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RESUMO

Por dificuldades de ordem prética nos processos de producdo, a maioria dos farmacos
quirais obtidos por vias sintéticas € comercializada como racemato, ou seja, mistura
contendo quantidades iguais dos dois enantidmeros. No entanto, existem indmeros
exemplos de fiarmacos que apresentam atividades bioldgicas estereosseletivas,
consequéncia de interacdes com receptores bioldgicos, que sdo altamente especificas. As
ageéncias reguladoras especificam que um farmaco racémico para ser comercializado deve
ter comprovado o efeito de seus enantiomeros puros. O secnidazol possui espectro de
atividade contra microrganismos aerdobios e anaerdbios e é comercializado na forma
racémica. O objetivo do presente trabalho € a obten¢do e caracterizagdo dos enantidmeros
do secnidazol obtidos por técnicas semipreparativas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia bem como a avaliacdo da atividade bioldgica contra a agdo de microrganismos.
Para a obten¢do dos enantidmeros foram empregadas técnicas de injecdo sequencial e
injecdo empilhada. Essas técnicas permitiram a obten¢do de quantidade significativa em
massa de cada enantidmero sendo que a inje¢do sequencial garantiu a pureza necessdria,
99,79% para o R-secnidazol e 99,68% para o S-secnidazol. A caracterizacdo dos
enantidmeros foi realizada através de diversas técnicas comprovando que os enantidmeros
apresentam formas distintas de cristais, esse fendomeno € definido como polimorfismo. Os
enantidmeros purificados foram testados quanto a sua atividade bioldgica frente a duas
bactérias distintas, uma gram-negativa e outra gram-positiva. O enantidbmero R-secnidazol
mostrou maior atividade bioldgica frente a bactéria gram-positiva — Bacillus subtilis,
enquanto que o enantidomero S-secnidazol possui maior atividade bioldgica frente a bactéria
gram-negativa — Escherechia coli, e ambos apresentam eficiéncia superior frente ao
farmaco racémico. Portanto verifica-se que a partir do secnidazol racémico foram obtidos

enantidmeros com atividades bioldgicas distintas.

Palavras-Chave: Secnidazol, Enantidmeros, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
Injecdo Sequencial, Injecio Empilhada, Chiralpak AD®, Atividade Bioldgica, Bactérias

gram-positiva e gram-negativa.



ABSTRACT

Due to practical difficulties in the production processes, most chiral drugs obtained by
synthetic routes are marketed as racemate or mixture containing equal amounts of the two
enantiomers. However, there are numerous examples of drugs that have stereoselective
biological activities as consequence of interactions with biological receptors, which are
highly specific. Regulatory agencies specify that a racemic drug to be marketed must have
proven the effect of its pure enantiomers. Secnidazole has activity spectrum against aerobic
and anaerobic microorganisms and is marketed in racemic form. The aim of the present
work is to obtain and characterize the secnidazole enantiomers obtained by semi
preparative techniques of high performance liquid chromatography as well as the
evaluation of the biological activity against the action of microorganisms. In order to obtain
the enantiomers, techniques of sequential injection and boxcar injection were used. These
techniques allowed to obtainment a significant amount in mass of each enantiomer and the
sequential injection secured the necessary purity, 99.79% for R-secnidazole and 99.68% for
S-secnidazole. The characterization of the enantiomers was performed through several
techniques proving that the enantiomers present distinct crystal forms; this phenomenon is
defined as polymorphism. The purified enantiomers were tested for their biological activity
against two distinct bacteria, one gram-negative and one gram-positive. The enantiomer R-
secnidazole showed higher efficiency against gram-positive bacteria- Bacillus subtilis
whereas the S-secnidazole enantiomer is more efficient against gram-negative bacteria-
Escherechia coli and both have superior efficiency against the racemic drug. Therefore, we

verified that from racemic secnidazole we obtained enantiomers with different activities.

Key words: Secnidazole, Enantiomers, High Performance Liquid Chromatography,
Sequential Injection, Boxcar Injection, Chiralpak AD®, Biological Activity, Gram-positive

and Gram-negative bacteria.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO DO PROBLEMA

Os microrganismos estdo quase em toda parte na natureza e as infeccdes causadas
por alguns microrganismos patogénicos podem ocasionar doencas fatais. Embora vérias
classes de agentes antibacterianos estejam disponiveis para o tratamento clinico, 0s avancos
nos cuidados médicos sdao ameacados por um fendmeno natural conhecido como
"resisténcia microbiana". As incidéncias de resisténcia a farmacos por microrganismos
foram constantemente relatadas nos ultimos anos. Devido as atividades bioldgicas variadas,
os derivados nitroimidazdis ganharam interesse na investigagdo de farmacos para agentes
quimioterapéuticos antimicrobianos (LI et al., 2013). O secnidazol é um dos derivados
nitroimidazdlicos e possui espectro de atividade contra microrganismos aerdbios e
anaerdbios e eficdcia no tratamento de amebiase, giardiase, tricomoniase e vaginose
bacteriana (GILLIS e WISEMAN, 1996). Por ser rapidamente e completamente absorvido
ap6s administragcdo oral, o tratamento com secnidazol é mais eficaz que o tratamento com
outros farmacos imidazdlicos, além de apresentar eficdcia contra uma variedade de
bactérias gram-negativas e gram-positivas, mas com efeitos colaterais significativos porque
precisa ser utilizado numa concentracdo muito elevada. Ele € comercializado na forma
racémica, isto €, na propor¢do 1:1 dos seus enantidomeros R e S. Estudos recentes mostram
que o farmaco € quiral, ou seja, € constituido por (+)-secnidazol e por (-)-secnidazol.
(KHAN et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2012; RIVERA et al., 2000).

Os enantidmeros sdo estereoisOmeros que sdao 1magens especulares nao

sobreponiveis. Possuem seus &dtomos constituintes conectados na mesma sequéncia,
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diferindo apenas no rearranjo de seus dtomos no espacgo. Eles sdo designados por notacdes
classicas como D ou L, R ou S, ou (+) ou (-). Nos sistemas vivos, a quiralidade é um fator
critico. Ainda ndo hd uma resposta final a questdo de o porqué a vida € essencialmente
construida usando L-aminoécidos como blocos de constru¢do. Este problema fascinante e
ndo resolvido continua a estimular grande espectro de investigacdo. Existe enorme interesse
na producdo de enantidmeros puros para as industrias alimenticias e agroquimicas e, em
particular, para a industria farmacéutica (OKAMOTO, 1998 SEIDEL-MORGENSTERN e
LORENZ, 2014). A quiralidade dos farmacos é um tema importante na concepgao,
descoberta, desenvolvimento, lancamento e comercializacdo de novos farmacos (CARNER
et al., 2004). Por isso, é essencial a obtencdao do par de enantidmeros puros, pois muitas
vezes eles apresentam diferencas marcantes na atividade bioldgica. Os 6rgdos reguladores
exigem cada vez mais que os farmacos quirais sejam administrados numa forma
opticamente pura. Assim, os enantidomeros individuais t€ém de ser submetidos a avaliacio
completa das propriedades farmacocinéticas, metabolicas, fisioldgicas e toxicoldgicas, a
fim de identificar o enantidmero mais adequado para o desenvolvimento de um farmaco
terapéutico. Isto intensificou esfor¢os na pesquisa industrial e académica para desenvolver
técnicas que sdo capazes de produzir enantiomeros com elevado teor de pureza
(ANDERSSON e ALLENMARK, 2002; RENTSCH, 2002).

A separagdo enantiomérica de farmacos € ainda algo problematico uma vez que a
cromatografia tradicional ndo possui seletividade suficiente para diferenciar enantidmeros
de um mesmo composto. O desenvolvimento de métodos robustos para a separacdo de
enantidmeros de farmacos quirais € um desafio. Por outro lado, ao longo das ultimas
décadas, tem ocorrido o desenvolvimento extensivo de andlises enantiosseletivas em
resposta a2 demanda no campo de desenvolvimento de farmacos e compostos
enantiomericamente puros bem como o controle de qualidade desses processos. Entre as
técnicas de separacdo mais populares usadas para andlises enantioméricas estd a
cromatografia liquida, seguida por eletroforese capilar e cromatografia gasosa. E
importante ressaltar que a cromatografia enantiosseletiva em fase estaciondria quiral (FEQ)
€ considerada a rota mais eficiente e geral para a obtencdo de enantidmeros de alta pureza
Optica, e tornou-se uma ferramenta eficiente na pesquisa farmacéutica e desenvolvimento

inicial de farmacos. A maioria dos racematos podem ser resolvidos por cromatografia
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liquida com fases estaciondrias quirais comercialmente disponiveis. Entre elas, as fases a
base de polissacarideos, tais como ésteres de celulose, bem como fenilcarbamatos de
celulose e amilose sdo algumas das mais populares e podem ser utilizadas para resolver
uma gama de racematos e muitos formacos de uma escala analitica a uma escala preparativa
(ANDERSSON e ALLENMARK, 2002, KASPRZYK-HORDERN, 2010, OKAMOTO,
1998).

Dentro desse contexto, a proposta deste trabalho € a obtencao de enantidmeros com

elevado teor de pureza do farmaco secnidazol para avaliacdo da atividade bioldgica.

1.2 OBJETIVO

O objetivo central desta Tese de Doutorado € o estudo da separacdo cromatografica
do farmaco secnidazol em seus enantidomeros com elevado teor de pureza e avaliar a
atividade bioldgica dos enantidmeros. Para atingir o objetivo geral tracaram-se as seguintes
metas:

- Caracterizacdo da fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose;

- Utilizagdo das técnicas de injecao sequencial e injecao empilhada para obtencdo de
massa significativa dos enantiomeros puros;

- Caracterizacdo dos enantidmeros através de técnicas de dicroismo circular,
difracdo de raios-X, calorimetria exploratdria diferencial, espectroscopia de absorcdo no
infravermelho com transformada de Fourier, andlise termogravimétrica, microscopia
eletronica de varredura e microscopia Optica;

- Avaliacdo da atividade bioldgica dos enantiomeros.
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SECNIDAZOL

O secnidazol (SNZ) € um principio ativo pertencente a classe dos 5-nitroimidazdis,
esses farmacos mostram um espectro comum de atividade agindo contra microrganismos
aerobios e anaerobios, sendo que parecem ser particularmente mais eficazes no tratamento
da amebiase, giardiase, tricomoniase e infeccdes bacterianas. Sua atividade estd baseada em
interacdes de DNA (inibi¢do da redutase da ferredoxina). E provavel que a formagio de
radicais livres envolvendo o grupo nitro rompam a estrutura helicoidal do DNA, resultando
na inibicio da sintese do dcido nucleico. E metabolizado principalmente pelas enzimas
oxidativas para gerar metabolitos hidroxila e dcido acético. Acredita-se que esse caminho
também seja uma caracteristica importante em seu mecanismo de agdo. O secnidazol é
significativamente mais eficaz que outros farmacos imidazélicos (BETANZOS-LARA,
2013; HUANG, 2011).

E um firmaco altamente eficaz contra uma variedade de bactérias gram-positiva e
gram-negativa, mas com efeitos colaterais significativos, porque precisa ser usado em
concentracdo muito alta. Possui significativa degradacdo em condi¢des alcalinas e na
presenca de luz, sendo mais suave em meio acido e neutro. Varios procedimentos analiticos
tém sido relatados para a determinagdo do SNZ em preparacdes farmacéuticas, tanto
isoladamente como em combinagdo com outros farmacos. Duas formas cristalinas sdo
atribuidas ao SNZ: uma anidra e um hemi-hidrato, contudo apenas o hidrato € estdvel a

temperatura ambiente (KHAN et al., 2015; TANDON, 2009).
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2.1.1 Farmacos nitro-heterociclicos

A introducdo de farmacos nitro-heterociclicos no inicio dos anos 1960 anunciou
nova era no tratamento de infeccdes causadas por bactérias gram-negativas e gram-
positivas e de uma variedade de protozodrios patogénicos. O antibiético azomicina (2-
nitroimidazol), isolado no Japdo a partir de um estreptomiceto em 1955, foi o primeiro
nitroimidazol ativo a ser descoberto e atuou como principal impulso para a busca
sistematica de farmacos com atividade contra protozodrios anaerdbios e aerdbios. Isto levou
a sintese do 5-nitroimidazol metronidazol (1-B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol) e da
demonstracdo de sua atividade contra tricomoniase (NOTOWICZ et al., 1978; UPCROFT
et al., 1999).

Compostos nitro-heterociclicos tém uma variedade de aplicacOes, que abrange
desde conservantes de alimentos a antibidticos. Os nitroimidazoéis t€m usos terapéuticos
como agentes antibacterianos anaerébios e aerdbios e antiprotozodrios. A atividade
antimicrobiana destes agentes quimioterdpicos inibe o crescimento de bactérias anaerdbias
e aerobias e alguns protozodrios anaerdbios. Eles apresentam outras atividades bioldgicas
interessantes do potencial terapéutico, tais como radiossensibilizadores no tratamento do
cancer, controle da fertilidade e na terapia antituberculose. Além disso, sdo amplamente
utilizados como aditivos para estimular o crescimento, prevenir e controlar doengas. No
entanto, devido as suas propriedades potenciais carcinogénicas € mutagénicas aos Seres
humanos, suas aplicacdes em animais produtores de alimentos tém sido proibidas em
muitos paises para assegurar a protecdo eficaz dos consumidores (LIAO et al., 2010;
MITAL, 2009).

O secnidazol € um derivado nitroimidazdlico e possui espectro de atividade contra
microrganismos anaerdbios e aerobios. As evidéncias disponiveis sugerem que o secnidazol
¢ tdo eficaz quanto os outros farmacos 5-nitroimidazéis no tratamento de infecgdes
causadas por protozodrios. Vdrios estudos demonstram a atividade bioldgica destes
compostos, dentre os microrganismos destacam-se Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus thuringiensis e Bacillus subtilis com bom efeito de supressdo. A
conveniéncia e facilidade de administracdo associadas com a terapia de dose unica,
combinada com bom perfil de tolerabilidade, fazem do secnidazol uma op¢ao adequada a

outros tratamentos de dose tnica e uma alternativa atraente para os regimentos de doses
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multiplas com outros farmacos desta classe (GILLIS e WISEMAN, 1996; VERMA, 2010).
O secnidazol, cujo nome oficial € 1-(2-metil-5-nitroimidazol-1-il) propano-2-ol (Figura 2.1)

com férmula molecular C;H;;N303 e massa molar de 185,18 g/mol.

Figura 2.1 - Estrutura quimica do secnidazol. (*) indica o estereocentro
N o)
N \
o)

OH

Fonte: Elaborada pela autora

O estereocentro também denominado de centro de quiralidade corresponde a um
atomo de carbono contendo grupos de tal natureza que uma interconversao de quaisquer
dois grupos produzird um estereoisdmero. Um par de enantidmeros é sempre possivel para
moléculas que apresentam um dtomo tetraédrico com quatro grupos diferentes ligados a ele,

como podemos verificar na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Estrutura quimica dos enantidmeros do secnidazol
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Fonte: Pub Chem

Em estudos de caracterizacdo do secnidazol, Rivera et al. (2000) verificaram que
este apresenta elevada solubilidade em dgua devido a presenca dos grupos polares em sua
estrutura quimica. Duas formas cristalinas s@o atribuidas ao secnidazol: uma anidra e um
hemi-hidrato. Como tem alto poder de hidratacdo, sua forma mais estivel é a forma
hidratada, sendo que em ambientes mais expostos, é praticamente a forma mais abundante.
Ele é comercializado na forma rac€mica, isto €, na propor¢do 1:1 dos seus enantiomeros R
e S. Nascimento et al. (2012) desenvolveram um método para a separacdo dos
enantiomeros do secnidazol, onde através de técnicas cromatogréficas puderam comprovar

que o farmaco € constituido por R-(-)- secnidazol e por S-(+)-secnidazol.

2.1.2 Farmacos quirais

Em meados de 1992, um documento simples de quatro paginas publicado pelo Food
and Drug Administration (FDA) dos EUA abalou a comunidade mundial de
desenvolvimento de farmacos. Nesse documento, o Centro de Avaliacdo e Pesquisa de
Medicamentos (CDER) da FDA enumerou, pela primeira vez, as diretrizes de
desenvolvimento adequadas para os medicamentos estereoisoméricos. As diretrizes do
CDER concluiram que, embora as substancias medicamentosas tenham sido previamente
desenvolvidas e implementadas com sucesso e com seguran¢ga como misturas racémicas,
houveram vérios casos em que os enantiomeros tiveram diferentes efeitos farmacoldgicos e
toxicoldgicos, produzindo problemas terapéuticos. Talvez, o exemplo mais bem
documentado seja o da talidomida. Inicialmente comercializado por uma empresa
farmac€utica alema em 1956 para infecgdes respiratorias, foi mais tarde prescrito em
conjunto com outros produtos quimicos como um sedativo e para o tratamento do enjoo
matinal. Embora o enantiomero R tenha sido mais tarde provado que efetivamente produz
efeitos terapéuticos, o enantiomero S foi confirmado como sendo um teratogénico e
subsequentemente ligado a defeitos congénitos fisicos (REKOSKE, 2001). A quiralidade
dos farmacos € tema importante na concepc¢ao, descoberta, desenvolvimento, lancamento e
comercializacdo de novos farmacos. A estereoquimica é uma dimensdo essencial na

farmacologia, uma vez que cerca de 56% dos farmacos atualmente em uso s@o compostos
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quirais, ¢ 88% desses farmacos quirais sintéticos sdo usados terapeuticamente como
racematos. Anteriormente a farmacopeia foi dominada por racematos, mas desde o
surgimento de novas tecnologias na década de 1980, que permitiu a preparacdo dos
enantidmeros puros em quantidades significativas, aumentou a consciéncia e o interesse na
estereoquimica de acdo dos farmacos (CARNER et al., 2004). Dessa forma, é essencial a
geracdo do par de enantidbmeros puros, uma vez que muitas vezes eles apresentam
diferengas marcantes na atividade bioldgica. Assim, os enantidmeros individuais t€ém de ser
submetidos a avaliagdo completa das propriedades farmacocinéticas, metabdlicas,
fisiolégicas e toxicoldgicas, a fim de identificar qual o enantidmero mais adequado para o
desenvolvimento de um farmaco terapéutico. Além disso, esses dados também sdo exigidos
por diferentes agéncias reguladoras (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002).

Antes de 1990, a questdo da pureza quiral em farmacos era questdo académica. As
informacdes obtidas nessas pesquisas foram cruciais para compreender e classificar a
biotransformacdo do farmaco, mas de pouca importancia para o lancamento do produto,
uma vez que os métodos para a produgdo de enantidmeros individuais foram limitados em
aplicabilidade. As diretrizes do FDA tiveram dois efeitos imediatos. O primeiro foi o de
mudar o panorama de desenvolvimento de farmacos para a implementagcdo de enantidmeros
puros, como ilustrado na Figura 2.3. O segundo efeito foi o de estimular o desenvolvimento
de novas técnicas para sintese assimétrica e separacdes enantioméricas. Como ocorre
frequentemente na industria quimica, a regulamentacdo governamental produziu uma
necessidade tecnoldgica e, essencialmente, criou novas oportunidades de pesquisa e
desenvolvimento para engenheiros e cientistas. Foram imediatamente necessdrias técnicas
eficientes em termos de tempo, que pudessem fornecer as quantidades de material
necessdrias para os ensaios toxicoldgicos e, potencialmente, para a producdo comercial.
Entre 1992 e 2000, o mercado mundial de compostos quimicos opticamente puros
aumentou de U$ 30 bilhdes para U$ 100 bilhdes, com quase duas dizias de empresas
especializadas em separacdes quirais. Desde entdo, a obtengdo de um farmaco
enantiomericamente puro tem sido acompanhada pelo crescimento de métodos
assimétricos, tanto na sintese como na separacdo, que podem fornecer os enantidmeros
requeridos. Embora as técnicas de sintese assimétrica tenham melhorado para permitir que

uma variedade de compostos seja diretamente sintetizada com elevada pureza quiral, os
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rendimentos destes processos sdo frequentemente baixos ou moderados na melhor das
hipéteses. Inversamente, as técnicas de separacdo quiral podem proporcionar rendimentos
quase quantitativos de cada enantidmero (REKOSKE, 2001).

