsina, lisozima,
amiloglicosidase), entre outras (HAGINAKA, 2002).

O pH da fase mével, a quantidade e o tipo de solventes organicos, a presenca
de aditivos e a temperatura podem modificar a conformacéo espacial e os sitios de
discriminagdo quiral destes seletores. A alteracdo do pH da fase moével altera a
distribuicdo de cargas na proteina e, assim, modifica os sitios de discriminacéo quiral
da proteina, podendo haver, inclusive, inversdo na ordem de retencdo. Ja a
porcentagem de solvente orgéanico e o tipo de solvente que compdem a fase movel
afetam as interagBes hidrofébicas com os sitios apolares presentes na proteina e
assim modificam a retencdo dos enantibmeros e também podem alterar a
conformacao da proteina. A alteracdo nestes parametros pode afetar a retencéo e a
enantiosseletividade de cada substancia estudada (BONATO; JABOR; GAITANI,
2005; LOURENCO; CASSIANO; CASS, 2010).

1.2.1.3 Fases estacionarias quirais baseadas em antibioticos

Os antibiéticos macrociclicos, por interagirem estereosseletivamente com o0s
analitos de diferentes formas, constituem uma classe de seletor quiral importante
para a resolucdo de muitos farmacos que néo sao separados por CSPs baseadas
em polissacarideos ou proteinas. Alguns exemplos de antibiéticos empregados na
preparacdo de CSP s&o: vancomicina, teicoplanina e ristocetina A. Essas CSPs sao
produzidas através da imobilizacdo do antibiético a superficie da silica por ligacdo
covalente e podem ser usadas nos modos de eluicdo normal, reverso e polar
organico. As colunas preparadas com essas CSP apresentam varias vantagens
como boa estabilidade mecénica, boa relacdo custo/beneficio, alta capacidade,
podendo ser empregadas em escala preparativa, além da possibilidade de se utilizar
os trés modos de eluicdo sem dano para a coluna (WARD; FARRIS, 2001). Alguns
exemplos de colunas baseadas em antibioticos disponiveis comercialmente sao:
CHIROBIOTIC V (vancomicina), CHIROBIOTIC T (teicoplanina), CHIROBIOTIC R
(ristocetina) e CHIROBIOTIC TAG (teicoplanina aglicona) (SIGMA-ALDRICH, 2010).
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7

A andlise enantiosseletiva por HPLC ¢é feita empregando detectores
convencionais (detectores por absor¢cao no UV-VIS e fluorescéncia, por exemplo) e
também € beneficiada pelos recentes avancos no acoplamento da cromatografia
liguida com a espectrometria de massas (Figura 1.1). O sucesso desse
acoplamento so6 foi alcancado com o desenvolvimento de interfaces para ionizagdo a
pressdo atmosférica (GATES et al, 2006). Durante o desenvolvimento da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS), surgiu varias fontes de ionizagao
sendo que as mais importantes para andlise de farmacos sdo a ionizacdo por
eletronebulizacdo (Electrospray lonization, ESI), ionizagcdo quimica a presséo
atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) e fotoionizagdo a
pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Photolonization, APPI)

' Sistema de ‘ '
Cromatografia : Fonte de ionizagado
Liquida
Amostra

'.T!i

)

")

"l

ol -

‘! ) — Analisador
= I (separador de ions)
Lba il od 1L L

Reagistro de dados
Espectro de massas

Figura 1.1. Esquema dos componentes basicos da cromatografia liquida aclopada a
espectrometria de massas (Adaptado de Gates et al., 2006).
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Na ESI (Figura 1.2), o analito € introduzido no sistema através de um capilar
de aco inoxidavel, mantido em um potencial e temperatura adequados. Isso leva
a uma nebulizacdo do efluente da coluna e formacéo de cargas na superficie das
goticulas com a mesma polaridade da carga aplicada no capilar. Essas gotas séo
repelidas pelo capilar e ao atravessar o espago entre o capilar e o cone, ocorre a
evaporacao do solvente. Essa evaporacgéo leva a um aumento da tensdo superficial
que, juntamente com a presenca da carga, ocasiona a denominada “Explosao
Columbica” (Gates, et al., 2006). O resultado desse processo € a ionizagdo e
fragmentacdo moderada do analito. A ESI é empregada para a analise da maioria
dos compostos, principalmente acidos e basicos. Também é usada para a analise de

macromoléculas.

