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A maioria dos agentes terapéuticos, freqiientemente prescritos, é
formulada e comercializada sob a forma racémica, embora, para
alguns deles, ja tenha sido demonstrado que os efeitos
farmacologicos e/ou toxicos estejam relacionados apenas a um dos
enantiomeros. Além disso, é conhecido o fato de que os
enantiomeros podem apresentar perfis farmacocinéticos e
farmacodindmicos diferentes. Neste trabalho foram selecionados
compostos que fazem parte de um importante grupo de farmacos
muito empregados na terapéutica. Sdo farmacos freqiientemente
prescritos em doengas cardiovasculares. As separagoes
enantiomeéricas diretas do atenolol, betaxolol, metoprolol e nadolol
foram obtidas utilizando-se fase estacionaria quiral do tipo
carbamato de celulose tris-3,5-dimetilfenil, Chiralcel OD®, (250 x
4.6 mm, 10 um). Os enantiomeros do pindolol foram separados
com fase estacionaria quiral derivada de dinitrobenzoil (DNB), a-
Burke 2%, (250 x 4.6 mm, 10 um). Os fdarmacos foram
cromatografados a temperatura ambiente, com volume de inje¢do
de 20 uL. A detecgao foi efetuada em 276 nm exceto para o pindolol,
que foi detectado em 220 nm. Os métodos propostos neste trabalho
empregando CLAE-FEQs oferecem vantagens sobre as técnicas
classicas de separagdo de enantiomeros e podem ser empregados
na anadlise quantitativa dos enantiomeros em prepara¢oes
farmacéuticas e amostras biologicas.
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INTRODUCAO

A quiralidade dos compostos quimicos, especial-
mente de compostos terapéuticos, € tema muito importan-
te do ponto de vista farmacoldgico, farmacocinético,
toxicologico e nos 6rgaos fiscais de controle de qualida-
de de medicamentos. Para garantir a seguranga ¢ a efi-
ciéncia dos farmacos disponiveis e em desenvolvimento,
¢ necessario isolar e examinar cada um dos enantidmeros

separadamente. Além disso, é importante, também, o con-
trole da composi¢ao estereoquimica desde a sintese até o
consumo, envolvendo estudos farmacoldgicos, fabricagao
e controle de qualidade (Santoro, Singh, 2001).

A separagdo cromatografica de enantiomeros pode
ser alcangada por varios métodos, todavia, é sempre ne-
cessario o uso de algum tipo de discriminador ou seletor
quiral (Dappen, Arm, Mayer, 1986; Wainer, 1993). Entre
os métodos analiticos mais empregados para a separagao,
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identificag¢do e quantificacdo de enantidmeros esta a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase estacio-
naria quiral (CLAE-FEQ) (Ahuja, 1991). A técnica tem
sido amplamente aplicada na determinacdo da pureza
optica e da constituigdo estereoisomérica de medicamen-
tos, matérias-primas, preparagdes farmacéuticas e fluidos
bioldgicos e em estudos de instabilidade configuracional
de farmacos (racemizagdo, enantiomerizagao,
epimerizagdo) e determinacao da farmacocinética e meta-
bolismo de farmacos (Wainer, 1993).

Os enantidmeros podem ser resolvidos pela forma-
¢do de complexos diastereoisoméricos entre o soluto ¢ as
moléculas quirais, as quais estdo ligadas a silica. Neste
trabalho, foram empregadas duas destas fases para sepa-
rar, de forma rapida e eficiente, os enantidmeros de [3-
bloqueadores como atenolol, betaxolol, metoprolol,
nadolol e pindolol. A fase estacionaria ¢ conhecida como
fase estacionaria quiral (FEQs) e seu uso tem crescido
rapidamente na area da separacdo quiral.