Como era esperado, de acordo com tendéncias anteriores, no desenvolvimento de
medicamentos quirais de 195 novas entidades moleculares (NEMs) aprovadas pelo FDA e
205 NEMs aprovadas mundialmente durante o periodo de 2001-2010, os enantidmeros
individuais foram o componente principal, representando 55% das NEMs aprovadas pelo
FDA e 63% das NEMs aprovadas em todo o mundo. Os aquirais alcancaram o segundo
lugar, totalizando 32% das NEMs aprovadas pelo FDA e 27% das NEMs aprovadas em
todo o mundo. Surpreendentemente, no entanto, os racematos ndo desapareceram da lista
de aprovacdes das NEMs totalizando 13% dos aprovados pelo FDA e 9% dos aprovados
mundialmente. Nao houve aprovacdes de NEMs racémicas em 2010 (pelo FDA e

mundialmente) e, em 2011, foram aprovadas trés (pelo FDA) (AGRANAT et al., 2012).

Figura 2.3 - Distribuicio anual de fairmacos aprovados pelo FDA
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Duas diretrizes foram estabelecidas pelo FDA para as empresas farmacéuticas. A
primeira foi a alteracdo do desenvolvimento do fadrmaco para a obtencdo de enantidmeros
puros, € a segunda, o estimulo no desenvolvimento de novos métodos para sintese
assimétrica e separacdes enantioméricas. Assim, o enantibmero com as caracteristicas
preferidas tem de ser recuperado subsequentemente na forma pura. Com base nas
crescentes exigéncias de farmacos individuais, surgiu a necessidade de técnicas eficientes
para separar os racematos que sdo o produto regular da sintese quimica (SEIDEL-

MORGENSTERN et al., 2010).
2.1.3 Atividade bioldgica de farmacos quirais

Os farmacos quirais recebem maior aten¢do em estudos farmacoldgicos, pois suas
vias sintéticas, em geral, ndo sdo estereosseletivas levando a formacdo de ambos os
enantidmeros e, também, devido as dificuldades técnicas e econdmicas em separd-los, o
que € possivel somente em ambientes quirais. A discriminacdo dos enantidmeros por
receptores bioldgicos deve-se a interacdo espacial-especifica farmaco-receptor, explicada
pela teoria dos trés pontos, segundo a qual, somente um dos enantiomeros é capaz de
apresentar trés pontos de interagdo complementares, dispostos espacialmente de tal maneira
que possam se ligar ao receptor, promovendo o efeito mdximo (Figura 2.4) (ORLANDO et
al., 2007).

Figura 2.4 - Representagdo da diferenca de intera¢do de dois enantidmeros com um

receptor quiral devido as suas configuracdes absolutas
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Fonte: Orlando et al., 2007
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Essas interacOes altamente especificas farmaco-receptor podem levar também a
diferencas farmacocinéticas. Depois da tragédia ocorrida com a talidomida, em razdo do
(S)-(-)-enantidmero apresentar efeitos teratogénicos, levando, por falta de conhecimento
das diferengas toxicoldgicas entre os enantidmeros, a md formacgdo de milhares de fetos,
novos modelos de estudos para farmacos quirais foram desenvolvidos (CALDWELL,
1995). A partir de entdo, passou-se a estudar a influéncia do arranjo espacial dos dtomos
nas moléculas na interacdo com macromoléculas bioldgicas e o quanto isso influenciava os
processos bioquimicos, fisioldgicos e farmacolégicos.

Hoje, sabe-se que muitos farmacos quirais apresentam diferengas estereosseletivas
significativas quanto a poténcia, toxicidade, absorcdo e metabolismo. Dessa forma, as
agéncias mundiais regulamentadoras de saude exigem o estudo dos enantidmeros isolados,
incluindo a avaliag¢do de racemizagdo do centro quiral além de preconizar a comercializacao
de farmacos quirais na forma de enantiomeros puros (SHINDO e CALDWELL, 1995).

Dentro deste contexto, existe uma série de vantagens da comercializacdo de

enantidmeros puros sobre a comercializacao da mistura racémica, dente elas:

. reduc¢do da dose e da carga no metabolismo;

. restri¢des menos rigidas na dosagem, ampliagdo do uso do farmaco;

. melhor controle da cinética da dosagem;

. reduc¢do da variabilidade da resposta dos pacientes;

. maior confian¢a na padronizacdo da dosagem:;

. reducgdo nas interagdes com outros farmacos de uso comum;

. aumento da atividade e redu¢do na dosagem;

. aumento de especificidade e reducdo de efeitos colaterais (SILVA JR et al.,

20006).

O uso de uma mistura racémica para novos farmacos s6 € permitido se todos os
ensaios clinicos e toxicoldgicos forem realizados com cada enantidmero isoladamente e
comparados com aqueles envolvendo a mistura racémica (BARREIRO et al., 1997). A
atividade de um farmaco € funcdo de interagdes fisico-quimicas estabelecidas entre a
estrutura molecular do farmaco e seu receptor no sistema bioldgico. As alteragdes na
estrutura quimica do farmaco levam a modifica¢des das propriedades fisico-quimicas e, por

extensdo, da atividade bioldgica. Dessa forma, com interesse no perfil farmacolégico do
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secnidazol, serdo realizados estudos quanto a atividade antibacteriana dos seus

enantidmeros e dos possiveis alvos no sistema bioldgico.
2.14 Separacao de enantiomeros

Enantidmeros possuem propriedades fisicas semelhantes tais como: pontos de fusdo
e ebulicdo, indice de refracdo, solubilidade, espectros de infravermelho e demais
propriedades fisicas (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). Portanto ndo podem ser analisados
pelos métodos comuns, necessitando de técnicas analiticas especiais (LIMA, 1997).

Na pesquisa e desenvolvimento inicial de farmacos quirais, o tempo é uma questao-
chave, o que significa que o processo para a obten¢do de enantidomeros puros tem que ser
rapido e aplicdvel a compostos quirais representando uma grande diversidade na estrutura
quimica. A separacdo de enantiomeros de farmacos € ainda algo problemético, pois a
cromatografia tradicional ndo fornece seletividade alta o suficiente para diferenciar
enantidmeros de um mesmo composto. O desenvolvimento de métodos robustos para a
separacdo de enantidmeros de compostos quirais € um desafio. Por outro lado, o
desenvolvimento extensivo de andlise enantiosseletiva tem ocorrido ao longo das ultimas
duas décadas em resposta a demanda no campo de desenvolvimento de farmacos para as
tecnologias eficientes utilizadas na preparacdo de compostos enantiomericamente puros e
controle de qualidade desses processos. Atualmente, os métodos cromatograficos,
eletroforéticos, espectroscopicos, biossensores € de membrana sio os mais comumente
aplicados (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003; KASPRZYK-HORDERN, 2010).

Cromatografia enantiosseletiva em fase estaciondria quiral é considerada a rota mais
eficiente e geral para a obtencdo de enantiomeros de alta pureza dptica, e tornou-se uma
ferramenta eficiente na pesquisa farmac€utica e desenvolvimento inicial de farmacos
(ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). As fases estaciondrias quirais sdo, obviamente,
um elemento chave na cromatografia enantiosseletiva. Uma FEQ ideal deve apresentar as
seguintes caracteristicas: ser universal (alta capacidade de reconhecimento) deve ser
robusta e duradoura (estabilidade quimica e fisica), deve tolerar uma grande variedade de
fases moéveis e deve estar disponivel em grandes quantidades e a um preco razoavel

(FRANCOTTE, 2005).
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2.2  METODOS CROMATOGRAFICOS

A cromatografia € um processo de separacio em que a mistura da amostra

(@
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distribuida entre duas fases no leito cromatogrifico (coluna ou planar). Uma fase
estaciondria enquanto a outra passa através do leito cromatografico. A fase estaciondria ou
¢ um solido, poroso, material de superficie ativa na forma de particulas pequenas ou uma
fina pelicula de revestimento liquido sobre um suporte sélido ou parede de coluna
(ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).

A cromatografia em coluna sobre fases sdlidas estaciondrias € uma das mais
poderosas técnicas de separacdo enantiosseletiva. Isto € principalmente devido ao amplo
espectro de possibilidades oferecidas ajustando tanto a fase mével como a fase estaciondria
as exigéncias do problema de separacdo. Gases, liquidos e fluidos supercriticos podem ser
aplicados como a fase moével, dependendo das propriedades da mistura de alimentacdo. No
caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) convencional, muitas vezes podem
ser aplicados varios métodos alternativos para resolver um problema de separacdo, isto €,
diferentes combinag¢des de fases moveis e estaciondrias. Este estado avangado ainda ndo foi
atingido para a separacdo de enantiomeros. Métodos cromatogréficos adequados sdo ainda
frequentemente desenvolvidos empiricamente para resolver tais problemas de separacdo
complicados. Contudo, nos ultimos anos, foram alcancados progressos considerdveis na
compreensdo de importantes principios de reconhecimento quiral. O desenvolvimento de
conceitos de processos especificos e altamente produtivos e a provisdo das ferramentas de
design correspondentes hoje em dia, permitem que qualquer mistura de enantidmeros seja
separada por técnicas cromatograficas (SEIDEL-MORGENSTERN e LORENZ, 2014).

As principais vantagens das técnicas cromatogréificas sdo: aplicacdo a gama de
estruturas racémicas, obtencdo dos enantidmeros com elevado grau de pureza Optica,
facilidade de operacgdo, rdpida realizacdo e a possibilidade de separacdo de enantidmeros de
misturas racémicas com caracteristicas especiais tais como compostos de dificil derivacgao,
facilmente racemizdveis, ou que tenham um tipo incomum de quiralidade. Entretanto, como
ocorre em alguns métodos, apresenta as seguintes desvantagens: alto custo da fase
estaciondria, indisponibilidade de uma FEQ que separa uma ampla classe de compostos

racémicos, analito coletado em grandes volumes sendo necessdria a concentracdo do
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mesmo, consumo de uma grande quantidade de fase mével e dificuldades associadas ao

reciclo da fase mével (SILVA JR et al., 2006).

2.2.1 Cromatografia preparativa

A cromatografia preparativa teve impacto significativo na separacdo de produtos
farmaceéuticos, alimenticios, petroquimicos e agicares. Embora tenha sido tradicionalmente
utilizada, em grandes escalas, para a separacdo de isOmeros e acucares, O Unico
desenvolvimento mais importante nos ultimos 20 anos tem sido a sua reducdo de escala
para a separacdao de ingredientes farmacéuticos. A adi¢do de valor obtida por purificacdo
cromatografica, particularmente nas inddstrias alimenticia e farmacéutica, justificou o uso
de processos complexos e fases estaciondrias caras. Naturalmente, a disponibilidade de uma
grande variedade de combinacdes de fases estaciondrias e moveis, a facilidade de
escalonamento e a robustez do equipamento contribuiram para a rdpida aceitagdo da
tecnologia. Vale ressaltar que a cromatografia € uma das poucas unidades de operacdao que
tem sido comercialmente utilizada para purificagdes que vao de alguns microgramas, por
exemplo, em produtos biofarmacéuticos, a centenas de toneladas por dia, em produtos
petroquimicos. No entanto, as técnicas cromatograficas sdo dispendiosas e requerem em
escala industrial um aperfeicoamento cuidadoso das condi¢cdes de operacdo com respeito as
taxas de producdo, as recuperacdes e aos custos de separacdo. A técnica mais comum
utilizada na cromatografia preparativa € ainda a eluicdo isocritica em batelada
(RAJENDRAN, 2013; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Em aplicacdes analiticas de separacdo cromatografica, sdo injetados volumes de
amostra relativamente pequenos numa Unica coluna. Isto causa formas mais ou menos
gaussianas dos sinais cromatograficos. Dessa forma, a eficiéncia da coluna (isto €, o
nimero de pratos), o tempo de retencdo e a seletividade entre os componentes a separar Sao
os principais parametros que devem ser ajustados. Os objetivos sdo diferentes na
cromatografia preparativa. Aqui as colunas tém de ser fortemente sobrecarregadas para
atingir produtividades elevadas. Isto € feito injetando concentracdes maiores,
frequentemente perto dos limites de solubilidade, e/ou volumes de amostra maiores. Como

consequéncia, as regides ndo-lineares dos equilibrios de distribui¢do controlam a separagdao
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e conduzem tipicamente a formas de sinais cromatograficos altamente assimétricos e
distorcidos. Além das seletividades, as cargas das fases estaciondrias passam a ser muito
importantes. Para aumentar as produtividades e as recuperagdes, bem como para reduzir os
consumos de solventes, vdrias alternativas a cromatografia em batelada foram
desenvolvidas e s@o utilizadas na industria. Para conceber e aperfeicoar a cromatografia
liquida preparativa, o conhecimento das fun¢des termodindmicas, isto €, as isotermas de
adsorcdo, € de grande importincia. Normalmente estas fun¢des ndo podem ser previstas e
vdrias técnicas tém sido sugeridas para determind-las experimentalmente. Deste modo, as
caracteristicas importantes da cromatografia de sobrecarga ndo linear, tais como, por
exemplo, os efeitos de deslocamento e de cauda e as distor¢cdes de sinais cromatograficos,
podem ser entendidos (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; SEIDEL-MORGENSTERN e
LORENZ, 2014).

Como consequéncia da disponibilidade de FEQs de alta capacidade e seletividade,
bem como ferramentas matemdticas que permitem a concep¢do de vdarios modos de
funcionamento, a separa¢do de misturas racémicas por cromatografia liquida preparativa é€,
em muitos casos, a via mais rapida para produzir pequenas quantidades de enantidmeros
puros. Nos ultimos anos, um processo especifico envolvendo varias colunas conectadas
melhorou o potencial de enantioseparacdo cromatogrifica e levou a vdrias aplicacdes em
larga escala (SEIDEL-MORGENSTERN e LORENZ, 2014).

No entanto, ndo existe uma unica FEQ que possa ser considerada universal, isto €,
ter a capacidade de separar todas as classes de compostos racémicos. Escolher a coluna
certa para a enantioseparacdo de um composto racémico € dificil. A decisdo baseia-se
principalmente em dados empiricos e na experiéncia. A compreensdo dos mecanismos de
reconhecimento dos seletores quirais com os enantiomeros pode ajudar a resolver alguns
problemas de resolucdo e a economizar tempo. Todos os seletores quirais fornecem uma
superficie quiral a enantidmeros, que formam com os seletores complexos temporarios,
tendo diferentes energias de ligacdo. Os enantiomeros diferem nas suas energias de ligacdo
porque se encaixam de forma diferente nas estruturas seletoras quirais. Consequentemente,
os dois enantidmeros podem ser eluidos em momentos diferentes pela fase movel e depois
recolhidos separadamente. Em geral, o mecanismo de reconhecimento em um seletor quiral

¢ baseado em um arranjo chave-e-fechadura (Figura 2.5). No entanto, muitos outros fatores,
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tais como a composi¢ao da fase mével (pH, eletrdlitos, natureza do solvente), tamanho e
comprimento da coluna e temperatura também desempenham um papel chave para a

resolucao quiral (NGUYEN et al., 2006).

Figura 2.5- Representacio esquematica do mecanismo de reconhecimento quiral

Fonte: Nguyen et al., 2006

2.2.2 Selecao do sistema cromatografico

A selecao do sistema cromatogrifico € uma etapa critica para a produtividade e para
a economia do processo. Embora essa selecdo deva ser considerada como tendo o maior
potencial para aperfeicoar um processo de separacdo, é também fonte de erros graves. A
escolha do sistema cromatografico inclui a selecdo do adsorvente e dos solventes utilizados
na fase moével para dada amostra. Além disso, as condi¢des do material a ser separado
assim como o estado final do produto ndo devem ser negligenciados.

Uma fonte de erro grave e comum no desenvolvimento do sistema é a abordagem
sobre cromatografia preparativa. A diferenciacdo entre cromatografia cldssica analitica e
preparativa é baseada no didmetro da coluna, no tamanho das particulas adsorventes ou na
quantidade de amostra a separar. O objetivo das separagdes analiticas é gerar informagdes
enquanto que as aplicacdes preparativas visam isolar certa quantidade de produtos
purificados. Por estas razdes, a cromatografia preparativa e analitica devem ser

diferenciadas com base na meta da separag@o e ndo no tamanho geométrico do sistema.
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Um sistema cromatografico consiste no adsorvente (fase estaciondria), fase mével
(eluente, solvente) e solutos (amostras, analito). A Figura 2.6 ilustra a inter-relacdo destes

trés constituintes (SCHULTE et al., 2005).

Figura 2.6- Elementos do sistema cromatografico

Soluto

m estrutura

m principio de separacio
hidrofobicidade

mimpurezas

solubilidade especifidade de adsorgio

estabilidade (seletividade)
Processo
m retencdo
n seletividade
m resolucdo

m produtividade
m consumo de eluente

Fase mavel — *— Adsorvente

m viscosidade forca de eluigio m capacidade

m pureza compatibilidade m custo/g

m modificadores estabilidade m tipo

® temperatura queda de pressdo ® formato e diametro
= composicio n disponibilidade

Fonte: Schulte et al., 2005

2.2.3 Fase movel em escala preparativa

A determinacido da fase movel (FM) é o primeiro passo experimental, pois sua
composi¢do quase sempre € fundamental no processo de separacdo. A selecdo deve levar
em consideracdo o tipo de interacdo que ocorre entre o soluto e as fases moével e
estaciondria, estabilidade fisica e quimica dos solventes nas condi¢des de operagdo,
seguranca inerente a inflamabilidade e toxicidade do solvente e condi¢des de
funcionamento, como por exemplo, facil recuperacdo, alto grau de pureza e
compatibilidade com o detector. Portanto, a FM exerce duas fungdes, arrasta os
componentes da amostra através do sistema cromatografico e participa do processo de
separacao (COLLINS et al., 2006; SCHULTE et al., 2005).

A escolha da fase mével € um ponto critico para separagdes de enantiomeros. De

fato, a seletividade da separacdo, tempo de reteng¢do e solubilidade do racemato muitas
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vezes sdo muito sensiveis as mudancas da composi¢do da fase mével (FRANCOTTE,

2001).

2.2.4 Fase estacionaria para cromatografia preparativa

A concepgio e desenvolvimento de uma fase estaciondria capaz de reconhecimento
quiral eficaz de vasta gama de enantidmeros € o ponto chave da cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As FEQs para uso preparativo desenvolveram-se significativamente na
ultima década e tornaram possivel desenvolver uma separacdo de qualquer mistura
racémica, assim, a seletividade ndo €, geralmente, um problema. As FEQs geralmente
consistem em pequenas moléculas quirais ou polimeros quirais imobilizados num suporte
tal como silica gel. No entanto, o numero de FEQs que sdo de uso pritico no
desenvolvimento de uma separacdo preparativa eficiente de enantidmeros sio restritas
devido as questdes da capacidade de carga quimica ou estabilidade mecéanica,
disponibilidade em grandes quantidades a um custo razodvel, bem como limita¢des do
solvente que pode ter um grande impacto tanto na solubilidade quanto na retencdo do
composto quiral e, portanto, sobre a produtividade (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002;
YASHIMA, 2001).

Se, por um lado, o crescente nimero de fases estaciondrias quirais desenvolvidas e
comercialmente disponiveis possibilita a separacdo dos enantidmeros de uma ampla
variedade de compostos, a0 mesmo tempo dificulta a escolha da fase estaciondria mais
apropriada para cada tipo de separacdo. Em vista disto, as fases estaciondrias foram
classificadas em cinco diferentes grupos, de acordo com as interagdes analito/FEQ e
posteriormente, reclassificadas de acordo com o tipo de seletor quiral, natural ou sintético,
da fase estaciondria (Tabela 2.1) (LOURENCO et al., 2010).

