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INTRODUCAO

Pasteur, apds separar com o auxilio de uma pinga e de uma
|lente de aumento os enantiémeros de um sal de acido tartarico,
propbs que a atividade optica era causada pela assimetria
molecular, que tornava as moléculas ndo superponiveis as suas
imagens especulares. S6 no final do século XVIII Van't Hoff
e Le Bel reforcaram a proposta de Pasteur com a explicagéo de
gue o fato do carbono apresentar uma configuragdo tetraédrica
€ que conferia a certos compostos natureza quiral®.

As configuragBes absolutas do (+) e (-)-acido tartérico so
foram determinadas em 1951 por J. M. Bijvoet, por difragdo de
raios X™.

Ha& uma grande gama de compostos quirais em que sua
assimetria ndo é devida a um aomo de carbono, como, por
exemplo, compostos com &omos de enxofre, fosforo e nitrogé-
nio quirais>.

Os sulféxidos ndo sdo planares e se forem assimetricamente
substituidos, devido a altas barreiras de racemizacéo, irdo exis-
tir como enantiémeros, estaveis & temperatura ambiente®.
Aminas com diferentes substituintes também sdo quirais, em-
bora ndo sejam estaveis a temperatura ambiente por possuirem
baixas barreiras de racemizagdo. Amidas e imidas, dependendo
do tamanho de seus substituintes, podem existir como enanti-
dmeros estaveis & temperatura ambiente®.

O conhecimento de que grande parte das drogas naturais
existe na forma opticamente ativa, além de estudos feitos nas
Ultimas décadas®®, que demonstraram diferencas nas atividades
biol 6gicas entre pares de enantidmeros levaram a conscientiza-
¢do da necessidade de que as drogas sintéticas sejam produzi-
das em sua forma enantiomericamente pura®.

Receptores e enzimas interagem seletivamente as diferen-
¢as configuracionais. Prometazina € um exemplo raro de uma
droga que apresenta a mesma atividade bioldgica e poténcia
para ambos enantidmeros, no que concerne a sua atividade
anti-histaminica’.

E comum a existéncia de drogas que apresentam a mesma
atividade biolégica, mas com poténcias diferentes para cada
enantidmero. O uso de tais drogas na forma racémica é
preocupante, uma vez que as drogas normalmente possuem
mais de uma atividade biol6gica e a presenca de efeitos
colaterais ndo é desejada’.

Drogas como a cetamida e ciclofosfamida sdo usadas na
forma de seus racematos, embora seus enantiomeros apresen-
tem atividades farmacol dgicas e toxicol 6gicas bem diferentes’.
O desenvolvimento de tais compostos na forma enantiomeri-
camente pura se faz necessario para a obtencéo da poténcia
adequada e reducdo dos efeitos colaterais.
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A enantiosseletividade em farmacodinamica® ndo resulta
apenas das diferencas qualitativas e quantitativas nas ativida-
des dos enantidomeros, mas de uma série de outros fatores como
absorcéo, distribuicdo e excregéo, tornando o seu entendimen-
to complexo. O estudo de novas e ja existentes drogas deve
incluir investigagdes com o intuito de esclarecer as diferencas
enantioseletivas, levando-se em consideracéo também relagdes
custo-beneficio’.

Um dos métodos mais utilizados para a resolugéo de enantio-
meros é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)1®4,
Enantidmeros ndo sdo separados por métodos convencionais,
uma vez que apresentam propriedades fisicas similares. Raros
s80 os enantiémeros que formam cristais diferentes, podendo ser
separados do mesmo modo que o &cido tartarico.

Enantiémeros podem ser resolvidos por CLAE tanto pelo
meétodo indireto, classico, de derivacdo dos enantiémeros com
um reagente quiral'?, levando a formac&o de um par diastereoi-
someérico que pode ser separado em colunas aquirais, quanto
pelo método direto. O método direto baseia-se no uso de
aditivos quirais a fase mével ou no uso de fases estaciondrias
quirais. Entretanto, 0 método preferido para a separacéo de
misturas enantioméricas envolve o uso de colunas quirais'®*.
A razéo disto é que ndo se tem os inconvenientes que 0 méto-
do indireto apresenta e ndo ha desperdicio de reagentes quirais,
como no caso de adicdo & fase mével'S,

A separacdo de uma mistura enantiomérica em colunas
quirais é devida a um conjunto de interagdes que levam a for-
macdo de um complexo diastereoisomérico-transitorio. As fa-
ses quirais sdo agrupadas de acordo com estas interacdes®*3 16,

Nesta revisdo, o desenvolvimento, aplicacfes e perspectivas
do uso de carbamatos de polissacarideos como fases estaciona-
rias quirais em CLAE sdo discutidos.

