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Re sumo Vi

Vérias colunas utilizando seletores quirais baseados em derivados de
amilose (CHIRALPAK AD®) ou celulose (CHIRALCEL OD-H® e CHIRALCEL
ODR®), e em proteinas (CHIRAL AGP® e ULTRON ES-OVM®), foram
avaliadas para a resolugdo dos enantibmeros da propafenona (PPF), 5-
hidroxipropafenona (PPF-50H) e N-despropilpropafenona (PPF-NOR). Além
disso, foi investigada a influéncia da composi¢céo da fase mével na resolugéo
da PPF e de seus principais metabdlitos. Os enantiomeros da PPF foram
resolvidos em todas as colunas, exceto na coluna ULTRON ES-OVM®. Esta
coluna, as colunas CHIRALPAK AD® e CHIRALCEL OD-H® foram adequadas
para a resolugdo dos enantidbmeros da PPF-50H. Os enantidbmeros da PPF-
NOR foram resolvidos nas colunas CHIRALPAK AD® CHIRAL AGP® e
CHIRALCEL ODR®. A coluna CHIRALPAK AD® foi a Unica que apresentou
resolucdo adequada da PPF e de seus metabdlitos, contudo os picos obtidos
para a PPF-NOR néo foram simétricos nas condi¢gdes empregadas.

Finalmente, foi desenvolvido um método enantiosseletivo para a
determinagdo simultanea dos enantibmeros da PPF e PPF-50H em plasma.
Apos a extragdo liquido-liquido com diclorometano, os enantibmeros foram
resolvidos na coluna CHIRALPAK AD®, utilizando a mistura hexano-etanol
(88:12) acrescida de 0,1% de dietilamina como fase mével, com detec¢céo em
315 nm. O procedimento de extragdo apresentou recuperagdes absolutas de
62,9% e 61,3% para a (R)- e (S)-PPF, respectivamente, e de 57,6% e 56,5%
para (R)- e (S)-PPF-50H, respectivamente.

O método permitiu a determinagdo dos enantiomeros da PPF e PPF-
50H no intervalo de concentragées plasmaticas de 25-1250 ng/mL, podendo

ser utilizados em estudos clinicos de disposig¢éo cinética.
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Abstrac t Vil

Several columns, which are based on amylose (CHIRALPAK AD®) or
cellulose (CHIRALCEL OD-H® and CHIRALCEL OD-R®) derivatives, and on
proteins (CHIRAL AGP® and ULTRON ES-OVM®) as the chiral selectors,
were evaluated for the resolution of the enantiomers of propafenone (PPF), 5-
hydroxypropafenone (PPF-50H) and N-despropylpropafenone (PPF-NOR).
Furthermore, the influence of the mobile phase composition on the resolution
of PPF and of its main metabolites was investigated. The enantiomers of PPF
were resolved on all columns, except for the ULTRON ES-OVM®. This
column, the CHIRALPAK AD® and the CHIRALCEL OD-H® columns were
suitable for the resolution of the PPF-50H enantiomers. The PPF-NOR
enantiomers were resolved on the CHIRALPAK AD®, CHIRAL AGP® and
CHIRALCEL OD-R® columns. The CHIRALPAK AD® column proved to be the
only one useful for the resolution of PPF and of its main metabolites, although

the peaks obtained for PPF-NOR were not symmetrical under the conditions

investigated.

Finally, an enantioselective high-performance liquid chromatography
method was developed for the simultaneous determination of PPF and PPF-
50H enantiomers in plasma. After liquid-liquid extraction with
dichloromethane, the enantiomers were resolved on the CHIRALPAK AD®
column using hexane-ethanol (88:12) plus 0.1 % diethylamine as the mobile
phase and monitored at 315 nm. The extraction procedure resulted in
absolute recoveries of 62.9% and 61.3% for (R)- and (S)-PPF, respectively,
and of 57.6% and 56.5% for (R)- and (S)-PPF-50H, respectively. The method

allows the determination of PPF and PPF-50H enantiomers at the
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Lroducdo 1

1.1 Quiralidade

Em 1848, na Escola Normal Superior de Paris, o quimico Luis Pasteur
fez uma série de observagbes que o levaram, alguns anos mais tarde, a
enunciar um principio que constitui a base da estereoquimica. Pasteur,
nessa altura ainda bastante jovem, havia retommado do Colégio Real de
Besancon (onde concluira seu bacharelado em Ciéncias com a classificagdo
de mediocre em Quimica) e acabara precisamente de conquistar o seu titulo
de doutor em Ciéncias na Universidade Parisiense (KAUFFMAN & MYERS,
1975; MORRISON & BOYD,1990).

Para se familiarizar com a cristalografia, repetia um trabalho que outro
quimico havia realizado sobre os sais do acido tartarico, quando notou
alguma coisa em que ninguém havia reparado antes: o tartarato de sodio e
amdnio opticamente inativo consistia numa mistura de duas espécies
diferentes de cristais, que eram a imagem uma da outra num espelho plano.
Com o auxilio de uma lupa e de uma pinga, Pasteur conseguiu separar
cuidadosa e laboriosamente a mistura em dois pequenos monticulos - um de
cristais direitos e outro de cristais esquerdos - do mesmo modo que se
poderiam separar luvas direitas e esquerdas abandonadas a esmo sobre o
balcdo de uma loja (MORRISON & BOYD,1990; ROMERO, 1998).

Para sua surpresa, ainda que a mistura original fosse opticamente
inativa, cada grupo de cristais dissolvido em agua, resultava numa solugdo
opticamente ativa. Além disso, as rotagdes especificas das duas solugdes
eram exatamente iguais, mas de sinal contrario, ou seja, uma solugdo

desviava o plano de luz polarizada para a direita e a outra girava-o 0 mesmo
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numero de graus, para a esquerda. Todas as outras propriedades fisicas da

substancia eram idénticas (MORRISON & BOYD, 1990; ROMERO, 1998).

Visto que a diferenga de rotacdo Optica era observada em solugéo,
Pasteur concluiu que ela era caracteristica ndo dos cristais, mas das
moléculas. Enunciou, entéo, a hipétese de que as moléculas que constituiam
os cristais, tal como os cristais dos dois grupos, eram imagens umas das
outras num espelho plano. Isto correspondia a suposicdo da existéncia de
isdmeros (enantidbmeros), cujas estruturas diferiam uma da outra apenas em
uma ser a imagem da outra num espelho plano e cujas propriedades fisicas
diferiam apenas no sentido de rotagcdo do plano de luz polarizada. Em 1964,
Cahn, Ingold e Prelog propuseram que fossem empregados os termos quiral
e quiralidade, baseadas na palavra derivada do grego “cheir’ (maos), para
designar pares de imagens especulares ndo sobreponiveis. (KAUFFMAN &
MYERS, 1975; MORRISON & BOYD, 1990).

A luz polarizada planar (luz que vibra em somente um plano) que passa
através da solugdo contendo um dos enantibmeros de uma substancia
quiral, emerge vibrando em um plano diferente. O enantidmero que gira o
plano de luz polarizada no sentido horario (para direita), como veria o
observador, € dextro-rotatério; o enantidmero que o gira para a esquerda €
levo-rotatério. Os simbolos (+) e (-) designam a rotagéo para a direita e para
a esquerda, respectivamente. Devido a esta atividade Optica, os
enantibmeros sdo chamados isdmeros Opticos. A forma racémica (+/-) €
opticamente inativa porque ndo desvia o plano de luz polarizada. A rotagéo
especifica € uma propriedade fisica inerente ao enantidmero, mas varia de

acordo com a concentracdo, o solvente empregado, a temperatura e o
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comprimento de onda da luz usada (ROMERO, 1998; MORRISON & BOYD,
1990). Somente no final do século XVIII, estaria reservado a Van't Hoff e Le
Bel revelar que um atomo de carbono tetraédrico explicaria nao sé a

auséncia de isbmeros dpticos nos compostos de férmula CH3Y e CHpYZ,

mas também a existéncia de isdmeros que sdo a imagem um do outro no
espelho plano (enantidmeros), como os acidos tartaricos estudados por
Pasteur. Posteriormente, descobriu-se que os dois enantidmeros tém
propriedades quimicas também idénticas, excetuando-se apenas as reagbes
elou interagbes com outros compostos opticamente ativos (MORRISON &
BOYD,1990). Atualmente, define-se estereoisdmeros como moléculas que
possuem a mesma foérmula estrutural, mas que diferem na orientagao
espacial dos atomos. Uma forma especial de estereoisomerismo ocorre
quando um atomo individual, usualmente carbono, possui quatro
substituintes distintos, sendo chamado de carbono assimétrico e constituindo
um centro quiral (FIGURA 1). Nesse caso, ocorrem duas espécies
denominadas enantibmeros, que sao imagens especulares nao

sobreponiveis.

FIGURA 1 Enantibmeros na sua forma mais comum, carbono assimétrico
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Esses enantibmeros sdo denominados "S" (do latim sinister ou esquerdo) ou
"R" ( do latim rectus ou direito), de acordo com a configuragéo e (+) e (-), em
funcdo da habilidade de girar o plano de luz polarizada para direita ou para a

esquerda, respectivamente.

1.2 Farmacos Quirais

Um grande numero de agentes terapéuticos de origem sintética ou
natural exibem a propriedade da quiralidade. Esse numero tem aumentado
significativamente nos ultimos 20 anos, sendo que cerca de 40 % dos
farmacos obtidos por vias sintéticas sdo compostos quirais, na maioria (88%)
comercializados e usados como racematos. Isto ocorre porque
procedimentos sintéticos estereoespecificos ndo sdo disponiveis para todos
os farmacos quirais ou, se disponiveis, envolvem processos de custo elevado
(MARZO, 1993).

Entretanto, quando farmacos quirais administrados como racematos
sdo introduzidos no ambiente quiral dos sistemas biolégicos, surgem
diferengas na disposi¢cdo dinamica e cinética dos enantibmeros, ja que
receptores e enzimas interagem seletivamente as diferengas configuracionais
(HYNECK et al., 1990).

As propriedades farmacodinamicas de um composto estdo
relacionadas ao efeito terapéutico ou téxico, enquanto as propriedades
farmacocinéticas dizem respeito a absorgéo, distribuicdo, metabolizagdo e
eliminagéo do farmaco no organismo (RODEN, 1994). Exemplos de farmacos
quirais cujos enantibmeros tém diferentes ag¢des farmacologicas sao

numerosos. O caso da talidomida talvez seja o exemplo mais conhecido,
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principalmente devido as tragicas circunstancias que envolveram esse
farmaco nos anos 60, devido a sua acdo sedativa e suas propriedades
relacionadas ao sono. A talidomida foi comercializada como racemato,
contudo, descobertas posteriores apontaram-na como causadora de terriveis
efeitos colaterais na forma de séria malformagéo fetal, em mulheres que a
usaram durante a gravidez (De CAMP,1989). Mais tarde, foi observado que
apenas a forma (S) do farmaco possui o efeito teratogénico mas que existe a
possibilidade de racemizagdo quando é administrado apenas o enantibmero
(R) (Knoche & Blaschke, apud ELIEL, 1997).

E comum a existéncia de farmacos que apresentam a mesma
atividade biolégica, mas com poténcias diferentes para cada enantiomero. No
caso do propranolol, o isbmero (S) € cem vezes mais potente que o isdmero
(R). A prometazina € um exemplo raro de um farmaco que apresenta a
mesma atividade biolégica e poténcia para ambos enantibmeros, no que
concerne a sua atividade anti-histaminica (HYNECK et al., 1990).

As propriedades farmacocinéticas também sao frequentemente
estereosseletivas. O metotrexato € um farmaco quiral empregado como
racemato na terapia anti-cancer. A forma (R) do metotrexato & ativamente
transportada através da membrana do trato gastrintestinal, de maneira que
sua absor¢do é cerca de 40 vezes maior que do enantibmero (S). A
dihidroxifenilalanina leva a um aumento dos niveis de dopamina em pacientes
que sofrem do mal de Parkinson. A descarboxilagédo da dihidroxifenilalanina &
um bom exemplo de metabolizagdo estereosseletiva, pois a descarboxilase

que promove esta reagdo s6 reconhece o isbmero (S). Isto leva a uma
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predominancia do isémero (R) no plasma, este isdmero é responsavel por

efeitos colaterais como granulocitopenia (Albert apud CAMILLERI, 1991).

@Qﬁ wol

Tahdmmda Dihidroxifenilalanina

CH2CH( NH;)COH

*
CH; <©>COITIHCHC02H

(CHg);COH

Metotrexato

QH
|
OCHz(EHCHzNHCH(CHa)z : CHzCH(CHs N(CHs)2

Qe 000

Propranolol Prometazina

FIGURA 2 Exemplos de farmacos quirais

O conhecimento de que grande parte dos farmacos de origem natural
existe na forma opticamente ativa e o fato de estudos realizados nas ultimas
décadas demonstrarem que existem diferengas nas atividades bioldgicas
entre pares de enantidmeros, levaram a conscientizagdo da necessidade de
produgao dos farmacos sintéticos em suas formas enantiomericamente puras

ou que, pelo menos, as propriedades farmacolégicas dos enantibmeros
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isolados sejam determinadas antes da comercializacdo do racemato (De
CAMP, 1989; LENNARD, 1991).
Para estudar essas diferengas de comportamento das formas

enantioméricas € essencial a disponibilidade de técnicas analiticas de

discriminagao quiral.

1.3 Separag¢do de Enantiémeros

Dentre as varias técnicas cromatograficas empregadas para a
resolugcdo de enantibmeros destaca-se a cromatografia liquida de alta
eficiéencia (CLAE). Em principio, a separagdo de enantibomeros pode ser
realizada por procedimentos diretos ou indiretos, mas & sempre necessario
usar alguma espécie de discriminador ou seletor quiral (DAPPEN et al., 1986;

MARTINS et al., 1991).

1.3.1 Procedimentos Indiretos de Separacdo

Nos métodos indiretos de separagdo, primeiramente os enantibmeros
formam derivados através da reagdo com reagentes quirais opticamente
puros. Isto leva a formagdo de diasteroisbmeros através de ligagdes
covalentes entre o soluto e o reagente quiral opticamente puro, que possuem
propriedades fisicas e quimicas diferentes, podendo ser separados por
métodos fisicos ou por métodos cromatograficos normais (CAMILLERI,

1991).
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A desvantagem deste procedimento € que ele é trabalhoso, lento e
requer o uso do reagente de derivagdo enantiomericamente puro, portanto,
de custo elevado, podendo também haver racemizagéo durante a formagao
dos diasteroisdmeros ou durante o armazenamento. No caso da utilizagdo de
reagentes contaminados, pode-se obter resultados falsos. Outra fonte de
erros se deve a cinética das reacgdes, ja que a velocidade de reagdo dos
enantibmeros com outra substancia opticamente ativa pode ser diferente,
resultando na formagdo de diasteroisbmeros em propor¢cdes diferentes
daquelas presentes na mistura racémica original (SANTORO, 1992;

SRINIVAS & IGWEMEZIE, 1992; MARTINS et al., 1991).

1.3.2 Procedimentos Diretos de Separag¢ao

O principal procedimento direto de separagao enantiosseletiva envolve
0o uso de fases estacionarias quirais que formam complexos
diasteroisoméricos transitérios com os enantiomeros de solutos quirais. A
diferenca de estabilidade entre os complexos formados determina a
diferenca nos tempos de retengdo, sendo responsavel pela separacéo
(TOPIOL,1989; MARTINS et al., 1991; CAMILLERI, 1991; LINDNER 1991).

Dentre as principais vantagens desse procedimento de resolugao quiral
destaca-se o grande numero de colunas quirais disponiveis comercialmente,
a maior facilidade de recuperacdo dos enantibmeros e a velocidade da
andlise. Porém, a maior dificuldade no entendimento do mecanismo de

separacdo e o alto custo das fases estacionarias quirais constituem as
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maiores desvantagens para aplicagdo desta técnica (SANTORO, 1992;
DAPPEN et al., 1986; SRINIVAS & IGWEMEZIE, 1992).

Um outro procedimento consiste em adicionar aditivos quirais a fase
movel. Esse procedimento requer uma grande quantidade de aditivo, o que
ndo é vantajoso pois 0 reagente enantiomericamente puro €, geralmente,
muito caro. Outra desvantagem é a complexidade normalmente encontrada
no desenvolvimento do método (MARTINS et al., 1991, CAMILLERI, 1991,
SANTORO, 1992; DAPPEN et al., 1986).

Por estas razdes, tém sido grande os avangos no desenvolvimento de
fases estacionarias quirais para uso em CLAE. Assim sendo, esta foi a

técnica adotada para a realizagdo deste estudo.

1.4 Fases Estacionarias Quirais

1.4.1 Mecanismos de Discrimina¢ao Quiral

Inimeras teorias tém sido desenvolvidas na tentativa de elucidar o
mecanismo de discriminagdo quiral que atua nas diferentes fases
estacionarias.