A escolha da fase estaciondria e das condi¢des cromatogréficas € determinada por
fatores como a seletividade e capacidade de carga de uma FEQ, a concentracdo desejada e a
velocidade de operagdo, a solubilidade do racemato, bem como as propriedades fisicas da
FEQ (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). Mais de 90% das resolu¢gdes enantioméricas
em cromatografia liquida de alta eficiéncia, sdo realizadas utilizando FEQs baseadas em

polissacarideos. Entre elas, fenilcarbamatos de celulose e amilose parecem ser algumas das
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FEQs mais uteis. A Figura 2.7 mostra a propor¢ao das FEQs para CLAE utilizadas para a
determina¢do do excesso enantiomérico publicadas no Journal of the American Chemical
Society em 2005 e 2007 (ABOUL-ENEIN e ALI 2002; OKAMOTO e IKAI 2008; SILVA
JR et al., 2006; SHEN et al., 2010).

Tabela 2.1- Seletores quirais e principais interacdes com analitos quirais

Seletor quiral Fases estacionarias quirais Principais interacoes
Proteinas Interagdes hidrofébicas e eletrostaticas
Ciclodextrinas Complexo de inclusdo e ligagdo de hidrogénio
Natural Polissacarideos Complexo de inclusdo e interacdes atrativas
Glicopeptideos macrociclicos Complexo de inclusdo e interacdes idnicas
Cinchona Interagdes eletrostéticas
Tipo Pirkle Interacdo - m e ligag@o de hidrogénio
Troca de ligantes Interacdes couldmbicas e fon-dipolo
Eteres de coroa Complexo de inclusdo e fon-dipolo
Sintético Polimeros sintéticos Interacdo m- 7, ligac@o de hidrogénio e

interacdo dipolo-dipolo
Polimeros impressos molecularmente Especifico para cada analito

(MIPs)

Fonte: Lourencgo, et al., 2010

Figura 2.7- Distribuicao de FEQs para CLAE usadas para a determinacao de

excesso enantiomérico. Journal of American Chemical Society em 2005 (a) e 2007 (b)

Tipo-molecular

Proteinas Tipo-molecular
() Q / ® (b) as)
» Outras

Polissacarideo Polissacarideo
(180) (151)

Fonte: Okamoto e Ikai, 2008
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A Figura 2.7 nos mostra o quanto as fases estaciondrias baseadas em polissacarideos

sdo eficientes para a resolucdo de compostos quirais. No ano de 2005, dos 192 documentos

que relataram resolucdo quiral, publicados pela Journal of American Chemical Society, 180

dessas resolucdes foram realizadas com FEQ baseada em polissacarideos. J4 em 2007, das

169 pesquisas com compostos quirais, 151 utilizaram FEQ baseada em polissacarideos.

As fases estaciondrias baseadas em derivados de polissacarideos podem ser

empregadas em trés modos de eluigao:

a)

b)

2.2.5

fase normal: caracterizado pelo uso de fases mdéveis compostas de hexano-alcool;
podendo adicionar pequenas quantidades de uma base organica (dietilamina) ou um
acido organico (4cido trifluoracético). O emprego desses aditivos tem por finalidade
principal reduzir a interacdo de analitos basicos e 4cidos, respectivamente, com 0s
grupos silandis residuais presentes na silica empregada como suporte para essas
fases estaciondrias.

fase reversa: as colunas sdo empregadas com fases mdveis compostas por uma
solugdo aquosa e um solvente orginico miscivel, normalmente acetonitrila ou
metanol.

polar orgénico: caracterizado pelo uso de fases moveis contendo 100% de solventes
organicos polares, como acetonitrila, metanol, etanol, propanol, ou ainda misturas
desses solventes. O uso desse tipo de fase moével representa uma alternativa
adicional para obter a separacdo desejada, inclusive com possibilidade de inversao
na ordem de retenc¢do, maior solubilidade de alguns compostos e, por serem mais
facilmente removidas e reutilizadas, essas fases sdo bastante atrativas para
separacOes em escalas preparativas. O comportamento da separacdo nesse sistema
depende ndo apenas da fase mdvel e fase estaciondria, mas também da natureza dos

compostos a serem separados (BONATO e JABOR, 2005).

Caracteristicas da coluna cromatografica quiral

Uma coluna cromatografica quiral ideal deve apresentar boa estabilidade quimica

frente a maioria dos solventes utilizados na fase movel. O tamanho reduzido da particula

auxilia em separagOes dificeis, possibilitando a obteng¢do de sinais cromatograficos
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melhores resolvidos e simétricos. Em cromatografia quiral € de grande importancia a
utilizagdo de particulas de silica de menores didmetros para obter um processo de separagcao
de alta eficiéncia e com reduzida pressdo. A coluna cromatografica quiral deve apresentar
estabilidade mecanica e quimica e baixa queda de pressdo, além de conter alta capacidade
de carga da fase, geralmente atribuida a extensa drea de superficie disponivel e a alta

densidade do ligante quiral (NASCIMENTO, 2012; ROSA, 2005).

2.2.5.1 Método dos momentos

A andlise dos momentos € uma ferramenta util para determina¢do dos coeficientes
de difusdo axial e difusividade efetiva nos poros através de experimentos de pulsos
cromatograficos (inje¢cdes no cromatégrafo) bem como para caracterizagdao do leito e das
particulas. Permite a possiblidade de obtencdo das constantes de Henry para solucdes
diluidas. O método fundamenta-se na andlise da distribui¢do de concentracdo formado pelo
soluto na saida de um leito fixo em resposta a um pulso retangular de concentra¢do na
entrada da coluna (GUIOCHON et al., 2006). A andlise de pulsos tem sido usada para
estudar uma variedade de sistemas cromatograficos (ARNOLD et al., 1985a), baseada na
teoria dos momentos estatisticos de Kubin (KUBIN, 1965). Para solugdes diluidas, a curva
de equilibrio sélido-liquido pode ser representada por uma reta conforme a lei de Henry

(Figura 2.8).
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Figura 2.8- Determinacdo grafica da constante de Henry
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Fonte: Atkins, 2003

A inclinacdo dessa reta pode ser determinada a partir do primeiro momento de um
pulso do soluto, que se associa ao tempo de reten¢do do mesmo. O estudo da distribui¢do
de concentragdo em cromatografia estd relacionado com a condi¢do de linearidade da
isoterma de adsor¢cdo (MIYABE et al., 2003). Os parametros de transferéncia de massa
podem ser obtidos a partir do segundo momento (MIYABE e SUZUKI, 1992;
CREMASCO et al., 2001).

O primeiro momento absoluto (4, ) esta relacionado ao tempo de reten¢do do sinal
cromatogréafico, e entdo com a forca de adsorcdo (constante de equilibrio). O segundo
momento central (g, ) fornece informagdes sobre a difusdo e estd relacionado ao

alargamento da banda cromatografica. O primeiro momento (4, ) € o segundo momento

(4, ) advém das Equacdes 2.1 e 2.2 (ARNOLD et al., 1985b; RUTHVEN, 1984), em que
L é o comprimento da coluna, v a velocidade intersticial da fase moével, ¢ a porosidade do

leito, &, a porosidade da particula, He a constante modificada de Henry ou constante de

adsor¢do, D, e k, os coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa,
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respectivamente, 7, € o tempo de injecdo e K € dado pela Equagdo 2.3 (RUTHVEN,

1984).
_ _ t . _ t. . 2.1)
My =tR=£ 1+[1—8j8p+[1—8j(1—8p)He +ﬂ=£ 1+[1—8jK +
14 £ & 2 v & 2
2u° | D v & & 2o
oM P ( ) 1+ + (2.2)
L|v kK\l-¢ (1-g)K 12
com
K=¢,+(-¢,)He (2.3)
2.2.5.2 Porosidade

A porosidade total (&, ) da coluna cromatogréfica corresponde a todos os volumes
disponiveis internos das particulas constituintes do material recheado. Em principio a
porosidade total (&, ) pode ser obtida a partir da anélise do primeiro momento do composto

inerte pela variacdo da velocidade superficial da fase mével conforme a Equagdo 2.4, em

que u representa o primeiro momento, L o comprimento da coluna, # a velocidade

superficial da fase movel, 7,; o tempo gasto para realizar a inje¢do, ¢ a porosidade do leito

e &, a porosidade das particulas.

L I-¢ lij L Linj
,U:; 1+ Tgp +2 :;€T+2 (24)

2.2.6 Parametros cromatograficos

A informagdo bdsica para o desenvolvimento de um processo de separacdo
cromatogréfica é obtida a partir do cromatograma, que corresponde ao registro grafico da
eluicdo dos solutos pelo leito ao longo do tempo. Picos com concentracdo da regido linear

na isoterma de adsor¢do apresentam comportamento gaussiano. Um cromatograma tipico



43

resultante da injecdo de trés componentes diferentes em quantidades analiticas € mostrado
na Figura 2.9. As varidveis observadas sdo:

— tempo da planta (tp.,): tempo que o analito e a fase mdvel percorrem o sistema
cromatografico (sem a fase estaciondria). Corresponde ao volume das tubulagdes;

— tempo zero (tp): tempo que o composto inerte percorre o sistema cromatogrifico
com a fase estaciondria. Corresponde ao volume morto da coluna (fase
estacionaria);

— tempo morto (tir): tempo correspondente as tubulagdes € o volume morto da
coluna;

— tempo de retencdo dos analitos (tr; € tr2): tempo em que cada enantiOmero fica
adsorvido na fase estacionaria,

— largura do sinal cromatogrifico dos analitos a meia altura (wp; € wpp): € um
parametro de uma curva ou funcdo referente ao seu "abaulamento", tal largura é
dada pela diferenca entre dois valores extremos de uma varidvel independente no
qual ela, a funcdo, atinge metade de seu valor maximo (MEYER, 2013; SCHULTE
e EPPING, 2005).

Figura 2.9 — Cromatograma tedérico para determinar os parametros cromatograficos
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Fonte: Schulte e Epping, 2005
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A forca de interacdo de cada componente com a fase estaciondria é proporcional ao

seu tempo de retengdo (', ), ou seja o tempo em que cada composto permanece retido na

coluna. O 7', € determinado pela Equacdo 2.5 (COLLINS et al., 20006).

fo=t,—1, (2.5)

em que f, € o tempo de retencdo total e f,, € o tempo morto do sistema. O 7, € o tempo
decorrido entre a inje¢do da amostra e o instante em que o sinal cromatografico maximo é
atingido. O t,, € o tempo que um composto inerte leva para percorrer a coluna de modo a

ndo interagir com a fase estaciondria (MEYER, 2013).

2.2.6.1 Fator de retencao
O fator de retencdo (k, ) ¢ uma medida adimensional e de fundamental importancia
em separacdes cromatogréficas. A abordagem mais comum € por meio da Equacdo 2.6, na
qual o k, pode ser obtido diretamente do cromatograma (CASS e DEGANI, 2001;
MEYER, 2013):

t',—t

ki —_Ri M (2.6)
tM _tplan

em que 7,,, € o tempo da planta definido como o tempo que o soluto percorre a partir do

injetor até o detector sem passar pela coluna.
Os valores de k; auxiliam na interpretacdo e melhoria da qualidade de uma
separacdo. Seu valor ndo deve ser muito grande, por causar alargamento dos picos, € nem

muito pequeno, pois significa que o composto interage pouco com a fase estaciondria

(MEYER, 2013; SNYDER et al., 2011).
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2.2.6.2 Seletividade
O fator de separacdo (o) avalia a seletividade da separagdo para dois sinais
cromatograficos adjacentes, sendo definido como uma razao entre os fatores de reten¢do do

composto mais retido e do menos retido, calculado pela Equacado 2.7 (CASS e DEGANI,
2001).

k2

o= —
kl

2.7

2.2.6.3 Resolucao
A resolugdo (R,) avalia a qualidade da separacdo. Estd associada ao tempo de
retencdo e a largura dos sinais cromatograficos dos dois compostos adjacentes. O valor de

Rs pode ser determinado por meio da Equagdo 2.8, em que f,, € f, sdo os tempos de

retengdo para os dois compostos € w,, € w,, sdo as larguras dos picos a meia altura (CASS

e DEGANI, 2001).

t,, —t'
R = 1177 o = o) (2.8)
Wiy T Wi

Valores de resolucdes iguais a 1,0 indicam que os sinais cromatograficos estao

separados com 3% de superposi¢cdo das bandas. Quando R, =1,25 ha separagdo suficiente

para fins quantitativos e R >1,50 indica separagdo completa (SCHULTE e EPPING, 2005;
COLLINS, 2006).

2.2.6.4 Numero de pratos tedricos
O numero de pratos tedricos (N ) € uma medida da eficiéncia da separacdo. Um
prato ideal equivale a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase estaciondria e a fase
movel. Para avaliag@o da eficiéncia da coluna cromatogréfica sdo aceitos valores de nimero
de pratos acima de 2000 na separagdo de firmacos. E o parimetro que mais precisamente

define a qualidade de um sistema cromatografico (DANTUS e WELLS, 2004). O valor de
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N pode ser determinado por meio da Equacdo 2.9, em que 7, € o tempo de retencdo, € w,,

a largura do sinal cromatografico a meia altura (CASS e DEGANI, 2001).

' ’
N = 5,545 — (2.9)
Wy,

2.2.6.5 Altura equivalente do prato teorico
A altura equivalente a um prato teérico ( HETP ) avalia a eficiéncia de uma coluna
cromatografica. O desempenho da coluna ¢ medido por meio dos tempos de retencdo e do
alargamento dos sinais cromatogréficos obtidos (CASS e DEGANI, 2001). A HETP pode
ser determinada por meio da Equagdo 2.10, em que N corresponde ao numero de pratos e

L ¢é o comprimento da coluna (GUIOCHON et al., 1994, RUTHVEN, 1984).

HETPziza—zL (2.10)
N u

Quanto menores os valores de HETP significa maior eficiéncia da coluna e altos
valores de ndmero de pratos tedricos (N ). A andlise da dependéncia de HETP com a
velocidade superficial da fase mével (u) fornece informacOes relevantes a respeito do
fendmeno de transferéncia de massa no sistema cromatografico. Geralmente sao assumidos
quatro principais processos do fendmeno em colunas cromatograficas: (1) dispersdo axial;
(i1) transferéncia de massa do fluido para a particula; (iii) difus@o intraparticular; e (iv)
adsorcao/dessor¢cao (MIYABE e GUIOCHON, 1999). O valor de HETP para uma coluna
cromatogréifica pode ser calculado por meio da equacdo de van Deemter (Equacdo 2.11).
Nessa equagdo, u representa a velocidade superficial da fase mével e A, B e C sdo

constantes cinéticas determinadas experimentalmente, que incluem os efeitos de difusao

turbilhonar, difusdo longitudinal e transferéncia de massa fluido-sélido, respectivamente.

HETP = A+ 2 1 uc 2.11)
u

Os dois principais mecanismos que contribuem para a dispersdo axial sdo a difusdo

molecular e difusdo turbilhonar. Desta forma, a equacdo de van Deemter pode ser
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representada pela equacdo modificada que possui a forma apresentada pela Equacdo 2.12,

em que k, € o coeficiente de transferéncia de massa global e K corresponde ao termo

relativo ao equilibrio de adsor¢do, D, € o coeficiente de dispersdo axial e ¢ € a porosidade

do leito (DUAN et al., 1998).

)
2D
gerp=2Pe ol 2 ) L[ E )L (2.12)
" 1-¢) Kk, 1-¢ K

em que

(2.13)
DL :j/le-’_}/deu

D, corresponde ao coeficiente de difusdo molecular, d, ao didmetro da particulae y, e y,

sdo constantes que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5, respectivamente (RUTHVEN,
1984). A contribuicdo da difusdo molecular axial (o primeiro termo da Equagdo 2.13) para
o coeficiente de dispersdo axial geralmente € desprezivel perante o segundo termo.
Portanto, a seguinte equacdo modificada de van Deemter pode ser derivada da Equacdo

2.11 (MIYABE e GUIOCHON, 1999):
HETP = A+Cu (2.14)

em que os pardmetros A e C sdo representados por:

A= z(ﬂ) (2.15)

czz( £ j ! 1+( £ )i h (2.16)
1-¢ ) Kk, I-¢)K
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2.2.7 Equilibrio de adsorcao

O estudo de equilibrio de fases € a parte da termodindmica que se preocupa com a
distribuicao dos solutos em equilibrio entre duas fases e a influéncia de parametros nesta
distribuicao. O equilibrio de adsor¢ao ocorre quando os potenciais quimicos dos solutos sao
0os mesmos para ambas as fases. A isoterma de adsor¢do é a informacdo mais importante
para modelar processos de separagdo em cromatografia liquida e pode ser representada pela
distribuicao de solutos entre as fases liquida (c;) e sélida (g;) no equilibrio a temperatura
constante. Em cromatografia, o conhecimento prévio da isoterma de adsor¢do é necessdrio
para resolver os balancos de massa diferenciais e determinar o perfil das bandas
cromatograficas em concentragdes elevadas (RUTHVEN, 1984; GUIOCHON et al., 2006).

Em cromatografia linear, efeitos de dispersdo axial e os processos de transferéncia
de massa sdo os principais responsaveis pelo grande alargamento dos picos cromatograficos
(MIYABE e GUIOCHON, 1999). Em cromatografia preparativa, os efeitos de transferéncia
de massa e dispersdao sdo analisados pelo modelo cldssico de equilibrio (ou ideal) de
cromatografia que permite estudar mais diretamente o efeito das fungdes de equilibrio e
fornece a base para varios métodos experimentais para medir isotermas de adsor¢do
(SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Assim, o conhecimento da isoterma frequentemente
contribui para explicar o mecanismo de retencdo e pode ajudar a propor rotas visando
melhorar a separacdo, predizer a taxa de producgdo e, até mesmo, a extensao da purificagdo,
sendo de interesse particular para separagdes enantioméricas (MIHLBACHLER et al.,

2002).

2.2.7.1 Isotermas de adsorcao
Nos processos de separagdo cromatografica, o comportamento no equilibrio das
espécies adsorvidas na fase estaciondria € avaliado pela sua isoterma de adsor¢do que
representa todas as forgcas de interacdes possiveis, atracdo ou repulsdo, entre as moléculas
do soluto e a fase estaciondria (CAVAZZINI et al., 2001). Quanto maior a complexidade da
isoterma de adsorcdo maior deve ser a quantidade de dados e mais ampla a faixa de

concentracdo para o modelo ser significativo. O modelo mais simples € o linear, no qual

descreve o equilibrio em condi¢do de baixa concentragdo. A isoterma de Langmuir ¢ um
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modelo de apenas dois pardmetros que descreve boa parte dos sistemas de separacdo

(GUIOCHON et al., 2006).

2.2.7.2 Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir € a mais usada como modelo de adsor¢do, em que tipicos
efeitos de competicao sob condicdes de sobrecarga em cromatografia ndo-linear podem ser
ilustrados. Considera que o processo acontece em uma superficie composta de um niimero
fixo de sitios de adsor¢@o de igual energia, uma a uma as moléculas vao sendo adsorvidas
por sitio até que a cobertura da monocamada seja atingida (SEIDEL-MORGENSTERN,
2004; JAMES et al., 1999). As principais consideracdes do modelo sdo: superficie
homogeénea, o sitio ativo interage apenas com uma molécula por vez, a adsorcdo ocorre em
monocamada, ndo ha interferéncias laterais entre as moléculas adsorvidas. A isoterma de

Langmuir € representada pela Equagdo 2.17:

ac, bc.

Tltbe PTvbe

g (2.17)

em que ¢, € a quantidade adsorvida de componente i na fase sélida, ¢; € a concentragdo

do componente i na fase liquida, b € a constante de equilibrio de adsor¢do, relacionada a

energia de adsor¢do, g, =(a/b) € a capacidade de saturacdo do adsorvente e a =(q, b) é

o coeficiente de distribuicdo, também chamado de constante de Henry em baixas
concentracdes de soluto. A grande vantagem desse modelo é o pequeno nimero de
parametros requeridos e a simplicidade de sua deducdo. De fato, somente trés parametros
sd0 necessdrios para descrever a adsor¢cdo competitiva: duas constantes de equilibrio e a
capacidade de saturacdo (FELINGER et al., 2003).

