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Resumo

Este artigo tem como objetivo discutir os fundamentos da analise enantiosseletiva de farmacos e
metabdlitos, empregando a eletroforese capilar como técnica de analise. Aspectos tedricos envolvendo
os principais seletores quirais empregados nas analises sdo apresentados, assim como aplicagdes em

diversas areas.
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Enantioselective analysis of drugs and metabolites by
capillary electrophoresis

Abstract

This article aims to discuss the basics of enantioselective analysis of drugs and metabolites using capillary

electrophoresis as analytical technique. The main theoretical aspects involving chiral selectors used in

the analysis are presented as well as applications in various areas.
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1 Introdugéo

A historia da estereoquimica comecou ha
mais de 150 anos atrds, quando Louis Pasteur
demonstrou que quando um feixe de luz pola-
rizada incidia através de solucdes de acido tar-
tarico, o feixe de luz planopolarizada girava

diferentemente. Pasteur também observou que

este acido, quando cristalizado, formava cristais
em duas diferentes formas que eram imagens
especulares uma da outra. As espécies que sdo
imagens especulares nao sobreponiveis sao cha-
madas de enantidmeros. Os enantiomeros dife-

rem um do outro apenas no arranjo espacial dos
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ligantes ao redor do centro quiral. Os enantio-
meros possuem as mesmas propriedades fisico-
-quimicas (por exemplo, ponto de fusdo, solu-
bilidade) em um ambiente aquiral. No entanto,
em um ambiente quiral, os enantidomeros podem
se comportar diferentemente. Uma mistura de
dois enantidmeros na mesma proporgao é cha-
mada de racemato!!l. Na natureza, muitos dos
processos essenciais para a vida sdo estereoes-
pecificos e centros quirais sdo comuns em bio-
moléculas. Alvos farmacoldgicos, tais como
receptores, enzimas e canais idnicos, sdo, muitas
vezes, moléculas quirais. Portanto, quando far-
macos quirais sdo introduzidos no organismo,
podera haver um grau de discrimina¢do quiral
com a atividade farmacoldgica dos enantiome-
ros podendo ser marcadamente diferente, como
consequéncia da intera¢do com esses ambientes
bioldgicos assimétricos. Essas interagdes distin-
tas podem resultar em diferengas nos parame-
tros farmacocinéticos, eficdcia ou toxicidade dos

medicamentos?.

Compreender a contribui¢do da estereoqui-
mica na agdo e disposi¢ao de farmacos é fun-
damental para o éxito do desenvolvimento de
medicamentos quirais®®, bem como para deter-
minar se o farmaco ja desenvolvido ou utilizado
como mistura racémica pode ser substituido
pelo mais seguro ou eficaz enantiémero puro
desse farmaco!. No entanto, essa decisdo exige
uma justificativa cientifica baseada na qualidade,
seguranca e eficicia do farmaco®. Como resul-
tado, vdrios novos medicamentos vém sendo
comercializados como enantidmeros puros.
Contudo, ha também exemplos de novos farma-
cos que eram ou sdo comercializados como mis-
turas racémicas e hoje sdo comercializados como

enantidmeros puros!®..
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Assim, a procura de métodos analiticos ade-
quados para determinagao precisa, exata e repro-
dutivel dos enantiomeros em diversas amostras
tem aumentado significativamente nos tltimos

anos!”.

Varias técnicas podem ser empregadas na
analise enantiosseletiva de farmacos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia gasosa (GC) e eletroforese capi-
lar (CE). Dentre essas técnicas, a HPLC ¢ a téc-
nica mais empregada em andlise enantiossele-
tiva. Contudo, o uso da eletroforese capilar vem
aumentando significativamente devido as inu-
meras vantagens dessa técnica, tais como: baixo
custo de andlise, auséncia ou reduzido consumo
de solventes organicos, alta seletividade e exce-
lente eficiéncia na separagdo dos enantiomeros.
Este artigo tem como objetivo apresentar a CE
como técnica na analise enantiosseletiva de far-
macos e metabolitos, enfatizando os principios
tedricos da técnica, assim como demonstrar
alguns exemplos de aplicagdes praticas em diver-

sas areas.

2 Andlise enantiosseletiva
empregando a eletroforese
capilar

A separacdo de enantiomeros por CE pode
ser feita de duas maneiras, empregando o modo
indireto ou modo direto de separacdo!”. No
modo indireto a separagdo é baseada na forma-
¢do de diastereoisoOmeros estaveis apos a reagao
com um agente de derivatizagdo quiral. Os resul-
tantes diastereoisomeros podem entio serem
separados, com base em suas diferentes proprie-
dades fisico-quimicas, usando uma solugdo tam-

pao convencional.
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No modo direto de separagdo, seletores
quirais sdo adicionados na solugdo tampao de
analise e complexos diastereoisoméricos transi-
torios sao formados. Tais complexos poderao ter
mobilidades diferentes, atingindo o detector em
tempos diferentes. Atualmente, a grande maio-
ria das separagdes enantioméricas por CE ¢é rea-
lizada empregando o modo direto, com adi¢do
de seletores quirais na solu¢do tampao de analise.
Portanto, este artigo dara enfase a essa modali-
dade de separacao.