Considerando um composto quiral como sendo compreendido por
duas moléculas (R) e (S) que diferem entre si somente no arranjo
intramolecular de seus atomos, que sdo experimentalmente indistinguiveis (a
nao ser pelo fato de desviarem diferentemente a luz polarizada) e que

possuem 0 mesmo calor de formagdo e as mesmas propriedades fisico-
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quimicas, é dificil imaginar que suas reatividades caracteristicas possam ser

diferentes. Entretanto, isso pode ocorrer com esta mistura quando se utiliza
um reagente quiral, que por possuir esta propriedade & também chamado de
seletor quiral (LINDNER, 1991).

Quando os enantidbmeros eluem através de fases estacionarias quirais
(FEQ), cada um forma com esta fase um complexo transitdrio. Estes
complexos sdo diasteroisbmeros porém, para que a separagdo dos
enantibomeros seja obtida, a energia de formacdo dos diasteroisbmeros
transitdrios ndo deve ser a mesma (LINDNER 1991).

Um dos primeiros modelos para explicar a resolugdo de enantibmeros
foi proposto por DALGLIESH (1951). De acordo com este autor, para que
ocorra a resolugao dos enantidmeros sao necessarios pelo menos trés forgas
de interagéo (Teoria dos trés pontos), sendo que uma deve ser de natureza
estereoespecifica, podendo ser repulsiva ou atrativa (TOPIOL, 1989;
DALGLIESH, 1951). Duas moléculas interagem entre si quando comegam a
perturbar a energia eletrbnica orbital uma da outra, isto &, seus orbitais
comecam a se entrelagar apreciavelmente. Interagbes do tipo pontes de
hidrogénio, dipolo-dipolo e estéricas, sdo capazes de causar essas
perturbacdes e fazem parte das teorias que explicam o reconhecimento quiral
(LINDNER, 1991).

Num modelo classico como o mostrado na FIGURA 3, s&o necessarias
trés forcas intermoleculares simultaneas de atrac&o, repulsdo e efeitos
estéreos para criar habilidades de reconhecimento quiral intermolecular por

formagéo de associados diasteroisoméricos (LINDNER, 1991).



FIGURA 3 Modelo classico de interagdo enantiosseletiva em trés pontos de
contato

A regra dos trés pontos assume que, para ocorrer a separagao,
somente um dos enantibmeros do par conseguira interagir simultaneamente
com os trés pontos do seletor quiral requisitados. Infelizmente, esse modelo
nao é aplicavel a todas moléculas quirais.

Recentemente, TOPIOL (1989) sugeriu a denominagéo de pontos de
contato no lugar de pontos de interagéo, visto que estes podem ser atrativos
ou repulsivos e demonstrou, utilizando conceitos de simetria e analise
computacional, que mecanismos baseados em um ou dois pontos de contato

sdo também possiveis e podem levar ao reconhecimento quiral.
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1.4.2 Tipos de Fases Estacionarias Quirais

As fases estaciondrias quirais comercialmente disponiveis usam

diferentes principios de separagio e podem ser reunidas segundo a seguinte
classificagdo (GUBITZ, 1990; DAPPEN, 1986).

- Fases baseadas em polimeros helicoidais
- Fases com cavidades quirais.

- Fases quimicamente ligadas.

- Fases por troca de ligante.

- Fases protéicas.
- Fases Baseadas em Polimeros Helicoidais

A cromatografia quiral com polimeros helicoidais baseia-se no fato de
polimeros com uma estrutura helicoidal serem habeis para separar
enantiomeros por efeitos estéreos. Os enantiomeros sdo diferentemente
retidos se houver diferenca nas interagdes com as camadas das hélices
(YASHIMA & OKAMOTO 1995; GUBITZ, 1990).

Dentre as fases estacionarias utilizadas neste tipo de cromatografia
destacam-se os derivados da celulose. Embora a celulose “in natura” possa
ser usada para a separagdo de enantidmeros por CLAE, resultados mais

apropriados tém sido obtidos com seus derivados (OKAMOTO et al., 1986).

Derivados de Celulose

As primeiras tentativas na separagdo cromatografica de enantiomeros
focalizaram-se quase que exclusivamente no uso de adsorventes quirais

naturais, tais como celulose ou dextrano.
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A celulose consiste de residuos de um agucar ciclico (glicose)
conectados através de ligagdes glicosidicas, apresentando uma estrutura
helicoidal conformacionalmente estavel (SHIBATA et al.,1989). Contudo, as
camadas desse polimero helicoidal sdo muito densas, tornando dificil a
penetragdo de moléculas e, portanto, a celulose em seu estado original
apresenta enantiosseletividade limitada.

A pressdo maxima na operagéo de colunas preparadas com essas fases
€ da ordem de 80 bar e ha varias restricdes com relagdo as fases moéveis
empregadas, devido a contragdo e inchago do recheio, que levam a uma
reducgao na eficiéncia da coluna (OKAMOTO & KAIDA, 1994).

Tentativas no sentido de melhorar as propriedades cromatograficas e
enantiosseletivas da celulose concentraram-se na obtengdo de seus
derivados. Estas modificagbes foram efetuadas no sentido de diminuir a
polaridade da celulose e aumentar a massa de matéria estérea para maior
interacdo entre a FEQ e o soluto (DAPPEN et al., 1986; GUBITZ, 1990;
YASHIMA & OKAMOTO, 1995). A derivagdo dos grupos OH da celulose n&o
destréi a estrutura helicoidal do polimero e forma uma estrutura terciaria,
onde sao criadas cavidades capazes de interagir enantiosseletivamente com
varias moléculas quirais (OKAMOTO et al., 1986).

Em 1976, Hesse & Hagel introduziram a celulose triacetato, preparada
por acetilagdo da celulose microcristalina sob diferentes condigées. Outras
inovagdes com relagdo aos derivados de celulose empregados como FEQ
foram introduzidas pelo grupo de Okamoto e incluem a preparagdo de
carbamatos obtidos pelo tratamento da celulose com arilisocianatos e a

incorporagdo desses derivados em particulas de silica. Dentre essas fases
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destaca-se a celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) incorporada em silica

gel com particula de 10 ou 5 um, comercializada pela Daicel como
CHIRALCEL OD® e CHIRALCEL OD-H®, respectivamente (Hesse & Hagel
apud SANTORO,1992).

Recentemente, muitas fases estacionarias quirais baseadas em
derivados de celulose (ésteres, éteres e carbamatos) tém sido desenvolvidas
pelo grupo de OKAMOTO (OKAMOTO et al., 1986; OKAMOTO & KAIDA,

1994). A FIGURA 4 mostra a estrutura de algumas dessas fases.

Celulose Amilose

FIGURA 4 Algumas fases estacionérias quirais baseadas em derivados de
celulose e amilose
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Estes derivados podem ser utilizados para a separagdo enantiomérica
de um grande numero de farmacos (TABELA 1). Tanto solventes polares
(metanol, etanol) quanto apolares (hexano, 2-propanol) podem ser utilizados
na composi¢ao das fases moveis empregadas nessas colunas.

O soluto sempre compete com o modificador pelo sitios capazes de
formar pontes de hidrogénio na fase estacionaria quiral. Esta competicao
ocorre em sitios quirais € nao quirais da fase estacionaria (TANG, 1996).

Os aditivos organicos dietilamina e acido trifluoroacético também
podem ser utilizados para otimizagdo da andlise, pois proporcionam uma
melhora na separag¢ao e simetria dos picos. O efeito da adicdo de acidos ou
bases a fase mével esta relacionado a sua capacidade de formar pontes de
hidrogénio com os grupos silanéis residuais da fase estacionaria, impedindo
assim que o soluto possa ser afetado por estes sitios e otimizando a
separacao (TANG,1996).

No caso do emprego de acido trifluoroacético, uma outra possibilidade
é a formagao de pares idnicos entre o soluto e o aditivo, o que levaria a uma
reducdo na retengao (TANG,1996).

Derivados de Amilose.

A coluna CHIRALPAK AD® é um derivado tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) da amilose. Como foi mostrado na FIGURA 3, a
celulose e a amilose sdo polimeros formados por residuos de agtcares
ciclicos conformacionalmente estaveis, conectados através de ligagoes
glicosidicas (B na celulose e o na amilose). A estrutura secundaria dos
polissacarideos e de seus derivados em solugdo, até o presente momento,

nao estdo completamente esclarecidas.
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TABELA 1 Alguns compostos resolvidos nas colunas baseadas em derivados
de celulose (GUBITZ, 1990; LEDERER 1986)

Seletor Quiral

Coluna Quiral

Substancia

Celulose triacetato

CHIRALCEL OA®

Acetamina
Oxindazac
Barbittricos
Oxapadol
Mianserina
Praziquantel
Rolipram
Metaqualona
p-~bloqueadores
Etazolin
Temazepam

Celulose tribenzoato

CHIRALCEL OB®

Barbitricos
Inseticidas
Organofosforados

Celulose tris{ p-metilbenzoato)

CHIRALCEL 0J®

Clofedanol
Hidroxizina
Sulconazol
Triadimefona
Clormezanona
Metaqualona
Fenitoina
Metosuccimida

Celulose tris{feniicarbamato)

CHIRALCEL OC®

Warfarina
Oxazepam
Oltran
Flubiprofeno

Celulose tris(3,5-dimetilfenil carbamato) CHIRALCEL OD®

B-bloqueadores
Perisoxal
Carbinoxamina
Atropina
Homatropina
Ifosfamida
B-adrenérgicos
Primaquina
Warfarina
Anti-hipertensivos
Anti-histaminicos
Fenotiazidas
Disopiramida
Sulpirida
Anti-inflamatorios
Betaxolol
Glutatimida
Oxazepam
Mianserina
Fenoprofen
Fiubipropen
Timebutina
Cloxazolam
Tioridazina

Celulose tricinamato

CHIRALCEI OK®

Barbituricos
Glutatimida
Naproxeno

Celulose tris(p-metilfenilcarbamato)

CHIRALCEL OG®

Diltiazem

Celulose tris(p-cloro-fenilcarbamato)

CHIRALCEL OF®

Disopiramida
Etiazida
Oxazolam
Nicardipina
Acetilfenitolida
Perisoxal
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As estruturas mais aceitas e defendidas mostram uma conformagéao
helicoidal da cadeia (BARGMAN-LEYDER et al., 1995).

Recentemente, YASHIMA & OKAMOTO propuseram que as possiveis
estruturas poderiam ser uma cadeia de conformagédo helicoidal 3/2 para
celulose tris(fenilcarbamato) e uma cadeia de conformag¢ao helicoidal 4/1
para amilose tris(fenilcarbamato). Foi também postulado que esta diferenga
nas estruturas desses dois polimeros seriam responsaveis pelas diferentes
propriedades cromatograficas exibidas pelas fases estacionarias quirais
constituidas por celulose e amilose modificadas (YASHIMA & OKAMOTO,
1995).

Estas observagdes indicam que a conformagdo da cadeia helicoidal
das fases estaciondarias quirais constituidas por derivados de celulose é mais
rigida que a constituida por derivados de amilose. Isto pode explicar, em
parte, as diferentes habilidades exibidas por estas fases quirais. Contudo, é
muito dificil associar o mecanismo dessas variagbes de seletividade em
relagdo a estrutura do soluto (BARGMAN-LEYDER et al., 1995; YASHIMA &
OKAMOTO, 1995) .

-Fases contendo cavidades quirais

Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CD) sdao moléculas ciclicas de oligoglucose que contém
de 6 a 12 unidades de glicose unidas através de ligacdes «-(1,4). As CD
podem ser classificadas como o, , ou y-CD de acordo com o nimero de
unidades de glicose, seis, sete e oito, respectivamente. As CDs formam um
tubo com ambos os lados abertos; em uma abertura estao situados os grupos

2-hidroxi das unidades de glicose. O interior da cavidade ndao possui grupos
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2-hidroxi, apresentando caracteristicas hidrofébicas (Armstrong apud
GUBITZ, 1990).

A propriedade de reconhecimento quiral das CDs estd baseada na
inclusdo de um grupo aromatico na cavidade hidrofébica (FIGURA 5). O
centro quiral do analito deve estar proximo a entrada da cavidade, para
ocorrer a formagao de pontes de hidrogénio entre o soluto e os grupo OH
nos carbonos C-2 e C-3, localizados na borda da CD (DAPPEN et al.,1986;

MARTINS et al., 1991; HAN & ARMSTRONG, 1989; GUBITZ, 1990).

FIGURA 5 Mecanismo de inclusdo nas CDs

Muitos fatores estruturais que afetam o reconhecimento quiral das CDs
foram discutidos detalhadamente por HAN & ARMSTRONG (1989),
responsaveis também pelo desenvolvimento da primeira coluna para CLAE
baseada em CDs. Fases deste tipo estdo disponiveis comercialmente e sdo
empregadas para a resolugdo de um grande numero de farmacos (TABELA

2) (GUBITZ, 1990).
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TABELA 2 Alguns compostos resolvidos nas colunas baseadas em CDS
(GUBITZ, 1990)

Seletor Quiral Substancia

Ciclodextrinas Propranolol
Metoprolol
Barbitiiricos
Hidantoina
Clorfeniramina
Nisoldipina
Nimodipina
Fensuccimida
Clortalidona
Metadona
Metilfenidato
Alcaldides da Chinchona
Tamoxifeno
Clomifeno
Nomifesina
Atropina
Escopolamina
Cocaina
Oxazepam
Terbutalina
Norgestrel

Também foram desenvolvidas fases baseadas em uma mistura de
derivados carbamatos da pB-CD, imobilizados em silica contendo grupos
didis. A seletividade desta fase foi demonstrada utilizando-se hexobarbital e
clorfeniramina. CDs alquiladas e acetiladas também tém sido utilizadas em
CLAE, cromatografia em camada delgada e mais recentemente em
cromatografia gasosa (Haginaka & Wakai apud GUBITZ,1990).

-Fases Quimicamente Ligadas

A preparagdo de fases quirais baseadas na formagdo de ligagdes
multiplas é possivel pelo fato dos grupos silandis da superficie da silica
serem susceptiveis a derivagéo quimica. Varios grupos contendo centros de
assimetria tém sido ligados a silica, gerando fases estacionarias com
caracteristicas distintas, Uteis para a resolu¢cdo de uma grande variedade de

compostos aromaticos neutros e apolares (DAPPEN et al.,1986).
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Fases quirais quimicamente ligadas foram introduzidas por Mikes et al.,
para a separagdo de helicenos racémicos. Posteriormente, os grupos de
Pirkle e Oi sintetizaram um grande nimero de fases quimicamente ligadas,
algumas delas comercialmente disponiveis. Dentre essas fases destaca-se a
fase receptora de elétrons =, (R)-N-(3,5-dinitrobenzil) fenilglicina ((R)-N-
DNBFG), também chamada "Fase Pirkle". O modelo de reconhecimento
quiral, proposto por Pirkle, esta baseado nas interagdes n-n, dipolo-dipolo e
pontes de hidrogénio, como ilustra a FIGURA 6 (Mikes apud GUBITZ, 1990;
PIRKLE et al., 1980).

FIGURA 6 Interagdes tipo PIRKLE

Algumas substancias que possuem grupos doadores de elétrons =«
podem ser diretamente resolvidas por fases desse tipo. Porém, na maioria
dos casos, torna-se necessaria a introducéo de grupos doadores de elétrons
por derivagao (TABELA 3).

PIRKLE et al. (1981) também desenvolveram fases com grupos doadores
de elétrons =n. Estas fases mostraram uma marcante seletividade para

derivados de aminas 3,5-dinitrobenzil, aminoacidos, di- e tri-peptideos.
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TABELA 3 Alguns compostos resolvidos utilizando fases quirais do tipo r-
doador e m-receptor (GUBITZ, 1990)

Substancia Derivado Fase
B-adrenégicos Ariloxazolidinas (R)-N-DNBPG
Efedrina Ariloxazolidinas (R)-N-DNBPG
Norefedrina Oxazolidinodionas (R)-N-DNBPG

B-adrenégicos
Analogos a Efedrina

Analogos a Norefedrina

Anfetamina
Anfetamina
Anfetamina
[3-adrenégicos
p-bloqueadores
(}-bloqueadores
B-bloqueadores
B-bloqueadores
Propranolol
Barbitaricos
Glutarimidas
Succinimidas
Glutatimida
Benzodiazepinonas
Anti-inflamatdrios
Anti-inflamatérios
Primaquina
Fenotiazidas
Albendazolsulféxido
Piretroides
Piretroides

Acido Pantoténico

Oxazolidinodionas
N(3,5-dinitrobenzil)
Naftilarilicarbamatos
3,5-dinitrofenil
N-1-Nattil
N-1-Nattil
Naftiluréias
Naftiluréias
Feniluretanos
Oxazolidinodionas
Oxazolidinodionas
Oxazolidinodionas

Naftalenometilamidas
4-metoxianilidas

3,5-dinitrobenzil

2-amino-2-desoxiglicose-quinina
Quinina

(R)-N-DNBPG
(S)-N-(2-naftil)valina
(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG
2-amino-2-desoxiglicose
2-amino-2-desoxiglicose
(S,S)-DACH-DNB
(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG

(R)-N-DNBPG
(R)-N-2-fenileteil-N-propiluréia
(S)-N-DNBT

(S)-N-DNBPG
N-(S)-1-(naftil)etilaminocarbonil-L-valina
D-naftiletifamina

-Fases por Troca de Ligante

A cromatografia por troca de ligante foi introduzida através de um

experimento onde os autores relataram a resolugdo dos enantibmeros de

aminoacidos empregando fases preparadas com poliestireno clorometilado e

aminodcidos. Atualmente, as fases estacionarias desse tipo sdo preparadas

a partir da ligagdo de aminoacidos, por exemplo L-prolina e L-valina, a

particulas de silica, via 3-glicidoxipropil. Apos tratamento com solugdo

aquosa de sulfato de cobre, as fases estdo prontas para formagao de

complexos enantiosseletivos com moléculas contendo dois grupos funcionais
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polares, como por exemplo, B-amino alcoois e aminoacidos (SANTORO,
1992; CAMILLERI, 1991; DAPPEN et al., 1986).