Os B-bloquedores representam o grupo de farmacos
dos mais importantes e mais prescritos devido ao fato de
que as doencas cardiovasculares estdo entre as maiores
causas de mortalidade mundial (Belas et al., 1995;
Egginger et al., 1993). Atenolol, betaxolol, metoprolol,
nadolol e pindolol sdo agentes bloqueadores de receptores
B-adrenérgicos empregados principalmente, na angina
pectoris, hipertensao, certas arritmias cardiacas e no tra-
tamento do glaucoma (Darmon, Thenot, 1986; Foye,
1989; Hoffman, Lefkowitz, 1996; Krstulovic et al., 1988;
Mehvar, Brocks, 2001; Srinivas et al., 1996; Zhang,
Stewart, Ujhelyi, 1995).

Os agentes bloqueadores 3-adrenérgicos sao deriva-
dos de ariletanolaminas e de ariloxipropanolaminas com
valores de pKa entre 9,0 ¢ 10,0 (Moffat et al., 1986). Suas
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FIGURA 1 - Estrutura quimica dos B-bloqueadores.
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estruturas quimicas podem ser vistas na Figura 1, onde
pelo menos um centro quiral esta presente na por¢do o.-
hidroxietilamina (aminoalcool). Faz exce¢do o nadolol,
que possui trés centros quirais (Belas et al., 1995; Mehvar,
Brocks, 2001; Srinivas et al., 1996; Aboul-Enein, Abou-
Basha, 1996). A maioria dos agentes B-bloqueadores
freqiientemente prescritos ¢ formulada e comercializada
na forma racémica, embora, para alguns deles, ja tenha
sido demonstrado que o enantidmero (S)- é o responsavel
pelo efeito farmacologico principal (Mehvar, Brocks,
2001).
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FIGURA 2 - Interacdo entre a fase estacionaria quiral da
coluna Chiralcel OD® ¢ os B-bloqueadores (Aboul-Enein
1993).

No Brasil, os agentes B-bloqueadores séo
comercializados em diversas formas farmacéuticas, tais
como solugdes injetaveis, solugdes oftalmicas e compri-
midos (DEF 2003). O objetivo principal deste trabalho foi
a obtencao das condi¢des ideais para a separagao
enantiomérica do atenolol, betaxolol, metoprolol, nadolol
e pindolol empregando o método de CLAE-FEQ. Para
tanto, foram utilizadas duas fases estacionarias quirais
uma derivada de celulose (Chiralcel OD®) (Figura2) e a
outra derivada de dinitrobenzoila (o--Burke 2%) (Figura 3).

Recentemente, alguns pesquisadores empregaram
cromatografia liquida de alta eficiéncia com colunas dos
tipos Chiralcel OD® (Balmer ef al., 1991; Ching et al.,
1989; Ekelund et al., 1995; Herring, Bastian, Lalonde,
1991; Krstulovic, 1988; Rutledge, Garrick, 1989; Straka
et al., 1990; Zhang, Stewart, Ujhelyi, 1995),
B-ciclodextrina (Ekelund et al., 1995; He et al., 1993;
Ward, Armstrong, 1988) e a-1-acido glicoproteina (AGP)
(Berthault, Kintz, Mangin, 1997; Ceccato, Hubert,
Crommen, 1997; Enquist, Hermansson, 1990;
Hermansson, Von Bahr, 1982; Svensson, Vessman,
Karlsson, 1999) e antibiotico macrociclico (teicoplanina
- Chirobiotic T®) (Lamprecht et al., 2000; Mistry, Leslie,
Eddington, 2001) para a determinagdo enantiomérica dos
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B-bloqueadores. A maioria dos estudos estereoespecificos
com B-bloqueadores foi aplicada na determinagédo
enantiomérica em amostras bioldgicas envolvendo etapas
vagarosas de extracao.

Os métodos cromatograficos desenvolvidos e padro-
nizados nesta pesquisa podem ser aplicados, ap6s valida-
¢do, na analise de amostras comerciais contendo -
bloqueadores, com o objetivo de se avaliar a constituicao e
a pureza enantiomérica destes fairmacos nos medicamentos.
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FIGURA 3 - Estrutura da fase estacionaria quiral (S, S) o-
Burke 2® (CHIRAL Application Guide, 2004; Pirkle,
Burke, 1991).