Na analise enantiosseletiva por CE com o
uso de seletores quirais adicionados na solugao
tampao de anilise, dois mecanismos de sepa-
racao podem ser considerados, um cromato-
grafico e outro eletroforético®”. O reconheci-
mento estereosseletivo dos enantiomeros pelos
seletores quirais é um principio cromatografico.
Normalmente os seletores quirais estdo dissol-
vidos na solu¢do tampdo de analise, formando
assim, uma pseudofase estacionaria. Por outro
lado, o principio eletroforético da técnica tam-
bém influencia a migragao do analito, do seletor
quiral e do complexo analito-seletor quiral em
direcao ao detector. Dessa forma, alguns auto-
res chamam essa técnica de eletrocromatografia

capilar® e ndo somente eletroforese capilar.

A resolucao dos enantiomeros é baseada em
um equilibrio de complexagdo e pode ser des-

crito de acordo com a Equagdo 11%1;

My +HCRKR[C:]_ Ky +HcsKs[C]
1+ K[ C] 1+ K[ C]

Al =g =K (1)

Onde y, e y sdo as mobilidades observadas
dos enantiémeros R- e S-, respectivamente; K é
a mobilidade dos enantidmeros nido complexa-
dos; K, e K, sdo as constantes de equilibrio de
complexa¢ao dos enantidmeros R- e S- com o
seletor quiral, respectivamente; Ky € Mg Sao as
mobilidades dos respectivos complexos diaste-
reoisoméricos temporarios entre o seletor quiral
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e os enantiomeros R- e S-; e [C] é a concentra-
¢do do seletor quiral. Enquanto as mobilidades
dos enantidmeros livres sao iguais, as constantes
de equilibrio e/ou a mobilidade dos complexos
diastereoisoméricos formados podem ser dife-
rentes. Considerando uma separagdo baseada
nas diferencas das constantes de complexagio,
as mobilidades dos analitos livres e complexados
devem ser diferentes para se conseguir a separa-
¢do dos enantidmeros. Derivando a Equagio 1,
uma enantiosseparacao pode ser obtida no caso
de constantes diferentes (K, # K,) ou, alternati-
vamente, no caso de mobilidades diferentes dos
complexos formados (u, # ). No primeiro
caso, a enantiosseparacdo é somente devido a
diferenca nas constantes de complexacdo, de
acordo com a Equagéo 2, abaixo!®!%:

g a7 (K =K )] 2

1+(Kg + K¢ [CT+ K K [CT

No caso de mobilidades diferentes do com-
plexo, a Equagdo 1 pode ser ainda mais simplifi-
cada, de acordo com a Equagéo 3, abaixo!®!%;

_ K [C:l(“'cR —ls)

1+K[C] ©

Dessa forma, a separagdo enantiosseletiva
dos enantidmeros pode ser alcancada devido
a diferentes constantes de ligagdo (K, # K,) ou
devido a diferentes mobilidades do complexo

formado (p_, # p ).

3 Seletores quirais empregados
em CE

Diversos seletores quirais podem ser utili-
zados em eletroforese capilar para separagdo de
enantidmeros. Uma caracteristica fundamental
dos seletores quirais é apresentar estabilidade
quimica e estabilidade quiral™. Essas estabili-
dades sdo fundamentais tanto no estado sélido
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como na solu¢do tampao de analise. A falta de
estabilidade quiral é observada quando ocorre
a racemizagdo do seletor quiral. Além disso, é
fundamental que o seletor quiral seja soluvel na
solugdo tampao de andlise. Entre esses se des-
tacam as: (i) ciclodextrinas e seus derivados,
(ii) seletores baseados em surfactantes quirais,
(iii) seletores quirais baseados em antibidticos
macrociclicos, (iv) seletores quirais baseados
em éteres de coroa, (iv) seletores quirais basea-
dos em proteinas e (v) misturas de dois ou mais
seletores quirais, conhecidos como sistemas dual
system. Além desses seletores, existem ainda os
seletores quirais por troca de ligantes, seletores
quirais baseados em polissacarideos e reagentes
para formagao de par iénico quiral. Sem duvida
alguma, o seletor que mais se destaca entre esses
sao as ciclodextrinas e seus derivados. Neste
artigo, serdo discutidos os seletores enumerados
de i-v. Para maiores detalhes sobre outros seleto-
res quirais, os leitores podem consultar as refe-

réncias bibliogréficas no final deste artigo.