Diversos métodos experimentais para a determinacao de isotermas de adsor¢do para
um Unico componente e para multicomponentes - isotermas competitivas - tém sido
reportados na literatura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Esses métodos podem ser
classificados em estaticos ou dindmicos (GUIOCHON et al., 1994; JAMES ° al., 1999;

RUTHVEN, 1984). Os métodos estaticos para determinagdo de isotermas ndo analisam a
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curva concentracdo-tempo, apenas utilizam informagdes no estado de equilibrio. Os
métodos dindmicos sdo baseados na andlise matemdtica das curvas resposta que
correspondem as mudangas bem definidas na alimentacdo da coluna cromatogrifica ao

longo do tempo (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

2.2.8 C(lassificacao das isotermas de adsorc¢ao

A maioria das isotermas de van der Waals pode ser agrupada nos seis tipos
mostrados na Figura 2.10. Na maioria dos casos, em uma cobertura superficial
suficientemente baixa, a isoterma reduz-se a uma forma linear, que é frequentemente
referida como a regido da Lei de Henry.

A isoterma reversivel de Tipo I € concava para o eixo P/Py e aproxima-se de um
valor limitante como P/Py=>1. As isotermas de Tipo I sao fornecidas por sélidos
microporosos com superficies externas relativamente pequenas (por exemplo, carvoes
ativados, zedlitas e certos 6xidos porosos), sendo o mecanismo limitante governado pelo
volume de microporos acessivel em vez da drea de superficie interna.

A isoterma reversivel do Tipo Il é a forma normal de isoterma obtida com um
adsorvente nao poroso ou macroporoso. O ponto B, o inicio da secio média quase linear da
isoterma, geralmente é tomado para indicar o estigio em que a cobertura monocamada esta
completa e a adsor¢do multicamada esta prestes a comegar.

A isoterma reversivel do Tipo IIl € convexa para o eixo P/Py em toda a sua érea e,
portanto, ndo exibe um ponto B. As isotermas deste tipo sdo comuns, mas existe um
nimero de sistemas (por exemplo, nitrogénio em polietileno) que ddo isotermas com
curvatura gradual e um ponto indistinto B. Nesses casos, as interagdes adsorvente-
adsorvente desempenham um papel importante.

As caracteristicas da isoterma do Tipo IV sdo o circuito de histerese, que estd
associado a condensacao capilar ocorrendo em mesoporos € 0 mecanismo limitante em uma
faixa de alta P/Py. A parte inicial da isoterma € atribuida & adsor¢cio monocamada e
multicamada, uma vez que segue o mesmo caminho que a parte correspondente de uma

isoterma de Tipo Il obtida com a adsor¢do dada na mesma &rea superficial do adsorvente
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numa forma ndo porosa. As isotermas do Tipo IV sdo caracteristicas de muitos adsorventes
mesoporosos industriais.

A isoterma do Tipo V é incomum; estd relacionada a isoterma do Tipo III, na
medida em que a interacdo adsorvente-adsorvente € fraca, mas € obtida com certos
adsorventes porosos.

A isoterma do Tipo VI na qual a nitidez das etapas depende do sistema e da
temperatura, representa a adsorcdo multicamada gradual em uma superficie uniforme nao
porosa. A altura do passo representa a capacidade de monocamada para cada camada
adsorvida e, no caso mais simples, permanece quase constante para duas ou trés camadas

adsorvidas (SING et al., 1985).

Figura 2.10 — Tipos de Isotermas

I o

.
/B

Pressdo Relativa —=

Quantidade Adsorvida ——

Fonte: Sing et al., 1985

O tipo de isoterma € funcdo do efeito do tamanho do poro sobre o fendmeno de

adsor¢do. De acordo com as curvas conhecidas, foi estabelecida uma classificacdo dos
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poros em funcdo de seu didmetro (Tabela 2.2), uma vez que este € seu principal parimetro

dimensional (GREG e SING, 1982).

Tabela 2.2 — Classificag¢ao dos poros segundo seu diametro

Classificacio Didmetro (A)
Microporo ®<20
Mesoporo 20<d<500
Macroporo O>500

Fonte: Greg e Sing, 1982

2.2.9 Separacao cromatografica por injecao sequencial

A cromatografia liquida por inje¢do sequencial (SIC) consiste em uma técnica
analitica que evoluiu da injecdo sequencial aplicada (SIA) na determinacdo de vdarios
compostos através das separagdes cromatograficas. A SIC apresenta principalmente como
diferencial a rapidez e o custo reduzido em relagdo aos equipamentos para cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso permite realizar andlises em vazoes elevadas,
sem perdas significativas da eficiéncia de separacdo, o que € uma das principais vantagens
oferecidas por essas fases, implicando em reducdo do tempo de andlise sem
comprometimento da resolucdo cromatografica (FARIA et al., 2006).

A cromatografia por injecdo sequencial foi desenvolvida por Satinsky et al. (2003)
(Figura 2.11), que propuseram a utilizacdo das colunas monoliticas em sistemas SIA,
permitindo separacOes cromatograficas com perfil similar a de CLAE e tem sido aplicada,
com sucesso principalmente em andlise de amostras de componentes mdaltiplos
relativamente simples - principalmente no campo da anélise farmacéutica (CHOCHOLOUS

et al., 2007).
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Figura 2.11 — Esquema de SIC para a separacdo cromatografica
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Fonte: GARCIA, 2011

2.2.10 Separacao cromatografica com injecao empilhada

Em 1981 Snyder et al. apresentaram uma nova técnica para melhorar a detec¢do de
substancias simples em matrizes complexas. Essa técnica foi denominada cromatografia
“boxcar” e o seu principio € a separacdo parcial de um ou alguns compostos de interesse em
uma primeira coluna, com o desvio da fracdo resultante para uma segunda coluna
(SNYDER et al., 1981).

Visando aumentar a produtividade na cromatografia preparativa, o conceito desta
técnica foi empregado para as inje¢cdes cromatograficas. Surgiu entdo a injecdo “boxcar”,
ou injecdes sobrepostas, em que uma segunda injecao € feita antes de todos os compostos
da primeira injecdo se eluirem da coluna. Essa técnica também € conhecida como injecao
empilhada. A separacdo por injecdo empilhada tem como base a elui¢cdo, objetivando a
coleta preferencial de um dos componentes presentes na mistura. Um exemplo de injecdo
empilhada € mostrado na Figura 2.12. O cromatograma I mostra a separacdo de linha de
base dos enantiobmeros, bem como as impurezas que eluem antes e depois dos
enantiomeros; o tempo de ciclo para esta injecdo € de 10 minutos. O cromatograma II

mostra o impacto das injecoes empilhadas na separagdo com injecdes feitas
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aproximadamente a cada 6 minutos, no meio do enantiomero B. Isso resulta em impurezas
de eluicdo tardia da injecdo 1 que co-elui com impurezas de elui¢do precoce da injecao 2. O
resultado final é o tempo de ciclo reduzido de 10 para 6 minutos e aumento na
produtividade de 66%.

De acordo com a Figura 2.13 a injecdo 1 ocorre no tempo ty € antes que todos os
analitos dessa injecdo tenham eluido da coluna € feita a injecdo 2. Essas injecdes vao se
repetindo dentro de determinados ciclos de tempo (injecdes 3 e 4), fazendo-se surgir bandas
cromatograficas, uma apds as outras, formando empilhamentos, que deram origem ao
conceito de injecdo empilhada. O cromatograma II descreve quatro eventos de injecdo
empilhada e trés ciclos na resolu¢do de uma mistura hipotética. Sdo essenciais neste tipo de
separacdo as definicdes do tempo de coleta da espécie alvo (t.,) € do tempo de ciclo da
resolucao (teco). O numero de ciclos depende da produgdo (em massa) da espécie alvo.
Para efeito de andlise, supde-se que a adsorcao € regida por isotermas lineares tanto para A
quanto para B e que ocorre a chamada resolucdo de linha de base, ou seja, a separacao
completa entre dois picos adjacentes (Rs > 1,5) (MILLER et al., 1994; MILLER, 2012;
RAMOS, 2014).

Figura 2.12 — Representacdo de separacdo por injecdo empilhada

Cromatograma [

8
7 \
6 | ‘
—
g e sl | =]
| v
7 o
e 2 A | \ ~
1 | A | 4 ¢
ol ~I—~ ~———_
-1
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)
Cromatograma IT

8
~ B
g Wl [ h
8 3 1 \‘ | | g w\ |
2 | | [ ‘
o ST A O A A W A | \
0 oA - v v
A 4 & &
10 4 10 15 20 25
Tempo (min)
Injecio Injecio Injecio Injecio

Fonte: Miller, 2012



55

2.3 CARACTERIZACAO DE FARMACOS

Na caracterizagdo de farmacos e produtos farmacéuticos é possivel identificar e
quantificar os eventos térmicos a partir das curvas de termogravimetria-TG (eventos de
perda de massas) e calorimetria exploratéria diferencial-DSC (identificar os processos
endotérmicos ou exotérmicos) (OLIVEIRA et al., 2011).

A andlise térmica tem se destacado como um método para analisar firmacos e
insumos farmacéuticos. Foi comprovada a importancia das técnicas termoanaliticas para
realizar a caracterizacdo, identificacdo de polimorfismo, avaliacdo de pureza de farmacos,
estudos de compatibilidade entre farmaco e excipientes, estabilidade do ingrediente ativo
farmaceéutico e do produto e estudar a cinética das reacOes de estado solido (BOER et al,

2013, GUIMARAES et al, 2010; LIMA, 2014).

2.3.1 Polimorfismo

Os farmacos, na sua grande maioria, sdo disponibilizados comercialmente na forma
sOlida devido a uma série de vantagens que esta forma apresenta, no entanto algumas
caracteristicas do estado sélido podem causar sérios inconvenientes tanto para a industria
farmacéutica quanto para as pessoas que se utilizam do tratamento. Um dos principais
problemas associado aos insumos farmacéuticos ativos € o chamado polimorfismo, um
fen6meno comumente observado em farmacos (MONOSSETTE et al., 2004).

O termo polimorfismo pode ser definido como a possibilidade de uma substancia
existir em duas ou mais formas cristalinas, com diferentes arranjos e conformacdes de
moléculas no estado sélido. Os polimorfos apresentam reticulos cristalinos diferentes e,
consequentemente, sua energia pode ser suficientemente diferente para influenciar sua
estabilidade ou propriedades bioldgicas. Polimorfos sdo relativamente comuns em sélidos
farmacéuticos, uma vez que muitos farmacos podem cristalizar em diferentes formas
cristalinas. Assim, o controle da forma do cristal € importante durante os varios estiagios de
desenvolvimento dos novos farmacos, pois como resultado do polimorfismo eles podem
apresentar significantes diferencas em suas propriedades fisicas como: entalpia de fusdo,
pressdo de vapor, capacidade calorifica, condutividade, volume, densidade, viscosidade,

formato do cristal, dureza do cristal, cor, indice de refracdo, solubilidade, dissolugdo,
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estabilidade, higroscopicidade e reacdes em estado sélido (GIRON, 1995, VIPPAGUNTA
et al., 2001).

Para assegurar o desempenho consistente do produto farmacéutico, varios métodos
analiticos sdo empregados para a caracterizacdo das formas cristalinas dos farmacos. Os
polimorfos podem ser caracterizados e diferenciados através de suas propriedades fisico-
quimicas. A informacdo mais valiosa sobre o solido cristalino € a estrutura molecular e
cristalina, que € determinada pela Difracao de raios-X (DRX). Essa técnica fornece uma
"impressdo digital" da fase sélida e, as vezes, pode ser usada para determinar a estrutura do
cristal. Uma vez que a existéncia de polimorfismo é definitivamente estabelecida pela
Difracdo de raios-X de um tnico cristal e em pd, métodos espectrais, como Espectroscopia
de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de
dispersdo de Raman (FT Raman), Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), Espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-Vis) podem ser utilizadas para
caracterizacdo adicional. Os métodos térmicos como Calorimetria exploratdria diferencial
(DSC), Analise termogravimétrica (TGA) e Microscopia Optica usando um estiagio quente
sdo sempre empregados para uma maior caracteriza¢do e sao os métodos quantitativos mais
utilizados nos ultimos 10 anos (BOTTOM, 1999; GIRON, 1999; MA et al., 2011;
SYKULA-ZAJAC et al., 2011; VIPPAGUNTA et al., 2001; WANG et al.,2014).

24 INOVACAO E BUSCA DE ANTERIORIDADES

Na revisdo bibliografica foi apresentada as diretrizes e a necessidade da obtencdo e
comprovacao da atividade bioldgica dos enantiomeros do farmaco para que o mesmo possa
ser comercializado na forma racémica. Contudo a presente Tese refere-se ao primeiro
estudo sobre o comportamento dos enantidomeros do secnidazol frente a microrganismos
distintos. Para comprovar a inovagdo e ineditismo foi realizada uma pesquisa tecnoldgica
com o objetivo de localizar possiveis documentos do estado da técnica (literatura patentaria
e ndo patentdria).

A presente pesquisa compreendeu documentos que se igualassem, em parte ou por
completo, com a matéria de interesse e teve, como fonte, bancos de dados internacionais
(Espacenet, USPTO, WIPO, SIPO e JPO) e o banco de dados do INPI, bem como o

software PatBase.
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Na busca realizada, foram selecionados quatro documentos que se enquadram no
objetivo acima descrito. A matéria tratada nestes documentos é resumidamente descrita e

avaliada quanto a sua relevancia.

1. “Enantioseparation of Secnidazole by High-Performance Liquid Chromatography

using Amylose-based Stationary Phase”

NASCIMENTO, A. et al. Enantioseparation of Secnidazole by High-Performance Liquid
Chromatography using Amy lose-based Stationary Phase. Adsorption Science &
Technology, v. 30, n. 8-9, p. 739-750, 2012. ISSN 0263-6174.

Data de Publicacgao: 23/10/2012

O documento descreve um processo de obtencdo de enantidmeros do farmaco
secnidazol utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ainda,
foi utilizado como fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e
como fase mével uma mistura binédria de isopropanol (60%, em volume) e acetonitrila
(40%, em volume), em que o sistema foi alimentado manualmente com mistura racémica
(equimolar) do farmaco secnidazol na concentracao que varia de 20 a 200 pl com o auxilio

de uma seringa de vidro de 250 pL, a temperatura que varia de 20 a 35 °C.

2. “Resolugdo enantiomérica do secnidazol”

NASCIMENTO, A. C. Resolu¢ao enantiomérica do secnidazol. Campinas: Faculdade de
Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2012. p. 144. Dissertacdo
(Mestrado).

Data de Publicagado: 29/06/2012

A dissertacdo descreve um processo de obtencdo de enantidmeros do farmaco
secnidazol pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna
recheada com fase estaciondria tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, variando a

vazdo de fase mével de 1,0 a 2,5 mL min-1 e as temperaturas de 20 a 35°C.

3. US2006086667A:

Titulo: “Methods for the separation of enantiomeric sulfinylacetamides”
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HAUCK, W., LUDEMANN-HOMBOURGER, O., RULAND, Y., LANDMESSER, N.,
MALLAMO, J. Methods for the separation of enantiomeric sulfinylacetamides. U.S.
Patent Application n. 11/224,250, 27 abr. 2006

Data de Publicacao: 27/04/2006

O documento refere-se a um processo para o isolamento de enantiomeros do
farmaco modafinil com elevada pureza e elevados rendimentos globais. Os processos da
presente invencdo podem utilizar qualquer método cromatografico para separar modafinil
racémico para produzir modafinil opticamente puro. Tais métodos incluem, mas ndo estdo
limitados a: cromatografia em lote de coluna unica tradicional, cromatografia continua ou

um processo de inje¢do sequencial em estado estaciondrio.

4. “Enantioselective HPLC determination and pharmacokinetic study of secnidazole

enantiomers in rats”

DU, J., ZHANG, Y., CHEN, Y., LIU, D., CHEN, X., ZHONG, D. Enantioselective HPLC
determination and pharmacokinetic study of secnidazole enantiomers in rats. Journal of

Chromatography B, v. 965, p. 224-230, 2014.

Data de Publicagdo: 05/07/2014

O documento revela resultados farmacocinéticos que indicam que a disposi¢ao dos
enantidmeros do secnidazol ndo € estereosseletiva e que a inversdo quiral e a interacdo
enantidmero-enantidomero nio ocorre em ratos. Estas descobertas fornecem informacdes
adicionais sobre a disposicao do secnidazol in vivo e podem facilitar o desenvolvimento de

enantiomeros individuais de secnidazol no futuro.

Com os resultados obtidos serd possivel comprovar a inovacdo e as vantagens da

presente Tese em relacdo aos documentos apresentados.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

A presente Tese de Doutorado foi desenvolvida no Laboratério de Processos de
Transferéncia de Massa (LPTM) do programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Quimica
do Departamento de Engenharia de Processos (DEPro) da Faculdade de Engenharia
Quimica (FEQ) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Neste capitulo sao descritos os materiais e métodos utilizados direta e indiretamente

em todo o processo de obtenc¢do e purificacdo dos enantidmeros do secnidazol.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Secnidazol

O secnidazol racémico foi adquirido da empresa EMS® (Hortolandia, SP).
Apresenta massa molar de 185,18 g gmol'l, sendo constituido pelos enantidmeros R e S

conforme ja apresentado na Figura 2.2 da pégina 25.
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3.1.2 Fase estacionaria

Grande parte das separacdoes enantioméricas em escalas preparativas e
semipreparativas vem sendo executadas em FEQ baseadas em polissacarideos, tais como
celulose e amilose. Isso se deve a capacidade de saturacdo deste tipo de FEQ que possibilita
a obtencdo de elevados valores de produtividade. Em virtude disso, no presente trabalho,
foi utilizada coluna cromatografica em ago inoxiddvel recheada com a fase estaciondria tris
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (Figura 3.1). Foi utilizada uma coluna
semipreparativa denominada comercialmente como Chiralpak® AD (100 x 10 mm) com
didmetro médio de particula de 20 um, adquirida da empresa Chiral Technologies®
(Téquio, Japdo) para estudos de separacdo de misturas racémicas de secnidazol diluidas e

concentradas.

Dentre as FEQs baseadas em tris-fenilcarbamatos as fases tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose e amilose sdo as mais utilizadas, devido a elevada
estabilidade e grande capacidade de discriminacdo e resolu¢do de uma ampla variedade de
compostos. Nestes derivados, os enantidomeros podem interagir com os grupos —NH e C=0
da fase estaciondria, além de interacdes dipolo-dipolo com os grupos C=0 (LOURENCO et
al., 2010).
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Figura 3.1 — Estrutura quimica da fase estaciondria quiral tris-(3-5-dimetilfenilcarbamato)

de amilose
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Fonte: Elaborada pela autora

3.1.3 Tracador

O composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB) foi adquirido da Sigma-Aldrich®
(EUA). O TTBB ¢ uma molécula relativamente pequena, apresenta massa molar de 264,44
g/gmol e ndo é retida na FEQ, sendo capaz de se difundir ndo somente através do leito, mas

também nos intersticios das particulas do s6lido poroso.