MATERIAL E METODOS
Reagentes, solucdes e solventes

Hexano, Merck® grau cromatografico,
Isopropanol, OmniSolv® grau cromatografico,
Etanol OmniSolv® grau cromatografico,
Acetonitrila, OmniSolv® grau cromatografico,
Dietilamina, Aldrich® grau analitico,

Acido acético glacial, Merck® grau analitico,
Acetato de amonio, Merck® grau analitico,

Farmacos padrao

(R, S) — Atenolol (99%), Sigma®, St. Louis, MO, USA

(R) — Atenolol (99%), Aldrich®, Milwaukee, WI, USA

(S) — Atenolol (99%), Aldrich®, Milwaukee, W1, USA

(R, S)—Cloridrato de betaxolol (98%), gentilmente cedido
por uma industria farmacéutica e empregado como
substancia quimica de referéncia sem ulterior purifica-
cdo

(R, S) - Tartarato de metoprolol R (+) (98%), Sigma®, St.
Louis, MO, USA

(R) - Cloridrato de metoprolol (98%), cedido pela Astra
Zeneca, Suécia

(S) - Cloridrato de metoprolol (98%), cedido pela Astra
Zeneca, Suécia

(R, S) - Nadolol, Sigma®

(R, S) — Pindolol (97%), Aldrich®, Milwaukee, WI, USA

Estes compostos foram adquiridos comercialmente
e empregados como substancias quimicas de referéncia
sem prévia purificagdo e testes analiticos.

Equipamentos

Além dos equipamentos comumente empregados
em laboratdrios, foram utilizados os seguintes:

» Espectrofotometro Beckman DU série 70, acoplado a
impressora, com cubeta de 1 cm;

» Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
modelo Varian 5000 (Varian® Associates, CA, USA);
Valvula giratéria de injegdo, modelo 7125, Rheodyne®
com “loop” de 20 pL; Detector de ultravioleta varia-
vel, Varian modelo 4000; Integrador modelo 4400
(Varian Associates, CA, USA);

» Fase estacionaria quiral: (a) Chiralcel OD®

(250 x 4,6 mm d.i) (carbamato de celulose tris-3,5-

dimetilfenil em particulas de silica de 10 um (Daicel

Chemical Industries, Ltd. Japao); (b) “Brush-Type” (S,

S)-o-Burke 2% (250 x 4,6 mm d.i) (derivada de dimetil-

N-3,5-dinitrobenzoil-o-amino-2,2-dimetil-4-

pentilfosfonato, ligada covalentemente a particulas de

silica-gel esféricas de tamanho 5 um, do tipo
mercaptopropil, Regis Technologies Inc. Illinois,

USA.);

Ultra-som modelo Thorton T-14,

Aparelho de filtragdo a vacuo,

Membrana de filtro hidrofobica Millipore® GVHP

0,45 pm de tamanho de poro, didmetro de 47 mm

(Millipore Corporation, MA, USA)

» Unidade filtrante FGLP 0,45 um de tamanho de poro,
diametro de 13 mm, nao-estéril (Millipore
Corporation, MA, USA).

Y VYV V

METODOS
Separacao dos enantiomeros de B-bloqueadores

As condigdes analiticas para a separacgao dos
enantiomeros dos -bloqueadores foram padronizadas
através do sistema de cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia, usando coluna do tipo Chiralcel OD® ou do tipo
o-Burke 2%, como fase estacionaria quiral. As amostras fo-
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ram cromatografadas a temperatura ambiente, com
volume de injecdo de 20 uL e vazao variando entre 0,5 ¢
1,0 mL/min. Normalmente, a deteccao foi feita em
276 nm. Outros comprimentos de onda foram empregados
para melhorar a detec¢do e diminuir a absor¢ao dos picos
dos solventes. Outras variacdes das condigOes de analise
serdo apresentadas mais adiante.