Estas fases mostraram uma elevada seletividade para aminoacidos n&o
derivados, a-alquil e N-alquil aminoacidos, alguns aminoacidos derivados,
dipeptideos e hidroxi-acidos. Exemplos de compostos de interesse
farmacéutico resolvidos nestas fases sdo DOPA, a-metil-DOPA e hormonios

tirecidanos (TABELA 4) (GUBITZ, 1990).

TABELA 4 Alguns compostos resolvidos nas fases por troca de ligante
(GUBITZ, 1990)

Tipo de Fase Substancia

Troca de Ligante DOPA
o~metil-DOPA
Barbitdricos
Horménios Tireoidanos
Adrenatina
Noradrenalina
Bupranolol
Norefedrina
Norpseudoefedrina
p-hidroxinorefedrina
Nordefrin
Metoxamina
Octopamina
Norfenilefrina
Orciprenalina
Primenol

-Fases Protéicas

As fases protéicas utilizam as propriedades estereosseletivas das
proteinas para possibilitar a resolugdo de enantidmeros. A técnica foi
primeiramente desenvolvida através da utilizagdo de uma coluna de
soroalbumina bovina (BSA) ligada & agarose para resolugdo dos
enantibmeros do triptofano. Posteriormente, ALLENMARK (1989),

desenvolveram procedimentos para ligagdo de BSA a silica, enquanto que
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HERMANSSON (1984) propods fases preparadas a partir da ligagéo de -

glicoproteina Aacida (a1-AGP) a silica. Mais recentemente, a proteina
ovomumucdide de ovo de galinha foi imobilizada em particulas de silica
(PINKERTON et al., 1995).

O mecanismo de separagdo em colunas preparadas com fases
protéicas é desconhecido, embora ndo haja duvidas de que esteja baseado
em principios de bioafinidade, incluindo interagées hidrofébicas, interagbes
entre grupos polares e efeitos estéreos. O pH, forca idnica, concentragéo do
modificador organico e temperatura sdo parametros importantes de
discriminagéo quiral (PINKERTON et al., 1995).

As fases protéicas exibem a mais ampla faixa de seletividade de todas
as fases estacionarias quirais. Presume-se que este fato se deva as multiplas
interagées intermoleculares ao longo da superficie da proteina, mas o
mecanismo exato de separac¢do quiral continua desconhecido (KIRKLAND et
al., 1991). Outras vantagens sdo a habiidade de se obter o
reconhecimento quiral pelo método direto, sem a necessidade de pré-
derivagdo da amostra e 0 uso de fases mdveis aquoso/organicas
(ALLENMARK & ANDERSSON, 1994).

Entre as desvantagens dessas colunas encontram-se a baixa
capacidade, a baixa eficiéncia e 0 mecanismo de enantiosseletividade pouco
conhecido. Além disso, a proteina em si ndo é duravel, sendo sujeita a
degradagéo com o tempo de uso, temperatura e pH. Finalmente, a predicao
racional da ordem de eluicdo é dificil, em funcdo dos varios sitios de

interacéo presentes na proteina (ALLENMARK & ANDERSSON, 1994).
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Coluna ULTRON ES-OVM

A proteina ovomucéide exibe qualidades especialmente UGteis para
distinguir  enantidmeros. Através da reagédo com N, N’-
dissuccinimidilcarbonato, essa proteina foi imobilizada em silica
funcionalizada com aminopropilsilano (particulas 5 um e poros de 1204) para

constituir o recheio da coluna Utron ES-OVM (PINKERTON et al, 1995;
ROCKLAND TECHNOLOGIES, 1995).

A coluna preparada com a glicoproteina ovomucéide covalentemente
ligada é extremamente util para realizar uma ampla variedade de separagdes
quirais envolvendo compostos &acidos, basicos e neutros. Esta coluna
reconhece grupos capazes de formar pontes de hidrogénio, sitios polares,
idnicos e hidrofébicos, bem como a estrutura tridimensional das moléculas da

amostra (PINKERTON et al., 1995; ROCKLAND TECHNOLOGIES, 1995).

Coluna CHIRAL-AGP

Uma das mais promissoras fases protéicas foi desenvolvida por
HERMANSSON e agora é comercializada pela Chrom Tech como CHIRAL
AGP (HERMANSSON, 1984; SCHILL et al., 1986).

A coluna CHIRAL AGP® é constituida pela a.-glicoproteina acida
imobilizada em particulas de silica de 5um, esféricas e porosas. O seletor
quiral, a.-glicoproteina acida € uma proteina acidica composta poér 181
aminoacidos com ponto isoelétrico 2,7 e massa molecular de 45000 Da
(ENQUIST & HERMANSSON, 1990).

Esta proteina contém muitos grupos de caracteristicas diferentes,

como grupos acidos e basicos e grupos capazes de formar pontes de
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hidrogénio, tendo também um caracter hidrofdbico moderado, uma vez que
possui alguns grupos de aminoacidos hidrofébicos como triptofano, lisina e
fenilalanina (ENQUIST & HERMANSSON, 1990). A a.-glicoproteina acida
possui residuos de acido aspartico e um grupo serina terminal negativamente
carregados. Seus grupos positivamente carregados estdo presentes nos
residuos lisina, arginina e histidina. Os sitios quirais aparecem na cadeia
peptidica e também nas 4 unidades de carboidrato ligados & proteina pelos
residuos de aspargina, que constituem 45% de sua massa molecular
(SCHILL et al., 1986).

Estudos de fluorescéncia demonstraram que a forma imobilizada da
o1-AGP possui uma estrutura um pouco diferente de sua forma nativa.
Contudo, existe grande similaridade entre a forma nativa e a forma
imobilizada dessa proteina no que diz respeito ao reconhecimento quiral
(ENQUIST & HERMANSSON, 1990).

Colunas baseadas nessa proteina tém sido utilizadas para separagao
direta de uma grande variedade de compostos quirais, como aminas
primarias, secundarias e terciarias, acidos e compostos nao proteoliticos. A
retencéo e a seletividade quiral sdo altamente dependentes da temperatura e
do pH. Modificadores, carregados ou ndo, irdo afetar a retengéo e, em alguns
casos, um aumento significativo na enantiosseletividade podera ser
observado. Certos solventes podem causar mudangas conformacionais na

proteina (SCHILL et al., 1986).
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1.5 A Propafenona e seus Metabdlitos

A propafenona (2'-[2-hidroxi-3-(propilamino)propoxi]-3-
fenilpropiofenona) (PPF), um potente antiarritmico, anestésico local e
estabilizador da membrana da célula miocardica, vem sendo empregada para
o tratamento e profilaxia de todas as formas de extra-sistoles, taquicardias e
taquiarritmias ventriculares e supra-ventriculares (BIRGERSDOTTER-
GREEN, 1992; LIMA, 1994). Estudos recentes tém demonstrado que a PPF
também apresenta atividade B-bloqueadora que, embora correspondente a
2,5 a 5% da atividade do propranolol, pode ser de significancia clinica em
razdo da maior dose de PPF empregada na terapéutica. Estudos in vitro tém
demostrado que a PPF também apresenta agéo bloqueadora de canais de
calcio, no entanto 100 vezes menor que a do verapamil (LEDDA, et al., 1983;
BIRGERSDOTTER-GREEN, 1992).

Por via per oral, a PPF é rapidamente absorvida, com tempo para
atingir a concentragéo plasmatica maxima de aproximadamente 3 horas. Em
razédo do extenso metabolismo pré-sistémico, a biodisponibilidade varia de 3 a
40 %, sendo provavelmente dependente da dose administrada. O volume de

distribuicdo varia de 2,5 a 4,0 L/kg e cerca de 95 % do farmaco é ligado a a.,-

glicoproteina acida (GILLIS et al. 1985, SIDDOWAY et al.,1987; KROEMER et
al., 1989), logo, mudangas minimas no grau de ligagdo podem modificar as
concentragbes nos sitios de agdo, com significantes implicagdes clinicas
(GILLIS et al., 1985). A metabolizacdo da PPF (FIGURA 7) leva a
formagéo de dois metabdlitos ativos: N-despropilpropafenona (PPF-NOR) e 5-

hidroxipropafenona (PPF-50H) (HAEFELI et al.,1991).
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FIGURA 7 Estrutura da propafenona (PPF) e de seus dois metabdlitos
ativos

A PPF-50H é equivalente ao farmaco inalterado no que se refere a
acao antiarritmica, apresentando entretanto, menor agdo pB-bloqueadora. A
PPF-NOR é menos ativa em sua habilidade de bloquear os canais de sédio e
na supressdao de arritmias ventriculares (MALFATTO et al, 1988;
BIRGERSDOTTER-GREEN, 1992; SIDDOWAY, et al., 1987).

Durante a terapia oral crénica, as concentragées plasmaticas da PPF-
50H e PPF-NOR sao de aproximadamente 25 e 10% do farmaco inalterado,
respectivamente, contribuindo também para o efeito terapéutico. Esses
metabdlitos sdao excretados nas fezes e na urina (BIRGERSDOTTER-
GREEN, 1992).

A 5-hidroxilagdo da PPF, catalisada pela enzima do citocromo P450

CYP2Dg, € polimérfica; 7 a 10 % da populagdo caucasiana apresenta baixa
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atividade dessa enzima, sendo chamados de metabolizadores lentos.
Estudos indicam que as enzimas envolvidas na N-desalquilagdo da PPF séo
CYP;Az e CYP3A, (BOTSCH et al., 1992; SIDDOWAY et al.,1987; KROEMER
et al.,1989; LEE et al., 1990).

A metabolizagao deficiente da PPF é caracterizada por um aumento na
meia-vida de eliminag&o, elevadas concentragcbes plasmaticas da PPF, baixa
depuracéo oral, relagdo nao linear dose/concentragcao plasmatica e auséncia
da PPF-50H detectavel no plasma (SIDDOWAY et al.,1987 ; KROEMER et
al., 1989).

A disposicao cinética da PPF também & estereosseletiva havendo
predominancia do enantibmero (S) no plasma. Dados farmacocinéticos
indicam ainda que a depuragdo do enantidmero (S) & consideravelmente
reduzido quando a PPF é administrada como uma mistura racémica,
resultando num aumento significativo das concentragées plasmaticas da (S)-
PPF e aumento na sua meia-vida de eliminagdo. Experimentos recentes com
microssomas de figado humano, indicam que o citocromo P450 CYP2Ds
promove a 5-hidroxilagao da (S)-PPF, que representa a maior rota metabdlica
“In vivo". Esta metabolizacdo € inibida pelo enantidmero (R) de maneira
competitiva. Ja que a atividade p-adrenérgica esta relacionada principalmente
ao enantidbmero (S), a inibicdo de seu metabolismo pode ter implicagbes
clinicas (KROEMER et al., 1991, KROEMER et al., 1994).

Até o momento, ndo ha dados sobre as propriedades farmacocinéticas
e farmacodinamicas dos enantibmeros dos metabdlitos da PPF,

provavelmente em raz&o da caréncia de metodologia.
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1.6 Separagdo dos Enantiémeros da PPF e de seus
Metabolitos

A separacdo dos enantiomeros da PPF foi descrita pela primeira vez por
KROEMER et al. (1989), através da derivagdo com o reagente quiral 2,3,4,5-
tetra-o-acetil-B-glucopiranosilisotiocianato e posterior separagdo dos
diasteroisomeros em coluna de fase reversa (RP-18). Apesar deste método ter
sido empregado para a andlise dos enantidbmeros em plasma com aplicagdo em
estudos farmacocinéticos de dose multipla, o procedimento de extragdo proposto
envolveu muitas etapas com consequente perda de 60 % dos enantibmeros, o
que levou a obtencdo de limites de quantificacdo da ordem de 100 ng/mL.

No estudo descrito por MEHVAR (1990), também baseado na derivagao
quiral, mas com o reagente (R)-naftiletilisocianato, um procedimento de extragao
simplificado resultou em limites de quantificacdo de 6,25 ng/mL, valor compativel
com estudos farmacocinéticos de dose unica.

Os dois estudos acima apresentam como desvantagem a necessidade de
uma reacgao de derivagdo com reagentes quirais que podem levar a racemizacao,
mesmo quando s&o utilizados reagentes enantiomericamente puros. Assim,
PREVOT et al. (1992) propuseram a separagdo dos enantidmeros da PPF
através da utilizacdo de uma fase modvel contendo o seletor quiral N-
benzoilcarbonilglicil-L-prolina. O grande consumo do reagente quiral na fase
moével e o limite de quantificagdo de 100 ng/mL representaram grandes
desvantagens do método proposto. Mais recentemente, KERN (1994) empregou
o aditivo quiral  N-tert-boc-L-prolina na fase modvel obtendo, limites de
quantificagcdo da ordem de 5 ng/mL, mas ainda com a desvantagem do elevado

consumo do seletor quiral.
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A Ltilizacdo de fases estacionarias quirais para a separagdo de
enantibmeros minimiza a possibilidade de racemizacéo e facilita a resolucéo dos
enantibmeros, em razdo do grande numero de colunas disponiveis
comercialmente. HOLLENHORST & BLASCHKE (1991) utilizaram colunas
baseadas em derivados de celulose e amilose para a resolugdo dos
enantidmeros da PPF e de seus metabdlitos. Para ilustrar o procedimento, os
autores relataram a analise dos enantidmeros da PPF em plasma, no entanto, o
método foi aplicado na andlise de uma unica amostra colhida no pico de
concentragdo plasmatica e nenhum detalhe foi dado a respeito da sensibilidade
do método e consequente possibilidade de aplicagdo em estudos de disposi¢ao
cinética. Em outro estudo, a coluna CHIRALCEL OD® (derivado tris-3,5
dimetilfenilcarbamato da celulose) foi empregada para a resolugdo dos
enantidmeros da PPF em plasma, mas também sem qualquer informagéo sobre a
aplicacdo do método para quantificagdo dos enantiomeros (ABOUL-ENEIN &
BARK, 1993). Recentemente, BHOM et al. (1995) relataram outro método para a
determinacdo da PPF-50H como racemato e dos enantiomeros da PPF em
plasma utilizando a coluna CHIRALPAK AD® . O método devidamente validado,
apresentou limite de quantificagdo de 10 ng/mL para cada enantibmero da PPF,
podendo ser utilizado em estudos de disposi¢do cinética porém, os autores néo
realizaram a resolugdo dos enantidmeros dos metabdlitos da PPF (BHOM et al.,
1995).

Todos esses métodos descritos fazem uso de colunas quirais em condi¢gées
de fase normal, ou seja, com fases mdveis constituidas por hexano e um alcooal,
normalmente 2-propanol. Em um estudo bastante recente De GAITANI et al.

(1998) relataram a analise dos enantidmeros da PPF também em condi¢éo de
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fase reversa, utiizando a coluna CHIRALCEL ODR®. O método descrito foi
adequadamente validado e apresentou limites de quantificagdo de 25 ng/mL para
os dois enantidmeros da PPF (De GAITANI et al., 1998).

Através dos dados aqui apresentados, pode-se observar que os métodos
descritos na literatura baseados no uso de fases estacionarias quirais séo
adequados apenas para quantificar os enantiomeros do farmaco inalterado. No
entanto, a quantificagdo dos enantibmeros dos metabdlitos da PPF,
principaimente da PPF-50H, também ¢é importante para uma melhor

compreensdo das propriedades cinéticas desse farmaco.
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9 Avaliar varias colunas quirais baseadas em proteinas e em
derivados de celulose e amilose para a resolugao dos

enantidmeros da propafenona e de seus metabadlitos.