3.1.4 Fase movel

Os solventes utilizados para a composicao da fase mével e preparo das amostras
foram: isopropanol 100% (Tedia, EUA) e acetonitrila 99,5% (J.T.Backer, EUA), ambos de

grau cromatogréfico.
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3.1.5 Obtencao dos enantiomeros

3.1.5.1 Cromatografo liquido

O sistema CLAE (Figura 3.2) € constituido por uma bomba da marca Shimadzu
Corporation®/ modelo LC-20 AT (Japdo) e por dois detectores: um da Shimadzu
Corporation®/ modelo SPD- 20A (Japao) com detec¢do UV-Vis e outro da J asco®/ modelo
CD-2095 Plus (Japao), com deteccdo UV-Vis acoplado em série a um equipamento de
dicroismo circular. Os equipamentos sio integrados a um sistema de aquisi¢cdo de dados
utilizando o software LCsolution® para a obtencdo dos sinais cromatogréificos e
quantificacdo dos enantiomeros do secnidazol. A temperatura da coluna cromatografica foi
controlada com o auxilio de um banho termostatizado da marca Solab®/ modelo SL 152
(Brasil) e as amostras foram injetadas manualmente com o auxilio de uma seringa de vidro

de 250 uL modelo MicroliterTM 725 (Hamilton Co., EUA).

3.1.6 Caracterizacao da coluna cromatografica quiral

3.1.6.1 Picnometria a gas

A anélise de picnometria a gas hélio foi realizada em aparelho da marca Micromeritics,
modelo AccuPyc 1330. As andlises foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos
e de Calibracdo — LRAC, da Faculdade de Engenharia Quimica na Universidade Estadual

de Campinas.
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Figura 3.2- Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Fonte: Nascimento, 2012

3.1.6.2 Analisador de area superficial por adsorcao fisica (AF) - (ASAP)

A andlise de area superficial por adsorcao fisica foi realizada em aparelho da marca
Micromeritics, modelo ASAP 2010. As andilises foram realizadas no Laboratério de
Recursos Analiticos e de Calibracio — LRAC, da Faculdade de Engenharia Quimica da

Universidade Estadual de Campinas.

3.1.7 Caracterizacao dos enantiomeros

3.1.7.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

As andlises de dicroismo circular foram efetuadas num espectropolarimetro Jasco-720,
equipamento do Laboratorio de Espectroscopia do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas. Nos experimentos utilizou-se temperatura controlada de 20°C e
intervalo de comprimento de onda de 220 a 350 nm. As amostras foram medidas numa
cubeta de quartzo de 1 mm de espessura, com uma velocidade de 20 nm min" e caminho

optico de 0,5 mm.
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32 METODOS

A Figura 3.3 mostra o fluxograma esquemadtico da sequéncia de experimentos
realizados. Os experimentos foram divididos nas seguintes etapas: andlises com solucdes
diluidas, andlises com solu¢des concentradas, caracterizacdo morfoldgica e térmica dos
enantidmeros e do farmaco racémico e andlise da atividade bioldgica dos enantidmeros e do
farmaco racémico. As andlises com solucdes diluidas forneceram os parametros necessarios
para as andlises com solucdes concentradas. A partir dos pardmetros obtidos com solugdes
concentradas foi possivel adaptar o Método das Injecdes Empilhadas para a obten¢do dos

enantidmeros puros.

Figura 3.3 — Fluxograma dos experimentos realizados
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3.2.1 Desenvolvimento da separaciao cromatografica

O estudo da separacdo cromatogrifica do secnidazol racémico foi realizado com
injecdes da solucdo de secnidazol racémico a 0,5 mg mL™ na fase mével. A fase mével
utilizada foi uma propor¢ao de 60% de isopropanol e 40% de acetonitrila. Volumes de 20
pL foram injetados no sistema CLAE com coluna semipreparativa Chiralpak AD® de 100 x
10 mm, sob condic¢des isocréticas, a vazdo de fase mével de 1,0; 1,5; 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0,
e 5,0 mL min™ na temperatura de 25°C. E necessdria a utiliza¢io de diferentes vazdes para
a obten¢do dos parametros cromatograficos. As respostas das injecdes foram monitoradas
no detector de UV a 280 nm e os experimentos foram conduzidos em triplicata. A fase
movel, a fase estaciondria bem como os parametros de vazdo e temperatura foram

selecionados a partir dos estudos realizados por Nascimento (2012).

Com os valores de tempos de reten¢do obtidos para os enantiomeros, foi possivel
determinar os parametros cromatograficos de fator de retencdo (k;), fator de separagdo (o),
resolucdo (Rs) e numero de pratos tedricos (N) que foram determinados a partir das
Equacgoes 2.6 a 2.9, respectivamente. O TTBB, como ndo interage com a fase estaciondria,

foi utilizado para a obtengdo dos tempos de retengdo ?,,, indispensdvel para calculos dos

parametros cromatograficos, nas diferentes vazdes estudadas.

t.o— t
k, _r M (2.6)
tM
k2
a=—= 2.7)
kl
fo, —
Rs=1177 U = tw) (2.8)
Wy + Wy,
t 2
N = 5,545 a (2.9)
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3.2.1.1 Ordem de eluicao dos constituintes da mistura racémica
A ordem de elui¢do dos enantiomeros foi definida por meio da inje¢do de 20 uL de
uma solu¢do de secnidazol na forma racémica em concentragdes de 0,15 mg mL'l, vazao de
eluicdo 1,0 mL min™' de fase mével composta por isopropanol/acetonitrila (60/40%, v/v) e
temperatura de 25°C. A ordem de eluicdo foi avaliada por meio de um sistema de detec¢do
baseado em dicroismo circular (CD) e UV-Vis, com o comprimento de onda previamente
ajustado em 365 nm. Na aplicacdo do dicroismo circular, cada enantiomero fornece uma

resposta caracteristica, sendo esta com sinal positivo ou negativo.

3.2.2 Experimentos com solucdes diluidas

3.2.2.1 Caracterizacio da coluna cromatografica
A caracterizagdo da coluna cromatogréifica foi obtida por meio da realizacdo de
experimentos de injecdes no sistema cromatogrifico do composto 1,3,5-tri-terc-butil
benzeno (TTBB). Estes experimentos foram realizados com o intuito de verificar a

homogeneidade do recheio e determinar a porosidade total da coluna (&, ). O TTBB € uma

molécula relativamente pequena e nao € retida pela fase estaciondria, sendo capaz, portanto,
de se difundir ndo somente através do leito, mas também nos intersticios das particulas do

s6lido poroso.

O TTBB preparado em solugdo contendo 60% de isopropanol e 40% de acetonitrila.
Pequenos pulsos cromatograficos (20 uL) de solu¢des com concentragdo de 0,7 mg mL!
foram injetadas na coluna sob condig¢des isocraticas, apds um periodo de tempo necessario
para a estabilizacdo do sistema, a diferentes vazdes da fase mével (1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL
min-1). A temperatura do sistema foi mantida constante e igual a 25°C. As respostas dos

pulsos foram monitoradas pelo detector UV no comprimento de onda a 280 nm.

A determinagdo da porosidade total é baseada no método dos momentos. O tempo
de retencdo do TTBB permitiu a constru¢do das curvas do primeiro momento ( &) por

L/u, cujas inclinacdes fornecem os valores da porosidade total da coluna, como

apresentado pela Equacdo 2.4.
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L 1_8 tinj L tinj
,UZZ 1+ Tgp +2 =;‘9T+2 (24)

A porosidade da particula (&,) foi calculada a partir dos valores de massa

especifica do sdlido e do volume total de poros. A massa especifica foi determinada por
picnometria a gds e o volume total de poros pela técnica de adsor¢do de nitrogénio a 77 K.
A andlise de picnometria a gds hélio consiste na obten¢do do volume de um sdélido pela
redugdo de gis em uma camara de medida, causada pela presenca de um sélido. O gés hélio
penetra nas superficies irregulares e nos poros, o volume obtido e massa determinada

permitem o calculo da densidade real de um sélido.

Por meio da Equacdo 3.1, que provém das definicdes das porosidades, estima-se o

valor da porosidade do leito (& ).

&= €+(l-¢)s, 3.1

3.2.2.2 Determinacao das constantes de Henry (constante de adsorcao)

Para projetar as condi¢des operacionais do método adaptado de inje¢cdes empilhadas, é
necessdrio conhecer os pardmetros das isotermas do sistema. Como uma primeira
aproximacao, pode medir os parametros das isotermas lineares, vélidas para sistemas
diluidos. Estes parametros consistem nas constantes de Henry, que podem ser obtidas pelo
método do primeiro momento central (PEDEFERRI et al., 1999): As constantes de
adsor¢do foram determinadas utilizando o secnidazol racémico e as seguintes vazdes
utilizadas 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 3,5; 4,0 e 5,0 mL min'l, utilizando-se as Equagdes 2.1 e 2.3. Os
calculos sdo efetuados levando-se em consideracdo os dados experimentais dos tempos de
retencdo dos enantiomeros obtidos na determinacdo dos parametros cromatograficos e os

valores das porosidades do leito e da particula.

_ _ t. . — t. .
i =ty _L 1+[1—8jgp+[l—gj(l—gp)He +ﬂ=£ 1+[1—8jK + 2.1
1% & & 2 v & 2

em que
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K=¢,+(-¢,)He (2.3)

3.2.2.3 Determinacao da eficiéncia e parametros de transferéncia de massa

Os coeficientes de dispersdo axial (D,) e os pardmetros de transferéncia de massa
global (k,) sdo determinados a partir da solucdo racémica de secnidazol em diferentes

vazOes de fase movel.

Tomando-se dados experimentais obtidos, sdo calculados o nimero de pratos tedricos
(N,) e os valores de altura equivalente a um prato tedrico ( HETP ) através das Equagdes
2.9 e 2.10, respectivamente. Entdo, sdo construidos graficos de HETP em funcdo de u
(velocidade superficial) para ambos os enantiomeros e sdo realizados ajustes dos dados
tendo como base a equagcdo de van Deemter (Equacdo 2.11). A partir dos ajustes, sdo
determinados os valores dos coeficientes A, B e C da curva de van Deemter, podendo-se,

finalmente calcular os valores de D, e k, recorrendo-se as Equacdes 2.15 e 2.16,

respectivamente. O coeficiente B da equacdo de van Deemter € dado pela expressao:

B=2yD, (3.2)

cujos parametros (y, e D, ) ja foram definidos anteriormente.

3.2.2.4 Obtencao dos parametros para a técnica de injecao sequencial

A obtencdo dos enantiomeros foi realizada por meio de uma adaptacdo da técnica de
Injecdo Sequencial. Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com injecdes
manuais cujos tempos de coleta e injecdo foram obtidos a partir dos pardmetros
cromatograficos. Como o préprio nome sugere foram realizadas injecdes em sequéncia

visando a maior obten¢do de enantiomeros.
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Para determinar os tempos em que seriam injetados o racémico e coletados os
enantidmeros foi construido um algoritmo a partir dos dados de vazao, constante de Henry,
porosidades (total, leito e particula), comprimento e didmetro da coluna. O Unico pardmetro
que precisa ser fixado € o tempo que dura a injecdo. Com esses dados € possivel prever o
comportamento dos enantidmeros durante a interagdo com a fase estaciondria. A Tabela 3.1

apresenta os parametros utilizados para a determinacao dos tempos de injecdo e de coleta.

Tabela 3.1 — Parametros utilizados para obten¢do dos tempos de injecdo e coleta

Parametro Valor
Q Vazio (mL min'l) 1,0; 1,5;2,0; 2,5; 3,0;3,5e 4,0
He Constante de Henry R=0,768 ¢ S=4,484
Er Porosidade total 0,706
£ Porosidade do leito 0,435
& Porosidade da particula 0,479
L Comprimento da coluna (cm) 10
D Diametro da coluna (cm) 1
t Tempo de operacao (s) 15

Fonte: Valores calculados pela autora

Com os tempos de inje¢ao obtidos foi possivel simular o perfil cromatogréfico do

secnidazol por meio da injecdo sequencial (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Perfil cromatografico esperado para a obten¢do dos enantiomeros do

secnidazol
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Fonte: Elaborado pela autora

Os dados simulados sugerem uma separacdo eficiente sem contaminacdo dos

enantidmeros. Isso pode ser visto através da distancia entre os sinais cromatograficos.

3.2.3 Experimentos com solu¢oes concentradas

3.2.3.1 Determinacao das isotermas de equilibrio pelo método de analise frontal

As isotermas de equilibrio dos enantidbmeros do secnidazol foram determinadas a
partir das curvas de ruptura obtidas com solu¢des da mistura racémica de concentragdes
iguais a 0,02; 0,05; 0,10; 0,15 e 0,20 mg mL. As condi¢des cromatograficas utilizadas nos
experimentos, como o comprimento de onda, temperatura e vazio da fase mével, foram 398
nm, 25°C e 2,0 mL min™, respectivamente. A principio, a coluna foi equilibrada com a fase
movel sendo alimentada por uma das bombas do sistema de CLAE e o estado de equilibrio
foi observado quando a resposta do sistema de deteccdo se manteve invaridvel. Neste
momento foi programada uma repentina troca na alimentacdo do sistema, de forma que, a
segunda bomba veio a substituir a alimentagcdo da fase mdvel pela solu¢cdo de concentragdo

conhecida de secnidazol. Um volume continuo foi alimentado até a saturacdo da coluna,
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situacdo na qual a concentracdo na saida era a mesma da alimentagdo (etapa de adsor¢do).
Houve entdo mudanga para a bomba inicial de alimentacdo de fase modvel e assim se
manteve o experimento até a completa remo¢do do secnidazol da coluna (etapa de
dessor¢do). Este procedimento foi seguido para as diferentes concentragdes e a andlise da
resposta do sistema de deteccao possibilitou o cédlculo dos pontos da isoterma competitiva.
Curvas analiticas possibilitam a determinac¢do das concentracdes a partir da resposta do
detector. Os dados experimentais de equilibrio foram obtidos da frente de adsor¢do de cada

curva de ruptura de acordo com a Equacao 3.3.

Vi =V, —¢ ) -V, =V, )(Ci,pi —Ciy)
V s 3.3)

i

3.2.3.2 Obtencao dos parametros para o método adaptado de injecio empilhada

A partir do cromatograma apresentado na Figura 3.5, obteve-se o tempo de ciclo
(teiclo) bem como o tempo de coleta (t.,) dos enantidmeros, o tempo inicial (t;) foi marcado
na linha de base antes de comecar a surgir o sinal do primeiro enantidmero, ja o tempo final
(ty) foi marcado apds o sinal do segundo enantidmero atingir a linha de base. A diferenca
entre o tempo final e o tempo inicial € o tempo de ciclo. O tempo de coleta do componente
de interesse inicia no tempo inicial e vai até ao tempo em que o sinal da fragdo coletada
aproxima-se da linha de base, evitando-se sempre coletar préximo ao surgimento do sinal
do préximo componente para ndo ocorrer contaminagdes.

O tempo de ciclo e o tempo de coleta dos componentes da solucdo de sintese foram
calculados pelas Equagdes 3.3 e 3.4. Para isso, € necessdria a obtenc¢do dos parametros de

transferéncia de massa e das constantes de equilibrios.

t.=tr —t, (3.3)

t,—4o=t,=<t.+4c (3.4)

em que:



72

t; =t — 40’1 (35)

tf = t‘r.z + 40'1 (36)

Figura 3.5 — Obtencao do tempo de ciclo (t.) e do tempo de coleta (t.,)
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Fonte: Elaborada pela autora

Com esses tempos, foi possivel estabelecer uma programacido dos eventos de
injecdo empilhada. A concentracdo total da solu¢do de trabalho empregada nesses
experimentos foi de 1,0 g L. Esse valor foi utilizado para garantir que as bandas
cromatogrificas fossem tdo parecidas quanto possivel a uma curva gaussiana. Nessa
abordagem, foram realizados experimentos com 14 inje¢cdes empilhadas. Com os tempos de
ciclo e de coleta obtidos foi possivel simular o perfil cromatografico do secnidazol por

meio da injecdo empilhada (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Perfil cromatografico esperado para a obten¢do dos enantiomeros do

secnidazol
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Fonte: Elaborada pela autora

De acordo com os dados simulados € possivel identificar a aproximacdo dos sinais
cromatograficos. Isso caracteriza numa possivel contaminacdo dos enantidmeros,
comprometendo a pureza a ser alcancada.

Para comparar as técnicas de Injecdo Sequencial e Injecdo Empilhada foi

selecionado o tempo de 20 minutos conforme mostra a Figura 3.7.

Figura 3.7 — Comparacdo das técnicas de Inje¢do Sequencial e Injecdo Empilhada
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Ao aumentar a concentragdo ocorre a saturacdo da fase estaciondria, isso explica a
eluicdo de mais pontos na Injecdo Empilhada para um mesmo periodo de tempo. Com a
maior eluicdo hd uma aproximagdo dos sinais cromatograficos o que pode comprometer a

pureza dos enantiomeros obtidos.

3.2.4 Caracterizacao dos enantiomeros e do farmaco racémico

A caracterizacdo morfoldgica, estrutural e térmica dos enantiomeros e do farmaco
racémico foi desenvolvida nas instalagdes do Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibracdo — LRAC, da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de

Campinas.

3.2.4.1 Microscopia eletronica de varredura

A Microscopia eletronica de varredura (MEV) possibilita a interpretacdo da
morfologia das particulas e o Espectrometro de raios-X por energia dispersiva (EDS),
acoplado ao MEV, possibilita o mapeamento de elementos quimicos. Para a anélise de
MEV/EDS foi utilizado o equipamento Leo 440i Modelo EDS: 6070, da LEO Electron
Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra). As analises foram realizadas nas seguintes
condi¢Oes experimentais: voltagem de aceleragdo de 20 kV, corrente do feixe igual a 100
pA, e ampliacdes da superficie em 250, 500 e 1500 vezes. Previamente, as particulas foram
submetidas ao recobrimento com ouro pelo equipamento Sputter Coater EMITECH,

modelo K450 (Kent, Reino Unido).

3.2.4.2 Microscopia optica
Para obtencdo das micrografias foi utilizado um microscépio 6ptico, modelo
DMLM, da Leica (Cambridge, Inglaterra). As amostras dos enantidmeros e do farmaco

racémico foram analisadas com aumento da superficie em 50, 100 e 200 vezes.

3.2.4.3 Difracao de raios X
A DRX € uma técnica versitil e ndo destrutiva que revela informacao detalhada
acerca da composicdo quimica e da estrutura cristalografica de compostos naturais ou

sintetizados. O método de DRX foi usado para avaliar a estrutura cristalina das particulas
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dos enantidmeros e do farmaco racémico, com o emprego do equipamento da Philips
Analytical X Ray, modelo X Pert-MPD com radiacio Ka do cobre A=1,54056 A (Almelo,
Holanda). A faixa de varredura foi de 5-40°, passo de 0,2°, velocidade de 2° min'l,

voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA.

3.2.4.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
A identificagdo de grupos funcionais e interacdes moleculares foi feita por
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Foi
utilizado o equipamento Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700 (Madison, Estados

Unidos), no modo transmitancia, faixa 4000-400 cm'l, resolucdo 4 cm'l, SCAN 32.

3.2.4.5 Termogravimetria

A andlise termogravimétrica é uma técnica que consiste em monitorar a massa de
uma substincia em funcdo da temperatura. O experimento € realizado com atmosfera
controlada e com rampa de aquecimento previamente determinada. De acordo com Oliveira
et al. (2011) tal andlise pode ser empregada na caracterizacdo de farmacos para a
determina¢do de pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliagdo
da estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacdo. As
andlises termogravimétricas (TGA) das amostras foram realizadas em um sistema de
analisador  termogravimétrico TGA da  Mettler-Toledo, modelo TGA/DSCI1
(Schwerzenbach, Suiga), na faixa de 25 a 900°C, segundo uma taxa de aquecimento de

20°C/min em atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™".

3.2.4.6 Analise térmica diferencial e calorimetria exploratéria diferencial

Andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) sdo
técnicas capazes de caracterizar os efeitos de calor associados com alteragdes fisicas ou
quimicas da amostra. As curvas de DSC foram obtidas através de um sistema analisador
calorimétrico DSC da Mettler-Toledo, modelo DSC1 (Schwerzenbach, Sui¢a), na faixa de
25 a 300°C, segundo uma taxa de aquecimento de 20°C min"' em atmosfera de nitrogénio
com vazdo de 50 mL min™. J4 curva de DTA foi realizada em atmosfera de nitrogénio e

rampa de aquecimento de 25-900°C a uma taxa de aquecimento de 20°C min™.
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3.2.5 Atividade biologica

A andlise de atividade biolégica dos enantiomeros e do farmaco racémico foi
desenvolvida nas instalacdes do Laboratério Colecdo de Culturas Tropical da Fundagao

André Tosello.

