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A quiralidade é um aspecto fundamental no desenvolvimento de drogas, tendo
em vista que ¢ necessario conhecer e descrever alvos bioldgicos para projetar drogas
eficazes. A cromatografia enantioseletiva tem ampliado seu papel na industria
farmacé€utica tanto como ferramenta analitica para a analise da quiralidade quanto
como técnica preparativa para obter enantiomeros puros em larga escala, a partir de
racematos de maneira rapida. Diferentes técnicas cromatograficas enantioseletivas
sdo discutidas aqui, com énfase nas mais difundidas: cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia por fluido supercritico (CFS). O desenvolvimento
das fases estacionarias quirais (FEQs), que tornaram CLAE e CFS indispensaveis na
descoberta de novas drogas, também ¢ discutido.

Palavras-chave: cromatografia enantioseletiva,; desenvolvimento de drogas, fases
estaciondrias quirais.

The chirality is a fundamental aspect in drug development because it is necessary to
understand and describe biological targets as well as to design effective pharmaceutical
agents. Enantioselective chromatography has played an increasing role on the
pharmaceutical industry, both as analytical tool for chiral analysis also as preparative
technique to obtain pure enantiomers from racemates in large scale, quickly. Different
enantioselective chromatography techniques are discussed here, with particular
emphasis on the most widespread: high performance liquid chromatography (HPLC) and
supercritical fluid chromatography (SFC). The development of chiral stationary phases
(CSPs), that have made HPLC and SFC indispensable techniques for drug discovery, is
discussed too.

Key-words: enantioselective chromatography, drug development; chiral stationary phase.
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Introducdo

De maneirga geral, o funcionamento dos organismos
vivos € baseado em moléculas quirais, ou seja, aquelas
que contém um centro que confere assimetria a
molécula, como, por exemplo, um atomo de carbono,
silicio, fosforo, entre outros. A atividade farmacologica
de dois enantiomeros pode diferir consideravelmente
e as vezes ser muito semelhante. Esta diferenca de
comportamento esta relacionada ao mecanismo de
acdo a nivel molecular, pois um dos enantiomeros pode
possuir maior complementaridade estérica ao receptor
em relagdo ao seu antipoda. Assim, esses compostos
podem apresentar diferentes perfis farmacodindmicos
e farmacocinéticos, que podem resultar em diferencgas
na biodisponibilidade plasmatica e toxicologica.* Por
esse motivo o FDA tem solicitado avaliagdes clinicas
de enantiémeros isoladamente,’ o que fez a industria
farmacéutica dar énfase no desenvolvimento de drogas
enantiomericamente puras.*® Levantamento feito por
Agranat® sugere que o nimero de drogas com apenas um
enancidmero ¢ maior que aquelas oriundas de misturas
racémicas e drogas aquirais (Figura 1).

Desta maneira, metodologias para a obtencdo de
enantidmeros puros vém sendo desenvolvidas, seja
por sintese assimétrica, seja por resolucdo de misturas
racémicas. Nesse artigo, nos deteremos ao processo de
separacdo de misturas racémicas. Na década de 1970,
uma mistura racémica de Talidomida foi separada em
poliamida opticamente ativa,” o que impulsionou o
desenvolvimento de outras fases estacionarias quirais.

Os métodos de separagdo quiral podem ser divididos
em duas categorias: método direto, indireto. O método
direto é baseado na formacgdo de um diasteroisdmero
através da interagdo com a fase estacionaria ou na fase
movel.® O outro é um método indireto, onde ha a formagao
de diastereoisdmeros pela reagdo com um reagente quiral,
e posterior separacdo da mistura diastereoisomérica
formada. Classicamente, a separagdo de enantidmeros
por cromatografia ¢ feita pelo método indireto através da
formacdo de misturas diastereoisoméricas que, devido
as diferengcas nas suas propriedades termodinamicas,
podem ser separadas por fases estacionarias aquirais.
Embora essa metodologia tenha a vantagem de utilizar
fases convencionais, a formag¢do dos diastereoisomeros

nem sempre ¢ tarefa facil. Nos modos preparativo e
semi-preparativo ainda tem o inconveniente de isolar
os diastereoisomeros e entdo fornecer os enantiomeros
iniciais, tornando o trabalho indireto penoso.