capilar de ago inoxidavel

Analito na fase mével -
Injec&o direta ou LC

Eletrodo

fons do analito

ot Analisador
[ ]

+

Explosdo “Columbica” +,
L ]
+

Voltagem 1

Figura 1.2. Esquema mostrando uma fonte de ionizagéo por eletronebulizacdo (Adaptado de
Gates et al., 2006).
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Na APCI (Figura 1.3), a solucdo do analito entra em um nebulizador
pneumatico, no qual gotas séo geradas e dessolvatadas. O spray formado passa por
uma regido aquecida para evaporacao. A fase movel € ionizada pela aplicacdo de
uma descarga corona e passam a ocorrer reagdes entre estes ions em fase gasosa
e as moléculas neutras do analito, 0 que promove a sua ionizagéo e fragmentacao.
A APCI é usada na andlise de compostos apolares ou de média polaridade, volateis
e termicamente estaveis, uma vez que a ionizacao ocorre em fase gasosa (GATES
et al., 2006; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Analito na fase moével

capilar
[\ '

@ *a.“.
) e e
[ “

Analisador

Injecéo direta ou LC 1
| —

T Aquecedor T

. . Descarga coroha
Gas nebulizador 9 Cone

Figura 1.3. Esquema mostrando uma fonte de ionizacdo por APCI (Adaptado de Gates et al.,
2006).

Na APPI, um nebulizador aquecido transforma o efluente da coluna
cromatografica em um spray e gera sua dessolvatacdo parcial. A ionizacdo das
moléculas do analito presentes nas goticulas do spray é realizada através da
radiacdo emitida por uma lampada UV com poténcia de 10,2 eV. O ion molecular é
formado a partir da absorcédo de um féton por uma molécula, seguida da ejecéo de
um elétron. A detectabilidade dessa técnica € comparavel a obtida com a APCI,
guando sdo empregadas altas vazfes do eluente. Nos casos em que sao utilizadas
baixas vazf6es, a APPI mostra-se superior. Além disso, se comparada a APCI e a
ESI, esta fonte de ionizacdo € menos suscetivel a supressao i6nica induzida pela
matriz e interferéncias quimicas ocasionadas pela presenca sais no eluente

(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).
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O processo de ionizacado pode gerar trés tipos de ions: os ions moleculares,
as moléculas protonadas ou desprotonadas e moléculas cationizadas ou
anionizadas. Os ions moleculares séo oriundos de reacfes de oxidacao ou reducao
(M™ ou (M~ ). Em casos de reacbes acidas ou reacbes basicas como uma
protonacdo ou desprotonagdo sdo observadas moléculas protonadas ([M+H]" ou
desprotonadas [M-H]") . O terceiro tipo de ions observados corresponde a uma
coordenacdo com cations ou anions formando, por exemplo [M+Na]®*, [M+K]",
[M+CI]", entre outros (CROTTI, et al., 2006).

As espécies carregadas que se formam na fonte de ionizacdo sé&o
posteriormente separadas por um analisador de massas, escolhido dependendo das
caracteristicas da amostra e da aplicacdo desejada. Os principais analisadores de
massas sao: quadrupolo (Q), analisador por tempo de voo (Time-of-Flight, TOF), ion-
trap e orbitrap (CROTTI, et al., 2006).

O quadrupolo é um analisador de baixa resolucdo, formado por hastes em
paralelo, conectadas eletricamente. A voltagem aplicada a essas hastes é
responsavel por determinar quais ions de determinada razdo m/z atravessardo o
quadrupolo em uma trajetoria estavel (GATES et al., 2006; CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008).