9 Desenvolver metodologia estereosseletiva para a
resolugdao e quantificagdo dos enantidbmeros da PPF e
PPF-50H, em plasma, com sensibilidade e seletividade
compativeis com a aplicacdo em estudos de disposicao

cinética.
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3.1 Equipamentos e Colunas Cromatograficas

Todas as andlises foram realizadas em um cromatégrafo SHIMADZU
(Kyoto, Japdo) composto por uma bomba modelo LC 10 AS, um detector
por absorcdo no UV-Vis, modelo SPD 10 A, um integrador modelo
CHROMATOPAC CR6A e um injetor Rheodyne modelo 7125 com
amostradores de 20 e 50 uL. As colunas cromatograficas foram adquiridas
de Chiral Technologies, Exton, PA, EUA (CHIRALCEL OD-H® 150 x 4.6
mm, particulas de 5 um; CHIRALCEL OD-R® 250 x 4,6 mm, particulas de
10 um e CHIRALPAK AD® 250 x 4,6 mm, particulas de 10 um), J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, EUA (CHIRAL AGP® 150 x 4,0 mm, particulas de 5 um) e
Rockland Technologies, Newport, DE, EUA (ULTRON ES-OVM®, 150 x 4,6
mm, particulas de 5 um).

Foram utilizados ainda um agitador-aquecedor FANEM, modelo 258,
um agitador de tubos PHOENIX, modelo AP56, um pHmetro Incibras, uma
centrifuga Exelsa Baby-FANEM, modelo 206-1 e um agitador horizontal

PACHANE.

3.2 Solventes e Reagentes

Os solventes grau cromatografia empregados na preparagdo das fases
moveis foram obtidos da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou da EM
Science (Gibbstown, NJ, EUA). A dietilamina e o &cido trifluoroacético
foram obtidos da Carlo Erba (Milao, Italia). O diclorometano empregado no

procedimento de extracdo dos farmacos das amostras de plasma foi obtido
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da EM Science (Gibbstown, NJ, EUA). Os demais reagentes grau p.a.
empregados para a preparacdo das solugbes tampdo foram obtidos da
Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

As solugbes aquosas utilizadas na preparagdo das fases méveis e a
solucdo tampdo NH4sOH/NH4Cl empregada no procedimento de extragao
da PPF e PPF-50H do plasma foram preparadas com agua purificada no
sistema MILLI-Q-plus/Millipore Corporation (Bedford, MA, EUA), e filtradas
em membranas de 0,45 um/Millipore Corporation (Bedford, MA, EUA). Uma
vez preparadas, as fases moveis aquosa/organica foram desgaseificadas

no ultrasom/vacuo durante 10 minutos.

3.3 Farmaco e Metabdlitos

As substancias fumarato de nor-propafenona, cloridrato de 5-
hidroxipropafenona e cloridrato de propafenona foram gentilmente cedidos
por KNOLL S.A. (Rio de Janeiro,RJ, Brasil) e KNOLL AG (Ludwigshapen-

Rhein, Alemanha).

3.4 Avaliacdo das Colunas Quirais

Para realizagdo dos testes de avaliagdo das colunas quirais, foram
preparadas as solugbes-padrao de fumarato de nor-propafenona, cloridrato
de 5-hidroxipropafenona e cloridrato de propafenona nas concentragdes de

10,0 e 100,0 pug/mL, em metanol.
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A analise cromatografica dos padrées foi feita segundo o procedimento
abaixo (FIGURA 8). A detecgdo da PPF e seus metabdlitos foi realizada
em 254 nm para as colunas CHIRAL AGP®, ULTRON ES-OVM®,
CHIRALCEL ODR® e em 300 nm para as colunas CHIRALCEL OD-H®,
CHIRALPAK AD®. Esta mudanga no comprimento de onda de detecgdo
nas analises realizadas nas colunas que operam em condi¢gbes de fase

normal foi necessaria paramelhorar a estabilidade da linha de base.

25 pL de cada solugéo padréo

Secagem sob fluxo de ar

Dissolver em 100 uL. de fase movel

Agitacao 10 seg

Injetar 20 ou 50 pubL

FIGURA 8 Preparacdo da amostra para a analise cromatografica

3.4.1 Calculos dos pardmetros cromatogréaficos

Fator de retencao (k)

O fator de retengado (k) para cada enantidbmero foi calculado através da

formula:
k1 = tR1 - tm/tm

k2= tR2‘ tm/tm
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sendo,

tr1 € tr2 = tempos de retencdo em minutos do primeiro e segundo
enantidmero, respectivamente.

tn = tempo de retencdo de um composto n&o retido, considerado como

sendo o sinal obtido quando da inje¢édo da fase movel.

Fator de separagdo (a)

Na andlise dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos, estdo
envolvidos dois componentes, que sdo os préprios enantiomeros. Neste caso,
a avaliagao da separacéo é feita através do fator de separagao a, calculado
pela razdo entre os respectivos fatores de retencédo. O fator de separagéo

sempre trata de dois picos adjacentes (COLLINS, 1995).

o = kof kg

3.4.2 Determinacao da configuracao absoluta e ordem
de eluicdo dos enantiémeros da PPF-50H e PPF-NOR

Os dados da literatura indicam apenas a configuragdo absoluta da PPF e
nada foi descrito até 0 momento para os seus metabdlitos (HOLLENHORST &
BLASCHKE, 1991; PREVOT et al, 1992, ABOUL-ENEIN & BARK, 1993;
KERN, 1994; BOHM et al., 1995). Sendo assim, essa informacgéo foi obtida
através do emprego da coluna CHIRALPAK AD® e deteccdo por dicroismo
circular. Esse experimento, relizado no Centro di Studio per le Macromolecule

ed Otticamente Attive-CNR do Departimento di Chimica e Chimica Industriale,
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Universita di Pisa, forneceu simultaneamente a ordem de eluigdo dos
enantidmeros da PPF e de seus metabdlitos nessa coluna.

Para determinar a ordem de eluicdo nas demais colunas efetuou-se a
separacdo dos enantidmeros na coluna CHIRALPAK AD® e as fragbes
contendo cada enantidmero isoladamente foram coletadas na saida da coluna.
Apds evaporagao do solvente, os residuos foram dissolvidos e analisados em
cada uma das outras colunas, utilizando uma fase movel que permitiu a

resolucdo dos enantibmeros em questao.

3.5 Analise da PPF e PPF-50H em plasma

Considerando os resultados obtidos nos experimentos realizados na
avaliagdo das colunas cromatograficas, selecionou-se as seguintes
condi¢des para o desenvolvimento do método de analise da PPF e PPF-

50H em plasma:

Coluna: CHIRALPAK AD®

Fase estacionaria: Amilose 3,5-dimetilfenilcarbamato.
Fase movel: Hexano:etanol (88:12) + DEA 0,1%.
Detecgao: 315 nm.

Vazao da Fase Movel: 1,3 mL/min.

Pressao: 25 atm.
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3.5.1 Procedimento de Extracao

O procedimento empregado para extragdo da PPF e PPF-50H das
amostras de plasma foi a alcalinizagdo do plasma com tampdo NH4sOH/ NH4Cl
0,1 mol/L, pH=11, e extragcdo com diclorometano, segundo método desenvolvido
por BOHM et al. (1995). A alcalinizagdo do plasma com NaOH, 0,1 moliL,
pH=11, n&o foi eficiente na extragdo dos enantidbmeros da PPF-50H, indicando
que a utilizagdo do tampao NH4sOH/ NH4CI é imprescindivel para a extragao
desse metabdlito do plasma.

O procedimento proposto por BOHM et al. (1995), foi eficiente na extragdo
da PPF e de seu metabdlito PPF-50H, porém, infelizmente, resultou na
presencga de interferentes de componentes endégenos do plasma.

Assim, modificagdes adicionais tornaram-se necessarias. Dois novos
passos foram introduzidos no procedimento de extragdo: a lavagem da fase
organica com 200 pL do tampao NH4OH/ NH4CI, pH=11 e em seguida, a fase
organica lavada foi congelada durante uma noite. Na manha do dia seguinte,
as amostras foram transferidas para novos tubos, sendo que o residuo
aquoso e as provaveis impurezas permaneciam congelados e aderidos as
paredes do primeiro tubo. Dessa maneira, somente a fase organica (que
continuava liquida devido ao seu menor ponto de fusao) foi transferida para
0s novos tubos.

O procedimento de preparagdo da amostra estda esquematizado na

FIGURA 9.
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200 u L tampéo NH OH/ NH ,Ci pH=11
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Desprezar
Dissolugao do Residuo

em 100 pL defase movel

FIGURA 9 Procedimento de extracdo

3.5.2 Validagdo do método e analise estatistica

Para padronizagdo de um método analitico s&o necessarios os
seguintes ensaios: curva de calibragdo, linearidade, recuperagao,
repetibilidade, exatidao, sensibilidade e seletividade. Para a realizacao
desses experimentos foram empregadas solugbes-padrdo de cloridrato de

5-hidroxipropafenona e cloridrato de propafenona preparadas em uma

39
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solucdo metandlica de HCI 0,01 mol/L, nas concentragdes de 2, 10, 20, 40
e 100 ug/mL.

A TABELA 5 apresenta os parametros utilizados para a validagéo do
método desenvolvido (CHASIN et al., 1994).

TABELA 5 Parédmetros utilizados na validacdo do método e andlise estatistica

Parametro Definicao Unidade
Recuperacdo  Eficiéncia do processo de extracao. %
Linearidade Faixa de concenwacgdo plasmatica com relagao linear entre ng/mL

concentragao e resposta.

Repetibitidade Preciséo intra-ensaio: variagao dos resultados em analises CV %
realizadas no mesmo dia (n = 10).
Precisao interensaios: variagao dos resultados em analises
realizadas em 5 dias consecutivos.

Exatiddao Avalia a variacao entre o valor real e o valor obtido %
experimentalmente.
Limite de Considerado como sendo a menor concentragdo do farmaco ng/mL

Quantificacdo quantificado com ermo inferior a 10 %.

Seletividade Interferentes enddgenos e outros farmacos co-administrados. min

*CV= coeficiente de variagao.

Curva de calibragéo e linearidade

Para a construgéo das curvas de calibragdo, 25ulL das solugbes-padréo de
PPF e PPF-50H nas concentragbes 2, 10, 20 e 40 pug/mL foram transferidas

para tubos de extracdo com tampas esmerilhadas. ApGs evaporagdo do

metanol, adicionou-se 1 mL de plasma e efetuou-se o procedimento de
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extracdo, descrito na FIGURA 9, e analise cromatografica. A linha de

regressdo foi obtida, relacionando as concentragdes plasmaticas de cada
enantidmero (25 a 500 ng/mL) no eixo das abcissas e a altura dos picos
obtidos no eixo das ordenadas.

A linearidade do método de analise dos enantidmeros da PPF e PPF-50H
foi avaliada de forma similar, na faixa de concentragdo plasmatica de 25 a
1250 ng/mL para cada enantidmero.

Recuperacéo

A avaliagdo da recuperacgao foi realizada através da constru¢édo de uma
curva de calibragédo obtida pela inje¢do direta das solugbes-padréao de PPF e
PPF-50H, apés evaporagdo do solvente e dissolugdo do residuo na fase
mével. A seguir, amostras de plasma contendo concentragbes dos
enantibmeros no intervalo de 25 a 500 ng/mL foram analisadas em duplicata,
ap6és o procedimento de extragdo. A concentracdo dessas amostras foi
calculada com base na curva de calibragdo que ndo foi submetida a extragdo.
A recuperacgéo (R) foi calculada através da férmula (QUATTROCCHI et al.,
1992 b):

R= concentragao obtida x 100 / concentragéo real

Exatiddo e repetibilidade

A exatiddao e repetibilidade foram verificadas em estudos intra e
interensaios. Foram preparadas amostras de plasma adicionadas de 50, 200
e 1000 ng/mL de cada enantiomero. Essas amostras foram divididas em
aliquotas que foram congeladas, para uso posterior.

Para avaliagdo da exatiddo e repetibilidade intra-ensaio, foram analisadas

dez amostras (n=10) de um mesmo lote; para os estudos interensaios, foram
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considerados os resultados obtidos na analise de cinco diferentes lotes,

realizadas em cinco dias diferentes, em duplicata, para cada concentracéo.

Limite de quantificagcao

A sensibilidade do método foi avaliada utilizando o limite de
quantificacdo como parametro, ou seja, a menor concentracdo do farmaco
quantificado com erro inferior a 10% (SHAH et al., 1992).

Para determinagdo do limite de quantificacdo, além das solugbes normais
usadas para constru¢do das curvas de calibragdo, foram tomados 25 pL da
solugdo-padrdo da PPF e PPF-50H na concentragdo de 1 pg/mL,
correspondente @ concentragdo plasmatica de 12,5 ng/mL de cada
enantibmero. Apés a evaporagdo do metanol, foi adicionado 1,0 mL de plasma
branco e a amostra obtida foi submetida ao procedimento de extragao.
Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela analise de solugbes-padrao
de diversos farmacos com possibilidade de serem interferentes do método e
avaliando a separagdo cromatografica através da coincidéncia dos tempos de
reten¢cdo com os enantidbmeros da PPF e da PPF-50H.

Portanto, aliquotas correspondentes as concentragbes plasmaticas
terapéuticas maximas de cada uma das solugbes-padrdo foram levadas a
secura e analisadas apos a adigdo da fase mével. Nos casos em que se
observou interferéncia do farmaco na analise da PPF e PPF-50H, repetiu-se
o experimento, apds submeter o farmaco ao procedimento de preparagéao da
amostra, avaliando dessa forma, a eficiéncia do procedimento de extragdo

na eliminagao da interferéncia.
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3.5.3 Aplicagao do método

Uma vez desenvolvido, o método foi empregado na analise de
amostras coletadas de um voluntario, para o qual administrou-se 1
comprimido de Ritmonorm®, 150 mg. O voluntério foi informado sobre o
estudo e forneceu o seu consentimento por escrito. Uma vez administrado
o medicamento, efetuou-se uma coleta apds 3,0 horas, sendo que o
sangue coletado foi acondicionado em um tubo heparinizado. Os plasmas
foram imediatamente separados por centrifugagéo e congelados para uso

posterior.
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4.1 Avaliagao das Colunas Quirais

Esta etapa do trabalho consistiu primeiramente em realizar a avaliagéo
das colunas baseadas em derivados de polissacarideos CHIRALPAK AD°®,
CHIRALCEL OD-R®, CHIRALCEL OD-H® e das colunas baseadas em proteinas
ULTRON ES-OVM® e CHIRAL AGP®, através de variagdes na composicdo da
fase movel.

As fases moveis empregadas na avaliagdo das colunas foram
constituidas por misturas de solventes organicos (fase normal) ou solugéo
tampao acrescida de um modificador organico (fase reversa) para controlar sua
polaridade e seletividade.

Uma vez que a separagdo cromatografica é regulada por um
balanceamento de afinidade do soluto entre a fase moével e a fase estacionaria, e
sendo que a fase mével é quem determina o tipo e a for¢ca de interagcéo entre o
solvente e amostra, torna-se bastante adequado demonstrar as caracteristicas
quimicas mais importantes (como indice de polaridade, capacidade receptora ou
doadora de protons, forcas dispersivas e momento dipolar) para os solventes
utilizados nas analises realizadas (QUATTROCCHI et al., 1992 a).

O indice de polaridade é uma resultante de todas as propriedades
quimicas e indica quantitativamente a forca de interacéo entre os solventes frente
a solutos polares. As forgas dispersivas indicam a polarizabilidade de uma
molécula, aumentando com o numero de elétrons dos atomos que a compdem e
com as distancias desses elétrons em relagéo ao nucleo. A capacidade doadora

ou receptora de prétons € uma medida da capacidade das moléculas de trocar
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protons e 0 momento dipolar se refere & capacidade de uma molécula para
formar dipolos permanentes e esta diretamente relacionado com a constante
dielétrica do solvente (QUATTROCCHI et al., 1992 a). A TABELA 6 resume as
principais caracteristicas dos solventes utilizados para variar as condigbes de
analise nas colunas empregadas nesse estudo.

TABELA 6 Principais caracteristicas dos solventes utilizados para alterar a
seletividade das fases méveis (QUATTROCCHI et al., 1992 a)

Solvente P.E. Vis.(cps) Indice de Forga Doadorde Receptor Momento Grupo

{°E) 25°C  Polaridade Dispersiva  Protons  de Prétons dipolar
Agua 100 0.89 9.0 - 0.40 0.34 0.26 “
Acetonitrila 82 0.34 6.2 0.04 0.33 0.26 0.41 Vi
1-propanol 97 1.90 4.1 -0.15 0.54 0.19 0.27 "
2-propanol 82 1.90 4.3 -0.30 0.54 0.20 0.26 ]
Etanol 78 1.08 52 -0.23 0.51 0.21 0.28 I
Metanol 65 0.54 6.6 0.03 0.51 0.19 0.30 I

A contribuicdo de cada tipo de interagdo, em qualidade e magnitude, serviu
para agrupar os solventes de comportamento similares em um diagrama
triangular de indubitavel utilidade para escolha de solventes em fungdo de sua

seletividade (FIGURA 10).
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FIGURA 10 Grupos de seletividade dos solventes normalmente empregados em
CLAE (QUATTROCCHI et al, 1992 a)

4.1.1 Avaliagcao das Colunas que operam em condig¢des de fase
reversa

Nesta fase do trabalho, as colunas ULTRON ES-OVM®, CHIRAL AGP® e
CHIRALCEL ODR® foram testadas com diferentes fases moveis, visando
estabelecer o comportamento cromatografico (fator de retengdo e fator de
separacao) dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos. Para avaliar a

influéncia da polaridade da fase mével, o tipo e a porcentagem de modificador

organico foram variados utilizando fases moveis compostas por solugao
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tampao:alcool ou solugdo tampio:acetonitrila, em diferentes proporcdes. Os
parametros pH e concentragdo do tamp&o também foram variados.