Andlise enantiosseletiva por CE

3.1 Ciclodextrinas e seus derivados

Ciclodextrinas (CDs) sdo os seletores qui-
rais mais empregados em andlise enantiosse-
letiva por eletroforese capilar. Essas moléculas
possuem diversas propriedades que tornam seu
uso atraente tais como: baixa absor¢do no UV,
possibilidade de obteng¢ao de CDs com diferentes
polaridades e solubilidades e alto grau de enan-
tiodiscriminagdo. As CDs sdo oligossacarideos
quirais ciclicos obtidas pela degrada¢ao enzima-
tica do amido. Essas moléculas tém o formato de
um cone truncado com uma cavidade interna,
relativamente hidrofébica e, devido a presenca
de grupos hidroxila nas bordas da cavidade, essas
moléculas possuem também uma regiao hidro-
filical”?. As ciclodextrinas nativas, que ocorrem
naturalmente, sdo: a-, -, y-CDs, compostas por
seis, sete e oito unidades de anidroglicopiranose,
respectivamente!”® (Figura 1).

O mecanismo mais aceito para separagao
dos enantiomeros com as CDs envolve a inclusao

do analito quiral em sua cavidade e o estabeleci-
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Figura 1 Estrutura quimica e esquema da a- B- e y- ciclodextrinas.
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mento de interagdes secundarias com os grupos
hidroxila nas bordas da cavidade da CD. A dife-
renca nas constantes de inclusdo entre os enan-
tiomeros e as CDs é responsavel pela enantior-
resolucdo, pois os diasteroisdmeros transitorios
formados terdo tempos de migragéo diferentes!'?l.

Algumas CDs nativas apresentam um baixo
poder de separacdo dos enantidmeros, por-
tanto diversos derivados vém sendo sintetizados
empregando essas CDs como “molde”. As CDs
derivadas sdo moléculas com um alto poder de
resolucao e com diferentes caracteristicas qui-
micas. Dessa forma, quatro grupos diferentes de
derivados podem ser distinguidos: as CDs i) neu-
tras, ii) anidnicas, iii) catidnicas e iv) anfoteras.

3.1.1 Ciclodextrinas neutras

As CDs neutras sao obtidas pela substitui¢ao
de grupos hidroxila por grupos alquila ou hidro-
xialquila, o que aumenta a solubilidade e flexibi-
lidade das CDs!"*. Alguns exemplos desta classe
de CD sao: 2-hidroxipropil-B-CD, dimetil-B-CD,
trimetil-B-CD, hidroxietil-CD, heptakis-(2,6-di-
O-metil)-p-CD, heptakis-(2,3, 6-tri-O-metil)-
B-CD. As heptakis sio CDs em suas formas
enantioméricas puras tendo, portanto, um custo
mais elevado. As CDs neutras sao utilizadas na
separagdo de analitos ionizados!"® que apresen-
tam algum grau de mobilidade eletroforética.
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Assim, a separacdo de bases ionizaveis é fre-
quentemente realizada em meio acido, enquanto
que a separac¢do de acidos ionizaveis é realizada
empregando um meio mais alcalino. A Tabela 1
apresenta alguns exemplos de separagdes quirais,
empregando CDs neutras. A Figura 2 apresenta
a separagdo quiral da terbutalina, um medica-
mento beta-agonista adrenérgico empregado no
tratamento de doengas respiratorias.

3.1.2 Ciclodextrinas anidénicas

As CDs neutras possuem limitada enantior-
resolucio e analitos neutros nao podem ser sepa-
rados. Assim, CDs carregadas vém sendo desen-
volvidas. Essas ciclodextrinas podem separar
analitos niao ionizados ou ionizados. Portanto, a
mobilidade eletroforética da CD e do analito sdo
importantes na separagao quiral com CDs ioni-
zadas.

As CDs anibnicas mais empregadas sao:
carboximetil-p-CD (CM-B-CD), carboxietil-p-CD,
succinil-B-CD, sulfobutiléter-3-CD (SB-p-CD) e
sulfoetil-B-CD e CD-p-sulfatada (S-B-CD). CDs
anionicas, como a S-p-CD e SB-B-CD, sdo carrega-
das negativamente em qualquer faixa de pH e sdo
usadas principalmente para a separagio de com-
postos quirais neutros e basicos?#.. Por outro lado,
a CM-B-CD contém grupos carboxilicos e sua carga
depende do pH da solu¢do tampao de analise. Em

Tabela 1 Alguns exemplos de separagdes quirais empregando CDs neutras.