DESENVOLVIMENTO

Hesse e Hagel observaram que triacetato de celulose, sinte-
tizado sob condi¢8es heterogéneas, perdia o poder de discrimi-
nacdo quiral apds dissolucio e re-precipitacdo’’. Entretanto,
Okamoto e colaboradores observaram que o triacetato de celu-
lose adsorvido em silica gel mostrava uma capacidade de dis-
criminagdo quiral completamente diferente do triacetato de
celulose microcristalino'® quando ndo adsorvido.

Os trabalhos do grupo de Okamoto®®2® |evaram a uma gran-
de variedade de derivados de polissacarideos tais como: tris-
benzoatos, tris-cinamatos e tris(aril ou benzilcarbamato)s de
polissacarideos adsorvidos em silica gel.

Entre os derivados de polissacarideos, os carbamatos de celu-
lose e amilose sdo os mais empregados como fases estaciondrias
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quirais em CLAE. A grande vantagem destas fases quirais,
quando comparadas com as fases quirais dos outros tipos', é
que uma maior variedade de classes de compostos quirais pode
ser eficientemente resolvida.

As reagtes de preparagdo destes derivados normalmente sdo
simples?® e as colunas obtidas apresentam boa eficiéncia, sen-
do atualmente comercializadas pela DIACEL Chem. Ind. (Ja-

p&o) (Fig. 1).

R nome nome
comercial
‘ NHCO
%ﬂ)\ Trisfenilcarbamato de celulose  Chiracel OC
®” ok 0
Adsorvido em
silica gel
e Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) Chiracel OD
de celulose Chiracel OD-R
Hy CH,
NHOO
Tris{4-clorofenilcarbamato) de Chiracel OF
celulose
Q
NHCO Tris(4-metilfenilcarbamato) de Chiracel OG
¢ celulose
m\
¢ . e Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)  Chiralpak AD
e amilose
& HC cH,
Adsorvido em
silica gel
HE Tris[(S)-1-feniletilcarbamato] Chiralpak AS

1€ NHCO
5 e amilose

Figura 1. colunas quirais derivados de carbamatos de polissacaride-
os comercialmente disponiveis.

A capacidade de discriminagéo quiral dos arilcarbamatos de-
pende da posico e dos substituintes do grupo fenila®®?, assim
como do polissacarideo'®. No caso da troca de celulose por
amilose, foi observada discriminacdo quiral completamente
distinta e em alguns casos, inversdo da ordem de elui¢do dos
enantidomeros?? 23,

Okamoto e Kaida®® descrevem em reviséo recente que uma
grande variedade de tris(arilcarbamato)s de celulose com dife-
rentes substituintes no anel aromético ( mono e disubstituidos)
foram examinados e grandes diferencas no poder de discrimi-
nacéo quiral foram notadas.

Embora os tris(arilcarbamato)s de celulose com substituintes
elétron doadores, tais como grupos alquila, ou com substituintes
retiradores de elétrons, como o cloro, tenham mostrado uma
maior capacidade de discriminagdo quiral que os ndo substitu-
idos, quando estes substituintes sdo grupos metoxi ou nitro ha
um decréscimo no poder de discriminagéo quiral®.

Grandes diferencas em k e em o foram observadas entre
dimetil, dicloro e difluoro tris(arilcarbamato)s de celulose. O
derivado dicloro, embora tenha apresentado um alto poder de
discriminagdo quiral, ndo tem valor prético devido a alta solu-
bilidade do carbamato nos solventes usuais de CLAE. O 3,5-
dimetil derivado é o que apresenta maior poder de discrimina-
cdo quiral e, consegiientemente, tem sido 0 mais usado®.

Tris(arilcarbamato)s de amilose tém tido também muitas
aplicagBes®®. A influéncia dos substituintes no grupo arila no
poder de discriminagdo quiral tem sido andloga a observada
com os derivados de celulose!®%,

A fim de elucidar a influéncia dos substituintes na discrimi-
nagdo quiral, Okamoto e colaboradores prepararam?>2® uma
série de dimetil-, dicloro- e clorometilfenil-carbamatos de ce-
lulose e amilose. Contrariamente aos resultados observados para
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os carbamatos orto-substituidos de celulose, os derivados orto-
substituidos de amilose mostraram alto poder de discriminagao
quiral. O tris(5-cloro-2-metilfenilcarbamato) de amilose apre-
sentou maior poder de resolucdo quiral quando comparado com
os dimetil e dicloro derivados correspondentes. A influéncia
destes substituintes no grupo NH do carbamato para a discri-
minagdo quiral foi demonstrada por espectrometria no infra-
vermelho e ressonancia magnética de hidrogénio.

Devido a solubilidade dos tris(carbamato)s de polissacari-
deos nos solventes usuais de cromatografia liquida, limitando
assim os eluentes que podem ser usados com estas fases™,
mecani camente adsorvidas, Okamoto e colaboradores prepara-
ram?’-?8 as fases tris-(3,5-dimetil- e 3,5-diclorofenilcarbamato)s
de celulose e amilose quimicamente ligadas a 3-aminopropil-
silica (APS). A enantiossel etividade destas fases?’, no entanto,
mostrou ser inferior as obtidas com as fases mecanicamente
adsorvidas. A enantiossel etividade das fases regiosel etivamente
imobilizadas a APS foi maior quando comparada com as nao
regiosel etivamente ligadas?®. Para os derivados de amilose, a
habilidade de resolucdo Optica das fases ligadas pela posicéo
6- foi ligeiramente superior as ligadas pelas posicfes 2- e 3-.
Entretanto, em derivados de celulose a imobilizagdo regiose-
letiva ndo teve influéncia na enantiossel etividade.