A selecdo dos componentes das fases moveis bem como das condi¢gdes
de operagdo, obedeceu as caracteristicas de cada coluna quiral, sempre
respeitando os limites recomendados pelos fabricantes, sob pena de danificar a
coluna, seja pela diminuicdo de sua vida utii ou pela alteragdo de suas
propriedades enantiosseletivas. Isso explica a no utilizagdo de alguns solventes
de uso comum em cromatografia (ROCKLAND TECHNOLOGIES, 1995; CHROM
TECH, 1993; CHIRAL TECHNOLOGIES, 1994).

A TABELA 7 resume as principais caracteristicas e os limites de operacéo das

colunas de fase reversa testadas nesta etapa do trabalho.

4.1.1.1 Avaliagdo da coluna ULTRON ES-OVM®

A coluna ULTRON ES-OVM® utiliza a proteina ovomucdide como seletor
quiral e é indicada para a resolugdo de compostos de natureza acida, basica e
neutra (KIRKLAND et al., 1991). Esta coluna foi avaliada através da mudanca do
pH da fase mdvel (3,5-6,0), natureza e concentragcdo do tampéao utilizado (10-50
mmol/L) e também pela adi¢do de diferentes modificadores organicos (metanol,
etanol e acetonitrila) em diferentes proporgdes.

A FIGURA 11 ilustra os resultados obtidos na avaliagdo da coluna

ULTRON ES-OVM®, enquanto a TABELA 8 apresenta as fases méveis utilizadas
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e os valores dos fatores de reteng¢ao (k) para o primeiro enantidmero eluido e dos

fatores de separagéo (o).

TABELA 7 Caracteristicas e limites de operagdo das colunas que operam em

condicbes de fase reversa (CHROM TECH, 1993; CHIRAL TECHNOLOGIES, 1994;
ROCKLAND TECHNOLOGIES, 1995)

CHIRALCEL OD-R® _ CHIRAL AGP® _ ULTRON ES-OVM® _
Tipo de FEQ Derivado de celulose Protéica Protéica
Seletor Quiral Celulose tris- a4-glicoproteina acida Glicoproteina
(3,5dimetifenil ovomucéide
carbamato)
Dimensoes 250x4,6 mm 100x4,0 mm 100x4,6 mm
Suporte Silica Silica Silica
Tamanho da part. 10pum Spm Sum
Ponto isoelétrico - 27 3,843
Temperatura °C 5-40 5-30 <40
Pressao max.(atm) 50 140 200
Vazao max.(mL/min) 1,5 0,9 -
Solventes(%)
-acetonitrila 0-80 10 50
-metanol 0-80 - 50
-etanol 0-80 5 50
-1-propanol - 10 -
-2-propanol - 10 50
Tampao/Sal
-tipo Perclorato de sédio Fosfato de sddio ou Fosfato de sédio ou
<1mol/L potassio, potassio,
0,01 a 0,02 mol/L <70 mmol/L
acetato de sodio e
aménio/citrato de sodio e
aménio
0,01 a 0,1 mol/lL
pH 2-6 3-7 3-7
Regeneragao Metanol, 0,5 mL/min-3h. 2-propanol 25% em Acetonitrila:agua
agua, 24h {:1)
ou
Tampao fosfato
0,01mol/L:2-propanol
(85:15), pH 3,5-
0,5mL/min-2h
Armazenamento Metanol Agua:2-propanol Acetonitrila:agua (1:1)
(9:1)

Recomendac6es apos uso diario:
*Nas fases protéicas, o tampao deve ser removido através da eluigao de agua pela coluna.

*Na fase CHIRALCEL ODR®, o tamp&o deve ser removido através da eluicdo de agua:solvente
orgénico na mesma propor¢éo da fase mavel.
FEQ=Fase estacionaria quiral.
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TABELA 8 Efeito da composi¢do da fase moével na retengéo e na separagdo dos
enantiémeros da PPF e de seus metabdiitos na coluna ULTRON ES-OVM®

Parametros Cromatograficos

Composicao da Fase Mével PPF PPF-50H PPF-NOR
k o [ o K o
pH
Tampao acetato 20 mmol/L:metanol (95:5)
3,5 340 100 o040 167 047 1,00
Tampao fosfato 20 mmol/L:metanol (95:5)
45 808 109 387 148 280 1,00
5,0 2953 1,13 6,13 1,58 6,47 1,17
5,5 - - 895 1,53 10,34 1,05
6,0 - - 10,48 1,32 2227 1,05
Concentragdo do tampao
Tampao acetato pH 3,5:metanol (95:5)
10 360 100 047 18 060 1,00
20 340 100 o040 167 047 1,00
50 1,87 100 040 150 047 1,00
% de Acetonitrila
Tampao acetato 20 mmol/L, pH 3,5:acetonitrila
0 - - 3,61 230 448 1,00
3 980 100 100 180 120 1,00
5 527 100 067 160 080 1,00
Modificador Organico
Tampao acetato 20 mmol/L, pH 3,5:modificador
(95:5)
etanol 180 100 0,13 160 027 1,00
metanol 340 100 040 167 047 1,00
acetonitrila 527 100 067 253 080 1,00

Vazao= 1,0 mL/min.; k= fator de retengao para o primeiro enantiomero eluido; o= fator de

separagao.
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FIGURA 11 Efeito da composicdo da fase mével nos fatores de retengdo dos
enantiémeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna ULTRON ES-OVM®
- (R)-PPF A- (R)-PPF-50H O- (R)-PPF-NOR
B- (S)-PPF A- (S)-PPF-50H ®- (S)-PPF-NOR
Fases moéveis descritas na Tabela 8.

-Avaliagdo da Influéncia do pH na retencdo e na separagdo dos
enantiémeros da PPF e de seus metabélitos na coluna ULTRON ES-OVM®

A proteina ovomucédide é neutra na faixa de pH de 4,0-4,6, apresenta
carga positiva em valores menores de pH e carga negativa em valores de pH

acima desse intervalo. Isso pode explicar os dados mostrados na FIGURA 11-A e
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na TABELA 8, onde se pode observar que & medida em que se aumenta o pH da
fase mével os fatores de retengcdo também aumentam. Quando a fase mével
tampéo fosfato 20 mmol/L, pH 6,0 ou pH 5,5:metanol (5%) foi utilizada, ndo houve
eluicdo da PPF em 1 hora de analise.

Os resultados apresentados na TABELA 8 sugerem que os mecanismos
de reconhecimento quiral estdo baseados em interagdes hidrofébicas, mas que
os solutos interagem também nos sitios de troca idnica da proteina. A medida em
que o pH aumenta, a quantidade de cargas negativas na proteina deve aumentar,
0 que leva a um aumento na retencdo da PPF e de seus metabdlitos (FIGURA
11-A). Mudangas no pH podem levar também a mudangas conformacionais da
proteina alterando a possibilidade de interagdo nos sitios quirais (ARVIDSSON &
JANSSON, 1992). Através dos dados ilustrados na TABELA 8, verifica-se que a
mudanc¢a do pH ocasionou alteragbes significativas nos fatores de separacgéo,
principalmente da PPF-50H, o que também pode ser consequéncia das

mudangas conformacionais na proteina.

-Avaliagdao da influéncia da concentragdo do tampao na retengdao e na
separagao dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
ULTRON ES-OVM°®

A partir dos dados apresentados na FIGURA 11-B e na TABELA 8, pode-se
concluir que em baixos valores de concentragdo do tampao, a retengdo € maior
em razdo de interagdes eletrostaticas (ARDVISSON & JANSSON, 1992). A

medida em que a concentragdo do tampao € aumentada, o nimero de ions em

solucdo também aumenta, resultando em uma pequena redugé&o nos tempos de
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retencdo por um efeito de troca ibnica (KIRKLAND, et al. 1991). As interagdes
eletrostaticas entre o soluto e a proteina, provavelmente diminuem de intensidade
levando a uma eluicdo mais rapida (PINKERTON et al,, 1995; SCHILL et al,
1986).

Analisando os valores dos fatores de separagdo apresentados na TABELA
8, verifica-se que houve uma discreta piora na resolu¢do dos enantidmeros da
PPF-50H, provavelmente devido ao aumento dos ions na fase mével, o que leva
ao menor tempo de interagdo do soluto com os sitios de reconhecimento quiral.
Este fato reforga a possibilidade do mecanismo de reconhecimento quiral basear-
se principalmente em interagdes eletrostaticas e hidrofébicas (ARDVISSON &

JANSSON, 1992).

-Avaliacdo da influéncia da propor¢do do modificador orgéanico na retencdo
e na separa¢cdo dos enatibmeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
ULTRON ES-OVM®

Como visto anteriormente, pode-se alcangar alteragdes significativas na
enantiosseletividade de colunas quirais alterando a polaridade da fase mével,
pela adicdo de solventes organicos em diferentes proporgées. Na coluna
ULTRON ES-OVM® esse fator foi testado através da utilizacdo de diferentes
propor¢cbes de acetonitrila na fase moével composta por tampdo acetato 20
mmol/L, pH 3,5 (TABELA 8).

Através da alteragdo da propor¢cdo do modificador organico também
observa-se mudangas nos tempos de retencdo, conforme o esperado para

cromatografia em fase reversa, sendo que o aumento na proporgéo do solvente
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organico resulta em um aumento da forca de eluicdo da fase modvel, com
consequente diminuicdo dos fatores de retengdo (FIGURA 11-C). Isto pode ser
explicado pelo aumento da afinidade do soluto pela fase mével ou pela redugéo
das interagdes hidrofébicas entre o soluto e a fase estacionaria (ROCKLAND
TECHNOLOGIES, 1995).

Com relagdo a separacdo dos compostos analisados, & medida que a
proporcdo do modificador é aumentada, verifica-se uma diminuigdo nos fatores
de separagdo que pode ser atribuido a um menor tempo de interagdo entre o
soluto e a fase estacionaria, resultando numa eluicdo mais rapida dos

enantibmeros (FIGURA 11-C).

-Avaliagdo da influéncia do tipo de modificador orgénico na retencdo e na
separacdo dos enantibmeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
ULTRON ES-OVM®

Através da FIGURA 11-D, pode-se observar que o aumento no indice de
polaridade do solvente (TABELA 6) na fase movel, pela adicao de etanol e
metanol (TABELA 8), resulta em um aumento nos fatores de retengdo da PPF-
50H; o mesmo acontece para a PPF-NOR e PPF. Esse comportamento é
esperado para fase reversa, ja que eles pertencem ao mesmo grupo de solventes
(QUATTROCCHI et al., 1992 a).

Este fato pode ser explicado pela afinidade da PPF e de seus metabdlitos

pelos sitios apolares da proteina (interagdes hidrofébicas). Desta forma, a medida

em que aumenta o indice de polaridade da fase moével, a afinidade pela fase
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mével diminui, fazendo com que o fator de retengdo aumente (ARVIDSSON &
JANSSON, 1992).

Porém, sendo a acetonitriia um solvente com indice de polaridade
intermediario em relagdo ao etanol e o metanol (TABELA 6), o comportamento
observado ndo corresponde ao esperado. Isto pode ser explicado através do
efeito de seletividade do solvente. Os alcoois empregados pertencem ao grupo
doador/receptor de prétons e, portanto, devem solubilizar a PPF e seus
metabdlitos de forma mais eficaz, reduzindo a sua retengdo. Uma outra
possibilidade seria a variagdo da conformagado da proteina frente a solventes de
grupos diferentes, causando a exposi¢do de novos sitios de interagdo quando se
usa a acetonitrila como modificador organico, o que levaria a um aumento na
retencdo do soluto, como ilustra a FIGURA 11-D.

O fator de separagéo da PPF-50H também foi fortemente influenciado pelo
tipo de modificador organico adicionado a fase movel. Analisando-se os dados
apresentados na TABELA 8, verifica-se que quando utilizou-se acetonitrila, o
fator de separacdo da PPF-50H aumentou sensivelmente em relagdo ao obtido
quando se utiliza metanol ou o etanol. Provavelmente, isto ocorreu em funcéo de
alteragdes conformacionais na proteina, levando a alteragbes na cavidade quiral
ou a exposi¢cdo de novos sitios de reconhecimento quiral (PINKERTON et al.,
1995; ROCKLAND TECHNOLOGIES, 1995).

A coluna ULTRON ES-OVM® resolveu adequadamente apenas o0s
enantidbmeros da PPF-50H, (FIGURA 12) enquanto a PPF e a PPF-NOR

apresentaram resolugédo parcial, porém os picos obtidos ndo eram simétricos.
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FIGnl/J’(_!)?A 12 Resolucdo dos enantidmeros da PPF-50H na coluna ULTRON ES-
oV

Fase moével: Tampédo acetato 20 mmol/L, pH 3,5:acetonitrila (97:3), vazéo: 0,9
mL/min; Detecgdo em 254 nm.

4.1.1.2 Avaliacdo da coluna CHIRAL AGP®

A coluna CHIRAL AGP® também foi utilizada para avaliacdo da influéncia
da composigdo da fase mdvel na retengéo e separagao dos enantidmeros da PPF
e de seus metabdlitos. Os resultados obtidos foram similares aos obtidos na
avaliagdo da coluna ULTRON ES—OVM®, porém, esta coluna apresentou maior
eficiéncia na resolugédo dos enantiomeros da PPF e PPF-NOR, enquanto que os
enantibmeros da PPF-50H n&o foram resolvidos. A FIGURA 13 ilustra os

resultados obtidos na avaliagéo da coluna CHIRAL AGP®, enquanto a TABELA 9
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apresenta as fases moveis utilizadas, os valores dos fatores de retencao para os

primeiros enantidbmeros eluidos e dos fatores de separacéo obtidos.

TABELA 9 Efeito da composicdo da fase mével na retencdo e na separagcao dos
enantidmeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna CHIRAL AGP®

Parametros Cromatograficos

Composigao da Fase Moével PPF PPF-50H PPF-NOR
k o k o k o
pH
Tampao fosfato 10 mmol/L:1-propanol (92:8)
4,5 453 1,10 1,00 1,00 1,00 1,00
5,0 560 1,13 3,33 1,00 340 1,00
5,5 11,27 1,14 6,07 1,00 6,07 1,09
6,0 20,73 1,16 1167 1,00 11,00 1,07
Concentragdao do tampao
Tampao fosfato pH 5,5:1-propanol (92:8)
10 11,27 1,14 6,07 100 6,07 1,12
50 10,00 1,177 4,33 1,00 460 1,09
100 480 1,17 240 1,00 247 1,00
% de 1-propanof
Tampao fosfato 10 mmol/L, pH 5,5:1-propanol
5 16,41 1,16 6,87 1,00 6,79 1,12
11,27 1,14 6,07 1,00 6,07 1,09
10 6,33 1,13 4,07 100 3,67 1,00
Modificador Organico
Tampao fosfato 100 mmol/L, pH 5,5:modificador (92:8)
acetonitrila 2227 108 567 100 567 1,07
1-propanol 480 1,17 240 1,00 247 1,00
2-propanol 660 1,20 280 1,00 3,07 1,06
etanol 19,07 1,31 520 1,00 5,07 1,10
metanol - - 1487 1,00 11,80 1,15

Vazao= 0,9 mL/min.; k=fator de reten¢ao para o primeiro enantiémero eluido; o= fator de

separagio.
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FIGURA 13 Efeifo da composicdo da fase mével nos fatores de retengdo dos
enantiémeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna CHIRAL AGP®
(R)-PPF A- (R)-PPF-50H O- (R)-PPF-NOR
B- (S)-PPF A- (S)-PPF-50H ®- (S)-PPF-NOR

Fases moveis descritas na Tabela 9.

A exemplo da coluna ULTRON ES-OVM®, conforme se eleva o pH, ocorre
um aumento dos fatores de retencgdo, tanto para a PPF quanto para os seus
metabdlitos, com uma pequena melhora na separagio dos enantidbmeros da PPF

e da PPF-NOR (FIGURA 13-A).
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Através da FIGURA 13-B pode-se observar que 0 aumento da
concentragdo do tamp&o acarreta uma diminuigdo da retengdo dos enantibmeros
de todos os compostos. Quanto a separagéo, foi observada uma redugéo dos
fatores de separagao da PPF-NOR, que nao foi resolvida na concentragao de 100
mmol/L (TABELA 9).