Analito Seletor quiral  pH da solugéo tampéo Matriz Ref.
Amlodipina HP-B-CD 2,5 Soro 15
Cetoprofeno TM-B-CD 5,0 Soro 16
Metotrexato B-CD 9,3 Formulacéo farmacéutica 17
Etodolaco HP-B-CD 7,0 Formulagéo farmacéutica 18
Baclofeno o-CD 9,5 Plasma 19
Clenbuterol DM-B-CD 2,5 Plasma 20

HP-B-CD, hidroxipropil-beta-ciclodextrina; TM-B-CD, trimetil-beta-ciclodextrina; B-CD, beta-ciclodextrina,
a-CD, alfa-ciclodextrina; DM-B-CD, dimetil-beta-ciclodextrina.
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pH baixo (2,5), essa CD nao esta ionizada e se com-
porta como uma CD neutra. Em pH acima de 5,
essa CD esta completamente ionizada. Assim, o pH
do meio deve ser avaliado quando a CM-B-CD for
empregada. Ciclodextrinas fosfatadas também vém
sendo desenvolvidas, porém seu uso ainda é muito
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Figura 2 Eletroferograma referente & andlise dos
enantidmeros da terbutalina. Tampéo de andlise:
tampédo fosfato 50 mmol.L" pH 2,5 contendo HP-B-
CD 15 mmol.L". Temperatura de andlise de 20 °C,
tensdo aplicada de +30 kV. (1) Enantidmero 1; (2)
Enantidmero 2, deteccdo em 205 nm.
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limitado™®!. Assim, como nas CDs neutras, CDs
anidnicas formadas por isomeros isolados também
vém sendo sintetizadas, podendo-se citar: hexakis
(2,3-diacetil-6-O-sulfo)-a-CD, hexakis (2,3-di-O-
metil-6-O-sulfo)-a-CD, hexakis (6-O-sulfo)-a-CD,
heptakis (2,3-diacetil-6-O-sulfo)-B-CD, heptakis
(2,3-di-O-metil-6-O-sulfo)-B-CD!"***. A Tabela 2
apresenta algumas aplicagdes das CDs anionicas
na andlise enantiosseletiva de compostos quirais.
A Figura 3 apresenta a separagao quiral do rico-
bendazol (também conhecido como albendazol
sulféxido), um medicamento anti-helmintico, uti-
lizando a betaciclodextrina sulfobutiléter.

3.1.3 Ciclodexirinas catiénicas

As CDs cationicas sao usadas para a sepa-
racdo de compostos quirais acidos, basicos e

neutros>**,

mas nao tém sido empregadas
com muita frequéncia na separa¢do de firma-
cos e metabolitos. A CD catidnica mais usada
¢ a 2-hidroxipropil-3-trimetilamoénio-p-CD
(QA-B-CD). Sua principal aplicagio é na sepa-
ragdo de dcidos carboxilicos e aminodcidos.
QA-B-CD contém grupos de amoénio quater-
nario, que sao carregados em qualquer faixa
de pH!. Essa CD apresenta uma mobilidade

eletroforética independente do pH da solu-

Tabela 2 Alguns exemplos de separagdes quirais empregando CDs aniénicas.

Analito Seletor quiral pH da solucéo Matriz Ref.
tampédo

Amissulprida S-B-CD 3,5 Formulagéo farmacéutica 25
Ibuprofeno S-B-CD 2,6 Plasma 26
Efedrina e pseudoefedrina S-y-CD 2,6 Metanfetamina apreendida 27
Mirtazapina e metabdlitos CM-B-CD 2,5 Plasma 28
Mirtazapina e metabdlitos CM-B-CD 2,5 Urina 29
Ofloxacina e metabélitos SB-B-CD 2,0 Urina 30
Feniramina e metabélitos CE-B-CD 4,5 Urina 31
Cetirizina S-B-CD 8,7 Plasma 32

S-B-CD, ciclodextrina-beta-sulfatada; S-y-CD, ciclodextrina-gama-sulfatada; CM-3-CD, carboximetil-beta-
ciclodextrina; CE-B-CD, carboxietil-beta-ciclodextrina; SB-B-CD, sulfobutiléter-beta-ciclodextrina.
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Figura 3 Eletroferograma referente & andlise dos
enantidmeros do ricobendazol. Tampéo de andlise:
tris(hidroximetiljJaminometano 25 mmol.L'" pH 9,3,
contendo SBE-B-CD 4% + 10% de acetonitrila.
Temperatura de andlise de 25 °C, tenséo aplicada
de +25 kV. (1) Enantidmero 1; (2) Enantidmero 2,
detecgéo em 220 nm.

¢do tampdo. Além disso, o fluxo eletrosmético
da solugdo ¢ invertido quando compostos de
amonio quaternario sio utilizados!"!l. Somente
pequenas quantias dessa CD sdo necessarias
para a separacdo quiral. Liu et al.®® desen-
volveram a separagdo enantiomérica de um
dissulfato organico altamente carregado nega-
tivamente. Este composto ¢ um andlogo estil-
beno dissulfonato que possui interessantes
propriedades em membranas. A separagao dos
enantiomeros foi realizada com uma solucio
tampdo glicina com 5 mmol.L"' de QA-B-CD.
O método foi utilizado para avaliar a pureza
enantiomérica apds a sintese estereosseletiva
do composto.