Recentemente, o derivado misto 3,5-dimetilfenilcarbamato/10-
undecenoato de celulose?® foi ancorado a vérios suportes
cromatograficos tais como silica gel, aumina e grafite, através
de reaces radicalares envolvendo o grupo 10-undecenoato. As
fases preparadas desta maneira mostraram-se resistentes as con-
dicdes usuais de CLAE com moderada enantiossel etividade®®.

A vantagem de se ter as fases quirais quimicamente ligadas
ao suporte é que elas podem ser usadas com uma maior vari-
edade de solventes que as adsorvidas mecanicamente.

A diferenca no poder de discriminagdo quiral entre os polissa-
carideos é claramente observada quando se examinam® as resolu-
¢Oes obtidas para uma série de sulfoxidos quirais (Fig. 2) nas
fases tris(fenil- e 3,5-dimetilfenilcarbamato)s de celulose e as re-
solucBes obtidas com os mesmos derivados de amilose (Tabela
1). Surpreendente é a discriminagdo quiral observada para esta
mesma série de sulfoxidos quirais em tris(3,5-dimetoxifenilcarba-
mato) de amilose. Com a fase quiral correspondente de celulose
ndo se obteve resolugdo para estes compostos.

Tris(benzilcarbamato)s de celulose e amilose tém sido tam-
bém usados com bastante sucesso®!. Os derivados de amilose,
em geral, tém demonstrado um maior poder de discriminagdo
quiral que os trisbenzilcarbamatos de celulose. A fase tris-[(S)-
1-etilfenilcarbamato] de amilose tem se mostrado muito efici-
ente na resolucéo de diversas classes de compostos®™ 33, Polis-
sacarideos tais como xilan, curdlan, dextran, inulina e amilo-
pectina foram investigados com sucesso e alguns deles mos-
tram ser boa alternativa & celulose e amilose!® 343, Derivados
quirais de diidropiridina, como nivaldipina e nicarardipina,
antagonistas de calcio, mostram boas resolugdes em bis(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de xilan®-3".

Os trabalhos desenvolvidos pelo grupo de Okamoto® 37-38
tém sido feitos usando-se silica gel macroporosa (1000-4000A)
com particulas de didmetro de 7 ou 10 um e, embora estas
fases apresentem uma excelente enantiosseletividade, o uso
desta silica possui uma séria limitagdo por ser fréagil®®* e
muito mais dispendiosa que silica microporosa.

Embora silica macroporosa tenha sido usada como suporte
para as fases quirais derivadas de polissacarideos'®2, nenhu-
ma justificativa foi apresentada para o uso deste suporte. O
uso de silica com poros menores (500 A, 7 um) foi investiga-
do e esta mostrou-se bastante efetiva na separacdo de sulfoxidos
quirais®™. Trabalho desenvolvido no grupo de Matlin** demos-
trou que silicas microporosas (120 A), com particulas de 2,5 e
5 um podem ser usadas com sucesso, permitindo o uso de colu-
nas curtas, com 15, 10 ou 3 cm de comprimento. Estas colunas
com particulas menores apresentaram grandes vantagens sobre
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Figura 2. Estruturas dos sulféxidos quirais 1-23.

as de particulas maiores, uma vez que grande eficiéncia, com
colunas mais curtas e fluxos altos, pode ser conseguida.

A influéncia na discriminacdo quiral da proporcéo carbama-
to/suporte g/g na cobertura foi examinada para silica micropo-
rosa. Com silica macroporosa?®3” como suporte, a proporgéo
usada tem sido 20-25%g/g, enquanto com silica microporosa
(120 A) foi evidenciado que o percentual Gtimo de cobertura
depende do polissacarideo usado®*. Com celulose Sigma
Cell*"*2 a proporcéo 6tima encontrada foi de 15%g/g, enquan-
to com celulose dos tipos Sigma Fibrosa e Avicel Merck, a
proporcéo ideal de cobertura foi de 20%g/g*.

A importancia das propriedades fisico-quimicas do polis-
sacarideo para a discriminagédo quiral foi claramente observa-
da quando se compararam as resolucgdes obtidas com o tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose partindo-se de celulose dos
tipos Sigma Fibrosa e Avicel Merck®. A influéncia da nature-
za do polissacarideo e a importancia da determinagéo da pro-
porcéo carbamato/suporte (g/g) na discriminagdo quiral foram
também observadas, quando se investigou o0 uso de
bis(arilcarbamato)s de quitina™.