O raciocinio empregado para discutir a influéncia da concentragéo e do pH
do tampéo utilizado na coluna ULTRON ES-OVM® também é aplicavel & coluna
CHIRAL AGP®.

Na fase movel constituida por tampao fosfato 10 mmol/lL, pH 55 e
diferentes quantidades de 1-propanol, observa-se que a medida em que a
propor¢cdo do modificador organico é aumentada, os tempos de retengéo
diminuem, comportamento esperado para fase reversa. Com relacdo a
separagdo, o aumento da propor¢cdo do modificador provoca uma pequena
diminuicdo dos fatores de separacédo da PPF e PPF-NOR, sendo que os
enantibomeros da PPF-NOR n&o foram resolvidos quando se utilizou uma
quantidade de modificador organico superior a 8% (FIGURA 13-C).

Com relacdo aos modificadores organicos, pode-se observar que
aumentando o indice de polaridade do solvente na fase mével constituida por
tampéo fosfato pH 5,5, 100 mmol/L e 8% dos modificadores 1-propanol, 2-
propanol, etanol, acetonitrila e metanol (TABELA 9), aumentam também os
tempos de retencdo da PPF e dos seus metabdlitos, o que € um comportamento
esperado para uma coluna de fase reversa (QUATTROCCHI et al., 1992 a).

A separacao também foi significativamente alterada em fungéo do tipo de

modificador organico adicionado a fase movel. Os enantidbmeros da PPF-50H
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FIGURA 14 Resolugdo dos enantidmeros da PPF (A) e PPF-NOR (B) na coluna
CHIRAL AGP®

Fase movel: A) tampao fosfato 10 mmol/L, pH 5,5:1-propanoi {92:8); B) tampao
fostato 100 mmol/L, pH 5,5-metanol {(88:2), vazéo: 0,9 mu/min. Detecgdo:254
nm

4.1.1.2 Avaliacédo da coluna CHIRALCEL ODR®

Para avaliar a coluna CHIRALCEL OD-R® foram alterados os parametros
pH, concentragéo da solugdo de perclorato de sodio e proporgdo do modificador
organico. A avaliagdo do tipo de modificador organico ndo pdde ser realizada pois
o uso de 1-propanol e 2-propanol como solventes na fase modvel ndo é
recomendado pelo fabricante. Além disso, tanto o etanol quanto o metanol,

quando adicionados a fase moével perclorato de sodio 0,25 mol/L, pH 5,0,
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tornaram-na muito viscosa, resultando em pressdes de opera¢do incompativeis
com a pressao maxima recomendada pelo fabricante. A TABELA 10 apresenta
as fases moveis utilizadas para avaliar a coluna CHIRALCEL ODR®, enquanto a
FIGURA 15 ilustra também a influéncia da composi¢cdo da fase mével sobre os

fatores de retencéo.

TABELA 10 Efeito da composicdo da fase mével na retencdo e na separagdo
dos enantiémeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna CHIRALCEL OD-R®

Parametros Cromatograficos

Composicao da Fase Mével PPF PPF-50H PPF-NOR
k o Kk o k o

pH

Perclorato de sédio 0,25 mol/L:acetonitrila

(60:40)
3,0 6,79 1,07 2,97 1,00 2,62 1,11
4.0 6,33 1,07 2,77 1,00 2,50 1,06
5,0 6,29 1,07 2,78 1,00 245 1,06
5,5 6,57 1,06 2,99 1,00 2,76 1,04

Concentragao (mol/L)
Perclorato de sddio pH 5,5:acetonitrila (60:40)

0,1 5,75 1,04 2,58 1,00 242 1,00
0,25 6,57 1,06 2,99 1,00 270 1,04
0,5 7,91 1,07 3,44 1,00 312 1,02

% de acetonitrila

Perclorato de sbédio 0,25 mol/lk, pH
5,0:acetonitrila

30 29,90 1,10 10,09 1,00 8,09 1,09
35 15,17 1,09 5,40 1,00 472 1,08
40 6,29 1,07 2,78 1,00 245 1,06

Vazéo= 0,8 mL/min.; k=fator de reteng¢ao para o primeiro enantiémero eluido; o= fator de
separagao.
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FIGURA 15 Efeito da composicdo da fase movel nos fatores de retengdo dos
enantiémeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna CHIRALCEL ODR®
- (R)-PPF A- (R)-PPF-50H O- (R)-PPF-NOR
B- (S)-PPF A- (S)-PPF-50H @®- (S)-PPF-NOR

Fases moveis descritas na Tabela 10.
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-Avaliacdo da Influéncia do pH na retencdo e na separagdo dos
enantiémeros da PPF e de seus metabélitos na coluna CHIRALCEL-ODR®

Quando houve variagdo do pH na fase moével perclorato de sédio 0,25
mol/L.acetonitrila (60:40), ndo foi observada nenhuma alteragéo significativa nos
fatores de retengdo (FIGURA 15-A) ou nos fatores de separagido (TABELA 10).
Este fato vem reforcar a hipotese de ISHIKAWA e SHIBATA (1993), que atribui a
retengcéo e enantiosseletividade a presenga do anion perclorato, que atua em um
mecanismo semelhante a formacgao de pares idnicos.

-Avaliacdo da influéncia da concentragdo de perclorato na retencdo e na
separacao dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
CHIRALCEL ODR®

Através da analise dos dados apresentados na FIGURA 15-B, se observa
que a medida em que se aumenta a concentragdo de perclorato na fase mével,
ocorre um pequeno aumento nos tempos de retengdo, confirmando o mecanismo
de formagé&o de pares idnicos proposto por ISHIKAWA e SHIBATA (1993).

Com relagéo a enantiosseletividade, observa-se uma pequena melhora na
separacdo da PPF com o aumento da concentragdo do perclorato,
provavelmente devido a maior formagcdo de pares idnicos (ISHIKAWA e
SHIBATA, 1993). Ja os enantibmeros da PPF-50H e da PPF-NOR néo

apresentaram resolugdo satisfatoria em nenhuma das fases testadas.

-Avaliagao da influéncia da proporgao do modificador organico na retengao
e na separagao dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
CHIRALCEL ODR®
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Na coluna CHIRALCEL ODR®, esse fator foi testado através da utilizagéo
de diferentes propor¢des de acetonitrila na fase mével composta por perclorato
de sédio 0,25 mol/L, pH 5,0 (TABELA 10). Quando foi utilizada a fase mével
constituida por acetonitrila:perclorato de sédio 0,25 mol/L, pH 5,0, foi observado
que a diminui¢do da propor¢céo do modificador acarretou um grande aumento dos
tempos retengcéo (FIGURA 15-C), que pode ser explicado pela diminuicido da
forca de eluicédo da fase mével, em razdo do aumento de seu indice de polaridade
(QUATTROCCHI et al., 1992 a).

TANG (1996) atribuiu a diminuigcao dos tempos de retengao a uma possivel
competicdo entre o soluto e o modificador organico tanto pelo sitios quirais
quanto pelos sitios ndo quirais da fase estacionaria. Assim sendo, quanto maior a
propor¢édo de modificador na fase mdvel, maior o nimero de moléculas de
solvente competindo com o soluto pelos mesmos sitios de ligagao e menor serao
os tempos de retengao dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos.

Quanto aos fatores de separagdo, houve uma melhora discreta na
separacao dos enantibmeros da PPF-NOR e PPF com a diminui¢&o da proporgéo
do modificador organico, fato que pode ser atribuido ao simples aumento no
tempo de permanéncia dos compostos na coluna e também a um menor numero
de moléculas do solvente competindo com os solutos pelos sitios de
reconhecimento quiral da fase estacionaria (OKAMOTO & KAIDA, 1994).

A FIGURA 16 ilustra a separagao dos enantidmeros da PPF e PPF-NOR
na coluna CHIRALCEL ODR®. Os enantibmeros da PPF-OH ndo foram

resolvidos com nenhuma das fases méveis empregadas.
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FIGURA 16 Resolugédo dos enantiomeros da PPF (A) e PPF-NOR (B) na coluna
CHIRALCEL OD-R®

Fase moével: A) NaClO, 0,25 mol/L, pH 4,0-acetonitrila (60:40), vazdo: 0,8
mL/min; B) NaCiO4 0,25 mol/L, pH 5,5-acetonitrila (70:30), vazdo: 0,7 mL/min.
Deteccao: 254 nm. *Os picos nao identificados em (B) s&o atribuidos a presenca
de provaveis impurezas na vidraria ou na amostra injetada.

4.1.2 Avaliacao das colunas que operam em condi¢cOGes de fase
normal

A segunda fase desta etapa do trabalho consistiu na avaliagdo das

colunas de fase normal: CHIRALPAK AD® e CHIRALCEL OD-H®.
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Essas colunas foram avaliadas através da utilizagdo de diferentes fases
moveis compostas por hexano:alcool, em diferentes proporgdes e acrescidas de
aditivos organicos (acido trifluoroacético ou dietilamina), sempre respeitando os
limites recomendados pelos fabricantes. A TABELA 11 resume as principais
caracteristicas e os limites de operagéo das colunas que operam em condigdes
de fase normal avaliadas neste trabalho (CHIRAL TECHNOLOGIES,1995;

CHIRAL TECHNOLOGIES, 1993).

TABELA 11 Caracteristicas e limites de operagdo das colunas que operam em
condicgbes de fase normal (CHIRAL TECHNOLOGIES,1995; CHIRAL
TECHNOLOGIES, 1993)

CHIRALCEL OD-H® CHIRALPAK AD®

Tipo de FEQ Derivado de celulose Derivado de amilose
Seletor Quiral Celulose tris (3,5- Amilose tris (3,5-

dimetilfenilcarbamato) dimetifenilcarbamato)
Dimensoes 150x4,6 mm 250x4,6 mm
Suporte Silica Silica
Tamanho da particula 5pm 10pm
Temperatura °C 0-40 0-40
Pressdo max.(atm) 50 30
Vazdo max.(mlL/min) 1,5 1.5
Solventes(%)
-hexano 0-100 0-100
-etanol 0-100 0-15e 60-100
-2-propanol 0-100 0-100
Aditivos(%)
-dietilamina <0.5 <05
-ac. Trifluoroacético <0.5 <0.5
' Regeneragiao Etanol 0,3 mL/min-3h. Etanol 0,5 mbL/min-3h.
Armazenamento Hexano:2-propanol 9:1 Hexano:2-propanol 9:1

Recomendacgées apads uso diario:

*Lavar as colunas com hexano:2-propanol (9:1), caso as fases moéveis contenham dietilamina ou
ac. trifluoroacético.

FEQ= Fase estacionaria quiral.
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4.1.2.1 Avaliagdo da coluna CHIRALPAK AD®

A TABELA 12 e FIGURA 17 apresentam a influéncia da composi¢cdo da
fase mével na retengcdo e separacdo dos enantiomeros da PPF e de seus
metabdlitos na coluna CHIRALPAK AD®.

TABELA 12 Efeito da composicdo da fase mdvel na retengcdo e na separagéo
dos enantiémeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna CHIRALPAK AD®

Parametros Cromatograficos
Composigao da Fase Mével PPF PPF-50H PPF-NOR

k o3 k o k o

% de 2-propanol

Hexano:2-propanol + dietilamina 0,1 %

10 3,49 1,60 5,64 1,00 578 1,21
15 217 1,68 2,41 1,00 329 1,19
20 1,47 1,68 1,53 1,00 205 1,18

Tipo de Modificador Polar
Hexano:alcool (85:15) + dietilamina 0,1 %
2-propanol 2,17 1,68 241 1,00 329 1,19
etanol 2,03 1,89 2,27 1,26 413 2,27
% de Dietilamina

Hexano:2-propanol (85:15) + dietilamina

0 2,53 1,63 - - 480 1,14
0,1 2,17 1,68 2,41 1,00 329 1,19
0,2 2,09 1,65 2,57 1,00 3,16 1,19
04 2,05 1,69 2,47 1,00 315 1,20

% de Acido Trifluoroacético

Hexano:2-propanol (85:15) + &c. trifluoroacético

0 2,53 1,63 - - 480 1,44
0.1 1,90 1,21 = - 1,17 117
0,2 1,57 1,25 - - 0,97 1,16

Vazao= 1,0 mL/min.; k= fator de retengao para o primeiro enantiomero eluido; o= fator de
separacao.
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FIGURA 17 Efeito da composicdo da fase movel nos fatores de retengdo
d%s® enantibmeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna CHIRALPAK
A
(R)-PPF A- (R)-PPF-50H O- (R)-PPF-NOR
B- (S)-PPF A- (S)-PPF-50H ®- (S)-PPF-NOR

Fases moéveis descritas na tabela 12.

-Avaliacado da influéncia da porcentagem do modificador polar na retencdo
e na separacdo dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna

CHIRALPAK AD®

Para a avaliagdo da influéncia da porcentagem de modificador polar na
coluna CHIRALPAK AD@, foram utilizadas fases moéveis compostas por

hexano:2-propanol nas concentragdes de 10, 15 e 20%, acrescidas de 0,1% de
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dietilamina (Tabela 12). Nesta coluna é possivel verificar que a retengéo
segue um mecanismo de fase normal, ou seja, aumentando a polaridade da fase
mével através da adigdo de 2-propanol, acontece uma redugéo na retencao de
todos os compostos estudados. Em contraste, o fator de separagdo nao foi
significativamente influenciado pelo aumento da concentragdo de 2-propanol na
fase movel. Isto pode ser atribuido ao fato do modificador polar competir com os
solutos pelos sitios quirais e ndo quirais da fase estacionaria. Quando a
competicdo ndo ocorre nos sitios de reconhecimento quiral da fase estacionaria
pode haver uma reducdo da retencdo sem ocasionar uma redugédo do fator de

separagéo (TANG, 1996; KUNATH et al., 1996; ABOUL ENEIN & BARK, 1993).

~Avaliagdo da influéncia do tipo de modificador polar na reten¢do e na
separagao dos enantiomeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna
CHIRALPAK AD®

Para avaliar a influéncia do tipo de modificador polar nas propriedades de
retencdo e de separagdo da coluna CHIRALPAK AD®, foram utilizadas fases
moveis compostas de hexano:etanol e hexano:2-propanol na propor¢éao (85:15),

acrescidas de 0,1 % de dietilamina. Ao contrario do observado na avaliagéo

da influéncia da porcentagem do modificador polar, o efeito da estrutura do alcool
na seletividade da coluna CHIRALPAK AD® foi muito acentuado.
Quando o 2-propanol foi substituido pelo etanol (Tabela 12), ndo se

observou redugédo dos tempos de retengcdo da PPF como esperado, devido ao

aumento na polaridade (Figura 17-B). Além disso, os enantidmeros da PPF-50H
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que ndo eram separados nas outras fases modveis, passaram a ser
completamente resolvidos.

Esse efeito pode ser atribuido ao fato do alcool adicionado a fase mével
modificar a cavidade quiral do polissacarideo. A amilose possui uma estrutura
reconhecidamente menos rigida que a celulose, assim, com a alteragdo do tipo
do alcool, podem ocorrer alteragées conformacionais nas cavidades quirais da
fase estacionaria, levando a esse comportamento distinto (KUNATH et al., 1996;

TANG, 1996).

-Avaliagcdo da influéncia de aditivos na retengcdao e na separagdo dos
enantidmeros da PPF e de seus metabélitos na coluna CHIRALPAK AD®

A utilizagcdo de acidos e bases organicas como aditivos na fase movel,
para aumentar a seletividade das colunas quirais baseadas em derivados de
polissacarideos, tem se mostrado um importante artificio para a separagéo de
compostos acidos e basicos. Tais substancias séo eficazes pois contribuem para
a redugcdo da formacédo de pontes de hidrogénio entre os solutos e os grupos
silandis residuais, remanescentes do processo de derivagdo da silica, usado
como suporte (TANG, 1996).

Para avaliar a influéncia da porcentagem de dietilamina na coluna
CHIRALPAK AD®, foram utilizadas fases mdveis compostas de hexano:2-
propanol (85:15), acrescidas de dietilamina nas concentragbes de 0,0 a 0,4%.

A concentragédo de dietilamina acarretou um efeito pouco acentuado na

retencdo da PPF, afetando, principalmente, a largura e simetria dos picos,
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contribuindo para melhorar a separagdo (Figura 17-C). No caso dos metabdlitos,
a presenca de 0,1% de dietilamina reduziu a retencdo da PPF-NOR e possibilitou
a eluicdo da PPF-50H. Concentragdes maiores afetaram apenas a simetria dos
picos.

A TABELA 12 mostra as fases moveis empregadas na avaliacédo da
influéncia da porcentagem de acido trifluoracético. Para fases méveis contendo
0,1% de acido trifluoracético, observou-se reducédo nos tempos de retencéo dos
enantidmeros da PPF e da PPF-NOR, em comparagao com a fase mével que
ndo contém este aditivo. Este fato pode ser explicado pela redugéo dos grupos
silandis residuais e também por um mecanismo de formacdo de pares idnicos
entre o acido trifluoroacético e os compostos analisados (TANG, 1996).
Concentragdes maiores de acido trifluoracético ndo alteram a retengcédo e a
seletividade significativamente. A PPF-50H nao eluiu em nenhuma das
condi¢des avaliadas.