3.1.4 Ciclodextrinas anféteras

Dependendo do pH da solugao tampao de
analise, estas CDs podem se comportar como
anidnicas, neutras ou cationicas”®. Um exemplo
de CD anfétera é o cloreto de 2-hidroxipropil-
trimetilamoénio. Existem poucas aplicagbes com
estas CDs. Alguns racematos acidos (acido 4-bro-
momandélico, acido 4-cloromandélico, acido

crisAintemo monocarboxilico, dcido 3-fenilbuti-

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):231-247

De Oliveira, ARM

rico e acido 2-fenoxipropidnico) foram separa-
dos usando uma CD-B anfotérica (AM-B-CD)
como seletor quiral®”. Neste estudo foi empre-
gado um capilar recoberto com poliacrilamida,
polaridade reversa de -12 kV e solugao tampao
fosfato 50 mmol.L'!. A concentracdo do seletor
quiral foi de 20 mmol.L"". Neste estudo foi possi-
vel obter a resolugdo de linha de base de todos os

analitos avaliados.

3.2 Seletores quirais baseados em
surfactantes quirais

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas cons-
tituidas por um grupamento polar (cabeca
polar) e um grupamento apolar (cauda apolar).
Quando empregados acima de sua concentra-
¢do micelar critica (CMC), ocorre a formagéo de
micelas. Como exemplo, o surfactante SDS ou
dodecil sulfato de sédio acima de 8,1 mmol.L"

encontra-se sob a forma micelar.

Portanto, micelas sdo agregados cuja
superficie é formada por uma cabega polar e
o interior é apolar, devido a cauda hidrofdbica
do surfactante (em solucdo aquosa). Se essas
micelas forem formadas por moléculas quirais,
entdo ocorrera a formagdo de uma pseudofase
estacionaria quiral no interior do capilar. O
uso de surfactantes quirais foi introduzido por
Terabe et al.*®l. Devido a formacao dessa pseu-
dofase estaciondria, essa técnica foi chamada de
cromatografia eletrocinética micelar (MECK).
Diferentes tipos de surfactantes quirais (anio-
nicos, catidnicos, neutros e surfactantes anfd-
teros) podem ser empregados, tais como: sais
biliares, saponinas, n-alquil-L-aminodcidos de
cadeia longa, n-alcanoil-L-aminodcidos, alquil-
glicosideos e outros®®. A Figura 4 ilustra um
esquema geral de um sal biliar e seus possiveis

derivados.
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O mecanismo de separagdo quiral que
envolve esses seletores é baseado nas interagdes
estereoespecificas entre o enantidmero e as mice-
las quirais. A discriminagdo quiral em MECK
envolve a formagao de complexos diastereoiso-
méricos temporarios entre os enantiomeros do
analito e o surfactante quiral. Os enantiémeros
sao separados quando suas constantes de liga-
¢do com o surfactante e/ou as mobilidades dos
complexos diastereoisoméricos formados sdo
diferentes*!. Contudo, deve ser ressaltado que
as interagdes diastereoisoméricas sio depen-

Taurocolato de sddio
R, = OH
R, =NHCH,CH,SO,Na

Colato de sodio
R, = OH
R, =ONa

Taurodeoxicolato de sddio
R =H
R, = NHCH,CH,SO,Na

Deoxicolato de s6dio
R =-H
R, =ONa
Figura 4 Esquema geral de um seletor quiral
baseado em um sal biliar e seus possiveis derivados.
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dentes do coeficiente de particdio do analito
entre as micelas e a fase aquosa total, em que as
micelas estdo dissolvidas. Na separa¢do quiral
por MECK, o centro quiral do surfactante esta
localizado proximo ao grupamento polar, que
constitui a camada de Stern da micela. Portanto,
o mecanismo de reconhecimento quiral acontece
proximo a superficie da micela, na sua interface.
Na tentativa de melhorar a discrimina¢ao quiral
entre os enantidmeros, sistemas compostos por
micelas e ciclodextrinas podem ser empregados.
Esses sistemas sdo chamados de dual system ou
“sistemas mistos”. Esses sistemas serao discutidos
posteriormente neste artigo. A Tabela 3 ilustra
algumas aplicagdes que envolvem surfactantes
quirais como seletor quiral.

3.3 Seletores quirais baseados em
antibiético macrociclicos

Entre os numerosos tipos de seletores qui-
rais empregados em eletroforese capilar, os anti-
bidticos macrociclicos (MA) apresentam um alto
grau de enantiosseletividade para uma variada
classe de enantidmeros. Esses seletores quirais
foram introduzidos por Armstrong e colabo-
radores para serem, primeiramente, emprega-
dos em cromatografia liquida de alta eficiéncia
e, posteriormente, em eletroforese capilar!*.
Diversos seletores quirais baseados em MAs

Tabela 3 Alguns exemplos de separagdes quirais empregando surfactantes quirais.