Preparacao das solucoes padrao

Foram pesados exatamente 50,00 mg do atenolol,
pindolol, nadolol, metoprolol e betaxolol separadamente
e transferidos para cinco baldes volumétricos de 50 mL.
Foram adicionados 40 mL de etanol absoluto e a solucao
agitada em ultra-som por 10 min. Os volumes foram com-
pletados com etanol absoluto, obtendo-se solugdes con-
tendo 1000 pg de farmaco/mL. A partir destas solugdes,
diluigdes foram efetuadas transferindo-se aliquotas para
baldes volumétricos e completando-se os volumes com a
respectiva fase movel. As solu¢des iniciais foram armaze-
nadas a —18 °C e protegidas da luz, por ndo mais de dois
meses.

Preparacao das fases méveis

As fases moveis para a coluna Chiralcel OD® foram
constituidas por misturas de hexano, etanol, 2-propanol,
dietilamina e/ou 4cido acético. Apos a preparagdo, as fa-
ses moveis foram filtradas através de membrana
hidrofébica, 0,45 um, Millipore® GVHP ¢ desgaseificadas
em ultra-som por 20 min antes do uso.

As fases moveis para a coluna o-Burke 2® foram
constituidas por misturas de acetonitrila, hexano,
isopropanol, etanol, metanol e acetato de amdnio. Apds a
preparagdo, as fases moveis foram filtradas através de
membrana de filtro hidrofilico Durapore® PVDF 0,45 um
de tamanho de poro, didmetro de 47 mm (Millipore
Corporation, MA, USA) e desgaseificadas em ultra-som
por 20 min antes de serem usadas.

O sistema cromatografico foi lavado durante 60 min
com a fase movel antes de se dar inicio as injecdes a fim
de se equilibrar a coluna quiral e se estabilizar o sistema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia dos farmacos do grupo dos -
bloqueadores na terapéutica cardiovascular esta refletida,
nos ultimos cinco anos, pelo acréscimo no mercado mun-
dial das formas enantioméricas isoladas em diversos tipos
de formulagdes farmacéuticas (Stinson 2001). O mercado
dos farmacos cardiovasculares na forma de enantiomero
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1solado subiu de 24,8 bilhdes de dolares americanos em
1999, para 26,9 bilhdes de dolares no ano 2000 (Stinson,
2001).

Alguns trabalhos de pesquisa foram publicados para
separagdo e/ou determinagdo enantiomérica do atenolol,
do betaxolol, do metoprolol, do nadolol e do pindolol
empregando CLAE-FEQ (Tabelas II — VI). Como pode ser
observado na maioria dos trabalhos descritos na literatu-
ra, a separa¢do e a determinagdo quantitativa dos
enantiomeros destes farmacos foi realizada em amostras
bioldgicas, envolvendo etapas vagarosas de extragao.
Alem disto, os tempos de retengao altos e a baixa precisao
analitica destes métodos torna-os inadequados para a ana-
lise de rotina em laboratérios de controle de qualidade de
medicamentos.

Neste trabalho foram utilizadas colunas do tipo
Chiralcel OD® e a-Burke 2® visando a padronizagdo de
metodologia simples ¢ direta para separagdo dos
enantiomeros de B-bloqueadores, em formulagdes farma-
céuticas comercializadas no Brasil.

Os testes de adequagdo do sistema sdo partes inte-
grantes do método de analise por cromatografia liquida. A
seletividade e o tempo de elui¢do dos enantidmeros sao
fatores importantes no desenvolvimento de métodos rapi-
dos e eficientes. Com esta finalidade varias condicoes de
analise foram testadas visando a obtencdo de um sistema
de analise otimizado.

A coluna do tipo Chiralcel OD® ¢ derivada de
carbamato de celulose #ris-3,5-dimetilfenil. Para a separa-
¢do enantiomérica dos -bloqueadores, a ligagdo entre o
hidrogénio do grupo —OH da parte aminoélcool do com-
posto e o grupo carbonila do derivado de fenilcarbamato
parecem ser essenciais para o reconhecimento quiral
(Yashima, 2001; Yashima, Yamamoto, Okamoto, 1996).
As interag0des entre as duplas ligagdes e a inclusdo parci-
al dos enantidmeros na fase estacionaria quiral também
sao fatores importantes (Figure 2). Estes conceitos foram
levados em consideracao para planejamento da parte ex-
perimental do presente trabalho de pesquisa.

