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RESUMO

Com a crescente demanda de substancias enantiomericamente puras e na busca por
métodos que demandem menor tempo e custo, algumas metodologias preparativas,
envolvendo separagdo quiral, sobressaem-se a sintese enantiosseletiva. A
cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC) é uma técnica de separagao
liquido-liquido baseada nas diferencgas de particdo dos componentes de uma mistura,
entre duas fases liquidas imisciveis, e possui vantagens distintas na separagao quiral.
O anti-helmintico praziquantel (PZQ) é obtido como mistura racémica, sendo que o
enantiobmero R-(-)-PZQ é ativo, enquanto o S-(+)-PZQ esta associdado aos efeitos
colaterais e ao sabor amargo. O isolamento do enantibmero R-(-)-PZQ levaria a
reducao da dose nas formulacgdes, além de promover redugdo no sabor amargo de
preparacgdes liquidas, fator importante para a adeséo ao tratamento, principalmente
por criangas. O objetivo deste estudo foi o emprego da técnica de HPCCC e, com
auxilio de modelagem molecular, a avaliagao de diferentes seletores quirais (SQs) na
separacao enantiomérica do PZQ. Diversos sistemas de solventes bifasicos (SSBs)
foram avaliados, através da determinagdo do coeficiente de particdo (K) do PZQ, do
tempo de separacao das fases e das condigdes cromatograficas de operagéo, na
auséncia e presenca de SQs. Também foi desenvolvida metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com fase estacionaria quiral, para
analise complementar das fragdes coletadas por HPCCC. Os SQs hidroxipropil-3-
ciclodextrina (HP-B-CD), hidroxipropil-y-ciclodextrina e acido L-(+)-tartarico foram
avaliados experimentalmente e/ou empregando modelagem molecular. O método de
CLAE quiral foi considerado adequado para o uso pretendido, fornecendo tempo de
retencéo de 9,24 e 10,16 minutos para o (S)-PZQ e o (R)-PZQ, respectivamente, com
resolucdo de 1,7 entre os enantidmeros e pratos tedricos superiores a 4000 para
ambos. O SQ HP-B-CD, a partir da concentragdo de 100 mmol/L, dissolvido no SSB
composto por hexano/acetato de etila/metanol/agua, nas proporgdes 1:1:1:1 e
1,2:0,8:1,2:0,8 (v/v/vlv), resultou em indicio de separagao dos enantibmeros de PZQ,
estando de acordo com os resultados de modelagem molecular, os quais n&o
evidenciaram elevado poder discriminatério deste SQ em relagao aos isbmeros. O
conjunto de parametros da modelagem molecular indicaram a carboximetil-3-
ciclodextrina como o SQ mais promissor para a separagao enantiomérica de PZQ.

Palavras-chave: separacgao quiral, HPCCC, praziquantel, seletor quiral, modelagem
molecular.






ABSTRACT

Employment of High Performance Countercurrent Chromatography and
Evaluation of Different Chiral Selectors in the Enantiomeric Separation of
Praziquantel

With the increasing demand of enantiomerically pure substances and in the
search for methods that require less time and cost, some preparative methodologies,
involving chiral separation, stand out for the enantioselective synthesis. High
performance countercurrent chromatography (HPCCC) is a liquid-liquid separation
technique based on the partition differences of the components in a mixture, between
two immiscible liquid phases, and has distinct advantages in the chiral separation. The
antihelmintic praziquantel (PZQ) is obtained as racemic mixture, whereas the R-(-)-
PZQ enantiomer is active, while S-(+)-PZQ is associated with side effects and bitter
taste. Isolation of the R-(-)-PZQ enantiomer would lead to dose reduction in the
formulations, besides promoting bitter taste reduction of liquid preparations, an
important factor for treatment adherence, especially for children. The aim of this study
was the employment of the HPCCC technique and, with the aid of molecular modeling,
the evaluation of different chiral selectors (CSs) in the enantiomeric separation of PZQ.
Several biphasic solvent systems (BSSs) were evaluated by partition coefficient (K)
determination of the PZQ, the seftling time and the operating chromatographic
conditions, in the CSs absence and presence. It was also developed an analytical
methodology by high performance liquid chromatography (HPLC), with chiral
stationary phase, for complementary analysis of the HPCCC fractions. Hydroxypropyl-
B-cyclodextrin (HP-B-CD), hydroxypropyl-y-cyclodextrin and L-(+)-tartaric acid were
evaluated experimentally and/or using molecular modeling. The chiral HPLC method
was considered suitable for the intended use, providing retention time of 9.24 and
10.16 minutes for (S)-PZQ and (R)-PZQ, respectively, with a resolution of 1.7 between
the enantiomers and theoretical plates above 4000 for both. HP-3-CD, above 100
mmol/L, dissolved in the BSS composed of hexane/ethyl acetate/methanol/water, in
the proportions 1:1:1:1 and 1.2:0.8:1.2:0.8 (v/v/v/v), resulted in separation indication of
the enantiomers of PZQ, being in agreement with the results of molecular modeling,
which did not show a high discriminatory power of this CS in relation to the isomers.
The set of molecular modeling parameters indicated carboxymethyl-B-cyclodextrin as
the most promising CS for the enantiomeric separation of PZQ.

Keywords: chiral separation, HPCCC, praziquantel, chiral selector, molecular
modeling.
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A quiralidade é uma propriedade intrinseca dos seres vivos. Assim, as
diferentes respostas bioldgicas originadas de enantidbmeros provém da discriminagao
estereosseletiva realizada pelos receptores biologicos, os quais sado também
compostos quirais. Essa caracteristica € de extrema importancia biologica, visto que
muitos farmacos sao quirais, e, sendo tais interacbes altamente especificas,
diferengcas na farmacodindmica, farmacocinética, poténcia e toxicidade, de cada
enantidbmero, podem ser observadas (MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; AHUJA,
2011; SOLOMONS e FRYHLE, 2012).

A crescente insercao de farmacos enantiomericamente puros no mercado
farmacéutico reflete 0 aumento do controle por parte das agéncias reguladoras, que
levaram as industrias farmacéuticas a fornecerem evidéncias cientificas para justificar
sua escolha pela comercializagao de um dado racemato, ao invés da comercializagao
de um de seus enantidbmeros (BERTHOD, 2010; ZEID, 2011; SOLOMONS e FRYHLE,
2012). Para garantir a seguranca e eficacia dos farmacos disponiveis e em
desenvolvimento, o controle da composi¢ao estereoquimica, desde a sintese até o
consumo, é aplicavel, envolvendo controle de qualidade e estudos farmacoldgicos,
sendo necessario isolar e avaliar cada um dos enantibmeros separadamente
(SANTORO e SINGH, 2001; SINGH, KEDOR-HACKMANNN e SANTORO, 2006;
BERTHOD, 2010; ZEID, 2011). Neste contexto, surgiu a necessidade de avancgos
crescentes no desenvolvimento de métodos analiticos e preparativos eficientes para
separacao de enantidmeros, sendo que algumas metodologias em escala preparativa
se sobressaem a sintese enantiosseletiva por demandarem tempo e custo inferiores
(FRANCOTTE, 2001; SINGH, KEDOR-HACKMANN e SANTORO, 2004; JUNIOR,
2006; NGUYEN, HE e PAM-HUY, 2006).

Nas ultimas décadas, as separagdes de enantibmeros tém sido amplamente
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar
(EC). No método por CLAE, um seletor quiral é quimicamente ligado a um suporte
sélido com o objetivo de separar os enantibmeros de acordo com sua afinidade pelo
mesmo. No entanto, este método requer custos elevados para imobilizar o seletor
quiral sobre o suporte soélido e o rendimento € limitado. Para aplicagdes farmacéuticas,
a atencao tem sido direcionada principalmente para a separagao de compostos quirais
em escala preparativa, particularmente na industria farmacéutica (MAIER, FRANCO
e LINDNER, 2001; MA e ITO, 2014). Neste contexto de crescente demanda de
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substancias enantiomericamente puras e na busca por metodologias de baixo custo,
que demandem menor tempo, que sejam de facil escalonamento e que o uso da
escala preparativa permita elevada carga de amostra, a cromatografia contracorrente
(CCC) tornou-se uma alternativa de escolha (SUTHERLAND, 2007; BERTHOD, RUIZ-
ANGEL e CARDA-BROCH, 2009; TONG et al., 2014).

A cromatografia contracorrente € uma técnica de separagao liquido-liquido
baseada nas diferencas de particionamento dos componentes de uma mistura, entre
duas fases liquidas imisciveis, compostas por dois ou mais solventes. Neste método
cromatografico, uma das fases liquidas € empregada como a fase estacionaria (FE),
o0 qual € mantida na tubulacido espiral, denominada de coluna, através de campos
gravitacionais, gerados por um movimento centrifugo, enquanto a outra fase é
bombeada através do sistema, como fase movel (FM). A proporgéo relativa do soluto
que se distribui em cada uma das duas fases € determinada por seu respectivo
coeficiente de particdo (K) (HOSTETTMANN, MARSTON e HOSTETTMANN, 1998).

Através da técnica de CCC é possivel realizar a separacdo de enantidmeros
com a utilizacdo de um seletor quiral (SQ) que apresente enantiosseletividade
suficientemente alta para o racemato a ser analisado (MINGUILLON, 2012; HUANG
e DI, 2015). Para auxiliar na escolha do SQ mais apropriado para determinada
enantiosseparacdo, estudos de modelagem molecular podem ser utilizados. Estes
consistem, entre outras aplicagdes, em uma ferramenta computacional aplicada em
complementacdo as analises experimentais, devido as limitagdes das mesmas. O
objetivo é compreender os mecanismos de complexagcdo envolvidos entre
enantibmeros/seletores quirais e correlacionar com os resultados experimentais (LI et
al., 2012; ELBASHIR e ABOUL-ENEIN, 2013; FERREIRA et al., 2015).

Devido a auséncia de um suporte sélido, o que promove uma vantagem sobre
a técnica de CLAE, e pelo fato da particado liquido-liquido ocorrer de forma continua,
a cromatografia contracorrente apresenta vantagens distintas na separagao quiral,
como a elevada capacidade de carga de amostra e auséncia de adsorgdo da mesma,
além da baixa demanda de solvente por quantidade de substrato processado
(MINGUILLON, 2012; HUANG e DI, 2015). Nos ultimos anos, foram desenvolvidas
técnicas mais avancadas de CCC, como a cromatografia contracorrente de alta

velocidade (HSCCC, do inglés high-speed countercurrent chromatography) e a
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cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC, do inglés high performance
countercurrent chromatography). A HSCCC baseia-se em um sistema de equilibrio
hidrodinamico, o qual € concebido com a utilizacdo de um movimento planetario
sincrono, gerando melhor eficiéncia de separagéo, ganhos no tempo de analise e na
capacidade de carregamento de amostra. A técnica mais atual € a HPCCC, a qual foi
desenvolvida com o aumento da velocidade de rotagdo e campo gravitacional, o que
finalmente levou a maior retengcdo da fase estacionaria na coluna, aumento da
eficiéncia e tempos de analise mais curtos, sendo apresentada como instrumento
poderoso frente as demais técnicas de CCC (PAN e LU, 2007; SUTHERLAND e
FISHER, 2009; GUZLEK, WOOD e JANAWAY, 2009; YAO et al., 2012; HUANG e DI,
2015).