A FIGURA 18 apresenta os cromatogramas obtidos na resolugdo dos
enantidmeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna CHIRALPAK AD®.

Vale ressaltar que esta foi a unica coluna empregada no estudo que
possibilitou a resolugéo dos enantidbmeros de todos os compostos analisados, no
entanto, os picos obtidos para a PPF-NOR sempre apresentaram assimetria, o

que impediu a utilizacdo dessa coluna para quantificacdo desse metabdlito.
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FIGURA 18 Resolugdo dos enantibmeros da PPF e PPF-50H (A) e PPF-NOR
(B) na coluna CHIRALPAK AD®

Fase mével: A) hexano:etanol (88:12) + 0,1% de dietilamina; B) hexano:etanol
(85:15). Vazao 1,3 mL/min. Deteccgdo: 300 nm.

4.1.2.2 Avaliagdo da coluna CHIRALCEL OD-H®

Esta coluna € obtida a partir do mesmo derivado de celulose da coluna
CHIRALCEL OD-R®, mas empregada em condigdes de fase normal, e difere da

coluna CHIRALPAK AD® apenas quanto & natureza do polimero, pois utiliza

celulose ao invés de amilose.
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Para avaliar a coluna CHIRALCEL OD-H® foram alterados os parametros
proporcao e tipo de modificador polar, além da utilizagdo dos aditivos dietilamina
e acido trifluoroacético, em diferentes concentragées. Isto foi conseguido através
da utilizacdo de fases modveis constituidas por hexano:.etanol ou hexano:2-
propanol, em diferentes proporc¢oes.

A coluna CHIRALCEL OD-H® apresentou comportamento similar a coluna

CHIRALPAK AD®. Os resultados obtidos sdo apresentados na TABELA 13 e
FIGURA 19.

O comportamento observado foi o esperado para fase normal, ou seja,
aumentando a polaridade da fase moével, pela adicdo de 2-propanol, observou-se
que a retencdo de todos os compostos diminuiram. Nessa coluna também foi
possivel separar os enantiomeros da PPF-50H empregando etanol na fase
movel. Neste caso, a resolucéo foi obtida utilizando uma menor propor¢do de
alcool que a reportada na TABELA 13.

A tilizacdo de DEA a fase mébvel permitiu a eluicdo de todos os
compostos, o que nao ocorria com a fase mével isenta de dietilamina. Porém
acima de 0,2 % nao foi observada alteragcao significativa nos fatores de
separacao e retencdo dos compostos, como observado na coluna CHIRALPAK
AD®. Os mecanismos envolvidos s&o os mesmos discutidos anteriormente. A
PPF e PPF-50H foram resolvidas adequadamente, enquanto n&o houve

resolucdo da PPF-NOR (FIGURA 20).
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TABELA 13 Efeito da composi¢do da fase mével na retencdo e na separacdo
dos enantiémeros da PPF e de seus metabdlitos na coluna CHIRALCEL OD-H®

Parametros Cromatograficos
Composigao da Fase Movel PPF PPF-50H PPF-NOR

k o k o k 2

% de 2-propanol

Hexano:2-propanol + dietilamina 0,1 %

5 7,57 1,17 - - - -
10 3,49 1,43 10,57 1,00 943 1,00
15 2,34 1,11 5,47 1,00 6,20 1,00

Tipo de Modificador Polar
Hexano:alcool (90:10) + dietilamina 0,1 %
2-propanol 3,49 1,13 10,57 1,00 943 1,00
etanol 1,98 1,00 5,50 1,05 547 1,00
% de Dietilamina

Hexano:2-propanol (90:10) + dietilamina

0 : - & 2 5 =

0,1 3,49 1,13 10,57 1,00 943 1,00
0,2 3,37 1,14 9,95 1,00 8,75 1,00
0.4 3,29 1,15 9,43 1,00 8,67 1,00

% de Acido Trifluoroacético

Hexano:  2-propanol  (90:10) +  A&c.

Trifluoroacético
0 — - - = - -
0,1 8,74 1,13 - - 835 1,00
0,2 6,32 1,22 - - 6,97 1,00
0,4 6,31 1.1 - - 7,36 1,00

Vazéo= 1,0 mL/min.; k =fator de retengdo para o primeiro enantiomero eluido; o= fator de
separagio.
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FIGURA 19 Efeito da composigdo da fase mdvel nos fatores de retengdo dos
enantiémeros da PPF, PPF-50H e PPF-NOR na coluna CHIRALCEL OD-H®
- (R)-PPF A- (R)-PPF-50H O- (R)-PPF-NOR
®- (S)-PPF A- (S)-PPF-50H @®- (S)-PPF-NOR

Fases moveis descritas na Tabela 13.
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FIGURA 20 Resolucdo dos enantibmeros da (A)-PPF e (B)-PPF-50H na coluna
CHIRALCEL OD-H®

Fase movel: (A)-hexano:2-propanol (90:10) + 0,1% de dietilamina; Vazédo 1,0
mL/min. (B)-hexano:etanol (95:5) + 0,1% de dietilamina; Vazédo 1,0 mL/min.
Detecgao: 300 nm.

4.2 Determinacdao da configuracao absoluta e da
ordem de eluicdo dos enantibmeros da PPF e de seus
metabdlitos

A monitorizagdo das concentragdes dos enantidbmeros da PPF e de seus
metabdlitos em fluidos biolégicos requer uma completa caracterizagéo
estereoquimica, isto €&, a determinagcdo do excesso enantiomérico e a
configuragdo absoluta do enantiomero que prevalece no plasma (De Camp apud

HOLLENHORST & BLASCHKE 1991). Em 1991 HOLLENHORST & BLASCHKE
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designaram a configuragédo absoluta dos enantibmeros da PPF e desenvolveram
procedimentos para separagdo do farmaco inalterado e dos metabdlitos.
Utilizando a coluna CHIRALPAK AD®, e a fase movel hexano:2-
propanol:trietilamina, esses autores concluiram que a (R)-PPF eluiu primeiro.
Este resultado foi recentemente confirmado por BHOM et al. (1995), através da
injecdo dos enantidmeros isolados na coluna CHIRALPAK AD® utilizando
hexano:2-propanol:dietilamina como fase movel.

Sabendo a ordem de elui¢cdo da PPF na coluna CHIRALPAK AD® e a sua
configuragdo absoluta, foi possivel estabelecer também a ordem de elui¢do dos
enantiomeros dos metabdlitos da PPF, utilizando detecgdo por dicroismo circular
(DC). Esta parte do estudo foi realizada pelo Dr. Carlo Bertucci, no Centro di
Studio per le Macromolecole Stereordinate ed Otticamente Attive-CNR do
Departimento di Chimica e Chimica Industriale, Universita di Pisa.

A (R)-PPF, o primeiro enantidmero eluido na coluna CHIRALPAK AD®
utilizando 2-propanol ou etanol na fase mével, mostrou uma banda DC negativa
em torno de 300 nm. Um sinal DC negativo na mesma faixa espectral foi
observado também nos casos da PPF-NOR e PPF-50H. Levando em conta a
similaridade estrutural da PPF e de seus metabdlitos, a configuragéo absoluta (R)
pode ser sugerida para aquelas fragdes que mostraram sinais DC negativos em
300 nm. A mesma ordem de eluigdo, o enantibmero (S) sendo o mais retido, foi
obtida para os trés compostos analisados na coluna CHIRALPAK AD®.

Uma vez estabelecida a ordem de eluicéo da PPF e de seus metabdlitos na

coluna CHIRALPAK AD®, foi possivel coletar fragdes correspondentes a cada um
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deles e, a sequir, analisar essas fra¢cOes nas outras colunas empregadas nesse
estudo, utilizando as fases moveis discutidas nas FIGURAS 12, 14, 16, 18, 20.
Através desses experimentos determinou-se a ordem de eluicdo da PPF, PPF-

50H e PPF-NOR nas demais colunas (TABELA 14).

TABELA 14 Ordem de eluigdo da PPF e de seus metabdlitos

Coluna PPF PPF-NOR PPF-50H

1 2 1 2 1 2
Ultron ES OVM® - - - - S R
Chiral AGP® S R S R = -
Chiralcel ODR® S R S R - -
Chiralcel OD-H® R S - E S R
Chiralpak AD® R S R S R S

A ordem de eluigao foi a mesma para a PPF e seus metabdlitos em todas
as colunas exceto para a PPF-50H na coluna CHIRALCEL OD-H®, onde se
verificou uma inversédo na ordem de eluigéo, isto &, a (R)-PPF elui primeiro na

coluna, enquanto que para o seu metabdlito observa-se ordem de eluigdo

inversa.

4.3 Analise Enantiosseletiva da PPF e PPF-50H em
Plasma

A coluna CHIRALPAK AD® apresentou o melhor desempenho para a
resolugéo dos enantiomeros da PPF e de seu metabdlito PPF-50H. A fase movel

mais adequada foi hexano-etanol (88:12, v/v), acrescida de 0,1% de dietilamina e
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empregada na vazao de 1,3 mL/min. O comprimento de onda selecionado para
detecgédo foi 315 nm e o volume de inje¢do foi 50 pL.

Os compostos foram adicionados em 1 mL de plasma e submetidos ao
procedimento de extragdo descrito na FIGURA 8.

A FIGURA 21 ilustra a separagdo obtida juntamente com o branco de
plasma, indicando a auséncia de interferentes no intervalo de eluigdo dos

enantidbmeros da PPF e da PPF-50H.
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FIGURA 21 Cromatogramas indicando a resolu¢do dos enantibmeros da PPF e
PPF-50H em plasma

Fase modvel:hexano-etanol (88:12) + 0,1% de dietilamina; vazdo: 1,3 mL/min;
detecgdo: 315 nm. 1-(R)-PPF; 2-(R)-PPF-50H; 3-(S)- PPF-50H; 4-(S)-PPF

(A) - Branco de Plasma.

(B)- Plasma enriquecido com 10 ug de PPF e PPF-50H.
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4.4 Validacdo do método e Analise Estatistica.

A padronizagdo interna € menos susceptivel a erros técnicos e, portanto
este procedimento foi inicialmente selecionado para a quantificagcdo dos
enantiomeros da PPF e PPF-50H em plasma. Este método consiste em
comparar a relagéo entre a area obtida do composto que se deseja analisar e a
do padrédo interno. Adiciona-se uma quantidade conhecida do padrdo interno as
amostras contendo quantidades crescentes do composto a ser analisado e
determina-se a relag&o entre as areas ou alturas dos picos obtidos (BONATO,
1990).

A substancia utilizada como padrao interno deve ser similar ao composto
analisado, estar presente em concentragbes similares, ter tempo de retengéo
préximo ao composto problema, sem causar interferéncia, ser inerte e n&o fazer
parte da amostra (COLLINS, 1995). Assim, dentre os varios farmacos testados, o
escolhido foi o metoprolol. Porém, devido a elevada concentracdo necessaria
para sua detecgcdo, o uso deste farmaco levou a resultados insatisfatérios nos
testes de validagéo.

Por isso, optou-se pelo método da padronizagdo externa para a
quantificacdo. A padronizagdo externa consiste em comparar a area ou altura do
pico correspondente a quantidades conhecidas do composto problema com a
area ou altura do mesmo composto na amostra, cuja concentragcdo se deseja

determinar.
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4.4.1 Recuperac¢ao

Os procedimentos de preparagdo da amostra levam a perdas do farmaco
ou de seus metabdlitos devido a extragdo incompleta, adsor¢ao, perda do volume
ou co-precipitagdo. Assim sendo, raramente o farmaco pode ser completamente
recuperado a partir de amostras biologicas, mas essa perda podera ser
minimizada pela otimizagdo das condigbes do procedimento de extragdo. A
concentragdo do farmaco pode influenciar sua recuperagéo, portanto esta precisa
ser avaliada na faixa de concentragbes esperadas nas amostras. Um método
reprodutivel que n&o apresente recuperagdo satisfatdéria pode ser aceitavel
quando as amostras sdo analisadas com a calibragdo apropriada dos padrées.
Entretanto, quando a recuperagéo do analito ndo é reprodutivel, ndo podem ser
obtidas boa repetibilidade e exatiddo (McDOWALL, 1989).

Neste estudo, a recuperacdo foi avaliada através da construg¢do de uma
curva de calibragdo obtida pela inje¢éo direta das solugdes-padréo de PPF e
PPF-50H, apés evaporagdo do solvente e dissolugdo dos residuos na fase
moével. A seguir, amostras de plasma enriquecidas com PPF e PPF-50H no
intervalo de 25,0 a 500,0 ng/mL de cada enantidmero foram analisadas, em
duplicata, apés o procedimento de extragéo representado na FIGURA 9.

Na TABELA 15 pode-se observar a reprodutibilidade do procedimento de
extracdo e que a porcentagem de recuperagdo ndo depende da concentragéo

dos farmacos no intervalo estudado.
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TABELA 15 Resultados obtidos na avaliacdo da recuperacdo do método
desenvolvido

Concentragcao Recuperagao C.v.
Plasmatica (ng/mL) (%) (%)
(R)-PPF
25,0 66,27 7,10
125,0 60,49 6,23
250,0 60,25 6,58
500,0 64,68 5,38
(S)-PPF

25,0 60,86 8,32
125,0 59,65 7,63
250,0 57,35 7,16
500,0 67,37 5,87

(R)-PPF-50H
25,0 59,05 5,02
125,0 54,77 4,86
250,0 59,05 4,53
500,0 57,70 4,64

(S)-PPF-50H
25,0 57,14 6,21
125,0 53,48 597
250,0 57,06 5,25
500,0 58,33 4,70

4.4.2 Curva de Calibracao

Toda andlise quantitativa necessita de uma curva de calibragéo
cuidadosamente elaborada, pois dela depende a confiabilidade do método. No
caso da analise de farmacos em amostras de origem biolégica, a curva
calibragdo € preparada enriquecendo aliquotas da amostra que n&o contém o
farmaco com quantidades exatamente medidas do farmaco de elevada pureza

(padréo de referéncia).
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A curva de calibragcdo consiste em verificar se uma relagdo de primeira
ordem (linear) é observada entre a resposta do detetor (y) e a concentragéo (x)
da substancia, podendo ser descrita pela equacéo linear: y = ax + b, onde (a) é a
inclinagdo da reta e (b) é a intercessdo da reta com o eixo das ordenadas do
grafico da curva de calibragédo. Idealmente, (a) deve ser reprodutivel e (b) ndo
deve ser significativamente diferente de zero. A regresséao linear deve apresentar
ainda um alto coeficiente de correlagdo (r>0,99). O valor ideal para o coeficiente
de correlagédo € um, mas ele é afetado pela faixa e distribuicdo das
concentragdes utilizadas na calibragéo (LANG & BOLTON, 1991 a,b).

Os valores obtidos para a curva de calibragédo, demonstrados na FIGURA

22, indicam linearidade satisfatéria e um elevado coeficiente de correlagéo.
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FIGURA 22 Curva de Calibragéo para analise dos enantibmeros da PPF e PPF-
50H
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4.4.3 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método é feita de forma idéntica a usada para
obtencdo da curva de calibragdo, exceto pela ampliagdo do intervalo de
concentragdes plasmaticas.

O intervalo de concentragéo utilizado para o ensaio de linearidade foi de 25
a 1250 ng/mL, este intervalo foi selecionado pois &€ condizente com a faixa de
concentragdo utilizada em estudos de disposi¢do cinética (HOLLENHORST &
BLASCHKE, 1991). O tratamento estatistico da curva de calibragcdo envolveu a
determinagdo da equagéo da regressao linear e do coeficiente de correlagdo. Os
valores obtidos para avaliagéo da linearidade, a exemplo da curva de calibragao,

também se revelaram bastante satisfatorios como demonstra a FIGURA 23.
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FIGURA 23 Avaliagdo da linearidade do método desenvolvido para anélise dos
enantibmeros da PPF e PPF-50H
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4.4.4 Repetibilidade e exatidao

A confiabilidade de um método pode ser avaliada através dos ensaios de
repetibilidade e exatiddo que determinam o erro da andlise. A repetibilidade e
exatiddo sdo normalmente determinadas pela andlise de replicatas de amostras-
controle em varias concentragdes, preferencialmente duas ou mais, dentro da
faixa de concentragdo esperada para as amostras (CAUSON, 1997). Quando a
andlise das amostras-controle s&o realizadas no mesmo ensaio ou N0 mesmo
dia, os dados de repetibilidade e exatidao sdo expressos como repetibilidade ou
exatidao intra-ensaio, enquanto que a repetibilidade e exatiddo interensaios
referem-se as analises realizadas em dias diferentes (PENG & CHIOU,1990). A
repetibilidade avalia a variagdo dos resultados quando repetidas analises s&o
feitas em uma mesma amostra. O valor numérico usado é o coeficiente de

variagdo (CV) ou desvio padrio relativo (CHASIN et al.,1994):

CV (%) =S x100/x
sendo,
S = estimativa do desvio padréo
X = média das medidas
A exatidao relativa indica a proximidade entre o valor real da substancia
na amostra e o valor estimado pelo processo analitico. E expressa em
porcentagem do erro sistematico, podendo ser calculada pela foérmula
(QUATTROCCHI et al., 1992 b):

E (%)=(vo—Vvr/VR).100
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sendo,
vr = valor real,
Vo = valor obtido.