A fase estacionaria quiral o.-BURKE 2" ¢ derivada
de fosfonato de dimetil N-3,5-dinitrobenzoil-oi-amino-2,
2-dimetil-4-pentenil ligada a particulas de silica (5 um)
por ligacdes covalentes. A estrutura da fase estacionaria
quiral (S, S) a-BURKE 2® esta apresentada na Figura 3. A
referida fase estaciondria ¢ do tipo m-aceptor especialmen-
te desenvolvida para a separagdo enantiomérica de alco-
ois aminicos, como os B-bloqueadores. A separagio
enantiomérica com esta coluna pode ser realizada em fase
normal, empregando-se propanol-hexano como fase mo-
vel, ou em fase reversa, com metanol-agua.
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Separacao dos enantiomeros do atenolol, do
betaxolol e do metoprolol

A coluna Chiralcel OD® foi a escolhida pois propi-
cia a separagdo enantiomérica de varios B-bloqueadores.
Por ser uma coluna de fase normal, os solventes normal-
mente empregados sdo solventes apolares. O hexano tem
sido o solvente mais utilizado ¢ recomendado (Chiral
Technologies, 2004; Singh, Kedor-Hackmann, Santoro,
2001), juntamente com o etanol e o isopropanol, emprega-
dos como modificadores organicos.
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FIGURA 4 - Cromatogramas do atenolol. Condigdes:
FEQ: Chiralcel OD® ; fase mdvel: hexano:etanol:
dietilamina:acido acético (60:40:0,2:0,2 v/v/v/v); vazao:
1,0 mL/min; detec¢ao: UV 276 nm; temperatura: ambiente
(24 °C+2), Tabela I.

Com base nos resultados preliminares observou-se
que a dietilamina diminui a cauda e melhora a resolu¢do dos
picos. Os resultados confirmaram que 0,1 ou 0,2% de
dietilamina sao as quantidades apropriadas para diminuir a
cauda sem danificar a coluna, pois a dietilamina ¢ extrema-
mente basica, sendo por este motivo utilizada somente em
pequenas quantidades. Além disso, em alguns casos, esta
substancia diminui o tempo de retencdo e melhora o perfil
do pico (Okamoto, Kaida, 1994; Tang, 1996). Devido ao
carater basico dos 3-bloqueadores, a dietilamina foi esco-
lhida como modificador organico. A dietilamina aumenta o
pH (aparente) da fase movel para intervalos de 9 a 11 e evita
intera¢des secundarias entre farmacos basicos, tipo 3-
bloqueadores, e os sitios dos silanois da fase estacionaria
quiral e ainda converte o grupo basico em uma das suas
formas neutras. Assim, o tempo de retengao € reduzido e a
cauda minimizada (Tang, 1996).

Foram realizados testes empregando-se hexano,
isopropanol, etanol e metanol em diferentes proporgdes,
com e sem adi¢do de dietilamina e/ou acido acético. Au-
mentando-se a polaridade da fase mével, seja pelo aumen-
to da proporg¢ao de alcool ou por alteracao do tipo de alco-
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FIGURA 5 - Cromatograma do betaxolol. Condi¢des: FEQ:
Chiralcel OD®; fase moével: hexano:isopropanol:
dietilamina (70:30:0,1 v/v/v); vazao: 1,0 mL/min; detecgdo:
UV 276 nm; temperatura: ambiente (24 °C + 2), Tabela I.
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FIGURA 6 - Cromatogramas do metoprolol. Condigdes:
FEQ: Chiralcel OD®; fase movel: hexano:etanol:
dietilamina:acido acético (40:60:0,2:0,2 v/v/v/v); vazao:
0,8 mL/min; detec¢ao: UV 276 nm; temperatura: ambiente
(24 °C £2), Tabela L.

ol (isopropanol ou etanol), observou-se diminui¢ao do
tempo de retencdo. O alcool na fase movel pode compe-
tir com os farmacos pela fase estacionaria devido a forma-
¢do de ligagdes hidrogénio. O isopropanol, por ser um al-
cool de massa molecular maior do que a do etanol, teria li-
mitagoes estéricas maiores, apresentando menor compe-
ticdo com os analitos para a fase estacionaria (Kirkland,
1995). Os alcoois de alta massa molecular apresentam ten-
déncia reduzida para interagir por ligacdes hidrogénio
com a fase estacionaria de celulose modificada, promo-
vendo alta resolugdo enantiomérica para compostos que
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também competem com estes sitios potencialmente
ativos.