Analito Seletor quiral  pH da solucéo Matriz Ref
tampdo

Pseudoefedrina Poly- -SUCLS 2,0 Urina 42
Arotinolol STC 2,5 Soro 43
Warfarina Poly- ,-SULV 6,0 Plasma 44
Derivado benzoporfirinico mono e didcido Colato sédico 9,2 Soro, microssomas 45
Diltiazem e andlogos STC 7,0 Solugdo padréo 46
20 compostos farmacéuticos bdsicos DDCV - Solugéo padréo 47

Poly- -SUCLS, N—undecenoxicarbonil- -leucina  sulfato de polissédio; STC, taurocolato de sédio; Poly- -SULY,

N-undecenoilleucilvalinato de polissédio; DDCV, N-dodeciloxicarbonil- -valina.
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Figura 5 Estrutura quimica do seletor quiral vancomicina (a) e teicoplanina (b).

podem ser encontrados tais como: rifamicina B,
rifamicina SV, vancomicina, ristocetina A, teico-
planina, fradiomicina, kanamicina, estreptomi-
cina, balhimicina, actaplanina e avoparcina!*-°.
Dessa lista, merecem destaque a vancomicina

(Figura 5a) e a teicoplanina (Figura 5b).

Os MAs sao excelentes seletores quirais, pois
apresentam intimeros centros assimétricos que
podem variar desde 9 até 38. Além disso, pos-
suem anéis aromaticos, moléculas de agtcares,
assim como grupamentos carboxilicos que estdo
envolvidos em interagdes ndo estereoespecifi-
cas e estereoespeciﬁcas. Entre essas interacoes,
podemos citar ligagdes de hidrogénio, interagdo
-1, hidrofdbicas ou intera¢des repulsivas. Além
disso, a cavidade aglicona, que é uma caracte-
ristica de diversos MAs, permite também a for-
magdo de complexos de inclusao, favorecendo
ainda mais a discriminagao quiral. Grupamentos
ionizaveis, que podem ser catidénicos ou anio-
nicos, dependendo do pH do meio, favorecem
interacdes eletrostaticas entre o analito e 0 MAs.

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):231-247

Finalmente, a habilidade de enantiosseparacao
dos MAs foi relacionada também com a sua
capacidade de sofrer dimeriza¢ao*.

Os MAs teicoplanina e vancomicina vém se
mostrando eficientes na separa¢ao de compostos
anionicos ou compostos acidos ionizaveis em pH
entre 4-7. Nesse intervalo de pH, esses seletores
estdo positivamente carregados, favorecendo
assim a separa¢ao de compostos anidnicos, atra-
vés de interagOes eletrostaticas. A separagdo de
diversos enantidmeros com essas caracteristicas,
incluindo defensivos agricolas, firmacos e hidro-
xidlcoois podem ser encontrados na literatura’®'.
Portanto, trabalhos mostram que a presenca de
grupamentos acidos carboxilicos nas moléculas
é importante na discrimina¢io quiral®?.

O grande problema enfrentado com o uso
de MAs como seletores quirais é sua alta absor-
¢do no UV, devido, principalmente, aos diversos
anéis aromaticos presentes nessas moléculas.
Essa alta absorgdo dificulta a detec¢ao dos anali-
tos, sendo, portanto, recomendavel o uso de con-
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centragdes muito baixas desses seletores, entre
1-5 mmol.L"". Na tentativa de resolver esse pro-
blema, pesquisadores vém utilizando a técnica
conhecida como partial-filling countercurrent*..
Nessa técnica, o capilar é primeiramente lavado
com a solucdo tampao de andlise (STA) sem o
seletor quiral. Posteriormente, a STA contendo
o seletor quiral ¢ injetada no capilar. Antes da
STA contendo o seletor quiral atingir o detector,
a analise é parada. Posteriormente, a amostra ¢é
injetada e uma tensao apropriada é aplicada para
que o processo eletroforético inicie a separacao.
Essa técnica sera eficiente se os analitos e o seletor

1 s
o \ T T \ o
I

3
of = 8 ®

Figura 6 Esquema do processo de partial-filling
countercurrent. 1) Preenchimento com a solucdo
tampéo de andlise e o seletor quiral até a janela
de detecgdo; 2) Injegdo dos enantidmeros com
caracteristicas  dcidas; 3) Aplicago de tensdo e
posterior andlise. A seta (em 3) indica o sentido do
seletor quiral apés a aplicagéo de uma tenséo.
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quiral migrarem em dire¢cdes opostas. Portanto,
¢ necessario que eles tenham cargas diferentes.
Como exemplos, pode-se realizar a analise de
um composto acido em pH 6, empregando a
vancomicina como seletor quiral e polaridade
reversa. Nesse pH, a vancomicina estara posi-
tivamente carregada e o analito negativamente
carregado (considerando seu pKa menor que 6).
Apos a aplicagao de uma diferenca de potencial,
o seletor migra em dire¢ao oposta ao detector,
enquanto o analito migra em diregao ao detector.
Dessa forma, o seletor quiral deixa de interferir
na detec¢ao dos analitos, e os analitos, enquanto
migram em dire¢do ao detector, interagem com
0 MAs, podendo assim haver a separa¢ao dos
enantidmeros nesse percurso. A Figura 6 ilustra
esse processo de partial-filling countercurrent. A
Tabela 4 apresenta algumas aplicagdes na analise
de farmacos e metabolitos empregando os AMs

como seletores quirais.