A 3-aminopropil silica tem sido aceita como o suporte ide-
al para estas fases. Este suporte decresce as interagcBes ndo
estereosel etivas e aumenta a estabilidade da cobertura, por for-
necer condi¢Bes para a formagdo de pontes de hidrogénio.
Recentemente, Matlin e colaboradores demonstraram?®? que, em
muitos casos, 0 uso de silica ndo derivada e octadecil silica
oferece vantagens quando comparado com a APS. Para a re-
solugdo de sulféxidos quirais, entretanto, a APS mostrou me-
Ihores resultados® quando comparada a silica n&o derivada. Isto
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deve-se provavelmente a interagdes nao esteroseletivas dos
sulfoxidos com os grupos silandis livres.

A fim de demonstrar que o tamanho do poro do suporte ndo
influi na enantiosseletividade®, silicas ndo derivadas (Exsil,
Exmere Ltd) com as seguintes caracteristicas: tamanho de poro:
100A, 300A, 500A e 1000A; &rea superficial de 200 m%g,100
m?/g, 80 m?/g, e 50 m?/g e volume de poro de 0,51 mL/g, 0,78
mL/g 1,0 mL/g e 1,15 mL/g, respectivamente, foram avaliadas
como suporte para a fase tris-[(S)-1-etilfenilcarbamato] de
amilose com 0s seguintes racematos: (+)-1-(antril)-2,2,2-
trifluoroetanol, base de Trogers, p-bromofenil-p-toluil sulfoxido
e benzil-cicloexil sulféxido.

As resolucdes dos quatro racematos analisados foram muito
similares nos quatro suportes utilizados mostrando que o tama-
nho do poro tem pouco efeito na discriminagdo quiral. O p-
bromofenil-p-toluil sulféxido apresentou uma resolucgdo ligei-
ramente inferior em 1000 A (Fig. 3)%.

O fato de ter se usado silica da mesma procedéncia e nédo
derivada para a determinacdo da influéncia do tamanho do poro
é de grande importancia®“®. Sabe-se que a derivagéo da silica
ndo so altera suas propriedades quimicas, como também afeta
a estrutura do poro, e silicas de diferentes manufatores apre-
sentam diferentes propriedades quimicas®’.

O estudo da influéncia do tamanho do poro e da superficie
do suporte na discriminagdo quiral levou ao desenvolvimento
de colunas de derivados polissacarideos do tipo flash®, um
marco no desenvolvimento destas colunas, uma vez que possi-
bilitam separacBes preparativas de enantiomeros com bai-
X0 custo.
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Tabela 1. Parametros cromatograficos dos sulféxidos quirais (1-23) nas fases estacionérias quirais (FEQ-1,2,3,4,5) usando
3-aminopropilsilica (Nucleosil, 500A, 7um) como suporte e hexano\2-propanol 90:10 ou *95:5 como fase mével.*° (-) compostos
ndo analisados.

FEQ -1 FEQ-2
Sulféxidos ki o Rs k1 o Rs
Quirais
1 5,93 1,00 2,92 1,00
2 7,00 1,00 0,90 1,10 0,15
3 17,0 1,00 4,86 1,00
4 - - 2,69 1,00
5 6,28 1,21 0,43 3,00 1,00
6 4,59 1,00 4,70 1,00
7 7,53 1,25 0,68 2,50 1,18 1,00
8 6,73 1,00 2,57 1,28 1,25
9 5,57 1,00 2,00 2,55 5,37
10 6,88 1,00 2,71 1,16 0,86
11 18,4 1,00 7,14 1,98 5,44
12 17,1 1,00 9,71 1,22 1,25
13 5,20 1,00 1,12 1,00
14 3,33 1,00 2,50 1,14 1,11
24,1 1,00 6,00 1,15 1,04
15 6,27 1,15 0,98 4,25 1,19 1,25
16 11,8 1,00 2,57 1,00
17 3,18 1,00 2,31 1,00
18 - - 9,67 1,16 1,15
19 19,9 1,00 1,61 1,12 1,00
20 9,90 1,00 2,05 1,14 0,83
21 9,77 1,13 0,90 2,07 1,17 0,91
22 19,5 1,00 6,14 1,14 0,86
23 0,85 1,00 17,7 1,32 1,00
FEQ-3 FEQ-4 FEQ-5
Sulfoxidos
Quirais k1 o Rs ki o Rs k1 o Rs
1 7,11 1,00 5,50 1,00 7,26* 1,06 0,4
2 7,11 1,00 3,89 1,08 0,25 8,75 1,00
3 11,6 1,00 8,53 1,00 16,55 1,00
4 6,40 1,00 5,12 1,00 9,00 1,00
5 6,10 1,77 1,85 6,37 1,00 5,31 1,30 1,14
6 9,50 1,00
7 6,00 1,00 4,59 1,00 6,06 1,00
8 4,90 1,00 4,25 1,00 6,14* 1,28 1,45
9 4,10 1,16 0,25 2,76 1,00 5,31* 1,36 1,47
10 6,70 1,00 4,65 1,00 10,10+ 1,20 0,95
11 17,6 1,93 2,97 11,5 1,80 2,90 12,55 1,15 0,60
12 22,6 1,08 - - -
13 - - 2,89 1,00
14 7,11 1,00 1,20 1,14 6,54 1,11 0,59
14,7 1,00 10,6 1,20 0.90 13,04 1,22 1,24
15 8,16 1,00 4,57 1,00 6,27 1,15 0,98
16 9,89 1,29 0,94 4,67 1,10 0,55 11,82 1,00
17 5,89 1,30 0,86 2,42 1,07 0,17 3,18 1,00
18 14,5 1,06 0,43 11,5 1,22 1,38 20,6 1,00
19 7,78 1,00 4,35 1,00 6,45 1,45 1,86
20 6,89 1,00 4,61 1,00 9,90 1,17 0,96
21 4,10 1,00 2,27 1,00 9,77 1,13 0,90
22 10,7 1,00 3,44 1,00 8,35 1,00
23 - - 9,92 1,00 12,83 1,00