O TOF baseia-se no principio de que as velocidades dos ions serdo
diferentes de acordo com suas massas. Desta forma, considerando que a velocidade
€ inversamente proporcional a raiz quadrada da massa do ion, os ions produzidos
na fonte de ionizacdo sao acelerados através de um tubo para serem identificados
através do tempo que levam para atravessa-lo em funcéo da razdo m/z de cada ion.
Esse analisador tem como caracteristicas principais a alta resolucéo e exatiddo de
massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O ion-trap também é um analisador de baixa resolugédo e corresponde a um
quadrupolo tridimensional que armazena e aprisiona todos 0s ions que sao
introduzidos em seu interior. A aplicacdo de determinada radiofrequéncia torna os
ions de certa razdo m/z instaveis e os liberta (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,

2008). Um novo tipo de analisador que também aprisiona os ions € o chamado
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orbtrap. Esse analisador tem como principais vantagens a alta resolucdo e extatidao
de massas (MAKAROQV, 2000).

A melhor opcéo para a quantificacdo de farmacos em matrizes bioldgicas € a
utilizacado da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial
(Liquid Chromatography-Tanden Mass Spectrometry, LC-MS-MS), geralmente
empregando equipamentos triploquadrupolo operando no modo denominado
monitoramento de reacdes selecionadas (SRM). Nesse caso, 0 primeiro quadrupolo
é utilizado para isolar o ion de interesse (geralmente [M+H]" ou [M-H]") dentre os
vérios ions gerados na fonte de ionizacdo. O segundo quadrupolo é utilizado como
cela de colisdo. Neste segundo quadrupolo o ion de interesse que foi selecionado é
fragmentado. O terceiro quadrupolo seleciona um dos fragmentos formados. Essa
técnica fornece alta seletividade ja que para ser detectado, o analito precisa ter a
massa molecular do ion selecionado no primeiro quadrupolo e precisa ser
fragmentado formando o ion especifico selecionado no terceiro quadrupolo. Como o
equipamento precisa monitorar apenas massas especificas, ele se torna bastantes
sensivel, possibilitando a obtencdo de limites de quantificacédo da ordem de ng mL™
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O uso de LC-MS-MS tem se tornado a técnica de escolha para a
quantificacdo de farmacos e metabdlitos em matrizes biol6gicas. Entretanto, o uso
dessa técnica em cromatografia quiral requer alguns cuidados com relacdo a
escolha da fase mdvel, devido a problemas de seguranca e eficiéncia de ionizacéo
das moléculas (fases moveis baseadas em hexano) ou problemas de entupimentos
quando do uso de sais néo volateis (PEREZ; BACELO, 2008).

1.2.2 Eletroforese capilar

Outra técnica implementada nos ultimos anos como ferramenta de separagao
€ a eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis, CE). A CE é fundamentada na
migracdo diferencial de ions ao longo de um capilar na presenca de um campo

elétrico. O equipamento utilizado € composto por uma fonte de alta tensdo que
origina o campo elétrico, um capilar com diametro interno de 25 a 100 pm,




15
Infroducio Geral

preenchido com uma solucdo de eletrolitos e mergulhado em dois recipientes que
contem também os eletrodos conectados a fonte de alta tensdo, um sistema de
introducdo da amostra e um detector conectado ao sistema de aquisicdo de dados
(ALTRIA, 1996). A Figura 1.4 mostra o esquema de um sistema de CE.

= Fonte de alta tensio +

__ Detector

Solucio de sletrolitos Elstrodo de platina

Figura 1.4 Esquema dos componentes basicos de um sistema de eletroforese capilar.

A andlise por CE comeca com o preenchimento do capilar com uma solucdo
de eletrdlitos apropriada. Isso normalmente é feito por pressurizacdo do recipiente
gue contem essa solucdo. Em seguida, uma das pontas do capilar (extremidade
oposta ao detector) é introduzida no recipiente que contem a amostra para sua
injecdo no capilar por pressurizacdo (injecdo hidrodindmica) ou por aplicacdo de
tensdo (injecdo eletrocinética). Depois disso, cada extremidade do capilar é
introduzida em um reservatério diferente contendo um eletrodo e o tampéo de
analise. A tensdo é aplicada ao capilar e esta causa movimentos eletroforéticos e

eletrosmoticos, ocorrendo assim, a migracao e a separacao das espeécies.
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Os principios da CE sdo os mesmos da eletroforese classica, mas o uso de
capilares favorece a dissipa¢do do calor, uma vez que a area superficial interna é
bem maior que o volume do capilar. Sendo assim, o calor gerado pela passagem da
corrente elétrica através do meio (efeito Joule) € mais facilmente dissipado. Portanto,
€ possivel aplicar tensdes bem maiores (30 kV) que aquelas utilizadas na
eletroforese classica, sem que haja gradientes de temperatura no capilar, o que

prejudica a separacao dos analitos de interesse (ALTRIA, 1996).