O farmaco praziquantel (PZQ) é um anti-helmintico de amplo espectro utilizado
no tratamento de todos os tipos de esquistossomose. Faz parte da lista de farmacos
essenciais da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e apresenta vantagens como
eficacia, segurancga, conveniéncia operacional e custo razoavel (CIOLI e PICA-
MATTOCCIA, 2003; WHO, 2006, 2013; CIOLI, et al., 2014; ALSAQABI e LOTFY,
2014; BRASIL, 2014a). E obtido como mistura racémica, sendo que o enantiémero R-
(-)-PZQ é ativo, enquanto o S-(+)-PZQ esta associdado aos efeitos colaterais, bem
como ao sabor amargo. Estas informagdes demonstram que a substituicdo da mistura
racémica de praziquantel pela espécie R-(-)-PZQ, levaria a reducdo da dose
necessaria para a metade nas formulagdes, além de promover redu¢cdo no sabor
amargo de preparagdes liquidas, fator importante para a adesdo ao tratamento,
principalmente por criangas (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; MEYER et al., 2009;
CIOLI, et al., 2014).

Além das dificuldades técnicas e financeiras da sintese enantiosseletiva,
percebe-se a falta de interesse das industrias farmacéuticas por este farmaco, visto
gue a esquistossomose é uma doencga negligenciada. Por conseguinte, a maioria das
tentativas de solucionar o problema sao oriundas de universidades, institutos de
pesquisa e laboratérios governamentais. Além disso, a sintese da mistura racémica é
um procedimento de baixo custo, o que incentiva o uso da mesma, levando ao
desenvolvimento de metodologias de separagao para obtengédo do enantibmero R-
(-)-PZQ (DECIT, 2010; BRASIL, 2009a; BRASIL, 2014a).
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Neste sentido, com o objetivo de promover a separagao dos enantibmeros do
PZQ, trabalhos anteriores utilizaram CLAE com coluna de fase estacionaria quiral,
composta de derivados de celulose ou amilose e também derivados de ciclodextrinas
e antibiéticos (KELLY, HE e STEWART, 1993; BONATO et al., 1999; DING et al.,
2004; LIU et al., 2004; FARIAS, 2013). Alguns estudos aplicaram a técnica de EC
utilizando derivados de ciclodextrinas como seletores quirais (BONATO et al., 2001;
MATTHIJS et al., 2004). Também constam relatos de processos cromatograficos
continuos em escala preparativa, utilizando fases estacionarias com seletores quirais,
porém, alguns nao obtiveram aceitavel potencial de discriminagao (CHING et al.,1993;
LIM et al., 1995; LIM e CHING,1996). Até a presente data, verificou-se que nao
constam relatos na literatura cientifica sobre a separacao quiral de PZQ através da
técnica de HPCCC, o que justifica a possibilidade de emprego da mesma para a
separacao dos enantibmeros deste farmaco, trabalho que podera contribuir para a

separacao quiral em escala industrial.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral:

Empregar a técnica de Cromatografia Contracorrente de Alta Eficiéncia
(HPCCC) na separagao dos enantidmeros de praziquantel, determinando o sistema
de solventes bifasico (SSB) apropriado e, com auxilio de modelagem molecular, o

seletor quiral (SQ) mais promissor para a separagao.

2.2 Objetivos Especificos:

= Determinar o coeficiente de particdo do farmaco praziquantel em diferentes
sistemas de solventes bifasicos, na auséncia e na presenca de seletores quirais

em diferentes concentragoes;

= Avaliar a solubilidade de diferentes seletores quirais em relagao aos sistemas

de solventes propostos;

» Avaliar diferentes sistemas de solventes bifasicos frente aos parametros ideais

para aplicagao na separac¢ao quiral de praziquantel por HPCCC;

= Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com fase estacionaria quiral, para analises complementares das

fracdes coletadas por HPCCC.

= Avaliar diferentes seletores quirais, experimentalmente e com auxilio de

modelagem molecular, na separacao quiral de praziquantel por HPCCC,;
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3.1 A Quiralidade e os Enantiomeros

O inicio do estudo e da compreensdo dos fenbmenos quirais e, por
consequéncia, da estereoquimica, € atribuido, em parte, a Jean-Baptist Biot, Louis
Pausteur e van’Hoff/Le Bel que descobriram, durante o século XIX, a capacidade de
alguns compostos de desviar a luz plano polarizada, a assimetria molecular desses
compostos e a configuragao tetraédrica do atomo de carbono, respectivamente. A
partir dessas descobertas foi possivel compreender que substancias que néao
possuem elemento de simetria no arranjo espacial de seus grupos ligantes irdo
apresentar-se na forma de um par de enantidmeros, os quais sao isbmeros, ou seja,
substéancias diferentes de mesma formula molecular, porém, que apresentam imagens
especulares entre si e ndo sobreponiveis (Figura 1). Os enantibmeros s6 ocorrem em
compostos cujas moléculas apresentam quiralidade, que constitui a propriedade
geométrica de um objeto rigido (ou arranjo espacial de pontos ou atomos) de n&o ser
sobreponivel a sua imagem especular. Se um objeto (ou molécula) € sobreponivel a
sua imagem especular, entdo € denominado de aquiral. A molécula é considerada
aquiral se possuir um plano de simetria (ou plano especular), ou seja, um plano
imaginario que corta a molécula de modo que as duas metades sejam uma a imagem
especular da outra (MOSS, 1996; ORLANDO et al., 2007; WOLF, 2008; BERTHOD,
2010; SOLOMONS e FRYHLE, 2012).

Figura 1 - Representacao de dois enantibmeros.

Enantiodmero A Enantiomero A’

Sdo imagens
R especulares
| entre si.

Fonte: Adaptado de Orlando et al. (2007).

Uma forma de reconher a existéncia de um par de enantidbmeros € quando a
molécula contém um atomo tetraédrico ao qual se ligam quatro diferentes atomos ou

grupos de atomos. Este atomo €& denominado de centro de quiralidade,
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frequentemente marcado com um asterisco na estrutura molecular (MOSS, 1996;
SOLOMONS e FRYHLE, 2012).

De acordo com o arranjo espacial, os enantidbmeros recebem os prefixos R ou
S, seguindo o sistema de nomenclatura desenvolvido pelos quimicos R. S. Cahn, C.
K. Ingold e V. Prelog em 1966 e adotado pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), o sistema Cahn-Ingold-Prelog (CIP) ou sistema R,S. Tais prefixos
(R) e (S) sao as palavras rectus e sinister, em latim, que significam direito e esquerdo,
respectivamente. Existe também outra nomenclatura atribuida aos enantibmeros e
que esta relacionada a sua capacidade de desviar a luz plano-polarizada para a direita
(dextrogiro, D ou +) e para a esquerda (levogiro, L ou -) (MOSS, 1996; BERTHOD,
2010; SOLOMONS e FRYHLE, 2012). Esta propriedade que compostos quirais
podem apresentar, depende ndo somente do arranjo espacial dos seus atomos, mas
também do meio em que eles se encontram. Dessa forma, podemos perceber que as
denominacgdes R-S e D-L sdo independentes e, portanto podemos ter enantibmeros
(S)-(+)- ou (S)-(-)- e, da mesma maneira, o enantibmero (R)-(+)- ou (R)-(-)-
(ORLANDO et al., 2007; BERTHOD, 2010).

A mistura equimolar de um par de enantidbmeros € chamada de racemato ou
mistura racémica e como nao apresenta capacidade de desviar a luz plano-polarizada,
é frequentemente representada pelo prefixo (z)-, rac- ou racem- ou ainda através dos
simbolos RS ou SR. A falta de atividade 6ptica, neste caso, resulta do fato de que um
dos enantibmeros desvia o plano da luz polarizada para um determinado valor,
enquanto que seu par o desvia, na mesma proporcdo, mas na direcado oposta,
anulando o valor final (BERTHOD, 2010; SOLOMONS e FRYHLE, 2012).

3.1.1 Propriedades e importancia biolégica dos enantiomeros

Para os enantibmeros puros, ou seja, quando todas as suas moléculas (dentro
dos limites de detec¢do) possuem o mesmo senso quiral (configuragcéo espacial), as
propriedades fisicas sao idénticas, tais como, ponto de fusdo, ponto de ebulicdo e
solubilidade em solventes comuns. No caso de uma mistura de enantibmeros,
independente da proprogdo em que se encontrem, estas propriedades se diferem
(MOSS, 1996; SOLOMONS e FRYHLE, 2012).
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Quimicamente os enantibmeros demonstram comportamentos diferentes
somente em ambientes quirais. Uma vez que a maioria dos receptores enddgenos,
como proteinas de membranas e enzimas, também sao compostos quirais, a
discriminagao estereosseletiva de dois enantibmeros por receptores bioldgicos deve-
se a interacado espacial especifica enantibmero-receptor. Esta interagcao é explicada
pela teoria dos trés pontos, inspirada por Easson e Stedman e, segundo a qual,
somente um dos enantibmeros € capaz de apresentar trés pontos de interagao
complementares, dispostos espacialmente de tal maneira que possam se ligar ao
receptor, promovendo o efeito maximo (Figura 2). Essa caracteristica é de extrema
importancia bioldgica, visto que a maioria dos farmacos € quiral, pois tais interagbes
altamente especificas podem originar, além de diferengas farmacodinamicas,
diferengas farmacocinéticas, ocasionando distingdo quanto absor¢cdo, metabolismo,
poténcia e a toxicidade de cada enantidmero (AHUJA, 2011; SOLOMONS e FRYHLE,
2012).

Figura 2 - Representagao esquematica da teoria dos trés pontos.

3

R ! R
| ! |
C Ty, e c
FESYY WY i - SRV
D\ | /G
|
*NH : “NH
|

L

Fonte: Adaptado de SOLOMONS e FRYHLE (2012).

Em relagdo a agao farmacologica de farmacos quirais, comportamentos
bioldgicos distintos podem ser esperados: (a) toda a atividade farmacoldgica é
atribuida a apenas um dos enantidmeros, sendo que o outro € inativo; (b) os
enantibmeros possuem idéntica atividade farmacoldgica, tanto qualitativamente, como
quantitativamente; (c) os enantibmeros possuem a mesma agao farmacologica, mas
poténcias diferentes; (d) os enantibmeros possuem diferentes a¢gdes farmacologicas,
mas que sao desejaveis terapeuticamente; (e) um dos enantibmeros € responsavel

pela agao farmacolégica desejada e o outro pelos efeitos colateriais indesejados; (f) a
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acao farmacoloégica de um enantibmero, ou até mesmo seu efeito colateral, é

antagonizada pelo outro enantiébmero (LIMA, 1997).