Alguns autores consideram que o0s ensaios realizados na andlise de
amostras bioldgicas para estudos farmacocinéticos ndo devem apresentar erro
maior que 10 %. Contudo, outros autores consideram aceitaveis valores de até
20%, quando as concentragdes sado reduzidas (SHAH et al., 1992; PENG &
CHIOU, 1990).

Neste estudo, a repetibilidade e a exatiddo foram avaliadas através dos
testes intra e interensaios, para trés amostras com diferentes concentragdes de
PPF e PPF-50H. Foram preparadas amostras de plasma branco adicionadas de
50, 200 e 1000 ng/mL de cada enantidmero.

Na repetibilidade e exatidao intra-ensaio foram analisadas dez amostras
(n=10) de um mesmo lote, j& na repetibilidade e exatiddo interensaios foram
considerados os resultados das analises de cinco diferentes lotes, realizados em
cinco dias diferentes, em duplicatas para cada concentragao.

As TABELAS 16 e 17 mostram os resultados obtidos, onde verifica-se que

os coeficientes de variagdo nao ultrapassaram o limite de 10%.

4.4.5 Limite de Quantificacdao

Nesse estudo, foi considerada como sendo o limite de quantificagdo, ou

seja, a menor concentragao quantificada com erro inferior a 10%.
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TABELA 16 Resultados da avaliagcdo da repetibilidade e exatiddo interensaios

Concentragao Concentragao Obtida  Repetibilidade Exatidao
Real (ng/mL) (%CV) __(Ermo %)
50 ng/mL
(R)-PPF 52,35 54 46
(S)-PPF 50,90 9,6 1.8
(R)-PPF-50H 50,05 8,2 0.2
(S)-PPF-50H 48,97 8,5 2.2
200 ng/mL
(R)-PPF 204,83 6,9 24
(S)-PPF 207,70 6,8 3.8
(R)-PPF-50H 198,63 75 -0.7
(S)-PPF-50H 205,36 6,4 27
1000 ng/mL
(R)-PPF 964,55 6,1 3.7
(S)-PPF 972,88 6.0 28
(R)-PPF-50H 968,85 2,1 -3.2
(S)-PPF-50H 968,98 58 -3.2
* (n=5)

TABELA 17 Resultados da avaliagdo da repetibilidade e exatiddo intra-ensaio

Concentragao Concentragédo Obtida Repetibilidade Exatidao
Real (ng/mL) _(%CVv) (Erro %)
50 ng/mL
(R)-PPF 52,55 59 5.0
(S)-PPF 52,17 6.4 5.0
(R)-PPF-SOH 47,63 8,5 -4.4
(S)-PPF-50H 49,37 7,3 -1.2
200 ng/mL
(R)-PPF 198,39 7,5 -0.8
(S)-PPF 198,79 7,0 -06
(R)-PPF-50H 195,32 8,2 -2.3
(S)-PPF-50H 197,07 538 -1.4
1000 ng/mL
(R)-PPF 1032,40 6,5 3.1
(S)-PPF 1046,76 25 4.5
(R)-PPF-50H 104144 4.8 3.9
(S)-PPF-50H 1035,21 6,9 34

* (n=10)
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O limite de quantificagdo € dependente das condi¢es de analise tal como a
temperatura, pureza dos reagentes, matriz da amostra e sistema instrumental
(BRESSOLLE et al., 1996).

Para determinacdo do limite de quantificagdo, foi analisada uma amostra
enriquecida com 12,5 ng/mL de cada enantibmero da PPF e PPF-50H. Porém, os
resultados de repetibilidade e exatiddo obtidos na andlise dessas amostras
apresentaram erros superiores a 10%. Portanto, o limite de quantificacéo
considerado foi 0 menor ponto das curvas de calibragéo, ou seja, 25 ng/mL de

cada enantibmero em plasma (SHAH et al., 1992).

4.4.6 Seletividade

A seletividade refere-se a capacidade do método em produzir um sinal
devido exclusivamente a substancia em estudo e livre da interferéncia de outros
componentes na matriz da amostra. Para analise de farmacos em fluidos
biolégicos, estes compostos podem ser seus metabdlitos, substancias endégenas
ou ainda outros farmacos administrados em associagcédo (BOTSCH et al., 1992).

Neste estudo, a seletividade foi avaliada através da analise de diversos
farmacos com possibilidade de apresentar interferéncia no método desenvolvido,
verificando-se a coincidéncia dos tempos de retengcdo com os enantibmeros da
PPF e PPF-50H.

Na TABELA 18 estao relacionados os farmacos testados, onde somente os
que apresentaram picos com tempos de retengdo coincidentes com os dos

enantidbmeros da PPF e PPF-50H foram submetidos ao procedimento de
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TABELA 18 Farmacos avaliados como interferentes do método
desenvolvido (JACKSON, 1986; LIMA, 1994)*

Farmaco Concentragao Tempo de retengédo
Plasmatica terapéutica (min.)
(ug/mL)*
ANTICONVULSIVANTES:
Fenitoina 20,0 52
Carbamazepina 4.0 14,1
Fenobarbital 30,0 ND
Acido Valpréico 100.0 5.0
CARDIOVASCULARES:
Propanolof 1.0 45e52
Metoprolot 0.2 6,178
Salbutamol 0.12 ND
Atenolol 0.87 ND
Pindolol 0.08 5,85
Verapamil 0,068 ND
Mexiletina 0.5 ND
Disopiramida 7.5 50e57
Amiodarona 1.0 35849
Procainamida 10.0 10,1
Lidocaina 50 19.8e 223
ANALGESICOS:
Acido acetilsalicilico 300,0 ND
Acetaminofeno 20.0 ND
Propoxifeno 0.4 6.3
Dipirona 11.0 19,2
ANTIDEPRESSIVOS:
Amitripilina 0.25 8.0
Imipramina 0.25 3.2
BENZODIAZEPINICOS:
Diazepam 2.5 12.6
Clonazepan 0.024 16,7
Alprazolan 0,020 ND
Triazolan 0,017 58
Bromazeparm 0.17 15.7
Flunitrazepam 0,02 24,5
Flurazepam 0.03 253
Lorazepam 0,24 18,6
OUTROS:
Cimetidina 1.5 12,3e13,9
Dexametasona 0,1 ND
Albendazol 1,0 13,3
Albendazol sulfoxido 20 6,2
Albendazol sulfona 1,0 146
Mebendazol 0,12 6,2

Tempos de Retengao: (R)-PPF 10,0 min; (S)-PPF 12,0 min;

(R)-PPF-50H 16,2 min; (S)-PPF-50H 18,0 min
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extragdo. A PPF-NOR néo foi detectada nas condigbes de andlise utilizadas e,
portanto, também néo interfere na analise dos enantidomeros da PPF e PPF-50H.
Dos outros farmacos analisados, apenas a procainamida, a cimetidina, o
lorazepam e o clonazepam interferem na determinagao enantiosseletiva da PPF e

de seu metabdlito em plasma.

4.5 APLICACAO DO METODO

O método desenvolvido e validado para analise dos enantidmeros da PPF
e PPF-50H foi empregado para analise de uma amostra obtida de um voluntario
sadio, apds administracdo de PPF na forma de racemato. A andlise dessa
amostra tem por finalidade ilustrar a aplicabilidade do método.

A FIGURA 24 mostra o cromatograma resultante dessa analise, onde
verifica-se que o resultado obtido confirma a disposi¢do cinética estereosseletiva
da PPF proposta por Kroemer et al., havendo predominancia do enantiomero (S)-
PPF no plasma. O produto da metabolizacdo da (S)-PPF, ou seja, (S)-PPF-50H
nao foi detectado.

Segundo os autores, a eliminagdo do enantibmero (S)-PPF ¢é
consideravelmente reduzido quando a PPF & administrada como uma mistura
racémica, resultando num aumento significativo das concentragdes plasmaticas
da (S)-PPF e aumento na sua meia-vida de eliminag&o. Isto ocorre porque a

metabolizagdo do isdbmero (S)-PPF é inibida pelo enantibmero (R)-PPF de
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FIGURA 24 Cromatograma indicando a resolugao da dos enantibmeros da PPF e
PPF-50H na amostra obtida de um voluntario, na coluna CHIRALPAK AD®
1-(R)-PPF; 2-(R)-PPF-50H; 4-(S)-PPF.

Fase mével:hexano-etanol, (88:12) + 0,1% de dietilamina; vazédo 1,3

mL/min; deteccéo 300 nm.

maneira competitiva. Uma vez que a atividade f-adrenérgica esta relacionada
principalmente ao enantidbmero (S)-PPF, a inibicdo de seu metabolismo pode ter

implicacdes clinicas (KROEMER et al., 1991; KROEMER et al., 1994).
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4.6 COMENTARIOS FINAIS

A andlise dos enantidmeros da PPF em plasma tem sido realizada através
de métodos cromatograficos, porém, para que haja a discriminagdo dos
enantidbmeros torna-se necessaria a criagdo de um ambiente assimétrico. Para
issO pode-se utilizar colunas contendo fases estacionarias quirais, aditivos quirais
podem ser adicionados a fase movel, ou ainda, pode-se realizar a formacgao de
diasteroisdbmeros através de reagdes de derivagdo com reagentes quirais
enantiomericamente puros (DAPPEN, 1986). Estudos realizados com esses trés
procedimentos podem ser encontrados na literatura.

Os métodos baseados na derivagédo quiral (MEHVAR, 1990; KROEMER et
al., 1989) apresentam como principal desvantagem, a possibilidade de
racemizacdo do reagente quiral durante a reacdo ou estocagem. Além disso, o
método descrito por KROEMER et al. (1989) é pouco sensivel, ja que apresenta
limite de quantificagdo de 100 ng de cada enantibmero da PPF por mL de
plasma.

Os métodos baseados na adi¢do de um aditivo quiral a fase mével (KERN,
1994; ABOUL-ENEIN & BARK, 1993) também apresentaram a desvantagem de
racemizacao do reagente durante a estocagem e, além disso, o custo da andlise
€ elevado devido ao seu grande consumo. No entanto, ressalta-se que o método
descrito por KERN (1994) é o unico que possibilita ndo sé a quantificagdo dos
enantibomeros da PPF, como também da PPF-50H. Pelos motivos descritos

acima o interesse atual esta dirigidodo para o emprego de fases estacionarias
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quirais. A TABELA 19 relne as principais informagcdes e caracteristicas dos
métodos baseados em fases estacionarias quirais discutidos na literatura e do

método descrito nesse estudo.

TABELA 19 Comparagao dos métodos baseados em fases estacionarias quirais

Método = Composto Extragdo Coluna Linearidade Recuperagao L.Q.

(ng/mL) (%) {(ng/mbL)
RY(S) RS ® ©)

1 PPF ELL CHIRALPAK AD® - - - - -

2 PPF ELL CHIRALPAK AD® 5-400 950 820 10 10

3 PPF ELL CHIRALCEL OD® - - - - -

4 PPF ELS CHIRALCEL ODR®  25-2500 100,5 99,9 25 25

5 PPF ELL CHIRALPAK AD® 25-1250 629 613 25 25

5 PPF-50H ELL CHIRALPAK AD® 25-1250 576 56,5 25 25

*ELL=Extracéo Liquido-Liquido; ELS=Extrag&o Liquido-Sdlido; L..Q.=Limite de quantificag&o.
1-HOLLENHORST& BLASCHKE, 1991; 2-BHOM et al., 1995; 3-ABOUL-ENEIN & BARK, 1993;
4-GAETANI et al., 1998; 5-ABREU et al., 1998.

Analisando a TABELA 19 verifica-se que os unicos dois métodos validados
descritos na literatura (BHOM et al., 1995 e De GAITANI et al.,1998) reportam
melhores rendimentos de recuperagdo, porém realizam apenas a analise
enantiosseletiva da PPF e ndo de seu principal metabdlito. Para a resolugéo
simultanea da PPF e PPF-50H foi necessaria a remocgéo total dos interferentes
enddégenos que causavam interferéncia na analise, o que resultou num maior
namero de passos no procedimento de extracdo e, consequentemente, num
menor rendimento de extracdo. Sendo assim, apesar de apresentar um menor
rendimento de extragdo, o método descrito nesse estudo € superior aos demais
métodos descritos na literatura, pois possibilita a resolugcdo simultanea dos

enantiomeros da PPF e PPF-50H, nas mesmas condi¢bes de analise. O limite
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de quantificagdo de 25 ng/mL permite que o método seja empregado em estudos
de disposicéo cinética de dose multipla. (KROEMER et al.,1994).

Nao foi possivel realizar a resolugdo da PPF e de seus metabdlitos na
coluna CHIRALPAK AD® pois a NOR-PPF apresentou assimetria em seus picos,

0 que provoca a sobreposi¢cao dos picos dos compostos analisados (FIGURA
25).

(R)-PPF

(R)-PPF-NOR

(S )-PPF-NOR

il i J

L I ! J L 1 !
O 5 10 15 20 O 5 10 15 20 25 min

FIGURA 25 Resolugdo dos enantibmeros da PPF e PPF-50H (A) e PPF-NOR
(B) na coluna CHIRALPAK AD®

Fase moével: hexano:.etanol (88:12) + 0,1% de dietilamina; Vazédo 1,3

mL/min. Deteccdo: 300 nm.
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No entanto, destaca-se que a NOR-PPF néo interfere na determinagéo dos
enantiomeros da PPF e PPF-50H no plasma visto que este metabdlito ndo é

extraido pelo procedimento proposto.



Conclusées
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Através da analise dos dados obtidos na avaliagdo das colunas quirais pode-
se concluir que em nenhuma das colunas avaliadas foi obtida a separagdo dos
enantibmeros da PPF e de seus metabdlitos nas mesmas condi¢bes de analise. A
coluna CHIRALPAK AD® foi, dentre as colunas testadas, a que apresentou os
resultados mais promissores por ter sido a uUnica coluna que resolveu os
enantidmeros da PPF e PPF-50H nas mesmas condi¢cdes de analise e também
por haver uma possibilidade de resolver os enantidomeros da PPF-NOR, apesar
dos picos apresentarem certa assimetria. A fase mdvel mais adequada para a
resolucdo da PPF e de seu principal metabdlito PPF-50H foi hexano-etanol
(88:12, vlv), acrescida de 0,1% de dietilamina, na vazdo de 1,3 mL/min. Os
farmacos analisados apresentaram comportamento similar na coluna CHIRALCEL
OD-H®, exceto para PPF-NOR, cujos enantidmeros nio foram separados com
nenhuma das fases méveis empregadas.

Entre as colunas baseadas em proteina, a coluna ULTRON ES-OVM®
apresentou boa resolugdo apenas para os enantibmeros da PPF-50H, utilizando a
fase mdvel tampéo acetato 20 mmol/L, pH 3,5:acetonitrila (97:3). A coluna Chiral
AGP® n3o separou os enantidbmeros da PPF-50H; as fases mdveis mais indicadas
para a resolucdo dos enantiomeros da PPF e PPF-NOR foram tamp&o fosfato 10
mmol/L, pH 5,5:1-propanol (92:8) e tampao fosfato 100 mmol/L, pH 5,5:metanol
(98:2), respectivamente.

Finalmente, para a coluna Chiralcel OD-R®, observou-se a resolugcdo dos
enantidmeros da PPF-NOR com a fase movel perclorato de sddio 0,25 mol/L, pH
5,5:acetonitrila (70:30) e PPF com a fase moével perclorato de sédio 0,25 mol/L, pH

4,0:acetonitrila (60:40).
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Com base nesses resultados, a coluna CHIRALPAK AD® foi

selecionada para ser empregada no desenvolvimento de um método para
analise enantiosseletiva da PPF e PPF-50H em plasma.

O método desenvolvido para andlise dos enantidbmeros da PPF e de
seu principal metabdlito pode ser considerado adequado, uma vez que 0s
parametros cromatograficos otimizados forneceram resultados de validagéo
aceitaveis e bastante satisfatorios. A partir da analise dos dados obtidos no
procedimento de validagdo do método desenvolvido, verifica-se que este foi
linear na faixa de 25 a 1250 ng/mL, apresentando repetibilidade e exatidao
com desvios abaixo de 10% e recuperagdo em torno de 60%. O limite de
quantificagcdo obtido foi de 25 ng/mL e o método mostrou-se bastante

seletivo, uma vez que poucos farmacos revelaram-se como interferentes.
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