A separacdo em CE depende da mobilidade eletroforética do analito (Uef) €

do fluxo eletrosmético da solucao (Ueo) (ALTRIA, 1996).

A mobilidade eletroforética () de cada ion depende de seu tamanho e do

namero de cargas:

Het=(q /6T 771)

Onde g é o numero de cargas, n € a viscosidade do meio e r € o raio do ion.

Desta forma, um ion pequeno se movera mais rapidamente do que um ion
maior com 0 mesmo numero de cargas. As moléculas neutras possuem mobilidade
eletroforética igual a zero (ALTRIA, 1996).

A velocidade eletroforética de cada ion € dada pela equacéo:

V: Hefx E

Onde v é a velocidade do ion, per € a mobilidade eletroforética e E é campo elétrico

aplicado.

Assim, quanto maior for a tensdo aplicada, maior sera a velocidade de

migracao do ion no interior do capilar.
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A migracdo dos analitos em CE € influenciada também pelo fluxo
eletrosmotico (electroosmotic flow, EOF). O EOF ocorre em razdo da ionizacdo dos
grupos silanodis acidos presentes na parede do capilar de silica fundida quando em
contato com solucdes tampao em pHs aproximadamente superiores a 5 (solucdes
neutras ou alcalinas). Nessas condi¢fes, 0s grupamentos silandis &cidos encontram-
se com carga negativa (Si-O); uma camada de cations provenientes da solugédo de
eletrdlitos neutraliza parcialmente a carga negativa da superficie da silica. O restante
da carga é neutralizado por uma camada difusa de cations mais afastada da
superficie da parede do capilar. Na presenca do campo elétrico, os céations desta
camada sdo atraidos para o catodo, arrastando consigo moléculas de agua de
hidratacdo. Esse processo gera um movimento do fluido no interior do capilar na
direcédo do catodo, chamado de EOF (ALTRIA, 1996) (Figura 1.5).

Capilar
—Si-0—Si-0—Si-0—Si-0—Si— ”
| | I
O 0 0 0o

'9@ @{"3 E}E} @{"3 'EJ@
® & ® ® ®

o Fluxo Eletrosmatico o
>
®
e

i ® ® ® o

U g U L U
I | | | |
\ —S8i-0-8i-0-8i-0-8i-0-Si— |

Catodo

Figura 1.5 Representacdo do EOF em um capilar de silica fundida.
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O EOF impulsiona espécies carregadas e neutras. A mobilidade eletrosmotica
(Meo) € diretamente proporcional a densidade de carga na superficie da silica
(medida através do potencial zeta ({)). A mobilidade eletrosmética, dada pela
equacao a seguir, também estd associada com a viscosidade (n) e constante

dielétrica (¢) do meio.

A velocidade eletrosmética (Ve,) € diretamente proporcional a mobilidade
eletrosmotica da solucdo (Ueo) (ALTRIA, 1996). A equacdo abaixo apresenta a

relacdo entre a velocidade eletrosmotica e a tenséo aplicada (E):

Veo = /ueof E

Em pH abaixo de 2,0, o EOF pode ser nulo uma vez que os grupos silandis
dos capilares de silica fundida estdo protonados. Neste caso, a migracdo dos
analitos se dara apenas devido a migracao eletroforética do analito. Conforme o pH
da solucado de eletrolitos vai aumentando, a ionizacdo dos grupos silandis também
aumenta, resultando em aumento do EOF. O EOF é significativamente forte em pH
maiores ou igual a 7,0, possibilitando inclusive o0 movimento de espécies carregadas

negativamente em direcao ao catodo (ALTRIA, 1996).
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O fluxo hidrodindmico gerado por bombas empregadas em HPLC possui um
perfil parabdlico, no qual a velocidade do analito € maior no centro do que proximo
as paredes (Figura 1.6). O perfil do EOF é mais plano resultando em menor
dispersdo da amostra e, consequentemente, maior eficiéncia na separacdo. Essa
maior eficiéncia é a principal vantagem da CE em relacdo a HPLC, o que possibilita
obter separagcOes de amostras complexas em menor tempo (KITAGISHI, 1996).