No caso em que dois enantidbmeros possuem poténcia de agao diferente, a
IUPAC recomenda que o enantidbmero de maior agao farmacoldgica e afinidade pelo
receptor seja denominado de eutdbmero enquanto que o outro enantidmero
responsavel pelo efeito indesejado seja denominado distdmero. Além disso, a
proporcao da atividade do eutdbmero em relagao ao distbmero recebe a denominacao
de razao eudismica e representa a eficacia ou estereoespecificidade do enantidbmero
mais ativo (MOSS, 1996; NGUYEN, HE e PHAM-HUY, 2006).

Os enantidmeros de farmacos podem ter perfis de atividade biologica distintos,
muitas vezes, com consequéncias graves. Apos a tragédia da talidomida (1957-1961),
em razao do (S)-(-)-enantidmero apresentar efeitos teratogénicos, foi introduzido um
rigoroso controle em relagdo a pureza dos enantibmeros utilizados na medicina, por
parte das agéncias reguladoras mundiais, com atengdo especial no caso de farmacos
quirais. Este controle levou as industrias farmacéuticas a fornecerem evidéncias
cientificas para justificar sua escolha pela comercializagdo de um dado racemato, ao
invés da comercializacdo de um de seus enantidmeros na insercao de novos farmacos
(BERTHOD, 2010; SOLOMONS e FRYHLE, 2012).

3.1.2 Consideragoes regulatérias para desenvolvimento de farmacos quirais

Vérios paises possuem legislacdo prépria quanto ao desenvolvimento e
comercializagdo de farmacos enantioméricos (FDA, 1992; EMEA, 1993; CANADA,
2000). A primeira abordagem direta a questdo da quiralidade, por parte das agéncias
reguladoras, relacionada ao desenvolvimento de novos farmacos, foi realizada no ano
de 1992 pelo Food and Drug Administration (FDA). O FDA publicou o documento
intitulado FDA'’s Policy Statement for the Development of New Stereoisomeric Drugs.
O racional para este documento surgiu da convergéncia de dois principais aspectos.
Como primeiro aspecto, tem-se o crescente aumento de dados histéricos
demonstrando diferentes caracteristicas dos enantibmeros em sistemas bioldgicos,
tanto quanto diferengas farmacocinéticas na absorgéo, distribuicdo, metabolismo e
eliminacao; entretanto, estas diferengas ndo foram rotineiramente estudadas, devido
a dificuldade na separacéo. O segundo aspecto foram os avangos tecnolégicos que

permitiram a separagéo comercial em larga escala de compostos quirais e a produgao
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de um unico enatibmero. Desta forma, as perspectivas do FDA mudaram para abordar
controles de fabricacdo aceitaveis relacionados a sintese, impurezas, avaliagao
farmacolodgica e toxicologica, caracterizagdo do metabolismo e distribuicdo, bem como
a avaliacao clinica de farmacos quirais (FDA, 1992; ZEID, 2011).

No ano seguinte, em 1993, foi a vez da European Medicines Evaluation Agency
(EMEA) publicar seu guia a respeito, intitulado Investigation of Chiral Active
Substances. Baseia-se em muitos pontos do guia publicado pelo FDA, mas apresenta
orientagdes mais especificas para estudos na area quimica e nao clinicos (EMEA,
1993; ZEID, 2011). As autoridades regulatorias japonesas (Ministry of Health, Labour
and Welfare) ndo publicaram, até a presente data, um guia especifico para o
desenvolvimento de compostos quirais. Elas utilizam uma abordagem semelhante as
adotadas pelo FDA e EMEA e observa-se um aumento no desenvolvimento de
enantidmeros em relagdo a racematos (SHIMAZAWA et al., 2008; ZEID, 2011). Em
1998, a agéncia reguladora canadense, Health Canada, publicou o seu guia intitulado
Stereochemical Issues in Chiral Drug Development, o qual tornou-se valido em maio
de 2000. O conteudo deste guia segue muito do que o FDA e EMEA determinaram
em seus guias em relagcdo as consideragbes sobre o desenvolvimento de
enantibmeros puros, racematos e misturas ndo-racémicas. A diferenga esta no fato
de que este guia € o mais recente sobre o assunto e apresenta mais detalhes sobre o
momento em que certos métodos analiticos ou avaliagcbes deve ser realizados
(CANADA, 2000; ZEID, 2011).

Apesar das agéncias reguladoras supracitadas diferirem em alguns pontos em
relacdo as normas exigidas, parece haver um consenso de que comparagdes entre
enantidbmeros e misturas racémicas, em estudos de farmacocinética, farmacodinamica
e toxicoldgicos, envolvendo animais € humanos, sao requisitos para uma adequada
avaliacao cientifica na escolha do desenvolvimento de um enantidmero ou racemato.
Além disso, estas agéncias convergem para o fato de que estes estudos sdo uma
ligacao para a permissao do uso dos dados toxicolégicos do racemato, em conjunto
com os dados de toxicidade a longo prazo para um unico enantidbmero. O foco das
agéncias é: (1) desenvolver métodos enantidbmero-especificos previamente ao
desenvolvimento; (2) determinar a relativa contribuicdo farmacologica de cada
enantibmero in vitro e in vivo (em animais e em humanos), comparada ao racemato;

(3) comparar o perfil toxicolégico do racemato com os enantidbmeros separados para
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confirmar a sua atividade relativa. De posse destes dados € que sera possivel tomar
uma decisado cientificamente baseada se é adequado ou nao prosseguir com 0O
desenvolvimento do racemato, do enantibmero puro ou da mistura ndo-racémica
(ZEID, 2011).

No Brasil ndo ha nenhuma legislagdo especifica sobre desenvolvimento e
comercializagdo de farmacos quirais publicada pela ANVISA. A exigéncia esta
relacionada as caracteristicas do insumo farmacéutico ativo (IFA) quando do registro,
renovagao de registro ou alteragdo pos-registro de radiofarmacos, medicamentos
novos, especificos, similares e genéricos. A agéncia solicita dados sobre a
estereoquimica do IFA, quando este apresentar quiralidade, principalmente em
relacdo ao teor dos estereoisbmeros, quando a propor¢cdo dos mesmos possa
comprometer a eficacia e a seguranga do medicamento (BRASIL, 2007a, 2007b,
2009b, 2009c, 2011, 2014b, 2016a e 2016b).

3.2 Separacao enantiomérica

A obtencdo de substancias enantiomericamente puras tornou-se um grande
desafio para os pesquisadores e para a industria farmacéutica e observa-se, ao longo
dos anos, um aumento constante de enantibmeros puros, associado a diminui¢cao
acentuada da introdugdo de novos racematos (BERTHOD, 2010). Tal aumento
somente se tornou possivel devido a avangos crescentes das técnicas de separagao
enantiomérica (ou resolugdo) e sinteses enantiosseletivas (assimétrica). As
estratégias para o desenvolvimento de farmacos quirais compreendem: (1)
desenvolvimento de um racemato; (2) desenvolvimento de um enantidmero puro; (3)
desenvolvimento de farmaco contendo razédo fixa (ndo-racémica) dos enantibmeros;
(4) desenvolvimento de enantibmero a partir de farmaco racémico ja aprovado (chiral
switch). Estas técnicas sdo fundamentais na produg&o e no controle de qualidade de
farmacos enantiopuros, sendo aplicadas para garantir a qualidade e pureza de
produtos de partida, intermediarios de sintese e produtos finais, bem como para
assegurar a estabilidade dos préprios farmacos e de seus medicamentos. Ao mesmo
tempo, revelam-se imprescindiveis na pesquisa clinica de farmacos quirais, assim
como em determinados estudos de bioequivaléncia (SRINIVAS, BARBHAIYA e
MIDHA, 2001; FRANCOTTE, 2001; MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; AGRANAT,
CANER e CALDWELL, 2002; FB 5 ed, 2010).
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As vantagens do uso de farmacos enantioméricamente puros sdo evidentes:
diminuicdo da dose total, reducédo dos efeitos indesejaveis e perfis farmacoldgicos
superiores. A questao econdmica nao deve ser priorizada, com argumentos de que
um custo proibitivo pode mesmo impedir a resolugdo em grande escala, pois esta
questdo ndo pode se contrapor aos fatores essenciais de saude, muito embora,
existam algumas situagdes onde a forma racémica é permitida e mesmo indicada
(AGRANAT, CANER e CALDWELL, 2002). O desenvolvimento do racemato ou da
mistura ndo-racémica pode ser justificado sob as seguintes condi¢des: (1) os
enantibmeros sao instaveis in vitro ou sofrem racemizacgao in vivo; (2) os enantibmeros
tem propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicolégicas semelhantes;
(3) ndo é tecnicamente factivel separar os enantidmeros em quantidade suficiente ou
com suficiente qualidade e (4) uma mistura ndo-racémica pode ser justificada quando
uma razao especifica dos enantidbmeros é esperada para melhora do perfil terapéutico
do farmaco (SRINIVAS, BARBHAIYA e MIDHA, 2001; ZEID, 2011).

Embora a sintese assimétrica seja util para a preparagdao de grandes
quantidades de material e quando um dos enantidbmeros € considerado toxico ou
inativo, o tempo requerido no seu desenvolvimento pode torna-la impraticavel e néo-
atrativa, especialmente quando se necessita de apenas pequenas quantidades do
enantibmero, como é o caso de algumas aplicagbées farmacéuticas. Por este motivo,
a resolugao de uma mistura racémica € preferivel e tem-se ainda, como vantagem, a
producao dos dois enantibmeros com elevado grau de pureza 6ptica, essencial para
testes farmacocinéticos, farmacoldgicos e farmacodinamicos (FRANCOTTE, 2001;
JUNIOR, 2006; NGUYEN, HE e PAM-HUY, 2006).

3.2.1 Técnicas de separagao enantiomérica

A separacdo quiral, também designada por resolugado quiral ou separagéo
enantiomérica, € um procedimento utilizado para separar os dois isdbmeros de um
composto racémico e consiste em uma operacdo necessaria tanto na industria
farmacéutica como na terapia clinica. Em relagdo a industria farmacéutica, pode-se
citar a sintese de farmacos quirais, a qual envolve procedimentos de controle de
qualidade da rota sintética e de controle de possiveis impurezas originadas na sintese
e decorrentes da degradacgao do farmaco, além do controle de qualidade de produtos

acabados. As analises de farmacos quirais em fluidos biolégicos sdo muito mais
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complexas do que as suas quantificacdes e separacdes na industria, embora possam
utilizar as mesmas técnicas. Devido a complexidade das amostras bioldgicas e
também as baixas concentracdes de farmacos nos fluidos, a determinagcdo destes
exige primeiramente uma extragdo com elevada recuperacédo, seguida de uma técnica
analitica de alta sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade. Portanto, o
desenvolvimento e aperfeicoamento de novas técnicas de separagao quiral que
permitam baixo custo e, até mesmo aplicagdo em grande escala, sdo alvo da pesquisa
académica, bem como do avancgo industrial (MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001;
NGUYEN, HE e PAM-HUY, 2006).