Uma alternativa na separacdo de enantiomeros ¢
a separagdo direta, usando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia por Fluido
Supercritico (CFS) com Fases Estacionarias Quirais
(FEQ), tanto no modo analitico quanto no modo
preparativo de maneira mais rapida, com alta robustez
e eficiéncia, o que torna essas técnicas fundamentais no
processo de desenvolvimento de novas drogas * '°. Desta
forma, a separagdo direta usando FEQ’s vem sendo
preferida aos métodos indiretos, como derivatizagdes e
adi¢des de aditivos quirais a fase movel, ja que reduz
etapas de manipulag¢@o das amostras. No decorrer deste
trabalho trataremos especificamente de separagdes
diretas utilizando as FEQ’s mais utilizadas no processo
de obtengdo de descoberta de novas drogas.

Aquirais
22%

Racematos
14%

nantiémeros
simples
64%

Figura 1: Distribui¢ao de drogas aprovadas pelo FDA entre janeiro-
agosto de 2003°.

De maneira ampla, podemos classificar os métodos
de cromatografia enantioseletiva em quatro categorias:'!

CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

A CG com fases quirais oferece vantagens como altas
resolucdo e eficiéncia de coluna, além da simplicidade da
fase movel. Na industria farmacéutica ¢ util na separagao
de compostos usados em sintese assimétrica que ndo sdo
prontamente separados ou detectados por cromatografia
liquida. A grande limitacdo de CG ¢é que apenas
compostos volateis e termicamente estaveis podem ser
analisados por essa técnica. No caso de CG quiral, ha
também que se relatar que, devido as altas temperaturas a
que sdo expostas, as fases quirais racemizam, diminuindo
a eficiéncia das separagdes. Outra séria limitagdo da CG
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no desenvolvimento de farmacos é a dificuldade de se
realizar separagdes em escala preparativa.

ELETROFORESE CAPILAR (EC)

Devido a alta resolucdo desta técnica, a mesma tem
se estabelecido como importante ferramenta na separagao
analitica de misturas enantioméricas, sendo aplicada
com sucesso a uma grande variedade de moléculas
quirais'> 3. Em EC, o seletor quiral é adicionado a fase
movel, formando uma pseudo-fase. Devido ao fato de
tanto o analito quanto o seletor quiral terem diferentes
mobilidades eletroforéticas na mesma fase, a separagao
¢ baseada na enantioseletividade das interagdes, que
pode ser descrita como Cromatografia Eletrocinética
Capilar'. As aplica¢des da EC em analises farmacéutica
e biomédicas fizeram com que essa técnica fosse inserida
nas farmacopéias americana e européia'® '3,

No entanto, como acontece com a cromatografia
gasosa, a EC necessita de ambientes capilares para se obter
alta eficiéncia na separag@o. Assim, a utilizagdo dessa
técnica no modo preparativo € impraticavel, o que exclui a
EC nas fases iniciais do desenvolvimento de novas drogas,
que necessitam de quantidades relativamente grandes dos
enantiomeros puros para os ensaios farmacologicos.

CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

Técnicamaisamplamente utilizada naseparacdo quiral
de moléculas de importancia na industria farmacéutica, a
CLAE-FEQ teve um grande desenvolvimento nas ltimas
duas décadas'®!”. A grande vantagem da CLAE para
resolugdo de misturas de moléculas quirais é aflexibilidade
na utilizacdo dessa técnica tanto no modo analitico
quanto no preparativo, sem variar a eficiéncia da técnica.
A técnica permite redimensionamento da quantidade de
analito a ser separada apenas pelo redimensionamento
da coluna ou do uso de técnicas marginais, como CLAE
reciclante, nas escalas de laboratério (< 100 g) ou em
escala de processos (> 100 g de enantidmeros puros).

CROMATOGRAFIA POR FLUIDO
SUPERCRITICO (CFS)

Nos ultimos anos, a CFS com colunas empacotadas
quirais tém tido um rapido avango, que pode ser observado
no grande crescimento da sua utilizagdo industrial, bem
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como pelo aumento substancial nas vendas desse tipo de
equipamento'®. Nesse modo de cromatografia é usado
fluido no estado supercritico ou proximo ao supercritico
como fase movel, como CO.,. Isso proporciona separagdes
de trés a cinco vezes mais rapidas do que em CLAE,
devido a alta difusibilidade (velocidade linear 6tima) e a
menor viscosidade da fase movel”. Essa diminui¢ao no
tempo de separag@o tem conseqiiéncias positivas tanto em
separagdes analiticas quanto preparativas na descoberta
de novas drogas.