CE HPLC
Formato plano Fluxo parabdlico

| >

Figura 1.6 Perfil do fluxo eletrosmético na CE e hidrodinamico no HPLC (Adaptado de
WEINBERGER, 2000).

Para andlise de farmacos, essa técnica apresenta como vantagens o seu
poder de separacdo, o uso nulo ou quase nulo de solventes organicos, a
necessidade de baixas quantidades de amostra e a rapidez da analise. Em contra
partida, a obtencéo de baixos limites de deteccdo € dificultada em razédo do limitado
volume de amostra analisado e do reduzido caminho Optico quando se emprega a
detecgdo por absorcdo no UV. Essa técnica também apresenta menor precisdo da
injecdo quando comparada aos métodos cromatograficos, mas o uso de padrao
interno (Internal Standard, I1S) elimina esse problema (ISSAQ, 2002; BONATO, 2003,
GUBITZ; SCHMID, 2008).
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1.2.2.1 Separagéo de enantidmeros por CE

A separacao de enantibmeros por CE é realizada, na maioria das vezes, pela
adicdo de seletores quirais na solucdo de eletrdlitos, resultando na formacéo de
diastereoisdmeros transitorios. A separacdo € obtida devido a diferenca de
estabilidade das interagdes dos enantibmeros com o seletor quiral, 0 que ocasiona
diferentes mobilidades tempo-dependentes. Quando o seletor quiral adicionado a
solucdo de eletrdlitos € neutro, a separacdo acontece no modo denominado
eletroforese capilar em solucéo livre (Free Solution Capillary Electrophoresis, FSCE),
sendo esse modo conveniente para a separacao de solutos carregados no pH da
solucédo tampédo em que a andlise esta sendo realizada. Solutos neutros podem ser
resolvidos pelo uso de seletores quirais carregados ou seletores ndo carregados,
desde que se tenha no meio um tensoativo ndo quiral. Esse modo de separagéao,
denominado cromatografia  eletrocinética  micelar (micellar  electrokinetic
chromatography, MEKC), também acontece quando se emprega tensoativos quirais
(TERABE; OTSUKA; NISHI, 1994).

1.2.2.2 Seletores quirais

Diversas substancias sao utilizadas como seletores quirais, entre elas,
ciclodextrinas (CDs) e seus derivados, éteres de coroa quirais, proteinas, antibiéticos
macrociclicos, surfactantes quirais, complexos de troca de ligantes e polissacarideos
de cadeia linear (BLANCO; VALVERDE, 2003). As CDs e seus derivados sdo 0s
mais usados seguidos pelos antibidticos macrociclicos, proteinas e polissacarideos
lineares (FANALI, 2000; HADLEY; CAMILLERI; HUTT, 2000).
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As CDs sao oligossacarideos ciclicos que ocorrem naturalmente na natureza.
Elas tém o formato de um cone truncado com uma cavidade interna hidrofébica e
extremidades hidrofilicas devido a presenca de grupos hidroxilas (posicdes 2, 3 e 6
da glicopiranose) nas aberturas do cone truncado (BLANCO; VALVERDE, 2003;
FANALI, 2000). As CDs nativas mais usadas sao a-CD, 3-CD e y-CD. O diametro e
o volume da cavidade variam de acordo com o numero de unidades de glicose no
anel da CD. Essas CDs sao constituidas por seis (a-CD), sete (B-CD) e oito (y-CD)
unidades de glicopiranose. A Figura 1.7 apresenta as estruturas quimicas da a-CD,
B-CD e y-CD.

EO 2 Y S A 4

a-ciclodextrina B-ciclodextrina y-ciclodextrina

Figura 1.7 Estruturas quimicas da a-CD, B-CD ¢ y-CD.