As técnicas de separacdo enantiomérica podem ser utilizadas para fins
analiticos e preparativos, sendo que algumas técnicas podem atender as duas
finalidades. A escolha final da técnica depende da natureza de cada farmaco e
também da quantidade, do tempo e do custo da produgado. As técnicas geralmente
utilizadas para separacdo de enantidmeros s&do as seguintes: Cromatografia,
Eletroforese Capilar, Cristalizacdo, Membranas e Sensores, Extragao Liquido-Liquido
e Catalise Assimétrica por biotransformacgao. As técnicas cromatograficas sao as mais
utilizadas e dentre elas temos: Cromatografia Gasosa, Cromatografia de Fluido
Supercritico, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e de Camada Delgada,
Eletrocromatografia Capilar, Leito M6vel Simulado e Cromatografia Contracorrente. A
maioria destas técnicas utiliza um seletor quiral (SQ), substancia que ira promover a
enantiodiscriminagcdo, auxiliando no processo de separacdo dos enantibmeros
(MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; NGUYEN, HE e PAM-HUY, 2006; NING, 2011).

A separagao analitica de enantibmeros € mais frequentemente realizada por
CLAE e Eletroforese Capilar, porém, como as industrias farmacéuticas estao
procurando desenvolvimento de métodos de baixo custo, que demandem menor
tempo e que sejam de facil escalonamento, em que o uso da escala preparativa
permita elevada carga de amostra, a Cromatografia Contracorrente (CCC) & uma
excelente opgado para atender a todos estes requisitos (SUTHERLAND, 2007;
BERTHOD, RUIZ-ANGEL e CARDA-BROCH, 2009).

3.2.2 Seletores Quirais (SQs)

As moléculas que apresentam dois ou mais elementos de quiralidade sao

chamadas de diastereoisbmeros e, diferente dos enantibmeros, nido sao



47

sobreponiveis e podem apresentar diferentes propriedades fisicas e quimicas em
ambientes quirais e aquirais (WOLF, 2008; BERTHOD, 2010). O passo fundamental
na separagao enantiomérica e no reconhecimento quiral € a formagao de complexos
diastereoisoméricos transitorios entre os enantibmeros e o seletor quiral (SQ), e os
diastereoisbmeros assim formados podem ser entdo separados devido as diferencas
em suas propriedades. O seletor quiral consiste em uma substancia utilizada como
auxiliar quiral, podendo ser adicionado a fase movel (FM) ou adicionado/fixado a fase
estacionaria (FE) do sistema de separagcdo (BERTHOD, 2010; SCRIBA, 2016).
Interagdes ibnicas, forgas eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, forcas
repulsivas/atrativas de van der Walls, interacdes 11-17, interagcdes ion-dipolo ou dipolo-
dipolo e fenbmenos de inclusdo, contribuem para o processo de reconhecimento quiral
(MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; BERTHOD, 2010).

Os diferentes seletores quirais utilizados para varias técnicas de separagao
enantiomérica podem ser obtidos de fontes naturais ou serem sintetizados, muitas
vezes, a partir de fontes naturais, a fim de otimizar sua performance. Na Tabela 1
constam exemplos de seletores quirais, separados em classes e agrupados por fonte
de obtencado. Dentre os SQs citados, as ciclodextrinas e os polissacarideos merecem
destaque por sua consideravel aplicagao.

3.2.2.1 Ciclodextrinas (CDs)

As ciclodextrinas s&o oligossacarideos ciclicos compostos de seis a doze
unidades de D-(+)-glicopiranose, conectadas por ligagdes a-(1,4)-glicosidicas, sendo
que as mais utilizadas apresentam seis, sete ou oito unidades de glicopiranose,
conhecidas como a-, B- ou y-CD, respectivamente (Figura 3Erro! Fonte de referéncia
nao encontrada.) (HE, 2010; LOURENCO, CASSIANO e CASS, 2010).

Figura 3 - Estrutura quimica da a-CD, B-CD e y-CD, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de IACOVINO et al. (2017).
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Tabela 1- Principais classes de seletores quirais agrupados por fonte de obtengao.

Fonte de obtencéao

Classe

Exemplo de Seletor Quiral

Natural

Polissacarideos

Celulose, Amilose, Amido, Dextran,
Heparina, Pectinas

Oligossacarideos

a-, B-, Y-Ciclodextrinas,
Dissacarideos, Maltodextrinas

Proteinas

Albumina sérica humana e bovina,
Orosomucoide (a-glicoproteina acida),

Membranas Ovomucoides,
Celobiohidrolase, Avidina,
Quimiotripsina, Ovotransferrina,
Pepsina
Glicopeptideos Vancomicina, Teicoplanina,
macrociclicos Ristocetina, Avoparcina
Alcaléides da cinchona Quinina, Quinidina
Moléculas de baixo peso  Aminoacidos, Acido célico/sais

molecular

biliares, Alcaldides, Acidos Tartaricos

Semi-sintética

Polissacarideos
modificados

Esteres de polissacarideos,
Carbamatos de Polissacarideos

Oligossacarideos
modificados

Ciclodextrinas derivatizadas,
Polimeros de ciclodextrinas

Sulfatos de
polissacarideos

Dextran sulfato, A-carragenana,
Derivados de condroitina

Sintética

Troca de ligantes

Complexos formados entre Cu(ll),
Ni(ll) ou Zn(ll) com L-aminoacidos,
como L-histidina e L-prolina.

Polimeros

Poli(N-acriloil-(S)-fenilalanina etil
éster); derivados de O,O’-diarilol-N,N’-
dialil-ltartardiamida; tartarato de O,0’-
bis(3,5dimetilbenzoil)-N,N’-dialil-I-
diamida; trans-1,2-ciclo-hexanodiil-
bis-acrilamida

Eteres coroa quirais

Derivados do Acido 18-coroa-6-

tetracarboxilico

Tipo Pirkle

Whelk-O-1 (1-(3,5-Dinitrobenzamido)-
1,2,3,4,-tetrahidrofenantreno); 3,5-
dinitrobenzoilfenilglicina

Fonte: Adaptado de MAIER, FRANCO e LINDNER (2001); BERTHOD (2010); LOURENCO,
CASSIANO e CASS (2010).
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Apresentam uma cavidade em forma de cone truncado, com o interior de
caracterisitca apolar/hidrofébica contendo grupamentos éter, e as bordas maiores e
menores da cavidade, revestidas com grupos hidroxila primarios e secundarios,
respectivamente, originando um carater hidrofilico (Figura 4). Desta forma, as
moléculas organicas tendem a formar complexos de inclus&o, introduzindo sua porgao
hidrofébica na cavidade das CDs (HE, 2010; LOURENCO, CASSIANO e CASS,
2010).

Figura 4 - Caracteristica da cavidade das ciclodextrinas.
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Fonte: Apaptado de REZENDE (2008).

As CDs sao amplamente utilizadas para a separagao quiral, com sucesso,
através de diversas técnicas, como exemplo a cromatografia gasosa (CG),
eletroforese capilar (EC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
cromatografia contracorrente (CCC). A complexagao por inclusdo € o0 mecanismo
responsavel pelo seu reconhecimento quiral, o qual € decorrente de suas estruturas
geométricas e grupos funcionais disponiveis. No processo de reconhecimento quiral,
os enantidbmeros entram, pelo menos parcialmente, na cavidade das moléculas de
ciclodextrina formando complexos diastereoisoméricos, estabilizados por diferentes
forgcas de interagao (Figura 5) (BERTHOD, 2010; LOURENCO, CASSIANO e CASS,
2010).

Figura 5 - Representacao grafica da formagéo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas.
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Fonte: Adaptado de MIRANDA et al. (2011).
Legenda: (A) molécula de farmaco; (B) ciclodextrina (CD); (C) cavidade da
ciclodextrina; (D) moléculas de agua; (E) complexo farmaco-CD.
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A derivagdo dos grupos hidroxila primarios e secundarios possibilitou o
desenvolvimento de novas ciclodextrinas com diferentes funcionalidades, polaridades
e cargas e, consequentemente, com diferentes tipos de interacbes. A Tabela 2
exemplifica os diferentes tipos de ciclodextrinas modificadas disponiveis, agrupadas
de acordo com sua carga, podendo ser neutras, catibnicas ou anidnicas, além das
ciclodextrinas nativas (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; BERTHOD, 2010;
IACOVINO et al., 2017).

3.2.2.2 Polissacarideos

Amilose e celulose sdao os polissacarideos mais utilizados como seletores
quirais em diversas técnicas de separacao enantiomérica, por apresentarem elevada
enantioseletivadade, estabilidade e eficiéncia de separacdo. Podem sofrer
modificagdes, resultando em carbamatos ou ésteres, os quais representam suportes
quirais amplamente utilizados como fases estacionarias em cromatografia liquida.
Esta associagao apresenta-se altamente eficaz para separagdes de enantibmeros por
CLAE. Fases estacionarias quirais (FEQs) compostas por estes seletores s&o
comercializadas por diferentes fabricantes, como exemplo temos Chiralcel® OD,
Chiralpak® AD, Chiralpak® IA e IB, Lux® Cellulose-1, Lux® Celulose-2 e Lux®
Amylose-2, dentre outras. Estes polimeros quirais oferecem tantos sitios de interagao
possiveis que muitos enantibmeros sdo discriminados encontrando trés pontos de
interacdo diferentes, sem possibilidade de conhecer exatamente o mecanismo de
atuacao, podendo estar envolvidas ligagdes de hidrogénio, for¢cas de van der Walls e
interacdes dipolo-dipolo, além das interagdes -1 (PEREZ, SANTOS e MINGUILLON,
2006; BERTHOD, 2010; HE, 2010; LOURENCO, CASSIANO e CASS, 2010; AMOSS
e MAIER, 2011; CHANKVETADZE, 2012; SCRIBA, 2016).
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Tabela 2 - Exemplos de ciclodextrinas utilizadas em enantiosseparacgao.