No entanto, a escolha do alcool é caracterizada pelo
tipo e tempo de analise, que deve ser preferencialmente
curto. Os ensaios preliminares com etanol e isopropanol
indicaram resultados favoraveis ao etanol. A presenga de
base organica e de 4cido organico, em pequenas quantida-
des, na fase mével apresentou efeito vantajoso sobre a se-
paragdo enantiomérica.

De modo geral, observou-se que houve melhora na
separag@o enantiomérica de firmacos com carater basico,
como no caso de B-bloqueadores, na presenga de acido
acético. A adi¢do de acido aumenta a resolugdo (Rs) pela
formacdo de picos agudos. Entretanto, os picos apresen-
taram, também, seletividade suficiente para separar os
enantiomeros de B-bloqueadores, mesmo na auséncia de
acido organico. Os acidos organicos, quando presentes na
fase movel, favorecem a formagdo de pares i6nicos com
os analitos basicos dos B-bloqueadores (Tang, 1996).

As vazdes empregadas em todos os métodos propos-
tos para a separacao dos enantiomeros foram estudadas
durante a otimizagdo de cada método. Tomou-se como
fator limitante a pressdo maxima que a coluna Chiralcel
OD" suporta sem se danificar, o que implicou a impossi-
bilidade do emprego de vazao maior do que 1,0 mL/min.

Separacao dos enantiomeros do nadolol

O nadolol, apesar de possuir trés carbonos quirais,
apresenta apenas dois centros quirais, pois as hidroxilas do
carbono 2-3 sdo fixas na configuragao cis, permitindo um
total de quatro estereoisdmeros. Os estereoisomeros do
nadolol foram separados empregando-se a coluna
Chiralcel OD® e detecgdo no UV em 276 nm.

Verificou-se na literatura que os dois primeiros picos
sdo os isomeros (RSR)-nadolol e (RRS)-nadolol que sdo as
formas dextrégiras (+) (Aboul-Enein et al. 1996). O tercei-
ro pico seria o (SRS)-nadolol que também ¢ dextrogiro. O
quarto, corresponderia ao (SSR)-nadolol que ¢ levogiro (-)
quando se emprega coluna do tipo Chiralcel OD®. Esta se-
qiiéncia de eluicdo foi obtida por Aboul-Enein e colaborado-
res (1996) usando detector dptico Shodex OS-1, com o qual
¢ possivel identificar as rotagdes Opticas dos enantidmeros.
Os autores verificaram que ndo ocorrem alteragdes na ordem
de eluicao quando se empregam fases moveis de mesma
constitui¢ao. No entanto, os autores do referido trabalho nao
apresentaram separacdo pela injecao simultanea dos quatro
enantidmeros na forma racémica. Resultados semelhantes
foram obtidos por McCarthy (Mccarthy, 1994), utilizando
coluna do tipo Chiralpak AD® e fase mdvel contendo
hexano:etanol:dietilamina (80:20:0,3 v/v/v) com vazao de
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1,2 mL/min. Neste caso, também o isdmero R,R,S foi o pri-
meiro a eluir e o isdmero R,S,S, o ultimo. Os autores deste
trabalho obtiveram separagao enantiomérica pela injegao
simultanea dos quatro isomeros na forma racémica.