O mecanismo de separacéao utilizando CDs baseia-se na inclusdo do analito
na sua cavidade e em interacdes secundarias do analito com os grupos hidroxilas
formando um complexo de inclusédo. Para que ocorra a separacao quiral, pelo menos
uma parte do analito precisa entrar adequadamente na cavidade da CD. Essa
interacdo ocorre de maneira diferente para cada enantibmero (BLANCO;
VALVERDE, 2003).
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A a-CD possui uma cavidade menor e moléculas menores, com apenas um
anel aromatico e podem formar complexos de inclusdo com ela. A B-CD é a CD com
maior poder de resolucdo quiral. Ela apresenta cavidade apropriada para o
reconhecimento quiral de uma grande quantidade de analitos de interesse
farmacéutico. A y-CD € mais apropriada para a enantioseparacdo de analitos com

mais de 3 anéis aromaticos.

Atualmente, uma ampla variedade de derivados de CDs é usada na analise
quiral por CE. Esses derivados de CDs surgiram para aumentar a capacidade de
discriminagdo quiral das CDs e também para aumentar a solubilizacdo em &gua.
Esses derivados podem ser neutros ou carregados. Exemplos de derivados neutros
sao: heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina (DM-B-CD), heptakis-(2,3,6-tri-O-metil)-
B-ciclodextrina (TM-B-CD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD). Os derivados de
CDs também podem ser carregados negativamente (3-ciclodextrina carboximetilada
(CM-B-CD), B-ciclodextrina sulfatada (S-B-CD) e sulfobutiléter-pB-ciclodextrina (SBE-
B-CD)), positivamente (2-hidroxipropil-3-trimetil amonio-B-ciclodextrina (QA-B-CD))
ou anféteros (2-cloreto de hidroxipropil-trimetil aménio-B-ciclodextrina) (BLANCO;
VALVERDE, 2003, GUBITZ; SCHMID, 2000).

1.3 TECNICAS EMPREGADAS PARA A PREPARACAO DE AMOSTRAS

O processo de extracdo de farmacos e metabdlitos presentes em amostras
biolégicas constitui uma etapa importante no desenvolvimento de um método
analitico. As matrizes biolégicas sdo extremamente complexas e contém uma
grande variedade de compostos organicos como proteinas, carboidratos, lipideos,
ions, etc. Desta forma, a detec¢do de farmacos em matrizes como urina, plasma,
soro, sangue total, homogenatos de tecidos, cabelo, saliva, entre outros, geralmente
requer procedimentos de pré-tratamento da amostra antes da analise instrumental
(DE OLIVEIRA et al., 2008, HADLEY; CAMILLERI; HUTT, 2000).
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Além de eliminar possiveis interferentes da matriz, o processo de preparagao
da amostra tem ainda a finalidade de concentrar o analito que esta sendo estudado,
ja que na maioria das vezes, farmacos e metabdlitos estdo presentes em
concentracdes da ordem de ng mL™. A preparacdo da amostra também tem por
finalidade transferir o analito para um meio compativel com a técnica de analise
escolhida (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A extracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction, LLE) é a técnica mais
comumente utilizada para extracdo e/ou pré-concentracdo de compostos presentes
em matrizes bioldgicas (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; BONATO, 2003; DE
OLIVEIRA et al., 2008). Em segundo lugar destaca-se a extracdo em fase sélida
(Solid-Phase Extraction, SPE). Essas duas técnicas foram empregadas no
desenvolvimento dos métodos de analise da ZO e de seus metabdlitos e, portanto,
ser@o discutidas em detalhes. Nos ultimos anos observa-se uma tendéncia de
miniaturizacdo dos procedimentos de preparacdo de amostras e com isso, surgiram
varias novas técnicas de extracdo como a microextragcdo em fase solida (Solid-
Phase Microextraction, SPME) e a microextracdo em fase liquida com membranas
cilindricas ocas (Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME) (HADLEY;
CAMILLERI; HUTT, 2000; DE OLIVEIRA et al., 2008). As técnicas de microextracao
buscam a utilizagcdo de quantidades minimas de solventes organicos para o
desenvolvimento de métodos menos agressivos ao meio-ambiente, com menor
desperdicio (DE OLIVEIRA et al., 2008; WILLE; LAMBERT, 2007).