Tipo Nome n R Abreviagéao

Nativas a-ciclodextrina 0 -H a-CD
B-ciclodextrina 1 -H B-CD
y-ciclodextrina 2 -H y-CD

Neutras 2-hidroxipropil-3- 1 —-CH,CHOHCHs; HP-3-CD
ciclodextrina
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina 2 —CH2CHOHCH3 HP-y-CD
Heptakis-(2,6-di-O-metil)-3- 1 -CH3 DM-B-CD
ciclodextrina
Heptakis-(2,3,6-tri-O- 1 -COCeHs TB-B-CD
benzoil)-B-ciclodextrina

Catibnicas 2-hidroxipropiltrimetiiaménio- 1 -CH,OHCHCH2(CH3)sN*ClF  QA-B-CD
B-ciclodextrina

Anibnicas  Carboximetil-B-ciclodextrina 1 -CH,COOH CM-B-CD
B-ciclodextrina-sulfatada 1 - SOsNa* S-B-CD
Sulfobutiléter-B-ciclodextrina 1 -(CH2)sSOsNa* SBE-B-CD
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Fonte: Adaptado de BLANCO e VALVERDE (2003); BREWSTER e LOFTSSON (2007);
IACOVINO et al. (2017).
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3.2.3 Modelagem molecular aplicada a enantiosseparagao

A modelagem molecular consiste, entre outras aplicagdes, em uma ferramenta
computacional utilizada na elucidacdo dos mecanismos de reconhecimento quiral
entre enantibmeros e seletores quirais, a fim de auxiliar na escolha do seletor quiral
mais apropriado para determinada enantiosseparagdo. E utilizada em
complementacdo as analises experimentais, devido as limitagdes das mesmas. O
objetivo €& compreender o0s mecanismos de complexagdo envolvidos no
reconhecimento quiral e correlacionar com os resultados experimentais de
enantioseparagdo. Estudos de simulagbes de poses de acoplamento molecular
(molecular docking), com auxilio de algoritmos de amostragem, fornecem informacgdes
sobre a geometria tridimensional da estrutura formada entre cada enantidmero e cada
SQ, em relagao as forgas intermoleculares envolvidas, bem como a energia de ligagéo
gerada. Programas computacionais de acoplamento molecular executam a tarefa de
verificagcdo das possiveis conformacdes e energias de ligacdo formadas pelos
complexos enantidmero-SQ, através de fungdes de escore especificas, e a variagéao
dessa energia, devido a formagao do complexo, € dada pela energia livre de Gibbs
(AG) (MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; LI et al., 2012; ELBASHIR e ABOUL-
ENEIN, 2013; FERREIRA et al., 2015).

No entanto, os algoritmos atuais n&o estimam a energia absoluta associada a
interagdo intermolecular com precisao satisfatoria. Questdes relacionadas aos efeitos
de solvente, ions e modificadores, por exemplo, sdo desafios importantes que
requerem atencdo no desenvolvimento de um estudo de modelagem molecular. Da
mesma forma, entender os principios pelos quais as interagdes ocorrem, demonstra
o consideravel potencial que estes estudos representam na pesquisa e
desenvolvimento farmacéuticos (MAIER, FRANCO e LINDNER, 2001; BERTHOD,
2010; FERREIRA et al., 2015).
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O texto completo da dissertagdao defendida que ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 53 a 78 foi suprimido, por tratar-se de
manuscrito submetido a publicacao. Consta da descrigdao dos seguintes itens:
Cromatografia Contracorrente (CCC), Principios e Evolugao da CCC, Parametros
Cromatograficos em CCC, Sistema de Solventes Bifasico (SSB), Modos de
eluicao, Sistemas de Deteccao, Aplicagdoes em CCC, Vantagens e Limitagoes da
CCC.
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3.4 Esquistossomose e praziquantel

A esquistossomose, popularmente conhecida como “barriga d’agua”,
representa a segunda doenga tropical de maior prevaléncia mundial, ap6s a malaria,
constituindo uma das doencgas parasitarias de elevada ocorréncia nos paises em
desenvolvimento. Trematodeos do género Schistosoma compreendem seu agente
etiolégico, que tém como hospedeiro intermediario caramujos de agua doce do género
Biomphalaria. A fase inicial da doenga pode ser sintomatica ou assintomatica; ja a
fase tardia inicia-se a partir dos seis meses apo6s a infeccdo, podendo durar varios
anos. Devido a sua localizagdo no corpo humano, o parasita ocasiona a obstrugao
dos vasos do intestino e do figado, sendo esta a causa da maioria dos sintomas da
doencga, podendo levar ao ébito (WHO, 2006; TAYLOR, 2008; BRASIL, 2009a; DECIT,
2010; BRASIL, 2014a).

E considerada um grande problema de saude publica, afetando principalmente
as zonas rurais, estando associada a pobreza e a falta de saneamento basico, devido
ao baixo indice de desenvolvimento econémico. No Brasil, a transmisséo da
esquistossomose € ativa em alguns estados, mais intensamente na costa litoranea da
regido nordeste até importantes bacias hidrograficas da regido sudeste. Apesar de
fazer parte das estratégias do Ministério da Saude, é considerada uma doenca
negligenciada e afeta cerca de 240 milhdes de pessoas em todo o0 mundo e mais de
700 milhdes de pessoas vivem em areas endémicas (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2014a;
WHO, 2016) .

E uma doenga de veiculacdo hidrica, cuja transmissdo ocorre quando o
individuo entra em contato com aguas superficiais contaminadas onde existam os
hospedeiros intermediarios, os quais liberam as cercarias, larvas do Schistosoma em
estado maduro, que penetram na pele e mucosa de seres humanos. A incubag¢ao dura
em torno de um més e é caracterizada por febre, mal estar, anorexia, tosse e fadiga,
correspondendo a migragao do parasita pela corrente sanguinea. Na fase adulta, as
larvas fixam-se nos sistemas porta e mesentérico, e sdo eliminadas nas fezes. Ainda
gue inicialmente assintomatica, a esquistossomose pode originar desnutricdo, anemia
e implicagdes no crescimento e desenvolvimento de criancas. As formas crénicas da
doenca sao classificadas de acordo com o 6rgdo mais acometido, podendo ser

hepatointestinal, hepatica, vasculopulmonar, glomerulopatica, neuroldgica,
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pseudoneoplasica ou linfoproliferativa. A suscetibilidade ao verme independe de sexo
e idade, mas a doenga € mais critica em criancas em idade escolar, visto que
apresentam necessidades nutricionais aumentadas e podem estar continuamente
expostas ao solo e agua contaminados, sem protegdo e adequada higiene pessoal
(DECIT 2010; BRASIL, 2009a; BRASIL, 2014a).

O anti-helmintico de escolha para o tratamento dos cinco tipos de
esquistossomose é o praziquantel (PZQ), devido a sua eficacia e seguranca
comprovadas, além da sua conveniéncia operacional e custo razoavel, embora sua
dose eficaz seja consideravelmente elevada. Faz parte da lista de farmacos
essenciais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), destacando-se pelo fato da
administragcdo em dose unica (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; WHO, 2006, 2013;
CIOLI, et al., 2014; ALSAQABI e LOTFY, 2014; BRASIL, 2014a). Outro farmaco
também eficaz contra a esquistossomose € a oxamniquina, porém, além de nao atuar
contra todos os tipos de esquistossomos, apresenta efeitos colaterais no sistema
nervoso central, além do custo superior ao PZQ (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2014a).

Apesar das significativas redu¢des nos custos decorrentes da expiragdo da
patente, o praziquantel continua sendo um dos antihelminticos mais caros do
mercado. Varios estudos tém demonstrado que os custos dos medicamentos
representam a proporgdo mais significativa dos gastos totais incorridos por um

programa de controle da esquistossomose (WHO, 2013).

O PZQ, de nome quimico 2-(Cicloexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexaidro-4H-
pirazino[2,1-alisoquinolin-4-ona, C19H24N20, possui um centro quiral na posi¢ao 11b
(Figura 6). Apresenta-se como um p¢ cristalino branco ou quase branco, muito pouco
soluvel em agua, facilmente soluvel em etanol e diclorometano, com ponto de fusao
de 136°C a 142°C, massa molecular 312,41 g/mol (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003;
FB 5 ed, 2010). E um farmaco anti-helmintico de amplo espectro que atua
provavelmente através da inibicdo da bomba de Na* e K" dos esquistossomos,
aumentando a permeabilidade da membrana do helminto a certos cations
monovalentes e bivalentes, principalmente o calcio, o que leva a intensificagdo da
atividade muscular, seguida por contracao e paralisia espastica, levando a morte do

parasita. Além disso, o farmaco promove alteragées no tegumento do parasita, que
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compreende uma camada externa protetora (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; CIOLI
et al., 2014; ALSAQABI e LOTFY, 2014).

Figura 6 - Representacdo da estrutura quimica do praziquantel.

O

Fonte: Adaptado de FB 5 ed (2010).

O PZQ é administrado como racemato, sendo que o enantibmero R-(-)-PZQ é
ativo, enquanto o S-(+)-PZQ ¢ inativo, além de ser reponsavel pelos efeitos colaterais
e pelo sabor amargo desagradavel do farmaco. Efeitos colaterais mais comuns
compreendem disturbios gastrointestinais (nausea, anorexia, vomitos, dor abdominal,
diarréia com sangue ou muco), cefaléia, vertigem, dores muculares e articulares,
erupgdes cutaneas, febre baixa, hepatomegalia e esplenomegalia (CIOLI e PICA-
MATTOCCIA, 2003; MEYER et al., 2009; SUN et al., 2016). A partir desta perspectiva,
apenas metade da composicado do farmaco administrada é, de fato, responsavel pela
acgao farmacolégica (MEYER et al., 2009). De acordo com o Sistema de Classificagéo
Biofarmacéutica, o PZQ ¢é representado pela classe |l, apresentando alta
permeabilidade, porém, baixa solubildade. Tal caracteristica também contribuiu para
a necessidade de administracdo do farmaco em altas doses por via oral, visto que o
mesmo precisa vencer a barreira aquosa do estdbmago e metabolismo hepatico de
primeira passagem, para alcangar a circulagdo sanguinea em concentragdes
plasmaticas eficazes (BECKET, SCHEP e TAN, 1999; SOUZA, FREITAS E
STORPIRTIS, 2007). Para o tratamento da esquistossomose, doses entre 40 a 60
mg/kg de peso sdo requeridas e, no Brasil, 0 mesmo é comercializado na forma de
comprimidos de 150, 500 e 600 mg (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; ANVISA
2017).
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De acodo com Meyer e colaboradores (2009), a formulagéo liquida preparada
somente com o R-(-)-PZQ apresentou sabor significativamente menos amargo que a
formulacédo baseada na mistura racémica. Considerando estas informacdes, pode-se
inferir que a utilizacdo do R-(-)-PZQ puro levaria a redugdo da dose necessaria pela
metade, e as formulagdes apresentariam sabor menos amargo, além de serem
confeccionadas em formas farmacéuticas de menor dose, no caso de comprimidos,
fatos que contribuem de forma significativa para a adesdo ao tratamento,

principalmente por criangas.