3.2.5.1 Microrganismos
Para a verificacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de bactérias
gram-positiva Bacillus subtilis (CCT 0089 / ATCC 6633) e gram-negativa Escherichia coli
(CCT 1457 1 ATCC 9027).

3.2.5.2 Teste de halo de inibicao

A avaliacio de sensibilidade antimicrobiana do fidrmaco racémico e dos
enantidmeros contra as cepas de bactérias selecionadas para este estudo foi determinada
usando método de difus@o em dagar. Placas de petri descartdveis (90 x15 mm) contendo o
meio de cultura Muller Hinton (Difco®) foram preparadas, nas quais 0,1 mL dos inéculos
de B. subtilis e E. coli foram espalhados sobre a superficie do meio com o auxilio de alca
esterilizada. Pocos de 8 mm de didmetro foram confeccionados no dgar. Trés solugdes
foram testadas em cada placa. As placas foram incubadas por 24 h a 30 e 35°C, para os
microrganismos B. subtilis e E. coli, respectivamente. Para cada amostra e cada
microrganismo, foram obtidos trés valores (triplicada de resultados) e destes, obtidos a
média de resultado para o teste. Geralmente, o agente antimicrobiano difunde-se no dgar e
inibe a germinagdo e o crescimento do microrganismo de teste e, em seguida, os didmetros
das zonas de crescimento de inibicdo sdo medidos. O diametro do halo de inibicdo foi

mensurado com auxilio de um escalimetro.

3.2.5.3 Determinacio da concentracao inibitéria minima (CIM)
A CIM foi determinada por meio da técnica da microdilui¢do de acordo com a
Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Dilui¢do para

Bactéria de Crescimento Aerdbico do Nacional Committee for Clinical Laboratory
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Standards (WIKLER, 2006). Para tanto foram utilizadas placas de microdiluicio de 96

pogos, com fundo em forma de “U”.

3.2.5.4 Determinacao da concentraciao bactericida minima (CBM)

A CBM foi definida como a menor concentragdo do farmaco que impediu o

crescimento visivel do subcultivo, ou seja, que foi capaz de eliminar o microrganismo.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41 METODO ANALITICO PARA A SEPARACAO CROMATOGRAFICA

4.1.1 Determinacao do espectro de absorcao do secnidazol

O desenvolvimento da metodologia de separacdo foi iniciado com a realizacdo de
uma varredura no espectro UV-Vis de uma solu¢do da mistura racémica de secnidazol, para
verificacdo do comprimento de onda de mdaxima absor¢do. O valor de 320 nm foi

encontrado como maximo de absorc¢do para o secnidazol (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Espectro de absor¢@o da solu¢do de secnidazol racémico. (Concentragao
secnidazol 2,0 mg/L, fase mdvel isopropanol:acetonitrila, 60:40% v/v a 25°C)
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Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados comprimento de onda na faixa
de 280 a 370 nm, que € a faixa de identificacdo do farmaco.

4.1.2 Selecao da fase mével e da fase estacionaria

A fase estaciondria quiral tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e a fase mével
composta de 60% de isopropanol e 40% de acetonitrila foram selecionadas com base nos
estudos realizados por Nascimento (2012). O cromatograma da separacdo estd ilustrado na

Figura 4.2.

Figura 4.2 — Cromatograma do secnidazol racémico em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna analitica Chiralpak® AD (150 x 4,6 mm, 10 pym). Cyisura= 0,15
mg mL'; Q= 1,0 mL min™'; Temperatura= 25°C ; Volume injecio = 20 uL e A = 320 nm
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4.1.3 Ordem de eluicao

A determina¢do da ordem de eluicdo foi realizada num detector de dicroismo
circular (CD) em série com um detector UV-Vis. Foi possivel detectar os dois sinais dos
picos formados pelo CD e UV-Vis, onde se verificou que o primeiro e o segundo pico
correspondem aos enantiomeros (-)-secnidazol e (+)-secnidazol, respectivamente. Essa

verificacdo foi realizada por meio da disposi¢ao dos pulsos cromatograficos obtidos. Dessa
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forma, de acordo com as andlises da configuracdo absoluta reportadas por Tian et al. (2003)

podemos concluir que se tratam do R-(-)-Secnidazol e S-(+)-Secnidazol.

Figura 4.3- Perfil de eluicao dos enantidmeros do secnidazol em fase mével 60%

isopropanol e 40% acetonitrila e coluna analitica Chiralpak® AD (150 x 4,6 mm, 10 pm).

Chistura= 0,15 mg mL'l; Q=1,0mL min'l; Temperatura= 25°C; Volume injecdo =20 uL e

Resposta de Detector CD (uV) x 107

Comprimento de onda (A) = 365 nm
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O comprimento de onda foi selecionado para melhor resolucdo no detector CD, por

isso utilizou-se 365 nm. Quando um composto tem cromatograma de absorbancia UV

semelhante ao CD a divisdao forma uma linha plana confirmando que no sinal em questao

ha somente um isOmero e a separacao por coluna quiral foi eficiente. Desta forma, podemos

concluir que a separacdo do secnidazol nas condi¢cdes propostas obteve excelente efici€éncia

haja vista que o cromatograma de absorbancia UV ¢ idéntico ao CD.
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42 PARAMETROS DA SEPARACAO SEMIPREPARATIVA - SOLUCOES
DILUIDAS
4.2.1 Cromatogramas

As resolugdes do composto nao retido TTBB e da mistura racémica do secnidazol
foram determinadas a diferentes vazdes de fase movel. A Figura 4.4 apresenta o perfil de

eluicdo do composto inerte TTBB. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 4.4 — Cromatograma do composto inerte TTBB em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um). Crrgp=
0,50 mg mL'l; Q=1,0mL min'l; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 20 uL e A =280

nm
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A Figura 4.5 apresenta o perfil de eluicdo do secnidazol racémico.

Figura 4.5 — Cromatograma do secnidazol racémico em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 pym). Cpistura=
0,50 mg mL'l; Q=1,0mL min‘l; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 20 uL e A = 280
nm
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O cromatograma apresentado corresponde a uma inje¢do do farmaco racémico no
cromatégrafo. Essa injecdo também pode ser denominada como pulso cromatografico. A
partir dessas injecdes, com vazdes de fase modvel distintas, sdo obtidos os parametros
cromatograficos. O comprimento de onda com méximo de absorcdo no UV-Vis encontrado
para o secnidazol é de 320 nm. Dessa forma os experimentos foram conduzidos em um
comprimento de onda menor para evitar que, ao utilizar concentragdoes maiores do

farmaco, houvesse um “estouro” no sinal cromatografico.

4.2.2 Determinacao dos parametros cromatograficos de separacao

Os parametros cromatograficos foram determinados a partir de injecoes de solucao
do secnidazol racémico para a faixa de vazao da fase movel estudadas. Foram determinados

os fatores de retencdo, fatores de separacdo, resolucdo e nimero de pratos.

A Tabela 4.1 apresenta os valores dos parametros cromatogréaficos para a mistura
racémica do secnidazol a diferentes vazdes de fase movel a 25°C. Os fatores de retencdo e
de separacao e a resolucdo foram calculados a partir das Equacdes 3.1, 3.2 e 3.3,

respectivamente.
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Tabela 4.1 — Parametros cromatograficos para os enantidmeros do secnidazol para cada

vazao estudada na temperatura de 25°C

Vazao (mL min'l) KR-sec Ks._sec a Rg
1,0 0,1995+0,0003 1,6146+0,0003 8,093+0,014 6,994+0,010
1,5 0,2000£0,0003 1,6137+0,0043 8,068+0,016 6,079+0,010
2,0 0,2003£0,0004 1,6138+0,0034 8,058+0,018 5,446+0,010
2,5 0,2004+0,0003 1,6122+0,0020 8,044+0,022 4,968+0,006
3,0 0,2006+0,0001 1,6121+0,0050 8,035+0,027 4,603+0,006
3,5 0,2003+0,0003 1,6104+0,0034 8,040+0,016 4,308+0,005
4,0 0,1993+0,0005 1,6021+0,0032 8,038+0,030 4,057+0,009
5,0 0,1991+0,0007 1,5986+0,0054 8,030+0,030 3,668+0,007

A seletividade ou fator de separacdo (o) apresentou valores em torno de 8,00 o que
segundo OKAMOTO e IKAI (2008), retrata uma completa separacao dos enantidomeros em
colunas quirais baseadas em polissacarideos, visto que o valor minimo exigido é de 1,20.
Pode-se observar que a resolucio (Rs) diminuiu com o aumento da vazdo de fase movel e
apresentou valores entre 6,99 e 3,66. Segundo Collins et al. (2006), quando R¢=1, as duas
bandas sdo razoavelmente separadas com somente 2% de superposi¢cao. Maiores valores de
resolucao indicam melhor separacdo: R¢=1,25 € suficiente para fins quantitativos e R¢>1,5

indica separagdo completa.

4.2.3 Determinacao da porosidade total, do leito e das particulas

A porosidade total da coluna semipreparativa Chiralpak® AD foi determinada por
meio do método dos momentos de acordo com a Equacdo 3.1. O composto inerte utilizado
foi o TTBB. A Figura 4.6 apresenta a relacdo linear para a determinacdo da porosidade

total.
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Figura 4.6 — Porosidade total da coluna semipreparativa Chiralpak AD (100 x 10 mm)

L/u (min)

O coeficiente angular da Figura 4.6 forneceu a valor de 0,704 para a porosidade
total. O coeficiente de correlacdo da reta resultou em 0,9999, esse coeficiente normalmente
€ elevado na determinacdo da porosidade total uma vez que ndo hi efeitos da adsor¢do no
tempo de retengdo do inerte.

A porosidade da particula (&, ) foi calculada a partir dos valores de densidade do
solido e do volume total de poros. A densidade foi determinada pelo método de picnometria

a gis e o volume total de poros pela técnica de adsorcao de nitrogénio a 77 K.

A Tabela 4.2 apresenta o valor da densidade real obtido na anélise por picnometria a

gas hélio.

Tabela 4.2 — Andlise por picnometria a gas hélio

Dados
Numero de Corridas 10
Massa de amostra (g) 4,3865

Massa especifica da amostra (média) (g (em®™?)  1,8541
Desvio padrao da densidade (g (cm3)‘1) 0,0008
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A andlise de adsor¢do/dessor¢do de N, para a fase estaciondria tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose foi realizada pelo método BET e BJH. Os resultados

estao ilustrados na Tabela 4.3:

Tabela 4.3 — Resultados da andlise de adsor¢do/dessorcao de No.

Smicroporos Vmicgop(nlros Dt:)tal
(m’g") (em” g") (&)
12,9669 0,4623 142,5941

De acordo com a Tabela 2.2, a fase estaciondria analisada enquadra-se em materiais
de mesoporos. Esta classificacdo determina o nivel de acessibilidade de interpenetracdo do
adsorbato na superficie interna do adsorvente, portanto quanto maior a acessibilidade nos

poros da fase estaciondria maior também as dreas com sitios ativos.

As isotermas obtidas por meio da andlise de adsorc¢do/dessor¢do de N, estdo

representadas na Figura 4.7.

Figura 4.7 — Isotermas de adsorcdo e dessor¢cao de N,
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A isoterma € fun¢do do efeito do tamanho do poro sobre o fendmeno de adsorcao.
De acordo com a classificac@o, as isotermas ilustradas correlacionam com a isoterma do

Tipo 111 (Figura 2.9), cuja caracteristica € a adsor¢dao em multicamadas.

De posse dos dados analisados foi possivel calcular a porosidade da particula de

acordo com a equagao:

4.1)

e |.u‘:

O valor calculado da porosidade da particula (£g) foi de 0,479. Por meio da Equacao

3.1, que provém das defini¢cOes das porosidades, estima-se o valor da porosidade do leito

(¢).

g = ¢+(-¢8)¢, 3.1

A Tabela 4.4 apresenta os valores das porosidades obtidas:

Tabela 4.4 — Caracterizacdo da coluna

Porosidade Total (£7) 0,704
Porosidade da Particula (&, ) 0,479
Porosidade de Leito (&) 0,432

4.2.4 Determinacao das constantes de Henry (constante de adsorcao)

As constantes de Henry (He) para os enantidmeros do secnidazol foram obtidos

pelo método do primeiro momento central. Os valores encontrados de acordo com a Figura
4.8 e Tabela 4.5, comprovam que o R-secnidazol possui baixa afinidade pela fase

estaciondria, uma vez que apresenta valores de He seis vezes menores que o S-secnidazol.
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Figura 4.8 — Obtencdo das constantes de Henry para os enantidmeros do secnidazol

t, (min)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
L/v (min)

Tabela 4.5 — Valores de K, da constante de Henry e de R’

R-Sec S-Sec
K 0,879 2,815
He 0,768 4,484
R® 0,999 0,999

4.2.5 Determinacio da eficiéncia e parametros de transferéncia de massa

A eficiéncia da separacdo da coluna cromatografica pode ser avaliada a partir de

uma andlise detalhada da HETP , que € determinada a partir do nimero de pratos (N). A
Tabela 4.6 expde os valores de N nas faixas de vazdes estudadas. Os valores de N

alcangados revelam alta eficiéncia de separacdo da coluna, destacando os valores superiores
a 2100 (R-sec) e 1200 (S-sec) para a vazao de 1,00 mL min-1. Segundo Snyder e Kirkland

(2010), geralmente, baixos valores de HETP (consequentemente altos valores de N) sdo

alcancados em colunas empacotadas com particulas relativamente pequenas sob baixa

vazio de fase mdvel e altas temperaturas de separacao.
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Tabela 4.6 — Ntuimero de pratos em diferentes vazdes

Q (mL min™) Ng—sec Ns_cec
1,0 2171 1201
1,5 1716 896
2,0 1403 715
2,5 1179 594
3,0 1011 511
3.5 887 448
4,0 788 399
5,0 639 329

A partir dos valores apresentados na Tabela 4.6, a Equacgdo 2.10 foi utilizada para o
calculo dos valores de HETP. A Figura 4.9 mostra a dependéncia da HETP com a

velocidade superficial de escoamento da fase movel (v) (grafico de van Deemter) para os

enantidmeros R-(-) e S-(+), respectivamente.

Figura 4.9 - Curva de van Deemter para os enantiomeros R-(-)-sec e S-(+)-sec a 25°C
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Os coeficientes linear e angular das retas apresentadas na Figura 4.9 representam os
parametros A e C da equacdo de van Deemter (Equacdo 2.14), respectivamente. Seus
valores para os dois enantidmeros, juntamente com o0s respectivos coeficientes de

correlagdo das retas, estdo indicados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Parimetros A e C da equacdo de van Deemter para os enantiomeros do

secnidazol
R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol
Ax10°(cm) C x 10’ (min) R’ Ax10°(cm) C x 10" (min) R’
1,67 5,11 0,99 2,91 1,02 0,99

A partir dos dados dos parametros de van Deemter, A e C, apresentados na Tabela

4.7 foram calculados os valores dos coeficientes de dispersdo axial (D.p/v) e de

transferéncia de massa global (&, ), por meio das Equacdes 2.15 e 2.16 que sdo mostrados

na Tabela 4.8.

Tabela 4.8—Valores de D; /v e k, obtidos a partir da anélise dos momentos para os

enantiomeros do secnidazol

Di/v (cm?s™) Km (s

R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol

1,670 x 10 2910x 107 9,741 3,278

Os valores de D; /v estimados para os enantidmeros apresentam valores préximos,

mostrando que ndo hd distincdo entre os mecanismos de dispersdo sofridos por cada

enantidomeros na direcdo axial. O valor de k, é maior para o R-(-)-secnidazol sugerindo

que a resisténcia a transferéncia de massa é menor para esse enantidmero.
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4.2.6 Obtencao dos enantiomeros por meio da técnica de injecao sequencial

A partir dos parametros cromatograficos e com o tempo de operacdo fixado em 15
segundos, foram obtidos os tempos de injecdo do racémico e coleta dos enantidmeros R e

S-secnidazol.

Tabela 4.9—Tempos de injecdo do racémico e coleta dos enantidmeros

R-Secnidazol S-Secnidazol

to (min) t; (min) to (min) t; (min)
04:00 05:00 08:06 11:18
11:36 16:36 19:42 22:54
23:12 28:18 31:18 34:30
34:48 39:54 42:54 46:12
46:24 51:30 54:36 57:48
58:00 1:03:06 1:06:12 1:09:24
1:09:36 1:14:42 1:17:48 1:21:00

Para obten¢do dos enantiomeros foram realizadas dez corridas de 81 minutos com
seis injecdes sequenciais. A Figura 4.10 apresenta o perfil cromatogréfico do secnidazol por
meio da injecdo empilhada. A Figura 4.11 compara o resultado simulado com o

cromatograma obtido.



Figura 4.10 — Injecao sequencial do secnidazol em fase mével 60% isopropanol e 40%

91

acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 uym). C= 0,70 mg

mL'l; Q=1,5mL min'l; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 20 uL e A =280 nm
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Figura 4.11 — Comparacdo entre os dados calculados e a inje¢do sequencial obtida
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Como esperado, por se tratar de solucdes diluidas, a injecdo empilhada do
secnidazol seguiu o comportamento esperado pelos dados simulados. O R-secnidazol por
nao ter muita afinidade com a fase estaciondria apresenta um comportamento mais préoximo
com o simulado. E possivel observar que o sinal cromatografico do S-secnidazol apresenta
uma pequena dispersdo no inicio da adsor¢do com a fase estaciondria (Figura 4.12). Essa
dispersdo provavelmente pode comprometer a pureza dos enantidmeros mesmo com a

eficiente separacao obtida.

Figura 4.12 — Dispersdo no sinal cromatografico do enantiomero S-secnidazol
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Por se tratar de um método adaptado a obten¢do dos enantidbmeros € realizada
manualmente. Assim que o detector sinaliza a passagem do enantidmeros pelo sistema

comeca a coleta na linha de descarte (Figura 4.13).
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Figura 4.13 — Coleta dos enantiomeros do secnidazol
e Injetor

Quando o S-secnidazol € detectado essa linha de
descarte € transferida para o frasco respectivo.
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Fonte: Elaborado pela autora
As purezas dos enantidomeros coletados foram avaliadas através da andlise
cromatogrifica, sendo considerada a area do sinal cromatografico. Foram alcancadas

purezas de 99,79% para o R-secnidazol e 99,68% para o S-secnidazol (Figuras 4.14 e 4.15).

Figura 4.14 — Pureza enantiomérica do R-secnidazol em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um). Q=2,0
mL min™"; Temperatura= 25°C; Volume injecao = 600 uL e A =320 nm
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Figura 4.15 — Pureza enantiomérica do S-secnidazol em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 uym). Q=2,0
mL min'; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 600 uL e A =320 nm
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Por se tratar de solu¢des muito diluidas, as andlises de pureza foram realizadas com
volume maior de injecdo (600 uL) e maior comprimento de onda (320 nm). A injecdo
sequencial mostrou-se uma técnica bastante eficiente para a obtencdo de enantiomeros do
secnidazol com elevado grau de pureza. O comportamento do farmaco seguiu o modelo
proposto, € como era esperado houve contaminacdo desprezivel dos enantidmeros, que
mantiveram pureza acima de 99%. E importante ressaltar que a eficiéncia da técnica se
deve ao fator de separacdo alcancado na separacdo. Para fairmacos com tempos de retencao
muito proximos essa técnica ndo € recomendada, pois mesmo se tratando de solugdes
diluidas, haveria grande possibilidade de maior contaminacio dos enantidmeros.

Para verificar o impacto dessa contamina¢gdo foram determinados os limites de
deteccao e quantificacdo, dispostos no Apéndice A.