1.3.1 Extracéo Liquido-Liquido

A LLE é um procedimento de extracdo classico, amplamente empregado
devido a sua alta eficiéncia e seu baixo custo. O mecanismo de extracao baseia-se
no fenbmeno da particdo dos componentes da amostra entre a fase aquosa e
organica. Desta forma, a eficiéncia da extragdo depende da afinidade do soluto pelo
solvente de extracdo. Além disso, o valor do pH da fase aquosa e a relacdo do
volume das fases organica e aquosa influenciam esse processo de extracéo
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; ERNY; CIFUENTES, 2006).




24
Infroducio Geral

Na LLE, o carater acido-basico do analito de interesse e sua estabilidade
devem ser considerados. Para uma extracao eficiente, o analito deve estar na sua
forma ndo ionizada, portanto, a amostra deve ser acidificada ou alcalinizada quando
da analise de solutos acidos e basicos, respectivamente. Outro fator importante € a
lipofilicidade ou a hidrofobicidade do analito, uma vez que esta ajuda na escolha do
solvente extrator. O valor da constante de distribuicdo (Kp) entre as fases pode ser
aumentado pelo ajuste do pH (prevenir a ionizacdo de acidos ou bases), pela
formacdo de pares idnicos com solutos ionizaveis, pela formacdo de complexos
lipofilicos com ions metdlicos ou pela adicdo de sais neutros que levam a uma

diminuicdo da solubilidade dos compostos organicos na fase aquosa.

As principais vantagens da LLE s&o sua simplicidade, baixo custo e a
possibilidade de utilizar um grande numero de solventes extratores. Em
contrapartida, o principal inconveniente dessa técnica de extracdo € a grande
quantidade de solventes organicos que € empregada. Outros problemas da LLE
ocorrem quando da extracdo de solutos com alta afinidade pela agua visto que,
nesse caso, eles sdo parcialmente extraidos pelo solvente organico. Além disso,
impurezas do solvente sdo concentradas junto com o0s solutos durante a etapa de
eliminagdo do solvente organico usado na extragédo, implicando na necessidade do
uso de solventes ultra puros. Outro problema esta relacionado com possibilidade de
formacdo de emulsdes, que dificultam a recuperacdo do analito e resultam em
grande consumo de tempo (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

1.3.2 Extracdo em fase sdlida

A SPE é outra poderosa ferramenta de extracdo. Essa técnica utiliza
cartuchos de polipropileno, geralmente na forma de uma seringa, preenchidos com
sorventes com particulas de 40-60 um. Esse sorvente € mantido no tubo entre dois

filtros e é responsavel pela retengdo das substancias.
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O procedimento de extracdo por SPE inicia-se com a ativagcdo do sorvente.
Essa ativacdo deixa os sitios ativos disponiveis para interagir com 0s compostos que
serdo extraidos. Apds essa etapa, ocorre 0 condicionamento do sorvente com um
solvente adequado de tal forma a ajustar a forca do sorvente e a for¢ca do solvente
da amostra. A amostra € entdo introduzida no cartucho. Em seguida, o cartucho é
lavado com um solvente apropriado para retirada de interferentes e depois com um
solvente capaz de eluir os compostos desejados. (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM,
2001).

Os sorventes mais empregados na SPE sdo similares aos usados em
cromatografia classica como, por exemplo, carvao ativado, alumina, silica gel,
silicato de magnésio (Florisil), fases quimicamente ligadas com grupos apolares (C8,
C18), polares (Diol) ou carregados (sulfopropil) e polimeros. Portanto, o0s
mecanismos de retencdo sdo 0os mesmos: fase reversa, fase normal e troca ionica
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

A busca por extracfes altamente seletivas originou o desenvolvimento de
novos materiais como, por exemplo, sorventes por imunoafinidade, nos quais o
suporte de silica é ligado a um anticorpo. Outro material bastante atraente é o
polimero impresso molecularmente (MIP). Os MIP s&do obtidos através da
preparacao de polimeros sintéticos com sitios de reconhecimento especificos. Esses
polimeros possuem uma seletividade pré-determinada para um ou mais analitos. Os
sitios de reconhecimento sédo obtidos pelo arranjo de mondémeros funcionais
polimerizaveis ao redor das moléculas do analito. Os complexos formados entre o
analito e o mondémero precursor, através de interacdo molecular, sdo fixados com
reacdoes de polimerizacdo. Ao remover o analito da matriz polimérica, formam os
sitios de reconhecimento que possuem afinidade pelo analito (WILLE; LAMBERT,
2007; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001)