Cromatograma NAD 2
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FIGURA 7 - Cromatogramas do nadolol. Condigdes: FEQ:
Chiralcel OD® ; NAD 1 - fase movel: hexano:etanol:
dietilamina (80:20:0,1 v/v/v) com vazao de 1,0 mL/min;
NAD 2 - fase movel: hexano:etanol:dietilamina:acido
acético (80:20:0,2:0,2 v/v/v/v) com vazao de 1,0 mL/min;
NAD 3 - fase movel: hexano:etanol:dietilamina:acido
acético (87:15:0,2:0,2 v/v/v/v) com vazdo de 0,8 mL/min;
deteccao: UV 276 nm; temperatura: ambiente (24 °C £ 2).

Foram realizados testes empregando-se sistema
constituido por hexano, etanol, isopropanol, com
dietilamina e acido acético. Em todos os casos houve se-
paracdo parcial entre os picos. Apds varias tentativas, foi
possivel a separagdo completa dos quatro estereoisdmeros
do nadolol, utilizando-se hexano:etanol:dietilamina:acido
acético (87:13:0,2:0,2 v/v/v/v) com vazao de 0,8 mL/min.
A deteccdo foi efetuada a 276 nm. Os quatro picos do
nadolol apresentaram a seletividade desejada e eluiram
com os seguintes tempos de retencdo: 15,18; 17,80; 30,46
e 33,68 min, respectivamente (Tabela I).

Separacao dos enantiomeros do pindolol

Varios métodos indiretos foram publicados sobre a
separacao enantiomérica do pindolol empregando a pré-
derivatizagao dos enantidmeros ou utilizando FEQs. O
problema principal com a separagdo enantiomérica deste
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composto ¢ o tempo de andlise, especialmente, o tempo de
retencao do enantiomero (S)-pindolol. Até mesmo no sis-
tema sugerido pelos fabricantes da coluna Chiralcel OD®,
o tempo de retenga@o para a elui¢ao dos enantiomeros ¢ de
50 min (Chiral Technologies, 2004).

Com base nos dados fornecidos pelo proprio fabri-
cante da coluna concluiu-se que o (R)-pindolol foi eluido
antes do (S)-pindolol, quando se utiliza coluna Chiralcel
OD® com sistema de fase movel em modo normal. As
formas dos picos foram sensivelmente melhoradas quan-
do se adicionou 0,1% de dietilamina na fase movel.
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FIGURA 8 - Cromatogramas do pindolol. Condi¢oes PIN
1: FEQ: Chiralcel OD®; fase mdvel: hexano:etanol:
dietilamina (80:20:0,1 v/v/v); vazdo: 1,0 mL/min; detecgao:
UV 254 nm; Condi¢des PIN 2: FEQ: a-Burke 2%; fase
movel: acetonitrila:etanol (50:50 v/v) com 21,62 mM de
acetato de amonia; vazao: 1,3 mL/min; detec¢do: UV 220
nm; temperatura: ambiente (24 °C + 2).

O sistema constituido por hexano:etanol:dietilamina
(80:20:0,1 v/v/v), com vazao de 1,0 mL/min e detec¢ao
em 254 nm, deu origem a separagdo com excelente
seletividade e resolugdo (Figura 8). O pico mais retido, o
(S)-pindolol, foi eluido em 36,64 min, apresentando boa
simetria. O tempo de reteng@o mostrou a inviabilidade do
emprego em andlise enantiomérica de rotina (Tabela I).

O comprimento de onda empregado na analise pos-
sui grande efeito sobre o formato e simetria dos picos. Por
esta razdo, ¢ importante escolhé-lo cuidadosamente. A
deteccdo, realizada em 276 nm, aumentou a interferéncia
da fase movel e a instabilidade da linha de base.

Ensaios foram realizados para separacdo enantio-
mérica do pindolol em FEQ do tipo a-Burke 2% e
acetonitrila como eluente, ao invés de diclorometano.