Sendo uma op¢do na separagdo e purificagdo de
misturas enantioméricas, os principais beneficios dessa
técnica frente as acima citadas sdo':

i. Alta resolugdo por unidade de tempo, rapido re-equiilibrio
da coluna, composicdo simples da fase mével, o que resulta
no desenvolvimento mais rapido de método e analise em
comparagdo com CLAE;

ii. Habilidade unica de se modificar a for¢a da fase movel
variando apenas pressao e temperatura (viscosidade);

iii. Compatibilidade com todos os seletores quirais usados em
CLAE e CG, sendo boa técnica complementar;

iv. Maior compatibilidade do CO, com solventes polares
em comparagdo com hexano, gerando maior flexibilidade
na escolha de solvente para fase movel;

v. Alta taxa de produgdo cromatografica associado a baixa
utilizagdo de solventes organicos, tornando a técnica
ambientalmente favoravel,

vi. A combinagdo das vantagens da CG associado a ndo
limitag8o a altas temperaturas;

vii. Compativel com todos os detectores de CLAE e CG.

Como exposto acima, CLAE e CFS sio as técnicas
mais amplamente utilizadas para se fazer separagdes
enantioseletivas. A discriminagdo quiral nas FEQ's em
CLAE e CFS sido resultado das diferencas de energia
entre os complexos diasteroisoméricos formados
pelas interacdes entre os solutos e as FEQ. H4 uma
estimativa de que aproximadamente 1300 FEQ tenham
sido preparadas, sendo que mais de 200 delas sdo
encontradas comercialmente.?’ Portanto, o conhecimento
e classificagdo das diferentes FEQ's ¢ fundamental para
selecionar a mais apropriada para resolver um dado
problema. A Tabela 1 mostra os seis tipos de FEQ’s mais
utilizadas e suas capacidades de separagdo tipicas, bem



como uma descrig¢do suscinta de como cada uma atua no
processo de separagao.

Discussao

TIPO PIRKLE

Esse tipo de FEQ requer interagdes do tipo @ - ©
entre o soluto e a FEQ. Simultaneamente, outros tipos de
interagdes intermoleculares, como pontes de hidrogénio e
dipolo—dipolo, atuam. Pelo fato dessas interagdes serem
favorecidas em solventes apolares, essas FEQ sdo utilizadas
no modo normal, apesar de também poderem ser utilizadas
no modo reverso, particularmente para compostos i6nicos
e altamente polares. Os seletores quirais sdo ligados a uma
superficie porosa e essa fase estaciondria € responsavel
pela separagdo. Inovagdes tém sido apresentadas quanto as
fases utilizadas em CFS, especialmente colunas a base de
polisiloxanas, com alta seletividade, eficiéncia e reduzido
tempo de retengdo para CFS. Colunas a base de zirconio
ndo poroso, estaveis a diversos pH's, tém-se mostrado
boas alternativas na redug@o de tempo de analise em CFS.

POLISSACARIDEOS DERIVATIZADOS
Derivados y-aminopropil da celulose ¢ da amilose
suportadosemsilicasilanizada (Chiralcel®e Chiralpack®,

respectivamente) sdo as FEQ mais populares. Devido
a suas altas capacidades, eficiéncia na separagdo e
versatilidade, elas dominam a aplicagdes de FEQ's
na industria farmacé€utica'®. Basicamente quatro tipos
de derivados podem ser preparados por modificacdo
dos grupos hidroxila livres do polissacarideo: ésteres
organicos, nitratos, carbamatos e éteres. Os carbamatos
e éteres sdo os derivados mais promissores como
FEQ’s?.

Essas FEQ's atuam tanto no modo normal quanto no
reverso em CLAE e CFS. No modo normal, diferentes
alcoois ou diferentes concentragdes de alcoois resultam
em diferentes enantioseletividades. No modo reverso,
moléculas altamente polares e compostos biologicos
sd30 os principais analitos. As misturas binarias entre
acetonitrila-alcool e alcool-alcool sdo as fases moveis
mais utilizadas neste modo, gerando boas resolugdes
com baixo tempo de analise aliados a uma larga faixa de
solubilidades.

O principal inconveniente desses polissacarideos
como FEQ ¢é que eles sdo ligados a superficie de silica,
sendo compativeis com apenas alguns solventes. Novas
fases derivadas da amilose tri-(3,5-dimetil-fenil)-
carbamato tem mostrado alta durabilidade em todos os
solventes organicos, aumentando a faixa de selegdo de
fases moveis para essas FEQs.

Tabela 1: Tipos de fases quirais e suas capacidades de separagdo usuais’

Tipo de Fase Estacionaria Quiral (FEQ) Capacidade Média (mg soluto/ g¢ FEQ)

Pirkle 1-50
Derivados de polisacarideos 5-150
Macrociclicos

Ciclodextrinas (naturais e derivatizadas) 0,1-5

Glicopeptideos 0,1-5

Eteres coroa quirais 0,1-5
Ligante de troca 0,1-1
Proteinas 0,1-0,2
Outros polimeros 1-100

49



MACROCICLICOS

Ciclodextrinas (CD), glicopeptideos e éteres coroa-
quirais sdo os principais representantes dessa classe de
FEQ's. Ciclodextrinas e glicopeptideos sdo os seletores
mais utilizados em eletroforese capilar, enquanto
ciclodextrinas em cromatografia gasosa. Porém, esses
macrociclicos sdo pouco utilizados em CLAE e CFS.