3.4 Seletores quirais baseados em
éteres de coroa

Eteres de coroa formam complexos de
inclusdo estereosseletivos principalmente com
aminas primarias. Além da inclusdo, interagdes
vicinais, tais como ionica, dipolo-dipolo e liga-
¢oes de hidrogénio podem acontecer entre o éter
de coroa e grupamentos polares do analito**%],

Tabela 4 Alguns exemplos de separacdes quirais empregando antibiéticos macrociclicos como seletores quirais.

Analito Seletor quiral pH da solucéo Matriz Ref.
tampédo

AINEs Vancomicina 6,0 Solug@o padréo 53
Warfarina Vancomicina 7,0 Solucédo padréo 54
Ofloxacina Vancomicina 4,0 Solucéo padréo 55
Acido glutamico e aspdrtico Teicoplanina 6,0 Solugéo padréo 56
Glutetimida, hexobarbital Rifamicina SV 7,0 Solucdo padréo 57
F&rmacos bdsicos Rifamicina B 7,0 Solucdo padréo 57
Fenoprofeno, Cetoprofeno Teicoplanina 5,0 Solucdo padréo 58
Loxiglumida Vancomicina 6,0 Formulacdo farmacéutica 59

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):231-247
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Entre os éteres de coroa disponiveis, o 6-acido
tetracarboxilico-18-coroa vem sendo ampla-
mente empregado na separagao quiral de amino-
acidos, dipeptideos e varios farmacos contendo
grupamentos amina primdria. A Figura 7 mostra
os enantiomeros do 6-dcido tetracarboxilico-18-

-coroa.

3.5 Seletores quirais baseados em
proteinas

Outros seletores quirais que podem ser
empregados em andlise enantiosseletiva por ele-
troforese capilar sdo as proteinas. Esses seletores
podem interagir estereosseletivamente com os
analitos de diversas formas, sendo que a este-
reosseletividade é fortemente influenciada pela
estrutura tercidria das proteinasl®l. A grande
vantagem desses seletores quirais é que eles
podem separar compostos acidos, neutros ou
basicos, dependendo de seu grau de ionizagao e,
portanto, do pH da solu¢do tampao de analise e
do ponto isoelétrico da proteina. Diversas prote-
inas podem ser utilizadas, tais como: albumina
sérica bovina, a-1-glicoproteina acida, ovomu-
coide, transferrina, pepsina, avidina, caseina,
penicilina G acilase e outras!®>**l. O mecanismo
exato de reconhecimento quiral depende do
seletor em questao, ndo havendo um mecanismo
geral aceito que possa ser usado para todas as
proteinas empregadas como seletores quirais. A
complexidade dessas moléculas, que possuem
massa molar desde 12.000 (Citocromo C) até
150.000 (Imunoglobulina G), torna a elucidagao
dos mecanismos de discriminagdo quiral extre-
mamente complexa. Contudo, estudos mostram
que as intera¢des hidrofébicas, interacdes ionicas
e ligacoes de hidrogénio tém um papel impor-
tante na enantiosseletividade.

O uso de proteinas em andlise enantios-
seletiva por CE ndo é muito expressivo e seu
emprego como seletor quiral vem diminuindo. A

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):231-247
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Figura 7 Enantiémeros do seletor quiral 6-dcido
tetracarboxilico-18-coroa.

baixa eficiéncia apresentada na separagao (frente
a outros seletores quirais), adsor¢do das protei-
nas na parede do capilar de silica, a alta comple-
xidade das proteinas e alta absor¢do na regiao do
UV tornam esses seletores quirais nao atrativos
ou de segunda escolha para uso em analise enan-

tiosseletiva por CE.

3.6 Sistemas mistos ou dual system

Os sistemas conhecidos como dual system
ou sistemas mistos utilizam dois ou mais sele-
tores adicionados a solucdo tampdo de analise.
Esses seletores podem ser uma mistura de seleto-
res aquirais/quirais ou uma mistura de seletores
quirais. Os seletores podem ser da mesma classe,
como por exemplo, uma CD neutra e outra car-
regada, ou podem ser de classes diferentes, como
por exemplo, uma CD e um surfactante quiral.
Os sistemas mais utilizados empregam duas
ciclodextrinas. Essa combinagdo pode levar a
uma melhor resolucio devido as diferencas nos
mecanismos de complexagao das duas CDs com
os enantidmeros em relacdo a estabilidade de
complexacdo, o padrdo de reconhecimento qui-
ral e a mobilidade do analito®. Em separa¢oes
contendo duas CDs, ambos os seletores podem
atuar de um modo cooperativo assim como de
uma forma contraria. Crommen e colaborado-
res desenvolveram modelos matematicos para
explicar a enantiosseparacio quando duas CDs
sdo utilizadas!®!. Esse modelo assume que os dois
seletores formam somente complexos 1:1 com os
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enantiomeros do analito e que eles levam a uma
complexacao independente. Contudo, os dois
seletores devem ser bem caracterizados e serem
isomeros isolados, o que na pratica é raramente