Outra tendéncia na SPE é a automatizagdo dos meétodos. Vantagens como,
maior precisao e exatiddo, maiores transferéncias de amostra, menor tempo, menor
intervencdo e consequente menores erros sisteméticos sdo observadas com a

automatizagdo dos procedimentos de extracdo (WILLE; LAMBERT, 2007).
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, as técnicas LC-MS-MS, LC-UV e CE foram empregadas na
determinacdo estereosseletiva da ZO, seus metabdlitos e suas impurezas em
plasma e cérebro de ratos e em formulagcdes farmacéuticas. Os métodos
desenvolvidos e validados empregando LC-MS-MS foram aplicados em um estudo
de disposicdo cinética da ZO em plasma e em cérebro de ratos. O método
desenvolvido para a analise da ZO e suas impurezas por CE foi aplicado na analise
dos enantibmeros da ZO em comprimidos revestidos disponiveis comercialmente e
na determinacdo da degradacdo e racemizacao desse farmaco em condi¢cdes de
estresse. Estas técnicas analiticas forneceram métodos com suficiente resolucao,
seletividade, precisao, exatidao e detectabilidade para a determinacdo da ZO, seus
metabdlitos e impurezas para a finalidade pretendida.

As principais vantagens da técnica LC-MS-MS, empregada no desenvolvimento
dos métodos de analise da ZO em matrizes biolégicas, sdo a alta seletividade e
detectabilidade, possibilitando obter limites de quantificacdo de 7,5 ng de cada
enantibmero (ZO e metabdlitos) por mL de plasma e 2,9 ng de cada enantibmero da
ZO por g de cérebro. Pela primeira vez, a técnica LC-MS-MS foi empregada para a
analise estereosseletiva da ZO e seus metabdlitos em matrizes biologicas. Ao
comparar o método desenvolvido para analise da ZO e seus metabdltios em plasma
com o0s outros descritos na literatura, pode-se observar semelhancas no limite de
quantificacdo, no entanto, este novo método apresenta as vantagens de uma maior
seletividade, devido a utilizacdo de deteccdo MS-MS, menor tempo de analise e
simplicidade, devido a utilizacdo de apenas uma coluna cromatografica. O método
LC-MS-MS para a andlise estereosseletiva da ZO em cérebro de ratos forneceu
menor limite de quantificagdo que o descrito na literatura, além de maior seletividade

e menor tempo de andlise.

Esses métodos desenvolvidos foram empregados em estudos piloto de
disposicéo cinética da ZO em plasma e em cérebro de ratos. Ambos os estudos
evidenciaram a estereosseletividade na farmacocinética desse farmaco, em acordo

com dados da literatura.
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A CE mostrou-se particularmente interessante devido ao baixo custo do
método, rapidez e grande poder de resolugcdo, conseqiiéncia da alta eficiéncia e
simetria dos picos. Esta técnica destaca-se também por sua complementariedade
em relacdo aos métodos cromatograficos estereosseletivos, ja que somente a CE
quiral mostrou resolugéo adequada entre os picos da ZO e de suas impurezas para
permitir a determinacdo simultinea desses compostos, nos intervalos de
concentracdo necessarios (concentracdo das impurezas 1000 vezes menores que
do farmaco). Infelizmente, devido as diferentes caracteristicas das impurezas da ZO
e dificuldades em obter padrbes de uma delas, apenas a ACP e N-Ox puderam ser
determinadas. Essa técnica também foi empregada pela primeira vez para a anélise

da ZO e de suas impurezas.

O estudo de degradacdo do racemato e dos enantidbmeros isolados da ZO
mostrou que eles foram degradados o suficiente para ser detectada uma diminuicao
na concentracdo do farmaco e consequente aparecimento das impurezas, mas a
racemizacdo nao foi observada em nehuma das condi¢bes estudas. Além disso,

ambos os enantibmeros apresentaram o mesmo perfil de degradacéo.
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