No entanto, a sintese da mistura racémica apresenta baixo custo, o que reduz
o interesse da industria farmacéutica em realizar a sintese enantiosseletiva, a qual
requer elevado tempo para seu desenvolvimento e possui alto custo, levando ao uso
de técnicas de sepacao quiral. Neste sentido, trabalhos anteriores utilizaram CLAE
com coluna de fase estacionaria quiral, composta de derivados de celulose ou amilose
e também derivados de ciclodextrinas e antibidticos para separagao dos enantibmeros
de PZQ (KELLY, HE e STEWART, 1993; BONATO et al., 1999; DING et al., 2004; LIU
et al., 2004; FARIAS, 2013). Alguns estudos aplicaram a técnica de EC utilizando
derivados de ciclodextrinas como seletores quirais (BONATO et al., 2001; MATTHIJS
et al., 2004). Também constam relatos de processos cromatograficos continuos em
escala preparativa, utilizando fases estacionarias com seletores quirais, porém, alguns
nao obtiveram aceitavel potencial de discriminagcdo (CHING et al.,1993; LIM et al.,
1995; LIM e CHING,1996). Até a presente data ndo foram encontradas publicagbes
cientificas que relatem o uso da técnica de cromatografia contracorrente de alta
eficiéncia (HPCCC) para separacao dos enantidmeros do farmaco praziquantel, o que

justifica a investigagao da possibilidade de emprego da mesma para tal finalidade.



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais
4.1.1 Matéria-prima e Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

A matéria-prima do farmaco praziquantel (PZQ) micronizado foi doada pelo
Instituto de Tecnologia em Farmacos Farmanguinhos, localizado no Rio de Janeiro,
identificada com o lote 201103267. A substancia quimica de referéncia do praziquantel
(PZQ SQR) foi adquirida junto a Farmacopeia Brasileira, identificada com o lote
FB004/2012 com teor de 100,1658%, sendo empregada como referéncia nas analises
que exigiram a quantificagdo do PZQ matéria-prima nas diferentes metodologias

realizadas ao longo deste estudo.
4.1.2 Seletores quirais

As substancias 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) (Cavasol® W7 HP
Pharma) e 2-hidroxipropil-Y-ciclodextrina (HP-Y-CD) (Cavasol® W8 HP Pharma)
utilizadas como seletores quirais nas analises por cromatografia contracorrente de alta
eficiéncia foram gentilmente fornecidas pela empresa Ashland® (Sao Paulo, Brasil),
identificadas com os lotes A1403A0150 e A1306A0113, respectivamente. Foi
adquirida a substancia acido L-(+)-tartarico da marca Synth® (Sao Paulo, Brasil),
também utilizada como seletor quiral (SQ) nas mesmas analises, identificada com o
lote 199793.

4.1.3 Solventes

Para a realizagédo deste trabalho foram utilizados os seguintes solventes grau
HPLC: hexano, acetato de etila, metanol, etanol, isopropanol, cloroférmio e
diclorometano, obtidos de diferentes fabricantes/fornecedores. Utilizou-se também o
solvente isopropanol grau P.A. (Sigma-Aldrich®, Brasil) para preparo de amostras. A
agua purificada utilizada em todas as analises foi produzida no Laboratorio de
Controle de Qualidade Farmacéutico, da Faculdade de Farmacia da UFRGS, através

de sistema de purificagdo de agua, marca Millipore, modelo Direct-Q 3 UV.
4.2 Métodos

4.2.1 Analise do praziquantel matéria-prima
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A analise do PZQ foi realizada para avaliar a manutencao da pureza do material
doado pela instituicdo Farmanguinhos e garantir a qualidade dos estudos a serem
realizados posteriormente. As analises foram realizadas conforme metodologia
constante na monografia do farmaco na Farmacopeia Brasileira 5% edicao (2010).

Foram realizadas as analises em triplicata de perda por dessecagao e
doseamento, utilizando para tal estufa a vacuo (marca Precision, modelo 19), balanca
analitica (marca AND, modelo HM-202) e cromatografo liquido de alta eficiéncia
(marca Shimadzu, modelo CBM-20A, equipado com controlador CBM-20A, bomba
LC-20AT, amostrador automatico SIL-20 AC, forno CTO-20AC e detector PDA SPD-
M20A). O software utilizado para controle e aquisicdo dos dados foi o LC-Solution®.
Para as analises por CLAE, utilizou-se coluna de fase estacionaria composta por
octadecilsilica - C18 (250 x 4,6 mm), de tamanho de particula de 5 ym (X-Bridge,
Waters®), fase movel composta por agua:acetonitrila (40:60, v/v) com vazéo de 1,5
mL/min, volume de inje¢do de 10 pL e detecgdo em comprimento de onda de 210 nm.
As solugdes utilizadas foram filtradas, previamente a analise, com filtro de membrana
de didmetro de poro de 0,45 pm (Merck Millipore®). Os equipamentos citados estédo
localizados no Laboratdrio de Controle de Qualidade Farmacéutico da Faculdade de
Farmacia da UFRGS.

4.2.2 Selecao do Sistema de Solventes Bifasico (SSB)
4.2.2.1 Pré-varredura em CLAE

Para avaliar a polaridade do farmaco praziquantel e promover um
direcionamento inicial para a familia de solventes a ser utilizada nas analises por
HPCCC, realizou-se uma pré-varredura por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando-se coluna e cromatégrafo liquido, conforme descritos no item 4.2.1. Esta
estratégia foi sugerida por Leitdo e colaboradores (2005) para a separagdo dos
flavonoides livres e glicosilados de Siparuna guianensis por CCC. De posse do tempo
de retencao (Tr) do analito, pode-se avaliar a polaridade do mesmo e promover o
direcionamento para o SSB a ser utilizado. Esta pré-varredura também é indicada pelo
fabricante do equipamento de HPCCC, Dynamic Extractions, o qual sugere que,
posteriormente, sejam definidas as propor¢des iniciais a serem testadas (DYNAMIC
EXTRACTIONS, 2009). De acordo com a porcentagem de acetonitrila, no tempo de

retengdo do analito, determinadas propor¢cées da familia HEMWat podem ser
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seguidas (Tabela 3). Os SSBs indicados por numeros referem-se as misturas de
solventes nas proporcoes descritas na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.
deste trabalho, a qual faz parte de protocolos previamente descritos na literatura
cientifica, que servem como ponto de partida para separa¢gées em CCC.

Tabela 3- SSBs propostos para uso em CCC com base no comportamento do analito na pré-
varredura por CLAE.

% de acetonitrila no tempo SSBs indicados para o SSBs indicados para o
de retengcéao do analito Modo Normal Modo Reverso
0-20 2-7 1-5
20-40 8-13 5-10
40 - 60 13-19 10 - 16
60 - 80 19-25 16 - 22
80 -100 25-27 23 -27

Fonte: Adaptado de DYNAMIC EXTRACTIONS (2009).

Notas: A coluna da esquerda indica a porcentagem de acetonitrila no momento da eluigdo do
analito no modo gradiente e relaciona com SSBs indicados para o modo normal (coluna do
meio) ou modo reverso (coluna da esquerda) de operacao em CCC. Os SSBs indicados
devem ser verificados na Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. deste trabalho.

A solugdo amostra (SA) foi preparada na concentracéo de 0,18 mg/mL de PZQ
em agua:acetonitrila (40:60, v/v) e foi filtrada previamente a analise com filtro de
membrana de didmetro de poro de 0,45 pm. As analises foram realizadas em triplicata
e foi executado um gradiente linear com fase movel (FM) composta por
agua:acetonitrila, de 0 a 100% de acetonitrila, na vazdo de 1 mL/min, tempo de analise
de 60 minutos, volume de injecdo de 20 uL e a deteccdo do PZQ foi realizada em

comprimento de onda de 210 nm.

4.2.2.2 Determinagdo do coeficiente de particdo (K) do PZQ em diferentes

SSBs sem e com seletores quirais

Foi elaborado um protocolo para a determinagao do coeficiente de particéo (K)
do PZQ, com base em metodologias descritas nas publica¢des da literatura cientifica.
Foi necessaria a utilizagdo do cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, marca
Shimadzu, modelo CBM-20A, para quantificar o farmaco em uma das fases dos SSBs

testados.
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Diferentes sistemas de solventes foram testados, compostos por misturas entre
hexano, acetato de etila, metanol, agua, diclorometano e cloroférmio, modificando-se
a proporcao de cada um nos sistemas. Foram preparados por simples mistura e pre-
equilibrados por agitagédo vigorosa por 1 minuto, com auxilio de agitador de tubos tipo
vortex (marca Fanem, modelo 251). Avaliou-se o K do PZQ em diferentes SSBs sem
e com seletores quirais, em diferentes concentracées. Os SQs foram solubilizados na
quantidade total de agua do sistema de solventes em teste, antes da mistura com os
demais solventes. Para SSBs que n&o continham agua, o SQ foi adicionado ao

metanol.

Uma massa acuradamente pesada de PZQ (em torno de 7,00 mg) foi
adicionada a tubos de ensaio. O SSB pré-equilibrado a ser testado (14 mL) foi
adicionado a cada tubo de ensaio e procedeu-se agitagédo vigorosa por 5 minutos. Os
tubos foram mantidos em repouso por uma hora a temperatura ambiente (25°C £ 2°C).
Apds, foram agitados vigorosamente por 5 minutos e permaneceram em repouso por
30 minutos. Este ciclo de agitagdo/repouso foi repetido uma vez. Ao final deste tempo,
procedeu-se a coleta de aliquota de 1,0 mL da fase inferior de cada tubo de ensaio.
As aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, diluidas com
agua:acetonitrila (40:60, v/v) e filtradas com filtro de membrana de diametro de poro
de 0,45. Posteriormente, realizou-se a analise por CLAE, conforme descrito no item
4.2.1, utilizando método farmacopeico para doseamento do farmaco praziquantel (FB
5 ed, 2010), para determinar a quantidade de farmaco presente na fase inferior do
SSB (PZQ W), em miligramas. A quantidade de farmaco na fase superior do SSB
(PZQ Wou) foi calculada através da diferenca entre a quantidade total de praziquantel
(PZQ Wr) adicionada ao tubo de ensaio e a quantidade do mesmo presente na fase

inferior.

O valor de K foi calculado pela razao entre as quantidades do analito presentes
na fase estacionaria (FE) e na fase movel (FM), conforme preconizado por Berthod e
colaboradores (2009). De acordo com o SSB utilizado, a FE pode ser a fase superior
ou inferior e 0 mesmo ocorre para a FM, assim, o coeficiente de particdo (K) do PZQ
pode ser determinado através da Equacao (11) quando for utilizado o modo normal

de operagao ou Equacgao (12) quando for utilizado o modo reverso:
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K= PZQ WL/ PZQ Wy (11)
K= PZQ Wu/PZQ WL (12)

Todas as analises para determinagao do coeficiente de particdo do PZQ foram
realizadas em ftriplicata, juntamente com uma unidade denominada de branco,
contendo somente o SSB pré-equilibrado, para avaliar a interferéncia dos solventes

na linha de base dos cromatogramas obtidos.