A Tabela 4.10 apresenta a concentracdo dos contaminantes bem como os limites de

deteccao e quantificagdo dos enantiomeros.
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Tabela 4.10—Concentragcao dos contaminantes e limites de detec¢do e quantificacdo dos

enantidmeros
R-secnidazol S-secnidazol
Concentracao Limite Limite Concentracao Limite Limite
contaminante deteccao quantificacdo | contaminante deteccao quantificacio
0,00033 0,0088 0,0293 0,00021 0,0113 0,0378
mg mL" mg mL" mg mL" mg mL" mg mL" mg mL"

Como demonstrado a concentracdo dos contaminantes estd bem abaixo do limite de
deteccdo, portanto a pureza obtida estd dentro do esperado para produtos farmacéuticos,

comprovando a eficiéncia da técnica empregada.

43 PARAMETROS DA SEPARACAO SEMIPREPARATIVA - SOLUCOES
CONCENTRADAS

4.3.1 Isotermas de adsorcao

A partir das curvas de isotermas de adsor¢do, pode-se obter informacdo a respeito
do equilibrio que se estabelece para os enantiomeros, entre as fases mével e estaciondria,
durante a passagem pelo leito recheado. Os experimentos para obtencdo das isotermas
foram realizados utilizando-se o método da andlise frontal, na temperatura de 25°C e vazao
de 2,00 mL min’! com as concentracoes de 0,50; 2,50; 5,00 e 7,50 mg mL! A Figura 4.16
mostra o grafico de Scatchard (g /c versus ¢ ) dos enantidomeros do secnidazol. Dado a sua
linearidade, o modelo de Langmuir foi diretamente correlacionado aos dados

experimentais.
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Figura 4.16- Grafico de Scatchard dos enantidmeros do secnidazol. FEQ Chiralpak® AD,
FM= 60% IPA ¢ 40% ACN, T =25°C, A= 380 nm e Q= 1,00 mL min'l.(l) R-(-) e (O) S-(+)
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As isotermas de Langmuir obtidas para os enantidmeros do secnidazol sao

apresentadas na Figura 4.17.

Figura 4.17- Isotermas de adsor¢do dos enantidmeros do secnidazol obtidas pelo método
da andlise frontal. FEQ Chiralpak® AD, FM= 60% IPA e 40% ACN, T = 25°C, A= 380 nm
e Q= 1,00 mL min". (m) R-(-) e (0) S-(+)
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A concentragdo de soluto adsorvida na fase estaciondria (¢ ) em equilibrio com a
concentracdo de soluto na fase moével (¢ ) foi calculada pela Equacdo 2.17. Os parametros
do modelo de Langmuir, constantes de equilibrio (a e b ) e capacidade de saturacdo da fase

estaciondria (g, ), estdo apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11- Parametros do modelo de Langmuir

a b(mLmg') ¢, (mgmL") R’

R-(-)-secnidazol 24,956+2,340 0,243+0,055 102,659+2,340 0,9933
S-(+)-secnidazol 23,180+2,748 0,353+0,085 65,684+2,748 0,9887

Os resultados obtidos para o valor da capacidade de saturacdo da FEQ comercial
Chiralpak® AD estdo de acordo com os dados reportados na literatura (23,60 — 177,90 mg
mL") (MIHLBACHLER et al., 2002).

4.3.2 Obtencao dos enantiomeros por meio do método adaptado de injecido

empilhada

A partir dos parametros cromatograficos foram obtidos os tempos de injecdo do

racémico e coleta dos enantiomeros R e S-secnidazol.
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Tabela 4.12-Tempos de inje¢ao do racémico e coleta dos enantiomeros

R-secnidazol Injecao S-secnidazol
to (min) t; (min) t (min) to (min) t; (min)
2:56 4:00 5:56 6:04 8:38
8:49 9:53 11:49 11:56 14:31
14:41 15:46 17:41 17:49 20:23
20:34 21:38 23:34 24:42 26:16
26:27 27:31 29:26 30:35 32:08
32:19 33:24 35:19 36:27 38:01
38:12 39:16 41:12 41:20 43:53
44:06 45:12 47:06 47:12 49:48
50:00 51:00 53:00 53:06 55:42
55:48 56:54 58:08 59:00 61:30
61:42 62:48 64:42 64:48 67:24
67:36 68:42 70:36 70:42 73:18
73:30 74:30 76:30 76:36 79:12
79:18 80:24 82:18 82:30 85:00
85:12 86:18 88:12 88:24 90:54
91:06 92:12 94:06 94:12 96:48

Para obten¢do dos enantidmeros foram realizadas 10 corridas de 97 minutos com 14
injecOes empilhadas. A Figura 4.18 apresenta o perfil cromatogréafico do secnidazol por

meio da injecdo empilhada.



Figura 4.18 — Injecao empilhada do secnidazol em fase mével 60% isopropanol e 40%
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acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 pm). C= 1,00 mg

mL'l; Q=2,0mL min'l; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 50 uL e A =320 nm
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A Figura 4.19 compara o resultado simulado com o cromatograma obtido.

Figura 4.19 — Comparacao entre os dados calculados e a inje¢ao sequencial obtida
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A injec¢do empilhada também reproduziu o comportamento esperado com os dados

simulados. Diferente da injecdo sequencial, os sinais cromatograficos dos enantidmeros
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ficaram muito préximos, o que com certeza ird comprometer a pureza dos mesmos. Apesar
de trabalhar com solugdes concentradas os sinais cromatograficos ndo apresentaram a
dispersdo ocorrida na inje¢do sequencial. As purezas dos enantiomeros coletados foram
avaliadas, como sendo de, aproximadamente, 96,31% para o R-secnidazol e 85,44% para o
S-secnidazol (Figuras 4.20 e 4.21). A pureza obtida € considerada baixa por se tratar de

insumos farmacéuticos.

Figura 4.20 — Pureza enantiomérica do R-Secnidazol em fase mével 60% isopropanol e
40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um). Q= 2,0
mL min"'; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 600 puL e A = 320 nm
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Figura 4.21 — Pureza enantiomérica do S-secnidazol em fase mével 60% isopropanol e

40% acetonitrila e coluna semipreparativa Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 uym). Q=2,0

mL min'; Temperatura= 25°C; Volume injecdo = 600 puL e A = 320 nm
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Conforme ja havia sido previsto nos modelos simulados, a aproximacio dos sinais

cromatograficos comprometeu a pureza dos enantidmeros obtidos pela técnica de Injecao

Empilhada. Dessa forma, pode-se afirmar que a Injecio Sequencial € a técnica

recomendada para a obtencao dos enantidmeros do secnidazol com elevado teor de pureza.

A Tabela 4.13 apresenta a concentracdo dos contaminantes bem como os limites de

deteccao e quantificacdo dos enantiomeros.

Tabela 4.13—Concentra¢do dos contaminantes e limites de detec¢do e quantificacdo dos

enantidmeros
R-secnidazol S-secnidazol
Concentracao Limite Limite Concentracao Limite Limite
contaminante deteccao quantificacdo | contaminante deteccao quantificacao
0,0030 0,0088 0,0293 0,005 0,0113 0,0378
mg mL" mg mL mg mL" mg mL" mg mL™ mg mL™

Apesar da concentracdo dos contaminantes ser bem maior do que na técnica de

Injecdo Sequencial, ela ainda estd abaixo do limite de deteccdo.



102

44 CARACTERIZACAO DOS ENANTIOMEROS

4.4.1 Espectroscopia de dicroismo circular dos enantiémeros

As correntes de R-secnidazol e S-secnidazol foram coletadas durante todos os ciclos
das injecdes sequencial e empilhada. Todo o volume coletado foi evaporado em um
rotaevaporador. Os enantidmeros obtidos foram entdo diluidos em isopropanol para a

determinac¢ao da espectroscopia de dicroismo circular.

O dicroismo circular (CD) é uma técnica particularmente util para o estudo de
moléculas quirais, tais como proteinas e carboidratos, que possuem unidades opticamente
ativas. Quando tais moléculas interagem com a luz circularmente polarizada provocam uma
alteracdo na luz incidente. O fendmeno do dicroismo circular consiste da absorcdo
diferencial da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita por essas moléculas
quirais. Os resultados da atividade Optica dos enantidmeros foram colocados em um

grifico em fun¢do do comprimento de onda (Figuras 4.22 e 4.23). Os dados obtidos pelos

espectrdmetros sdo em termos de elipcidade (&), expressos em milidegrees (mdeg).

Figura 4.22- Anadlise de dicroismo circular do R-secnidazol
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Figura 4.23- Analise de dicroismo circular do S-secnidazol

35

30 1
25 1

20 1

(6) (mdeg)

T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de Onda (nm)

O CD € a mais sofisticada das técnicas quirdpticas, pois realiza medidas de rotagcdo
e absorbancia simultaneamente. A técnica é baseada na diferenca apresentada pelos
enantidmeros na absorcdo de ondas eletromagnéticas circularmente polarizadas. Como
ambos enantidmeros apresentam um espectro bem definido podemos afirmar que o R trata-
se do (-)-secnidazol e o S do (+)-secnidazol. Por meio dos resultados obtidos podemos

afirmar que os produtos obtidos sdo realmente o par enantiomérico do secnidazol.

4.4.2 Microscopia eletronica de varredura

O principio de um microscopio eletronico de varredura (MEV) consiste em utilizar
um feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra. Dessa
forma fornece informagdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de
uma amostra sélida (DEAVID, 2007). As fotomicrografias do secnidazol racémico e seus

enantidmeros estdo ilustradas nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26.
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Figura 4.24- Fotomicrografias obtidas em microscépio eletronico do secnidazol racémico
em temperatura ambiente: a) ampliacdo 250 x b) ampliacéo 500 x ¢) ampliagdo 1500x
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Figura 4.25- Fotomicrografias obtidas em microscépio eletronico do enantiomero R-
secnidazol em temperatura ambiente: a) ampliagdo 250 x b) amplia¢dao 500 x ¢) ampliacio
1500x
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Figura 4.26- Fotomicrografias obtidas em microscépio eletronico do enantidmero S-

secnidazol em temperatura ambiente: a) ampliagdo 250 x b) ampliacdo 500 x ¢) ampliagdao

1500x
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Por meio das fotomicrografias é possivel verificar que os enantidmeros apresentam
diferencas em suas estruturas morfolégicas. Os cristais formados pelo R-secnidazol
parecem ser “mais longos” e com forma mais definida que os do S-secnidazol. E
reconhecido que a morfologia pode influenciar a atividade bioldgica dos farmacos, pois
afeta os arranjos e conformacdes de moléculas no estado sélido. Contudo € preciso um
estudo mais aprofundado para essa influéncia o que ndo estd na competéncia de pesquisa

desta Tese.

4.4.3 Microscopia optica

Um microscopio optico, também conhecido como fotomicroscopio, emprega uma
ou uma série de lentes para ampliar imagens de amostras pequenas com luz visivel. As
fotomicrografias do secnidazol racémico e seus enantiomeros estdo ilustradas nas Figuras

4.27,4.28 € 4.29.
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Figura 4.27- Fotomicrografias obtidas em microscépio 6ptico do secnidazol racémico em
temperatura ambiente: a) ampliacdo 50 x b) ampliacdo 100 x ¢) ampliacdo 200 x

3

Figura 4.28- Fotomicrografias obtidas em microscépio Optico do enantidmero R-
secnidazol em temperatura ambiente: a) ampliacdo 50 x b) ampliacdo 100 x ¢) ampliagdo
200 x
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Figura 4.29- Fotomicrografias obtidas em microscépio 6ptico do enantidmero S-secnidazol

em temperatura ambiente: a) ampliacao 50 x b) ampliacdao 100 x ¢) ampliagdo 200 x

23 17 ; ’ ‘1:4

Com as andlises de microscopia Optica pode-se confirmar as diferencas
morfoldgicas dos enantiomeros, que ja haviam sido vistas nas andlises de MEV.
Novamente visualizamos cristais maiores € com uma estrutura definida (retangular) para o

R-secnidazol.

4.4.4 Difracao de raios-X

Dentre as varias técnicas de caracterizacdo de substincias farmacéuticas, a técnica
de DRX é a mais indicada na determinacdo de fases cristalinas presentes em farmacos
(BERNARDI et al,. 2013). Isto é possivel porque na maior parte dos sélidos (cristais), os
atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por distancias da mesma ordem
de grandeza dos comprimentos de onda dos raios-X (ALBERS et al., 2002). A Figura 4.30
apresenta a comparagdao do secnidazol racémico com os dados de secnidazol padrdao da

biblioteca do equipamento de DRX.
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Figura 4.30- Espectro de difragcdo de raios-X do secnidazol racémico comparando com o

padrao (biblioteca do equipamento)
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E possivel afirmar que o farmaco racémico em anélise é o secnidazol, pois apresenta
espectro idéntico ao do padrdo. A Figura 4.31 apresenta os padroes de difracdo dos

enantiomeros R e S-secnidazol em comparagdo ao secnidazol racémico.
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Figura 4.31- Espectro de difracdo de raios X dos enantidmeros R e S-secnidazol

comparando com o secnidazol racémico
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Tanto para o R quanto para o S-secnidazol podem ser identificadas diferengas que
os caracterizam como uma nova forma cristalina. Para o R-secnidazol (Figura 4.31 A)
observam-se pequenos deslocamentos em vdrias reflexdes, porém a evidéncia mais
relevante da mudanca estrutural estd no aparecimento da reflexdo bem intensa em ~14,0°.
Para o S-secnidazol (Figura 4.31 B) além dos pequenos deslocamentos observados em
vdrias reflexdes, a evidéncia mais relevante da mudanca estrutural estd no desaparecimento
da reflexdo em ~17,5°. Estes resultados demonstram que apds a separagdo enantiomérica,
os enantiomeros se recristalizam numa nova forma, confirmando o cardter polimoérfico
desse composto. Dessa forma podemos concluir que os espectros de difracdo apresentados

na Figura 4.31 C se referem a trés estruturas distintas.
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4.4.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) é uma das
técnicas que permitem obter informacdes sobre a estrutura molecular e ligacdes quimicas
das substancias. A radiacdo no infravermelho atravessa a amostra a ser analisada, a
radiacdo transmitida é comparada com aquela transmitida na auséncia de amostra. O
espectrometro registra o resultado na forma de uma banda de absorcdo, fornecendo
evidéncias da presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido a intera¢do
das moléculas ou dtomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibracdo
molecular. A radiacdo no infravermelho faz com que dtomos e grupos de dtomos de
compostos organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligagdes covalentes

que os ligam (SILVERSTEIN, 2000). A andlise de FT-IR do secnidazol racémico esta

apresentado na Figura 4.32.

Figura 4.32- Espectro de FT-IR do secnidazol racémico

70

Transmitancia (%)

3134

T T T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600

Comprimento de onda (1/cm)

Tendo como referéncia os dados da literatura em relagdo a Figura 4.32 pode-se
observar que a primeira banda do espectro em 3510 1/cm se trata do estiramento O-H. A
banda 2872 é caracteristica do estiramento C-H. A molécula contém um grupo CH;

conectado ao anel e seu modo de estiramento simétrico € atribuido a banda em 2939 1/cm.
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A vibragdo de estiramento C-H do anel € geralmente forte nos espectros de IR. O nimero
de onda do anel € previsto em 3134 1/cm, a molécula de secnidazol possui somente um
grupo NO,, onde o estiramento aparece em 1527 1/cm (TANDON et al., 2009).

A Figura 4.33 apresenta os espectros de FT-IR para os enantidmeros R e S-

secnidazol.

Figura 4.33- Espectro de FT-IR dos enantiomeros R e S-secnidazol
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E possivel observar que ambos os enantidmeros apresentam estiramentos
coincidentes, ou seja, fica claro se tratar do mesmo composto. Portanto a separagdo

enantiomérica nao afeta a estrutura dos enantiomeros obtidos.

4.4.6 Termogravimetria

A TG € a técnica em que a variacdo da massa da amostra (perda ou ganho) é
determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma
programacdo controlada de temperatura. A primeira derivada da curva TG, a curva DTG,
leva as mesmas informacdes que a TG, porém com um acréscimo na resolucdao (PINHO,
1999). Enquanto na curva TG observa-se degraus correspondentes as variagdes de massa

em funcdo do tempo e/ou temperatura, na curva DTG os degraus equivalem a picos que
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delimitam dreas proporcionais as alteracdes de massa com aquecimento da amostra. Os

resultados da variacdo da massa (Am), a partir da DTG aparecem de uma forma mais

visualmente acessivel, uma vez que as inflexdes sutis da TG sdo enfatizadas e possibilitam
a separacdo de reacdes sobrepostas e a determina¢do com maior exatiddo das temperaturas
correspondentes ao inicio e quando os processos de decomposicdo atingem velocidade
maxima (CARVALHO FILHO, 2000). A curva termogravimétrica (TGA) e curva
termogravimétrica derivada (DTG) do secnidazol e dos enantidmeros estdo representadas

na Figura 4.34.

Figura 4.34- Curva termogravimétrica (TG) e curva termogravimétrica derivada (DTG) do

secnidazol racémico e seus enantidmeros
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Podemos afirmar que as os enantidmeros tem comportamento idéntico ao racémico.
A curva TGA mostra um processo de perda de massa ocorrendo entre 283 e 289°C,

correspondendo a um decréscimo de 98 %.
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4.4.7 Analise térmica diferencial e calorimetria exploratéria diferencial

Na Figura 4.35 sdo apresentados os perfis obtidos da DTA e do DSC para o

secnidazol racémico e seus enantiomeros.

Figura 4.35- DTA e DSC do secnidazol racémico e seus enantidomeros

Secnidazol racémico R-Secnidazcl

Fluxo de calor (Wig)
Fluxo de calor (Wig)

. ———— . ————
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temperatura (%) Temperatura ()

S-Secnidazol

Fluxo de calor (Wig)

T . T T T . T T
0 30 100 150 200 250
Tempertum (%)

Observamos que o S-secnidazol apresenta um comportamento semelhante ao
secnidazol racémico. O evento que ocorre € endotérmico e esta associado ao ponto de fusdo
do material. O racémico e seus enantiOmeros apresentaram temperatura de fusdo bem
proxima. Ja o R-secnidazol apresentou um 2° evento em 155,18°C. Trata-se de um evento
exotérmico com entalpia de decomposi¢ao de 172,75 mJ. A Tabela 4.14 apresenta os

eventos endotérmicos da Figura 4.35.
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Tabela 4.14— Eventos endotérmicos de DTA e DSC da Figura 4.35
R-secnidazol

Secnidazol racémico S-secnidazol
1° evento 2° evento
Analise
Temperatura AH Temperatura ' AH | Temperatura AH Temperatura | AH
) (mJ) S (mJ) ) (mJ) C) (mJ])
DSC 75,42 681,68 68,82 280,16 155,18 172,75 50,21 901,22
DTA 78,69 1612,62 69,04 316,85 152,47 1262,88 49,27 474,19

45 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.5.1 Teste de halo de inibicao

O teste de halo de inibicdo, também chamado de difusdo em placas, € um método
fisico, no qual um microrganismo € desafiado contra uma substincia biologicamente ativa
em meio de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibi¢do de crescimento do
microrganismo desafiado com a concentracdo da substincia ensaiada. A aplicacdo do
método de difusdo se limita a microrganismos de crescimento rdpido, sendo eles aerébios
ou aerobios facultativos. A avaliacdo € comparativa frente a um padrdo biolégico de
referéncia (controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é medida
partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde hd crescimento de
microrganismos.

Placas de 4gar foram inoculadas com os microrganismos Bacillus subtilis e
Escherichia coli. Em seguida, os discos de papel de filtro (cerca de 6 mm de diametro),
contendo o fadrmaco racémico e os enantidmeros foram colocados na superficie do dgar. As
placas de Petri foram incubadas em condi¢des adequadas e, em seguida, os didmetros das

zonas de crescimento de inibi¢do foram medidos, conforme demonstrado nas Figuras 4.36 e

4.37. A Tabela 4.15 apresenta os resultados obtidos para os dois microrganismos testados.
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Figura 4.36- Teste com cepa CCT 0089 B. subtilis
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Tabela 4.15 — Halo formado frente aos microrganismos testados.