As CD derivatizadas foram introduzidas por
Armstrong, 2 e hoje temos uma grande variedade de CD
derivatizadas que sdo utilizadas como FEQ multi-modais.
As mais utilizadas sdo hidroxipropil-B-CD e derivados
aromaticos de CD. Ciclodextrinas sdo oligossacarideos
ciclicos derivados do amido e podem ser obtidas
contendo de seis a doze unidades de glicose. Porém,
apenas as CD com seis (a), sete () e oito (y) unidades
de glicose sdo encontradas comercialmente. A molécula
de ciclodextrina tem uma cavidade hidrofobica e uma
superficie hidrofilica com niimero variado de unidades
hidroxila 2'.

Os glicopeptideos também foram introduzidos por
Armstrong e colaboradores e, hoje, quatro tipos de FEQ's
sdo encontradas comercialmente: Vancomycin, ristocetin,
teicoplanin e teicoplanim aglycon '°. Essas quatro FEQ's
sdo utilizadas de maneira complementar na separagdo de
varias moléculas quirais, em qualquer modo de elui¢do?®.
Uma das mais notaveis vantagens dos glicopeptideos
como FEQ’s ¢ a capacidade de separar amino-acidos in
natura (sem derivatizagdo) apenas com sistemas binarios
simples. Na pratica teicoplanin e teicoplanim aglycon
tem mostrado maior enantioseletividade nas separagdes
do que vancomycin e ristocetin.

Os éteres coroa-quirais sfo ferramentas na
separacdo de moléculas quirais contendo grupos amino
primarios (modo reverso e fase movel acidificada). O
reconhecimento quiral nessa FEQ ¢é baseado na formagao
de um complexo de inclusdo entre o grupo amino
primario (na forma de i6nica) e o éter quiral. Compostos
com grupos amino secundarios, como bloqueadores f3,
tém sido resolvidos com sucesso usando essas FEQ's.>

LIGANTE DE TROCA

Esse tipo de FEQ consiste em um ligante bidentado
quiral ligado a coluna. Para haver separacdo, ¢
necessario que a molécula quiral forme um complexo
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de coordenag@o com um metal de transi¢do presente na
fase movel como aditivo (Cu?*" é o mais usado). Essas
FEQ’'s geram excelentes separagdes para amino-acidos,
derivados de amino-acidos e amino-alcodis. Tendo em
vista que os complexos entre o soluto e o cobre absorvem
na regido do UV-visivel ndo ha necessidade do composto
ter grupos cromoéforos para ser detectado neste tipo de
detectores. Porém, a sensibilidade na deteccéo ¢é bastante
comprometida devido a ruidos gerados pela fase movel.

PROTEINAS

Proteinas sdo usadas como FEQ’s em separagdes
analiticas. Devido ao sua baixa estabilidade e altos
precos em relacdo a outras FEQ's, elas tem sido pouco
usadas. Outro aspecto negativo ¢ que essas FEQ's podem
ser utilizadas apenas no modo reverso, além de ter uma
baixa capacidade de separacao (Tabela 1).

OUTROS POLIMEROS

Outros polimeros quirais como dialiltartrinine
amide e poliacrilamida também vem sendo utilizadas,
especialmente para fins preparativos.

Consideracées finais

Cromatografia  enantioseletiva,  especialmente
CLAE e CFS com fases estaciondrias quirais, ¢ uma
ferramenta indispensavel no processo de descoberta e
desenvolvimento de novas drogas, seja pela analise da
quiralidade, seja na preparagdo de novas moléculas. Ha de
sesalientar ainda a maior rapidez no acesso a enantiomeros
puros em relagio aos processos de sintese tradicionais. E
indiscutivel que a cromatografia enantioseletiva quiral
preparativa tome cada vez mais espago nas linhas de
producdo da industria farmacéutica, tendo em vista a
alta capacidade para se obter enantiomeros puros. Para
isso ainda sdo necessarias disponibilidade (menores
precos) e robustez dos equipamentos em relacdo aos
métodos classicos. Com o desenvolvimento de novas
FEQ’s o reconhecimento de discriminagdo quiral a
nivel molecular fica indispensavel para que, num futuro
proximo, tenhamos maior agilidade na escolha de uma
FEQ para separar um dado enantidmero, ganhando em
agilidade e seletividade.
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