4.2.2.3 Avaliagao da solubilidade dos seletores quirais em diferentes SSBs

Previamente a analise do coeficiente de particdo do PZQ na presenca dos
seletores quirais HP-B-CD, HP-Y-CD e acido L-(+)-tartarico, procedeu-se a
determinacao da solubilidade dos mesmos, nos diferentes SSBs testados. Diferentes
concentragbes de cada seletor quiral foram testadas, adicionando-os a tubos de
ensaio contendo a fase superior, fase inferior ou o0 SSB pré-equilibrado, e procedendo-
se vigorosa agitagdo com auxilio de vortex por 5 minutos, a fim de assegurar a

formacéo de um sistema bifasico, ausente de particulas em suspenséo.

4.2.2.4 Determinagéo do tempo de separacao (settling time) das fases (Sr)

Em tubos de ensaio, adicionou-se aliquotas de 7 mL de cada fase (inferior e
superior) dos SSBs propostos. Os mesmos foram fechados, cuidadosamente
invertidos por cinco vezes para misturar seu conteudo e colocados em posicéao
vertical. Com auxilio de um cronbmetro, observou-se o tempo necessario para que o
sistema formasse duas camadas claras e com interface distinta, sendo este

considerado o tempo de separacao das fases (Sr).

4.2.3 Desenvolvimento da metodologia para separacao quiral de PZQ por
HPCCC

Para o desenvolvimento de metodologia para separagao quiral do racemato de
praziquantel por HPCCC, utilizou-se cromatégrafo liquido contracorrente, marca
Dynamic Extractions, modelo Spectrum, localizado no Centro de Desenvolvimento
Tecnologico Farmacéutico (CDTF), da Faculdade de Farmacia da UFRGS. O mesmo
€ equipado com duas bombas para solventes, um injetor manual, um coletor de
fragdes, duas colunas analiticas conectadas em série (totalizando 23,5 mL), duas

colunas semipreparativas conectadas em série (totalizando 132 mL), valvula para
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selecdo da coluna a ser utilizada, valvula para selecédo do modo de operagao (normal
ou reverso), controlador de temperatura, controlador de velocidade de rotagdo e um
detector DAD, que permite o uso de quatro comprimentos de onda simultaneos. O
software utilizado para controle e aquisicdo dos dados foi o Clarity® (DataApex,

Republica Tcheca).

4.2.3.1 Determinacdo do volume total (V1) e volume extra coluna (Vec) do
sistema de HPCCC

O volume total do sistema (V1) de HPCCC foi determinado conforme
recomendacgdes do fabricante Dynamic Extractions e realizado em duplicata. A coluna
analitica do cromatografo liquido contracorrente foi completamente preenchida com a
fase estacionaria (inferior) do sistema de solventes bifasico hexano:acetato de
etila:metanol:agua (1:1:1:1, v/v/v/v) com vazao de 5 mL/min. A fase movel (superior)
do SSB em questao foi entdo bombeada através do sistema, com vazao de 4 mL/min.
O solvente descartado na saida da coluna foi coletado em uma proveta graduada de
50 mL e o volume de fase estacionaria (Vre) foi determinado assim que obteve-se
duas fases na proveta. O Vre obtido correspondeu ao volume total do sistema de
HPCCC (Vr). O volume extra coluna (Vec) compreende o volume da tubulagdo da
valvula de injecdo até a coluna adicionado do volume da tubulagédo intercolunas e do
volume da tubulacdo da coluna até a célula de fluxo do detector, todos em mililitros.
De acordo com o volume da coluna analitica (Vca) de 23,5 mL, informado pelo

fabricante do equipamento, obteve-se o volume extra coluna através da Equacgao (13):
Vec=VT1-Vca (13)

4.2.3.2 Preparo dos Sistemas de Solventes Bifasicos (SSBs) e da solugéo

amostra

A preparacao das fases movel e estacionaria dos SSBs selecionados para uso
em HPCCC foi feita através do equilibrio prévio entre os solventes nas devidas
propor¢des, em um funil de separacéo, a temperatura ambiente (25°C + 2°C). O
seletor quiral a ser testado em cada analise foi previamente solubilizado na agua que
compunha o sistema de solventes. Para SSBs que nao continham agua, o SQ foi
adicionado ao metanol. Os solventes foram adicionados um a um ao funil de

separagao e procedeu-se a agitagao por trés vezes, com posterior repouso do SSB
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por 5 minutos. Apds este equilibrio, as fases foram coletadas e levadas a banho

ultrassom (marca Unique, modelo USC 5000) por 30 minutos, para desgaseificagao.

As solucdes amostra foram preparadas através da dissolugao de quantidade
acuradamente pesada de PZQ em FE a ser utilizada ou na mistura fase mével:.fase
estacionaria (1:1, v/v) utilizadas na analise, obtendo-se uma concentragao final de 1
mg/mL. Posteriormente, a solugdo amostra foi levada a banho ultrassom por 2 a 5

minutos para completa solubilizacdo do farmaco nos solventes.

4.2.3.3 Estudo de estabilidade das solugbes amostra de PZQ utilizadas para
injecdo no HPCCC

Para avaliar a estabilidade das solugbes contendo PZQ para inje¢ao no
equipamento de HPCCC, foram preparadas solugbes amostra contendo PZQ na
concentragéo final de 1 mg/mL. O farmaco foi dissolvido em duas misturas de
solventes distintas, hexano:acetato de etila (1:1, v/v) e metanol:agua (1:1, v/v), e as

solucdes foram levadas a banho de ultrassom por 2 a 5 minutos.

Com auxilio de pipeta volumétrica, coletou-se 1,0 mL de cada solugao,
transferiu-se para recipiente adequado e levou-se a capela de exaustdao (marca
Permution) para completa evaporagao dos solventes, a temperatura ambiente (25 °C
1+ 2 °C). Os residuos obtidos foram ressuspensos em agua:acetonitrila (40:60, v/v),
diluidos em baldo volumétrico de 10 mL e filtrados em membrana com diametro de
poro de 0,45 um. As solu¢cdes amostra recém preparadas (To) foram analisadas por
CLAE, conforme metodologia descrita no item 4.2.1, para determinar a concentragéo
de PZQ. As solu¢des amostra foram mantidas sob refrigeragéo (4 a 8 °C) e analisadas,

através da mesma metodologia, apés 1, 3 e 8 dias de armazenamento (T1, Tz e Ts).

4.2.3.4 Analise do PZQ por HPCCC em diferentes SSBs sem e com seletor

quiral

As andlises de HPCCC foram realizadas em cromatdgrafo liquido
contracorrente (marca Dynamic Extractions, modelo Spectrum), utilizando-se a coluna
analitica do equipamento. Para cada analise, foi selecionado o modo de operagéo
normal ou reverso, conforme o caso, e a coluna foi preenchida com a fase estacionaria
do SSB, a uma vazao de 5 mL/min. Para garantia do total preenchimento da coluna,

€ indicado que seja bombeado um volume de fase estacionaria superior a 1,25
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volumes de coluna. A velocidade de rotacdo da coluna foi sempre de 1600 rpm e a
fase mével foi bombeada com vazédo de 1 mL/min. O volume excedente de fase
estacionaria presente na coluna era deslocado pela fase mével e coletado na saida
da coluna, com o auxilio de proveta volumétrica. Quando se observava a saida da
fase movel e o surgimento de duas fases, significava que o equilibrio hidrodinamico
entre ambas as fases era atingido. Procedia-se, entdo, a injecao de 1 mL da solugao
amostra de PZQ, dando inicio a analise cromatografica. As fracbes eram coletadas
em tubos de ensaio com periodicidade e volume pré-estabelecidos para cada analise.
Durante todas as analises, a temperatura do equipamento foi mantida em 30 °C e os
comprimentos de onda para detecgao foram de 254 e 263 nm, utilizando detector
DAD.

As fragdes coletadas por HPCCC eram levadas a capela de exaustao (marca
Permution) para evaporagédo completa do solvente, a temperatura ambiente (25 °C +
2 °C). Para SSBs sem seletor quiral, os residuos obtidos eram ressuspensos em
agua:acetonitrila (40:60, v/v), filtrados em membrana com diadmetro de poro de 0,45
pm e analisados por CLAE conforme descrito no item 4.2.1. Para SSBs contendo
seletor quiral em sua composigcao, os residuos eram ressuspensos em 2-propanol
grau P.A., cada solugao filtrada em membrana com diametro de poro de 0,45 um e

analisada por CLAE quiral, conforme metodologia a ser descrita a seguir.
4.2.3.5 Avaliagdo da Retencao de Fase Estacionaria (Rre)

O volume de fase estacionaria recolhido em proveta volumétrica, apos o
surgimento de duas fases, quando do bombeamento de fase movel, foi utilizado para
avaliacao da retengao da fase estacionaria (Rre) no sistema. A Rre %) foi calculada

conforme as Equacdes (14) e (15):
Rre = [Vca — (VFeeq — VEC)] / Vea (14)
Rre (%)= RFex 100 (15)

Onde, Vca corresponde ao volume da coluna analitica, Vreeq corresponde ao volume
de fase estacionaria coletado na proveta durante o equilibrio hidrodinédmico e Vec

corresponde ao volume extra coluna.
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4.2.3.6 Desenvolvimento e validagdo de método analitico por CLAE quiral para

analise das fragdes obtidas por HPCCC

Para o desenvolvimento de metodologia analitica quiral complementar das
fragbes coletadas por HPCCC, utilizou-se cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da
marca Shimadzu e modelo Class VP, equipado com controlador SCL-10A VP, bomba
A LC-10AD VP, bomba B LC-10AD VP, desgaseificador DGU-20A3, auto injetor SIL-
10AD VP, injetor manual CTO-10AC VP, forno CTO-10AC VP e detector UV SPD-
M10A VP. O software utilizado para controle e aquisicido dos dados foi o Class VP®.
Foi utilizada coluna cromatografica Chiralpak® AD-H (Daicel), com fase estacionaria
composta de amilose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato).

Com base em dados encontrados na literatura cientifica para o farmaco
praziquantel, a fase mével foi composta de hexano:2-propanol (BEE-GIM e CHI-BUN,
1996; BONATO et al., 1999; LIU et al., 2004). Diferentes propor¢des dos solventes,
vazdes de fase mével e temperatura do sistema foram testados a fim de determinar
os parametros mais adequados para a analise, que resultassem em adequados
tempos de retencgao, resolucao entre os enantibmeros e nimero de pratos tedricos. A

deteccao foi feita em comprimento de onda de 210 nm.

A validacao parcial do método de analise quiral por CLAE para determinacao
dos enantidmeros de praziquantel (R)-PZQ e (S)-PZQ, nas fragbes obtidas por CCC,
foi efetuada com base na legislagdo vigente através da avaliagdo dos seguintes
parametros analiticos: linearidade e precisao (repetibilidade e preciséo intermediaria)
(BRASIL, 2003). Para tal, foram utilizadas as condigdes cromatograficas constantes
na Tabela 4.