FEQ 1: Trisfenilcarbamato de celulose.

FEQ 2: Tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.

FEQ 3: Trisfenilcarbamato de amilose.

FEQ 4. Tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

FEQ 5: Tris-(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose
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APLICACOES

Embora sintese assimétrica seja Util para a preparagdo de
grandes quantidades de material, o tempo requerido no seu de-
senvolvimento pode torné-la impraticavel e ndo atrativa, espe-
cialmente quando se necessita de apenas pequenas quantidades
do enantiémero®*. Neste caso, a resolucéo de uma mistura enan-
tiomérica é preferivel e tem-se ainda como vantagem a produ-
¢ao dos dois enantidmeros, enquanto a sintese assimétrica pro-
duz apenas um. Mesmo quando a sintese assimétrica € a op-
¢ao, faz-se necessario um método analitico preciso para a de-
terminagdo do excesso enantiomérico obtido*®,

Dos métodos atuais de separacdo de enantiémeros, o uso de
colunas quirais em CLAE é o que tem encontrado maior
aplicabilidade®™ 4,

O desenvolvimento da cromatografia quiral tem permitido
gque o metabolismo e a bio-disponibilidade dos enantiémeros
em separado, de uma droga quiral, possam ser seguidos roti-
neiramente e assim procedimentos padréo para o desenvolvi-
mento e teste de novas drogas quirais tém sido estabelecidos®.

Ap6s a liberagdo de guia para a comercializagdo de drogas
quirais pelo FDA ( Food & Drug Administration, EUA), um
grande avanco foi feito neste campo, uma vez que as compa-
nhias Farmacéuticas e Quimicas necessitam de completa justi-
ficativa para comercializar o racemato®.

As colunas de carbamatos de polissacarideos foram classifi-
cadas por Wainer®® como colunas quirais do tipo II, e embora
0 mecanismo de reconhecimento quiral destas colunas ainda
ndo seja completamente elucidado, acredita-se que a discrimi-
nacéo quiral se dé por interacdes atrativas®°? do soluto com
os carbamatos das unidades glicosidicas®®>?® e também por in-
clusfo dentro das cavidades ou canais do polissacarideo™.

Uma das caracteristicas importantes destas fases estaciona-
rias quirais (FEQs) é que €elas tém sido Uteis na resolucdo de
uma grande variedade de compostos, incluindo os alifaticos. A
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presenca de grupos arométicos, embora facilite a resolugéo, ndo
tem sido, neste caso, essencia®%®, como pode ser exemplificado
pelas discriminacdes quirais obtidas para derivados de o-
pineno®, derivados da 4-hidréxi-2-ciclopentanona®®®, ciclobu-
tanonas>®, p-lactamas™, e prostaglandinas®.

Estas fases tém apresentado excelente discriminacgdo quiral
para compostos que apresentam heteroatomos como centros
assimétricos: enxofre'®30:3359-61 o £45foro!®62 | por exemplo.

O tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose é a fase que
tem tido maior aplicabilidade. Okamoto e Kaida?>destacam que
dos 510 racematos analisados nesta fase, 229 foram completa-
mente resolvidos.