possivel. Esse modelo geral ¢ aplicavel a sepa-
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Figura 8 Eletroferograma referente & andlise dos
enantidmeros da hidroxicloroquina e seus metabdlitos.
Tompdo de andlise: tampdo  ftris(hidroximetil)
aminometano 100 mmol.L'" pH 9,0 + 1% de -CD-
sulfatada sédica e 30 mg.mL' de HP-B-CD. Capilar
de silica fundida néo recoberto de 50 um de didmetro
inferno, 50 cm de comprimento total e 42 cm de
comprimento efetivo, tfemperatura de andlise de 20 °C,
tensdo aplicada de +18 kV. 1-(-)-(R)-HCQ, 2-(+)-(S)-
HCQ 3-(-)-(R)-DHCQ, 4-(+)-(S)-DHCQ, 5-(-)-(R)-
DCQ, 6-(+)-(S)-DCQ e 7-(+)-(S)-BDCQ, deteccdo em
343 nm. Modificado da referéncia 69 com permisséo
da Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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racdo de enantidbmeros neutros ou ionizados,
empregando seletores quirais neutros ou carre-

gados.

O uso desses sistemas vem crescendo e
conferindo a eletroforese capilar um poder de
resolu¢ao de enantiémeros ainda maior. O uso
de CDs com surfactantes quirais®!, CDs com
seletores quirais de troca de ligantes!*”), CDs
com antibidticos macrociclicos'®®’ e CDs com
éteres de coroal® também tem sido descritos
na literatura. A Figura 8 mostra um eletrofero-
grama da separagao quiral da hidroxicloroquina
e seus metabolitos, empregando uma mistura
de ciclodextrina-B-sulfatada e 2-HP-B-CD!*”.. A
Tabela 5 apresenta algumas separagdes envol-
vendo sistemas mistos de seletores quirais.

4 Consideracdes finais

O emprego da eletroforese capilar na ana-
lise enantiosseletiva de farmacos e metabdlitos
em diversas matrizes vem crescendo nas ulti-
mas décadas. A grande diversidade de seletores
quirais torna possivel a separagdo de compostos

Tabela 5 Alguns exemplos de separagdes quirais empregando mistura de seletores quirais.

pH da solucéo

Analito Seletor quiral fampio Matriz Ref.
Tramadol CM-B-CD + M-B-CD 10,0 Urina 70
Carvedilol succinil-B-CD + M-B-CD 3,0 Plasma 71
Tioridazina-5-sulféxido HP-B-CD + S-B-CD 3,0 Plasma 72
Efaroxan DM-B-CD + CM-B-CD 3,0 Solucdo padréo 73
9-hidroxirisperidona HP-3-CD + S-a-CD 2,5 Solucdo padréo 74
Citalopram, citadiol S-B-CD + S-B-CD 2,5 Formulacdo farmacéutica 75
Propiconazol, fenbuconazol, HP-y-CD + SDS 3,0 Amostras de uvas 76
tebuconazol
Acido glicirretinico e derivados B-CD + SC 8,5 Raiz de alcacuz 77
Isoxantohumol HP-y-CD + SDS 7,0 Amostras de cervejas 78

S-B-CD, ciclodextrina-beta-sulfatada; HP-y-CD, hidroxipropil-gama-ciclodextrina; CM-B-CD, carboximetil-beta-ciclodextrina;
CE-B-CD, carboxietil-beta-ciclodextrina; DB-B-CD, dimetil-beta-ciclodextrina; B-CD, beta-ciclodextrina; HP-B-CD,
hidroxipropil-beta-ciclodextrina, S-a-CD, ciclodextrina-alfa-sulfatada; SDS, dodecilsulfato de sédio, SC, colato de sédio;

M-B-CD, metil-beta-ciclodextrina.
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extremamente complexos com diferentes carac-
teristicas fisico-quimicas, aumentando muito a
seletividade da técnica. Além disso, o emprego
de sistemas mistos aumenta ainda mais a possi-
bilidade de resolu¢do de enantidmeros, que, em
outras técnicas, seria praticamente impossivel.
Outros seletores como os liquidos i6nicos qui-
rais e a modalidade cromatografia eletrocinética
quiral em microemulsdo vem crescendo, aumen-
tando ainda mais a diversidade de compostos
que podem ser analisados. A grande limitagao
em analise enantiosseletiva por eletroforese capi-
lar reside no alto preco de alguns seletores qui-

rais, que aumenta o custo da analise.
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