Tabela 4 - Condigbes cromatograficas utilizadas na validagdo do método analitico para
determinacgéo de (R)-PZQ e (S)-PZQ por CLAE quiral.

Parametro Descricao

Fase movel Hexano:2-propanol (80:20, v/v)

Vazao 0,8 mL/min

Coluna Chiralpak® AD-H (Daicel) (150 mm x 4,6 mm x 5 um)
Deteccao Comprimento de onda de 210 nm

Temperatura 30 °C

Volume de inje¢ao | 20 pL
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4.2.3.6.1 Linearidade

Para avaliar a linearidade foram construidas trés curvas padrdo, em trés
diferentes dias, com seis concentragdes de PZQ SQR racemato, no intervalo de 0,2

pug/mL a 80,0 pg/mL.

Realizou-se o preparo de uma solugdo estoque (SE) a cada dia, na
concentragéo de 100,0 pg/mL, que foi diluida conforme a Tabela 5. O preparo de cada
SE foi realizado pesando-se em torno de 5,00 mg de PZQ SQR, a cada dia de analise,
o qual foi transferido cuidadosamente para baldo volumétrico (BV) de 50 mL e o
volume completado com 2-propanol grau HPLC. Com o auxilio de pipeta automatica,
aliquotas dessa solucdo foram transferidas para BV de 10 mL, previamente
identificados, e o volume foi completado com 2-propanol grau HPLC. Para a solugao
padrao de 0,2 ug/mL utilizou-se a solugao padrao de 2,0 yg/mL como ponto de partida,
diluindo-se em 10 vezes.

Tabela 5 - Diluicbes realizadas para preparo das solugbes padrao de PZQ SQR para avaliagao
da linearidade.

Volume de SE 100,00 ug/mL Volume final Concentracgao final
(mL) (mL) (ng/mL)
8,0 10 80,0
6,0 10 60,0
4,0 10 40,0
2,0 10 20,0
0,2 10 2,0

Todas as solugdes padrdao de PZQ foram filtradas com filtro de membrana de
0,45 um de didmetro de poro, e em seguida, procedeu-se a analise cromatografica,
conforme condicdes descritas na Tabela 4. Foi realizada uma leitura para cada

solucao padrao.
4.2.3.6.2 Preciséo (repetibilidade e precisao intermediaria)

Para avaliar a dispersao dos resultados entre experimentos independentes e
repetidos de uma mesma amostra, avaliou-se a precisao, através da repetibilidade e

precisdo intermediaria.
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Na avaliacao da repetibilidade foram preparadas seis solu¢gdes independentes
de PZQ matéria-prima, ou seja, provenientes de seis pesadas do insumo, na
concentragdo média da curva padrao de 40 ug/mL, em 2-propanol grau HPLC. Cada
solugao amostra (SA) foi filtrada com filtro de membrana de 0,45 um de didmetro de
poro, € em seguida, procedeu-se a analise cromatografica, conforme condigbes

descritas na Tabela 4, realizando-se uma leitura para cada solugao amostra.

Para avaliagdo da precisdo intermediaria, repetiu-se no dia seguinte o
procedimento da repetibilidade, com o preparo de seis novas solugdes amostra, as

quais foram posteriormente filtradas e analisadas por CLAE quiral.

4.3 Estudo de Modelagem Molecular do Praziquantel com Diferentes Seletores

Quirais

O estudo de modelagem molecular do farmaco praziquantel com sete
diferentes seletores quirais foi realizado em colaboracdo com o professor Dr. Daniel
Fabio Kawano, do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), em Sao Paulo.

A fim de obter algumas informagbes sobre o potencial de alguns seletores
quirais para o isolamento do enantibmero puro (R)-PZQ, realizou-se simulagdes de
acoplamento molecular para prever as interacées de ambos os enantibmeros do PZQ
com os seletores quirais acido L-(+)-tartarico e seis ciclodextrinas: 2-hidroxipropil-y-
ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, carboximetil-B-ciclodextrina,
sulfobutiléter-B-ciclodextrina, heptakis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina e heptakis-
(2,3,6-tri-O-benzoil)-B-ciclodextrina.

As estruturas tridimensionais do acido L-(+)-tartarico e (R)/(S)-PZQ foram
construidas usando a versdo on-line de Corina (https://www.mn-
am.com/online_demos/corina_demo), que atribui as estruturas 3-D comprimentos e
angulos de ligacéo pré-definidos, dependendo do tipo de ligagao, tipo de atomo e
estado de hibridizagéo, e define os &ngulos de torgcdo mais provaveis de acordo com
a natureza da estrutura (GASTEIGER, RUDOLPH e SADOWSKI, 1990; SADOWSKI,
GASTEIGER e KLEBE, 1994). As geometrias moleculares dos ligantes foram entao
refinadas através da minimizagcdo de energia padrdao em Spartan 14
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(WAVEFUNCTION, 2014). As estruturas das ciclodextrinas foram desenhadas no
Discovery Studio Visualizer 4.1 (ACCELRYS, 2014) modificando os modelos
cristalograficos das - e y-ciclodextrinas (PDB IDs: 1BFN e 5E70, respectivamente).
As geometrias das cadeias laterais das estruturas resultantes foram ent&o refinadas
através de minimizacéo de energia padrao em Spartan 14 (WAVEFUNCTION, 2014),

enquanto se mantinham limitadas as geometrias dos residuos de D-glicopiranosil.

Para as simulagdes de acoplamento molecular, os estados de protonacao para
ambos os ligantes foram atribuidos usando o médulo Epik disponivel na suite de
Schrodinger 10.3 usando parametros padrao (pH=7,0 £ 2,0). A grade de acoplamento
foi entdo construida para acido L-(+)-tartarico e para as ciclodextrinas utilizando uma
caixa interior (centro da caixa que envolve a estrutura 3-D do ligante) de 10 A x 10 A
x 10 A e uma caixa exterior (caixa na qual todos os atomos do ligante devem ser
confinados) que estendiam 20 A em cada direg&o a partir da caixa interior. Nenhuma
das restricbes foi usada em nenhuma das simulagdes. Os acoplamentos foram
realizados utilizando os ajustes do procedimento Extra Precision (XP) do mdodulo de
acoplamento na suite de Schrodinger 10.3 (FRIESNER et al., 2004).

O modo de ligagdo mais provavel de cada estrutura foi entdo atribuido com
base na melhor pose para cada enantidbmero, sendo que as interagoes
intermoleculares correspondentes com os seletores quirais foram estudadas através
da inspecdo visual, com a ajuda do médulo de interagbes receptor-ligante do
Discovery Studio Visualizer 4.1 (ACCELRYS, 2014).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O texto completo da dissertaciao defendida que ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 99 a 134 foi suprimido, por tratar-se de
manuscrito em preparagao a ser submetido a publicagao. Consta da descrigao
dos dados referentes ao item Resultados e Discussao, relacionados a aplicagao
da técnica de cromatografia contracorrente de alta eficiéncia e a estudos de

modelagem molecular na separagao quiral do farmaco praziquantel.
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6. CONCLUSOES
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As caracteristicas de solubilidade e polaridade do PZQ conduziram para o
emprego da familia de solventes HEMWat, com composi¢cado pertencente a
categoria de media polaridade.

Os seletores quirais avaliados experimentalmente apresentaram-se soluveis

nos sistemas de solventes bifasicos testados.

A presenca de seletores quirais afetou o comportamento de particao do PZQ
nos sistemas de solventes bifasicos avaliados. Entretanto, os valores de
coeficiente de particdo obtidos para o farmaco, permaneceram na faixa

recomendada.

A excelente retengao de fase estacionaria no sistema de HPCCC para os SSBs
avaliados, em modo normal de operacéao, reforcou também o baixo tempo de

separacgao entre as fases inferior e superior.

Os SSBs de crescente polaridade resultaram em baixa retengao do farmaco na
fase estacionaria, refletindo em um intervalo de eluicdo inferior aos demais
SSBs testados.

O método desenvolvido para analise dos enantibmeros de PZQ por
cromatografia liquida de alta eficiéncia quiral demonstrou desempenho
satisfatério, comprovado pelo estudo de validagao parcial realizada, sendo

adequado para o uso pretendido.

O emprego da CLAE quiral permitiu visualizar indicio de separagdo ou
coeluicao perfeita entre (S)-PZQ e (R)-PZQ na técnica de HPCCC, quando do
emprego de determinados SSBs com os SQs empregados experimentalmente.

O seletor quiral acido L-(+)-tartarico ndo resultou na separagédo enantiomérica
experimental do PZQ por HPCCC, comportamento que foi confirmado através

dos dados obtidos por modelagem molecular.

O seletor quiral HP-Y-CD n&o apresentou poder discriminatorio entre os
enantiobmeros de PZQ experimentalmente, mesmo observando-se, através da

modelagem molecular, que o didmetro maior da sua cavidade central poderia
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propiciar melhor acomodacao dos anéis de ambos enantibmeros, além da
maior afinidade pelo (S)-PZQ.

A HP-B-CD resultou em indicio de separacdo dos enantibmeros de PZQ
experimentalmente, a partir da concentracdo de 100 mmol/L, quando
adicionada aos SSBs 17 e 19, condizendo com os resultados de modelagem
molecular que nao indicaram elevado poder discriminatorio para este seletor

quiral.

A técnica de HPCCC permitiu recuperagao completa da quantidade injetada de

PZQ no sistema, para todas as condigdes testadas.

Para a CM-3-CD, obteve-se a maior diferenca entre os valores de AGiigagao
obtidos (0,80 kcal/mol) para os o (R)-PZQ e (S)-PZQ, indicando que esta
ciclodextrina melhor discriminaria os enantibmeros de PZQ, podendo ser

considerada o seletor quiral mais promissor para esta separacao.



7. PERSPECTIVAS FUTURAS
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Considerando os resultados obtidos até o momento, principalmente aqueles
oriundos da modelagem molecular, e o fato do projeto referente a separagado dos
enantibmeros de PZQ por HPCCC ter sido contemplado pela Chamada Universal
MCTI/CNPq n° 01/2016, a visualizacdo de possibilidades de estudos mais
aprofundados sobre a separagao quiral do PZQ por HPCCC conduzem a proposta de

continuidade deste trabalho, com a carboximetil-B-ciclodextrina (CM-3-CD).

Para tal, sera necessario adquirir a onerosa CM-3-CD, testar sua solubilidade
em relacao aos sistemas de solventes bifasicos propostos, determinar o coeficiente
de particdo do PZQ em diferentes SSBs, na auséncia e presenca da CM-3-CD, e
avaliar seu potencial como seletor quiral na separacédo dos enantidmeros de PZQ, por
HPCCC.
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