Embora as colunas quirais de carbamatos de polissacarideos
sejam comumente usadas no modo normal®?3, com misturas
de um solvente alifatico (hexano, pentano ou heptano) e alco-
ois, tais como etanol, 2-propanol e tert-butanol como
eluentes®436468 ¢l as tém sido usadas também no modo rever-
508973 com &gual/acetonitrila ou agua/metanol, geralmente
tamponados com acido perclérico ou fosfato. Solventes
clorados, THF, DHF e DM SO ndo sdo usados, uma vez %ue
estes solventes removem a fase estacionaria do suporte®® %,

N,N-dimetilamina e &cido trifluoro acético tém sido usados
como aditivos aos solventes, tanto no modo normal quanto
no reverso, para bloquear interagdes silanofilicas ndo desgja-
das®?#27476 O tipo do &cool usado como eluente, no modo
normal, tem tido, em alguns casos, um efeito bastante pronun-
ciado®243%377 assim como adicsio de &gua em concentragSes
préximas de 0,1-1,0 /L5377, Efeito da temperatura na discri-
minagdo quiral tem sido também explorado®> 7078,

Determinagdo de Excesso Enantiomérico

A importancia da existéncia de um método analitico sim-
ples, reprodutivel e sensivel em sintese assimétrica é ampla-
mente reconhecida, pois faz-se necessario ndo s a determina-
¢do, como o controle da pureza Optica dos reagentes, interme-
didrios e produtos*®-506,

As colunas tris(carbamato)s de polissacarideos tém sido
muito usadas na determinagdo da composicdo enantiomérica
de uma grande variedade de compostos®7076:78-81

Rustum®, em publicacéo recente, mostra que em coluna tris-
(metilfenilcarbamato) de celulose o limite de quantificagdo do
S-(+)-nipecotato de etila (Fig. 4) foi de ca. 0,2% da &rea do
pico do enantibmero R-(-), com uma relac8o de trés vezes o
sinal versus o ruido do detector.

N
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Figura 4. Estrutura do nipecotato de etila.

Desde que a concentragdo do soluto permanega dentro da
faixa linear do sinal versus a curva de calibragdo padrdo, a
determinagd@o do excesso enantiomérico é feita a partir da pro-
porcdo da area percentual dos picos. Dingenen? aconselha o
método de calibracdo externa para a determinagdo de um
enantidmero em pequenissima propor¢do em relagdo ao outro.
O uso de baixas temperaturas tem sido explorado para a deter-
minagdo de excesso enantiomérico quando se trabalha a baixos
niveis de deteccso’®.

Exemplos de Separagdes Importantes de Drogas Comerciais

Entre os B-blogueadores comerciais, o timolol é encontrado
na forma enantiomericamente pura®, enquanto o nadolol é
comercializado como uma mistura de quatro estereoisdmeros,
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decorrentes de uma mistura de dois diastereoisdmeros, classi-
ficados genericamente como racematos A e B. O racemato B é
a mistura do estereoisdbmero mais ativo: 2R,3S,2' S(-)-anel,(-)-
cadeia lateral (Fig. 5) com o seu enantidmero.

HOm,, OH H

" O\\‘\\h.

Figura 5. Estrutura do racemato B do nadolol: 2S, 3R, 2'R (+)- anel,
(+)-cadeia lateral.

O nadolol foi separado por McCarthy® em coluna de
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, tanto no modo nor-
mal quanto reverso com resolucdo para 0s quatro estereoisd-
meros. A validagdo do método foi feita, usando o modo nor-
mal, em misturas sintéticas dos racematos e mostrou-se efici-
ente para a determinagdo dos quatro estereoisdmeros presentes
no nadolol comercial, assim como para a determinacgéo a nivel
de tragos do enantidmero corespondente a cada estereoi sbmero,
quando sintetizado individual mente.

A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, usando
sflica microporosa (APS-2 Hypersil)*® como suporte e hexano/2-
propanol (90:10 v/v) como fase mével, mostrou uma excelente
separacdo quiral para o propanolol (o = 1,9 Rs = 4,1), resultado
este bem superior aos descritos na literatura utilizando outros
métodos®>%, sem necessidade de uso de dimetilamina, aditivo
comum para a separacdo de compostos desta classe”™®3,

Este método foi também aplicado para a resolugéo enantio-
meérica do tetramisol e mostrou-se Util para a andlise da droga
em tabletes e em suspensdes comerciais. O tetramisol € o (3)-
6-fenil-2,3,5,6-tetraidroimidazol[2,1-b]tiazol, sendo usado em
vérias formulagBes farmacéuticas como anti-helmitico, mas a
forma terapéutica ativa é o (-)-enantiémero: o levamisol“.

A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose foi usada
COm sucesso para a separagdo dos estereoisdbmeros da oxima
do hexametil-propilenoamina, usado como ligante para o
tectenesil-99, complexo que tem grande aplicagdo em medici-
na nuclear, enquanto a fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose se mostrou eficiente para a separagdo do complexo®.

Omeprazol e lansoprasol pertencem a uma nova classe de
compostos altamente potentes e usados clinicamente como
inibidores da secrecdo gastrica. Eles sdo benzoimidazois substi-
tuidos contendo um grupo sulféxido como Unico centro quiral e
comercializados como misturas racémicas. As colunas de carba-
matos de amilose® % tém se mostrado muito eficientes nas se-
paracBes enantioseletivas destas drogas, embora carbamatos de
celulose também sejam empregados com sucesso®>30:86,

Compostos como mefobarbital, metaquolona, metil fenil suc-
cimida, indapamida, verapamil, trimepramina, aminotetralinas,
etc, tém sido separados com sucesso has fases de carbamatos de
polissacarideos’® ™ #, sendo estas as mais adequadas para ana-
lises de rotina, da matéria-prima ao produto acabado.