Amostra Bacillus subtilis (gram +) ‘ Escherichia coli (gram -)
Halo formado (mm)
Secnidazol racémico 15,00 £ 0,00 24,33 + 1,21
R-secnidazol 00,00 + 0,00 25,67 +1,63
S-secnidazol 22,00 £1,15 23,67 + 1,75

De acordo com os halos formados € possivel verificar que o S-secnidazol é

discretamente mais eficaz do que sua forma rac€mica para as bactérias gram-positivas (B.

subtilis). Para a classe de bactérias gram-negativas (E. coli) ndo houveram diferencas

significativas na efici€éncia dos produtos enantioméricos. Para melhor visualizagcdo, os

dados foram dispostos em forma de grafico na Figura 4.38. O teste de halo de inibicdo é um
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teste qualitativo, portanto para melhor avaliagdo da atividade bioldgica dos enantidmeros
obtidos serdo consideradas as andlises de concentragdo inibitéria minima e concentragao

bactericida minima.

Figura 4.38- Halo formado frente aos microrganismos testados
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4.5.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo
bactericida minima (CBM)

A concentragdo inibitéria minima (CIM) € a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que inibird o crescimento visivel de um microrganismo apds incubacao,
geralmente relatado como mg L. A concentragio bactericida minima é definida como a
menor concentracdo do farmaco que impedird o crescimento visivel do subcultivo, ou seja,
que serd capaz de eliminar o microrganismo. As Tabelas 4.16 e 4.17 apresentam os

resultados obtidos para os dois microrganismos testados.



Tabela 4.16 — CIM e CBM frente ao microrganismo Bacillus subtilis
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Secnidazol R- S- Secnidazol R- S-
Concentracio racémico secnidazol | secnidazol | Branco | racémico |secnidazol | secnidazol | Branco
(g/mL) Bacillus subtilis Bacillus subtilis
CIM CBM

0,05 - - - - - - -

0,025 - - - - - - - -
0,0125 - - - + - - - +
0,00625 - - - + - - - +
0,00313 - - - + - - - +
0,0016 - - - + - - - +
0,00078 + - + + + - + +
0,00039 + - + + + - + +
0,00020 + + + + + + + +
0,00010 + + + + + + + +

(+) Presenca de crescimento/colonias; (-) Sem crescimento/colonias
Tabela 4.17 — CIM e CBM frente ao microrganismo Escherichia coli
Secnidazol R- S- Secnidazol R- S-
Concentracio racémico secnidazol | secnidazol | Branco | racémico |secnidazol | secnidazol | Branco
(g/mL) Escherichia coli Escherichia coli
CIM CBM

0,05 - - - - - - - -

0,025 - - - - - - - -
0,0125 - - - - - - -
0,00625 - - - - - - -
0,00313 + + - - + + - -
0,0016 + + - + + + - +
0,00078 + + + + + + + +
0,00039 + + + + + + + +
0,00020 + + + + + + + +
0,00010 + + + + + + + +

(+) Presenca de crescimento/coldnias; (-) Sem crescimento/colonias

Os testes de concentracdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima nos

revela informacdo relevante quanto aos produtos enantioméricos obtidos. Para a bactéria

gram-positiva (B. subtilis), o enantidomero R-secnidazol € 3,90 vezes mais eficaz do que a

sua forma racémica, enquanto para a bactéria gram-negativa (E. coli), o enantidbmero S-

secnidazol € 4,01 vezes mais eficaz que sua forma racémica. Tais resultados nos permitem

concluir que cada produto obtido pode ser utilizado para fins distintos. Dessa forma, pode-
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se considerar que € extremamente vidvel a utilizacdo dos enantidmeros em relagcdo a sua
forma racémica. Como ambos enantidbmeros apresentam em torno de 4 vezes maior
efici€ncia que o racémico, destacam-se dois pontos positivos quanto a sua utilizacao:

- utilizagdo dos enantiomeros para fins especificos, ou seja, contra a agdo de
bactérias em que apresentaram maior eficiéncia;

- utilizac@o de menor dose de farmaco para o efeito desejado. Por exemplo, para um
determinado tratamento que seria necessdrio a utiliza¢do de 400 mg do farmaco racémico
pode-se utilizar apenas 100 mg do enantidmero, reduzindo assim os efeitos colaterais de

sua utilizacgdo.

46 INOVACOES ALCANCADAS PELA PRESENTE TESE

Com os resultados obtidos é possivel apresentar as vantagens da presente Tese em

relacdo aos documentos levantados que possuem similaridade com o tema abordado:

Documento: Enantioseparation of Secnidazole by High-Performance Liquid

Chromatography using Amylose-based Stationary Phase.

NASCIMENTO, A. et al. Enantioseparation of Secnidazole by High-Performance Liquid
Chromatography using Amy lose-based Stationary Phase. Adsorption Science &
Technology, v. 30, n. 8-9, p. 739-750, 2012. ISSN 0263-6174.

Diferencas da Tese em relaciao ao documento relacionado: A presente Tese refere-se a
obtencdo dos enantidmeros puros do farmaco secnidazol, enquanto o Documento visa a
enantiosseparacao do farmaco. Ou seja, apenas a andlise da separacdo dos enantidmeros na
passagem pela coluna cromatogrifica. O Documento analisa o comportamento
termodinamico do farmaco secnidazol através da técnica cromatogréifica liquida de alta
eficiéncia. Na presente Tese € possivel obter os enantiomeros separados a partir dos
parametros cromatogrificos. Apesar dos documentos utilizarem as mesmas condicdes
operacionais trata-se de abordagens diferentes.

Problema técnico do documento relacionado: Utilizacdo da técnica de cromatografia

liquida de alta eficiéncia apenas para andlise termodinamica do farmaco secnidazol.
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Vantagem da Tese em relacio ao documento relacionado: Na presente Tese foi

desenvolvido um método para obtencao dos enantidmeros puros do farmaco secnidazol.

Documento: Resoluc¢do enantiomérica do secnidazol

NASCIMENTO, A. C. Resolucio enantiomérica do secnidazol. Campinas: Faculdade de
Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2012. p. 144. Disserta¢do
(Mestrado).

Diferencas da Tese em relaciao ao documento relacionado: A presente Tese refere-se a
obtencdo dos enantidbmeros puros do farmaco secnidazol a partir da técnica de
cromatografia liquida de alta efici€éncia com apenas uma coluna cromatografica, enquanto o
Documento utiliza uma unidade de leito mével e seis colunas cromatograficas. Apesar de
utilizarem as mesmas condi¢des operacionais trata-se de técnicas distintas, utilizando
equipamentos distintos. O processo do Documento necessita de um estudo das condi¢des de
sobrecarga do farmaco na passagem pela coluna cromatogréfica, pois utiliza solucao
concentrada, enquanto que na presente Tese esse estudo ndo se faz necessdrio visto que
utiliza solucdo diluida.

Problema técnico do documento relacionado: Utilizacdo de grande quantidade de
solventes e matéria-prima para obten¢do dos enantidmeros. Necessidade de uma unidade de
leito mével simulado para a obten¢do dos enantidmeros. Baixa pureza dos enantidmeros
obtidos.

Vantagem da Tese em relacio ao documento relacionado: Nio necessita de uma
unidade de leito mével simulado para obtencdo dos enantidmeros. Menor quantidade de

solventes e matéria-prima para a obtencao dos enantidmeros.

Documento: US2006086667A

HAUCK, W., LUDEMANN-HOMBOURGER, O., RULAND, Y., LANDMESSER, N.,
MALLAMO, J. Methods for the separation of enantiomeric sulfinylacetamides. U.S.
Patent Application n. 11/224,250, 27 abr. 2006
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Diferencas da Tese em relacao ao documento relacionado: No Documento a obtencdo
dos enantiomeros de farmaco modafinil € realizada através da técnica de cromatografia
continua, ou seja, necessita de uma unidade de leito mével simulado. Além de precisar de
altas concentracdes de alimentacdo do farmaco: 18 g L' As injecdes sequenciais que o
documento refere sdo para a cromatografia continua, e niao estd detalhado no documento
como realizar tal injecdo sequencial. Na presente Tese a inje¢do sequencial € realizada em
um cromatdgrafo liquido, o que torna vidvel a obtencdo dos enantidmeros do farmaco. O
Documento cita trés técnicas para obten¢do dos enantidmeros: cromatografia em batelada,
cromatografia continua e processo estaciondrio com injecao sequencial, porém ndo revela
qual a pureza obtida em cada processo, citando as andlises apenas como Exemplo 1,
Exemplo 2 e assim por diante. Na presente Tese € possivel chegar a uma pureza de mais de
99% utilizando apenas o cromatdgrafo liquido.

Problema técnico do documento relacionado: Grande volume de solvente e matéria-
prima necessdrios para a obtencdo dos enantidmeros. Necessita de uma unidade de leito
movel simulado. Falta clareza nos resultados de pureza apresentados.

Vantagem da Tese em relacio ao documento relacionado: Menor consumo de solventes
e matéria-prima. Possivel obter os enantidmeros em um simples cromatégrafo liquido. A

metodologia € de facil entendimento.

Documento: Enantioselective HPLC determination and pharmacokinetic study of

secnidazole enantiomers in rats.

DU, J., ZHANG, Y., CHEN, Y., LIU, D., CHEN, X., & ZHONG, D. Enantioselective
HPLC determination and pharmacokinetic study of secnidazole enantiomers in

rats. Journal of Chromatography B, v. 965, p. 224-230, 2014.

Diferencas da Tese em relacao ao documento relacionado: O Documento apresenta um
estudo farmacocinético dos enantidmeros do secnidazol em plasma de ratos. Para esse
estudo ndao houve a obtencdo dos enantibmeros puros do fidrmaco, mas sua
enantiosseparacdo através de técnicas cromatograficas. A presente Tese obteve os

enantidomeros puros e avaliou a atividade biolégica dos mesmos frente a dois
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microrganismos distintos. O Documento avalia o comportamento do farmaco secnidazol
em plasma de rato, e apesar de ser um método validado ndo é suficiente para comparar o
comportamento do farmaco em outros meios. Enquanto a presente Tese obteve os
enantidmeros puros, com alto teor de pureza, e livre de qualquer contaminante, podendo ser
utilizado em qualquer meio. O Documento avalia somente o0 comportamento
farmacocinético do secnidazol, ndo fazendo referéncia a atividade bioldgica dos mesmos. A
presente Tese € o primeiro estudo sobre a acdo dos enantidmeros do secnidazol frente a
diferentes microrganismos.

Problema técnico do documento relacionado: Inviabilidade na obtencdo de enantidmeros
puros. Resultados especificos para plasma de ratos. Utilizacdo do S-ornidazol como padrao
para o farmaco secnidazol.

Vantagem da Tese em relacio ao documento relacionado: Obtencdo dos enantidmeros
puros, livres de quaisquer contaminantes, podendo ser utilizado em qualquer meio.
Comprovacao da atividade biolégica dos enantidmeros do secnidazol. Viabilidade na

obtenc¢do dos enantidmeros, processo simples e ficil se ser utilizado em escala industrial.



123

CAPITULO 5

5. CONCLUSOES

O esforco empregado nesta Tese de Doutorado visou estabelecer um processo para a
obtencdo e purificacdo dos enantiomeros do secnidazol. Como resultado houve a
purificacdo dos produtos enantioméricos com alto teor de pureza (acima de 99 %) na forma
de cristal.

Duas técnicas cromatogrificas foram adaptadas para melhorar a eficiéncia da
obtencdo dos enantidmeros. A técnica de injecdo sequencial foi realizada com solugdes
diluidas e se destacou pela obtencdo de produtos enantioméricos com elevado teor de
pureza (99,77% para o R-secnidazol e 99,68% para o S-secnidazol). A técnica de injecao
empilhada foi realizada com solucdes concentradas que, apesar de possibilitar a obtengao
de massa significativa dos enantidmeros, a pureza alcancada foi de 96,31% para o R-
secnidazol e 85,44% para o S-secnidazol. Essa pureza é considerada baixa por se tratar de
produtos farmacéuticos. Depois de obtidos, os enantidmeros foram submetidos a uma etapa
de purificagdo que consistiu na evaporacao total dos solventes através do rotaevaporador e
posterior cristalizacdo. Os cristais obtidos foram caracterizados por meio de técnicas
microscopicas em que foi possivel observar a mudanca da forma cristalina dos
enantiomeros em relagdo ao fdrmaco racémico. Os enantidmeros também apresentaram
diferentes formas cristalinas entre si, esse fenomeno é definido como polimorfismo. A
morfologia dos cristais também interfere na atividade bioldgica do farmaco, e isso pode
explicar o comportamento distinto dos enantiomeros.

Os enantidmeros foram avaliados quanto a sua atividade bioldgica frente a duas
bactérias: uma gram-positiva e uma gram-negativa. Os microrganismos escolhidos foram as
espécies Bacillus subtilis e Escherichia coli. A escolha foi baseada de acordo com a agdo

do farmaco racémico. Com a realizacdo das andlises de concentracdo inibitéria minima e
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concentracdo bactericida minima ficou comprovado que os enantidmeros puros possuem
mais eficiéncia do que o farmaco racémico, sendo que o R-secnidazol mostrou-se 3,90
vezes mais potente em relacdo a bactéria gram-positiva (B. subtilis) e o S-secnidazol
mostrou-se 4,01 vezes mais potente em relagdo a bactéria gram-negativa (E, coli). Isso
indica que, a partir do farmaco racémico € possivel a obtencdo de dois novos produtos com
atividades bioldgicas diferenciadas a medida que continuam demonstrando a mesma

atividade bioldgica que o racémico.

51 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1.1 Obtencao dos enantiomeros

Para sugestdes de trabalhos futuros recomenda-se o estudo da melhoria da técnica
de injecdo empilhada por meio da modificacdo da fase movel utilizada. Modificando as
proporcoes dos solventes utilizados seria possivel modificar o fator de separagdo, isso

poderia aumentar a pureza dos enantiomeros obtidos.

5.1.2 Caracterizacio dos enantiomeros

Pode-se utilizar diferentes técnicas de cristalizacdo para observar o comportamento

dos cristais dos enantiomeros.

5.1.3 Atividade biolégica

Em relagdo a atividade bioldgica sugere-se um estudo com outros microrganismos,
incluindo leveduras e protozodrios.

Os estudos realizados comprovam a eficiéncia superior dos enantidmeros puros, a
préxima etapa do desenvolvimento do fadrmaco seria os testes in vivo ou ex vivo.

Com os testes in vivo serd possivel contemplar a eficiéncia dos enantidomeros em
relacdo ao farmaco racémico, além de poder determinar a real acdo do produto
enantiomérico. Os testes in vitro confirmaram a agdo diferente dos produtos frente a
microrganismos distintos, os testes in vivo poderiam direcionar a relacdo farmaco/efeito e

sugerir qual a patologia seria tratada com cada produto.
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APENDICE

Apéndice A: Limite de Detecc¢ao

A solucdo racémica do farmaco secnidazol foi diluida nas concentracdes de 1,0 a
0,0005 mg mL". Essas dilui¢des foram injetadas na coluna semipreparativa Chiralpak AD,
fase movel contendo 60% de isopropanol e 40% de acetonitrila, volume de injecao de 20
uL, comprimento de onda de 280nm Cromatégrafo, temperatura de 25°C e vazao de 2,0
mL min. O limite de deteccdo foi calculado por meio da Equacdo Al e o limite de

quantifica¢do foi calculado por meio da Equacdo A2:

DPa X 3
LD=——"
Ic (A1)
Lo DPa X 10
Q= I (A2)

em que DPa € o desvio padrio e IC € a inclinacdo da curva.

As Figuras Al e A2 apresentam as curvas obtidas para o R e S-Secnidazol,

respectivamente.
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Figura A1- Curva R-secnidazol
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Figura A2- Curva S-secnidazol
10000000
[o]
o
S 8000000 -
2
@
€
8 6000000 -
o
@
&
> 4000000
©
(]
o
< 2000000 4 ——— S-Secnidazol
0 T T T T T T T T T T
0,0 0.2 04 06 08 1,0

Concentracao

A Tabela Al apresenta os limites de detec¢do e quantificacdo para os enantidomeros

R e S-Secnidazol.
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Tabela A1 — Limite de detec¢do e quantificacdo dos enantiomeros do secnidazol

R-secnidazol  S-secnidazol
Limite de deteccdo (mg mL'l) 0,0088 0,0293
Limite de quantificagdo (mg mL™") 0,0113 0,0378
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ANEXO

Andlise Microbiolégica (OS 180053)

1. OBJETIVOS

Determinacao da atividade antimicrobiana por halo de inibi¢3o.

2. METODOLOGIA DE TESTE E MICRO-ORGANISMO TESTE
Preparo da suspensdo microbiana:

A cultura de microrganismo foi repicada em slants de meio de cultura TSA e foi incubada
a 35°C, por cerca de 18 horas. Apos este periodo, foi realizada a avaliacdo de pureza das
cepas, através de microscopia. Com auxilio de swab estéril, foi realizada a suspensdo de
cada microrganismo em 4gua peptonada 0,1%, a turbidez foi checada com a escala de
Macfarlad, tubo equivalente a concentracdo 6x108 UFC/mL.

Preparo das placas teste

Para realizagdo do teste foram utilizadas placas de Petri descartaveis (90x15mm), onde foi
adicionado cerca de 30 mL de meio de cultura Mueller Hinton (Ox0id®). Apds a
solidificacdo do meio, foi adicionado 0,1 mL da suspensdo com o microrganismo teste em
quatro placas para cada cepa, este volume foi espalhado sobre a superficie do meio com o
auxilio de alca de Drigalski. Em seguida, com auxilio de um cilindro de metal, com 8 mm
diametro externo, foram feitos 3 orificios em cada placa, apds retirar o excedente de Agar,
o mesmo foi selado, com o mesmo meio de cultura fundido, para evitar que a amostra
infiltrasse no meio de cultura.

Preparo das amostras

Foi preparada uma suspensao em agua destilada com as amostras de 1 a 6, seguindo as
indicacdes de concentracdo sugeridas pelo cliente (indicadas na tabela de identificacao
das amostras). Todas as amostras foram esterilizadas por filtracdo, usando membrana de
0,22 pm.

Inoculacdo e Incubagao

Cada placa recebeu uma numeracao, de acordo com a amostra. Foi inoculado 100 puL de
cada amostra nos trés orificios da placa correspondente a sua numeragdo. As placas foram
feitas em duplicatas e incubadas a 30°C para as placas do Bacillus subtilis e a 35°C para
as placas de Escherichia coli.
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Leitura dos resultados

Ap6s 24 horas de incubacdo, foram medidos, com auxilio de uma régua ou escalimetro, o
didmetro da zona translicida (halo de inibi¢ao de crescimento microbiano), formado ao
redor do orificio onde fora inoculada a amostra. Para cada amostra, e cada
microrganismo, foram obtidos 6 valores e destes obtidos a média de resultado para o
teste/amostra.

Controles

Foi realizado controle negativo de contaminagdo do meio de cultura, onde o mesmo
estava sem inoculagdo do microrganismo, ou de amostra, a fim de verificar se 0 meio de
cultura apresentava-se estéril. A mesma foi incubada nas condi¢des do teste. Também foi
feito controle positivo de crescimento da suspensdao microbiana, onde foi inoculado 100
uL de cada suspensdo em placa que foi incubada para verificar se ocorria
desenvolvimento adequado do micro-organismo.

O teste de esterilidade da amostra foi feito, inoculando em placa de Petri com orificios
para cada amostra e incubada, para avaliar se havia crescimento de alguma coldnia
contaminante. Todos os controles foram incubados nas condi¢des do teste.

Microrganismo teste:

Escherichia coli CCT 1457 (ATCC 25922)

Bacillus subtilis CCT 0089 (ATCC 6633)