Observou-se, também, que um acréscimo na polaridade da
fase movel, em virtude do aumento da concentracdo do
modificador polar, etanol por exemplo, promove diminui-
¢do no tempo de retengdo. Apods varios estudos prelimina-
res, foram estabelecidas as condi¢des ideais para separa-
¢do dos enantiomeros do pindolol com tempo de analise
mais curto (12 min). A fase movel foi constituida por
acetonitrila:etanol (50:50 v/v), acrescida de acetato de
amonio 21,62 mM, a vazao de 1,3 mL/min ¢ detec¢ao em
220 nm. O enantiomero (R)-pindolol foi eluido primeiro,
seguido do (S)-pindolol, confirmando o fato de que o
enantiomero (S) apresenta ligagdes mais fortes com a FEQ
do tipo (S,S) a-Burke 2% (Tabela I).

Para diminuir a basicidade da molécula do pindolol
seria necessaria uma derivatizagao transitoria do grupo
amino da molécula. O acetato de aménio, no entanto, age
promovendo protonizagdo reversivel da molécula, possibi-
litando a ligacdo necessaria para o reconhecimento quiral.
Foi observado que a presenca de ions de amdnio era essen-
cial para ocorrer a separagdo e para elui¢ao dos picos.

Efeito da temperatura sobre a separacao dos enantio-
meros do pindolol

O efeito da temperatura na separagao enantiomérica
do pindolol empregando colunas do tipo a-Burke 2® foi
também estudado. Observou-se que o k, € 0 k, aumentam
com acréscimo da temperatura da coluna (5 a 55 °C), sem
consideravel alargamento dos picos. Por outro lado, houve
pequena melhora na seletividade dos picos quando compa-
rada com as separagdes obtidas em temperatura ambiente.

CONCLUSOES

Todos os enantidémeros dos farmacos estudados neste
trabalho foram separados em tempo curto de analise. Um
sistema inédito de CLAE-FEQ foi desenvolvido para sepa-
rar os quatro estereoisdmeros do nadolol em tnica injecao.
Neste sistema foram separados os estereoisomeros: (R,S,R,
RRS, SRS, SSR)-nadolol, entretanto, ndo foi possivel a de-
terminagao da ordem de eluigdo devido a inexisténcia de
padroes dos enantidmeros puros. A separagao enantiomérica
do pindolol foi possivel empregando-se FEQ Chiralcel OD®,
entretanto, o tempo de analise prolongado impossibilita o
emprego na analise rotineira dos enantidmeros do pindolol.
A mesma separagao foi possivel em tempo mais curto e com
eficiéncia através da CLAE-FEQ, empregando a coluna o-
Burke 2®, com fase mével organica. A vantagem principal
dos métodos propostos, apds a necessaria validacao, ¢ a pos-
sibilidade de aplicagdo na separagao dos enantiomeros dos
farmacos estudados de maneira adequada, eficiente e rapida.
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ABSTRACT

Applied chiral phase liquid chromatography in
enantiomeric separation of cardiovascular drugs

The majority of frequently prescribed therapeutic agents are
formulated and commercialized in the racemic form, even

though, for some of them, it has already been demonstrated
that the pharmacological and/or toxicological effects are
associated only with one of the enantiomers. Moreover, it is

well known that these antipodes can present different
pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles. In this
work we selected drugs that belong to an important group of
pharmaceuticals, frequently prescribed in the treatment of
cardiovascular disorders. The direct enantiomeric
separations of atenolol, betaxolol, metoprolol and nadolol
were obtained using the chiral stationary phase cellulose tris-

3,5-dimethylphenyl-carbamate, Chiralcel OD® (250 x
4,6 mm, 10 um). The enantiomers of pindolol were separated
with the chiral stationary phase derived from dinitro-benzoyl
(DNB) (S, S) a-Burke 2% (250x4.6 mm, 10 um). The drugs

were chromatographed at room temperature, with injection

volumes of 20 uL. The detention was made at 276 nm except
for pindolol, which was detected at 220 nm. The proposed
methods in this work using HPLC-CSP offer advantages over
contemporaneous techniques of enantiomeric separation,

being rapid and efficient, and can be used in the simultaneous

quantitative analysis of referred enantiomers in

pharmaceutical preparations and biological samples.

UNITERMS: Liquid chromatography. Chiral stationary
phase. Enantiomeric separation. 3-blockers.
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