M etabolismo

A farmacodinamica de uma droga é determinada pelo meta-
bolismo enantiosseletivo e por outros fatores como absor¢ao,
distribuicsio e excregdo. Wainer e colaboradores® chamam aten-
¢do para o fato de que como as propriedades fisico-quimicas
dos enantidmeros sdo semelhantes, uma diferenga na distribui-
¢do, em decorréncia da enantiosseletividade, pode ser usada
para a investigacdo de interacdes especificas de ligantes-
biopolimeros ou um padréo metabdlico distinto, permitindo
assim a identificagdo de sistemas enziméticos multiplos.
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O acompanhamento do metabolismo e disponibilidade de
uma droga quiral é de fundamental importancia para a determi-
nacéo de suas propriedades farmacoldgicas e métodos analiti-
cos que sirvam para fazer estas determinagdes tém sido inves-
tigados. As fases de carbamatos de polissacarideos tém sido
muito utilizadas em estudos de metabolismos®®.

Oxcarbazepina (10,11-diidro-10-oxo-5H dibens (b,f) azepina-
5-carboxamida) é uma droga antiepiléptica, estruturalmente re-
lacionada a carbamazepina. Seu principal metabdlito, 10,11-
dihidro-10-hidroxicarbamazepina, é quiral e é eliminado pela
urina com um conjugado glucurénico. O derivado trans 10,11-
diidroxilado é também um dos metabdlitos obtidos. A fase
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose foi usada para a de-
terminagdo da oxcarbazepina simultaneamente com os estereoi-
sdmeros dos seus metabdlitos mono e diidroxilados. A validagdo
do método e o limite de detecgéo foram determinados. A curva
de calibragio mostrou-se linear na faixa de 5-200 ng/mL&,

A fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose foi usada
com sucesso, tanto no modo normal quanto no modo reverso,
para a determinac@o dos enantiomeros do bevantolol (Fig. 6),
empregado como mistura racémica para o tratamento de hiper-
tensdo e angina peitoral. O método descrito para a separagéo
enantiomérica do bevantolol é simples e pode ser usado no
acompanhamento farmacocinético da droga (especialmente
excrecdio)®.

T OH
MeOD/\/N\/K/O
MeO
Figura 6. Estrutura do bevantolol.

Embora o enantiémero farmacol ogicamente mais ativo como
antagonista de célcio, S-(-)-verapamil, seja preferencialmente
eliminado, é a mistura racémica do verapamil que tem sido
usada terapeuticamente. Seus principais metabdlitos sdo
verapamil e galopamil (Fig. 7). O excesso enantiomérico de
verapamil e norverapamil em amostras de plasma pode ser
determinado simultaneamente usando-se a coluna tris-3,5-
dimetilfenilcarbamato de amilose. Galopamil foi também sepa-
rado com sucesso™.

CN R MeO
MeO r\lJ
MeO
MeO
Ry
R] R,

Verapamil -CH; -H
Norverapamil -H -H
Galopamil -CH; -OCH;

Figura 7. Estrutura do verapamil, norverapamil e galopamil

Almokalant, 4-(3-{etil[3-propilsulfinil)propil]amino}- 2 -
hidroxipropoxi) benzonitrila, € uma droga em fase inicial de
investigagdo clinica como antiarritimica, sendo usada como
mistura diastereoisomérica, decorrente da presenca de um car-
bono quiral e, de um sulféxido quiral. Para os estudos farma-
cocinéticos, um método analitico preciso e reprodutivel foi
desenvolvido com sucesso para a separagdo dos quatro este-
recisdbmeros de almokalant, tanto em urina como no plasma,
empregando-se as colunas de tris-3,5(dimetilfenilcarbamato) de
celulose e amilose, respectivamentegl.
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O uso de colunas de polissacarideos com amostras bioldgicas
tem se mostrado atrativo, ndo sO pela sensibilidade e reprodutibi-
lidade que estas fases tém demonstrado, como também pela dura-
bilidade que tem sido destacada por alguns autores?®°L,

Separ acOes Preparativas

Apesar dos métodos analiticos de separacéo direta de enan-
tiGmeros terem tido um avanco muito grande nos Ultimos dez
anos™*13, as separagdes enantioméricas em escala preparativa
ainda s3o consideradas dificeis, caras e demoradas®. Isto deve-
se especialmente ao fato de que nem toda fase quiral com boa
performance a nivel analitico apresentar um comportamento
satisfatorio em escala preparativa.

As fases de derivados de polissacarideos tém se mostrado
muito eficientes, especialmente porque elas sdo habeis em se-
parar uma grande variedade de classes de compostos e exem-
plos de separacBes preparativas importantes podem ser encon-
tradas na literatura>?*. Compostos como verapamil e norvera-
pamil foram eficientemente resolvidos em escala preparativa’
com tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e precursores
de prostaglandinas foram eficientemente resolvidos com
trisfenilcarbamato de celulose®®. Derivados de amilose tém sido
também empregados em importantes separagdes na industria
farmacéutica®®.

O uso de reciclo em Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia em escala preparativa tem sido amplamente explorado®,
para diminuir custos e aumentar o limite de carga da coluna. A
fase OD foi eficientemente empregada na separacdo enantio-
mérica de y-arilcetoéster, usando reciclo. Apds a optimizagéo
do método, 4g do racemato dissolvidos em 100 mL de metanol
foram injetados na coluna, que continha aproximadamente 200g
de material empacotado. Um total de nove ciclos foi necessa
rio para a separagdo dos enantidbmeros em forma pura. Com
esta técnica foi possivel resolver 80g de racemato (20 injecdes
de 4g), de forma automatizada, em um processo continuo du-
rante quatro dias®.

A limitac8o para estas fases em cromatografia preparativa € a
mesma de outras fases estacionérias: 0 alto prego. Os custos de
preparo destas colunas com silica microporosa decairam bastan-
te e, em conseqiiéncia, espera-se que um maior nimero de sepa-
racbes preparativas com estas fases venha a ocorrer®-4394,

PERSPECTIVAS

O uso de carbamatos de polissacarideos como fases estaci-
ondrias quirais em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ja
é amplamente reconhecido, tanto em escala analitica quanto
preparativa. O trabalho recente de Matlin e colaboradores®
mostra a pontencialidade destas fases em cromatografia do tipo
flash e abre novas perspectivas para o uso das mesmas. A
conexdo da coluna flash a um detector de CLAE torna a efici-
éncia e facilidade de coleta dos enantibmeros puros ainda
maior®®. A coluna flash pode ser reutilizada vérias vezes para
0 MesSMOo ou outros compostos, sem uma perda consideravel de
resolugdo. Como o suporte neste caso € barato, o carbamato de
polissacarideo é o fator mais dispendioso na preparagdo da
coluna, e pode ser, se necessario, convenientemente extraido
do suporte, armazenado e reutilizado quando preciso. O limite
de carga em uma coluna flash depende grandemente da reso-
lucdo e de k, e assim como em CLAE preparativa, recomenda-
se boas resolucgdes (Rs acima de 1.5) e ks inferiores a 5.

Visando uma maior facilidade de uso de colunas quirais em
geral, tem-se o programa CHIRBASE®, do Roussel, um banco
de dados para a separacdo de enantidmeros por cromatografia.
O uso rotineiro de um banco de dados desta natureza, que for-
nece além de informagBes estruturais, bibliografia e dados
cromatograficos, facilita a escolha das condigdes iniciais ade-
guadas a uma separagdo enantiomérica. Como o CHIRBASE é
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baseado nos softwares padrao de bancos de dados é de se es-
perar que um maior nimero de usuérios passe a se beneficiar
de tais informacdes.

O uso de fases quirais de carbamatos de polissacarideos em
cromatografia do tipo contra-corrente continua (Simulated
Moving Bed, em inglés) cria também novas opgles para a
purificacdo de enantibmeros. Por este método, a injegdo do
racemato e o isolamento dos enantiémeros puros séo feitos si-
multaneamente e continuamente. O movimento do sélido pode
ser simulado por movimento continuo da linha de entrada e
saida entre sec¢Oes de uma area fixa estaciondria. A separagdo
de (£)-la,2,7,70-tetraidro-3-metdxinaft-(2,3b)-oxirano, com
fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, por este méto-
do, mostra a potencialidade da técnica®’.

O conhecimento do mecanismo de reconhecimento quiral é
de extrema importancia para se plangjar adequadamente uma
separacdo enantiomérica e se, para alguns tipos de colunas, o
mecanismo de separacdo enantiomérica é facilmente entendido
e demonstrado, para as colunas do tipo 11** 0 mecanismo de
discriminagdo quiral é ainda relativamente obscuro. Os estudos
do mecanismo de discriminagéo quiral das fases de carbamatos
de polissacarideos envolvendo métodos computacionais e de
RMN cria novos rumos no entendimento do reconhecimento
quiral destas fases e conseqlientemente abrirdo novas perspec-
tivas e aplicagtes®> 2%,

CONCLUSAO

As fases de carbamatos de polissacarideos tém demonstrado
grande versatilidade e aplicabilidade e desde a sua introducdo
pelo grupo de Okamoto, grandes desenvolvimentos foram fei-
tos. As colunas de carbamatos de polissacarideos, por apresen-
tarem um alto poder de discriminagdo quiral, aliado a uma alta
sensibilidade, reprodutibilidade e resisténcia, tém sido as fases
preferencialmente escolhidas para separagGes enantioméricas,
tanto no modo analitico quanto preparativo. O uso destas fases
em cromatografia do tipo flash, sem duavida, foi um marco
importante no desenvolvimento e aplicacdo destas fases.
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