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Resumo: A atividade de farmacos quirais pode variar entre os enantidmeros, podendo um dos deles mostrar-se
mais ativo para uma acdo especifica, enquanto o outro poderia apresentar diferentes efeitos ou até mesmo ser
téxico. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais empregada para essa técnica de
separacdo. A resolugdo enantiomérica do ()-secnidazol foi alcangcada com uma coluna Chiralpak AD (100 x 10
mm, 20 um de didmetro da particula). A fase movel utilizada foi isopropanol: acetonitrila (60:40%, v/v). A
vazao da fase moével utilizada foi de 1,0 e 2,5 mL/min. Os valores de a dos enantidmeros do secnidazol ficaram
numa faixa de 7,2 a 8,3 enquanto os valores do fator de resolucédo variaram de 4,7 a 7,3.
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ENANTIOMERIC RESOLUTION OF SECNIDAZOLE

Abstract: The activity of chiral drugs can vary between the enantiomers, one of them may prove to be more
active for a specific action, while the other could have different effects or even be toxic. The high performance
liquid chromatography (HPLC) is the most common technique for this separation technique. The enantiomeric
resolution of (x)-secnidazole was achieved with a Chiralpak AD column (100 x 10 mm, 20 mm in particle
diameter). The mobile phase was isopropyl alcohol: acetonitrile (60:40% v / v). The flow of mobile phase was
1.0 and 2.5 mL / min. The a values of the enantiomers of secnidazole were a range from 7.2 to 8.3 while the
resolution factor values ranged from 4.7 to 7.3.
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1. INTRODUCAO

A questdo da quiralidade tem muita importancia no processo de pesquisa farmacéutica e
desenvolvimento de novas drogas, tornando-se essencial para a geracdo dos enantidmeros
(ANDERSSON, 2002). Farmacos quirais apresentam diferencas estereosseletivas
significativas em relacdo a poténcia, toxicidade, absorcéo e metabolismo (ORLANDO, 2007).

O secnidazol  (1-(hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol) é um dos derivados
nitroimidazolicos mais recentes que possui espectro de atividade contra microorganismos
anaerobicos e eficdcia no tratamento de amebiase, giardiase, tricomoniase e vaginose
bacteriana (GILLIS, 1996). Pode ser uma valiosa alternativa para o metronidazol devido a
maior meia-vida e menores efeitos colaterais (BACKER, 2009).

Pesquisas demonstram que o0s 5-nitroimidazéis apresentam propriedades mutagénica,
carcinogénicas e tdxicas (CAPITAN-VALLVEY, 2007). Alguns dos efeitos colaterais mais
comuns do secnidazol sdo: gosto metalico, glossite, estomatite e disturbios digestivos (SLIM,
2010). Estudos comprovam que o secnidazol é mais eficiente que o metronidazol e pode ser
utilizado em doses menores (NUNEZ, 2005). E bem conhecido que os enantidmeros podem
diferir em suas atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas. Estas propriedades dos
enantidomeros tém criado um interesse no estudo especialmente de farmacos e agroquimicos.

O US Food and Drug Administration (FDA) tem estabelecido regulamentagGes para as
industrias farmacéuticas e agroquimicas para especificar a pureza enantiomerica de todos os
compostos opticamente ativos previamente a sua comercializagdo (ABOUL-ENEIN, 2001). O
secnidazol é comercializado na forma racémica de seus enantiomeros R e S e ainda néo é
oficial em nenhuma farmacopéia. A purificacdo dos enantibmeros do secnidazol é
especialmente motivada por estudos que mostram que alguns nitroimidazois possuem um
enantidmero farmacologicamente ativo, enquanto o outro é téxico ou inativo. Dentre os
métodos mais utilizados para a separacdo, identificacdo e quantificacdo de enantidmeros esta
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a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com fase estacionaria quiral (FEQ)
(BAKSHI, 2004). A resolucdo enantiomérica de compostos quirais tornou-se uma
necessidade urgente. A demanda de resolucdo quiral de medicamentos, produtos
farmacéuticos e defensivos agricolas estd aumentando diariamente.

A resolucdo quiral de enantibmeros por cromatografia liquida é uma das areas emergentes.
SeparacOes cromatograficas liquidas de produtos farmacéuticos e agroquimicos racémicos
tem conseguido uma grande reputacdo na ciéncia de separacdo. Muitos racematos tém sido
resolvidos em vérias fases estacionarias quirais (FEQs) (ALI, 2009). Até o presente momento
ndo ha estudos realizados sobre a sua separacao enantiomérica. O presente trabalho teve como
objetivo principal o desenvolvimento da separacdo cromatogréafica dos enantibmeros do
secnidazol em escala semi-preparativa.

2. MATERIAIS E METODOS

O secnidazol racémico foi gentilmente cedido pela empresa EMS (Sdo Bernardo dos Campos,
SP). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica do secnidazol. A fase estacionaria quiral
utilizada ¢ a tris-3,5-difenilcarbamato de amilose (comercialmente conhecida como Chiralpak
AD) e foi adquirida da empresa Daicel Chemical Industries em coluna semi-preparativa de
aco inoxidavel (100 x 10 mm). O didmetro médio de particula da fase estacionaria é de 20
um. A estrutura desta fase estacionario quiral é apresentada na Figura 2. SolucGes de
secnidazol (0,3 mg mL™) foram preparadas na fase mével (isopropanol: acetonitrila).
Acetonitrila de grau HPLC foi adquirida da J.T.Baker (México) e isopropanol de grau HPLC
foi adquirido da Tedia (EUA).

OH

Figura 1 — Estrutura quimica do secnidazol. O simbolo (*) indica o esterocentro da molécula.
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Figura 2 — Estrutura quimica da fase estacionaria quiral amilose.

2.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

20 pL da solucdo de secnidazol foi injetada no sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Figura 3) constituido por uma bomba da marca Shimadzu Corporation/
Modelo IC-20 AT (Japdo) e por um detector da marca Shimadzu Corporation/ Modelo SPD-
202 (Japéo) com deteccdo UV-Vis. A ordem de eluicdo dos enantidmeros foi confirmada com
um detector polarimétrico da marca Jasco/ Modelo CD-2095 Plus (Japdo), com deteccao
acoplado em série a um dicroismo circular. A coluna utilizada foi a Chiralpak AD (100 mm x
10 mm, com didmetro de particula=20 um) e foi adquirida da Daicel Chemical Industries
(Tékio, Japdo). A fase movel utilizada neste estudo foi isopropanol: acetonitrila (60%: 40%,
v/v). A fase movel foi filtrada antes de ser utilizada. As vaz@es da fase movel foram 1,0, e 2,5
mL min™. Os experimentos foram realizados nas temperaturas de 25 e 35°C. A deteccdo foi
conduzida a 320 nm. Os parametros cromatograficos como fator de retencdo (k), fator de
separa¢ao () e fator de resolucdo (Rs) foram calculados.
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Figura 3 — Esquema classico de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2.2. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

O tempo de retencdo (tr) engloba todo o tempo do percurso das moléculas do soluto em
movimento com a fase mével a partir do injetor até a sua deteccdo. O fator de retengdo é a
razdo entre o numero de moléculas do soluto na fase estacionaria e 0 numero de moléculas do
soluto na fase movel. Pode ser adquirido entre a razdo do tempo de retengdo do componente i
(tri) € o tempo das moléculas da fase movel percorrerem a coluna (tv), como mostra a
equacéo 1.

k, ="+ (1)

Outro termo til para cromatografia € o fator de separacdo, que mede a seletividade de
separacgdo entre duas bandas adjacentes. A equagdo 2 é utilizada para calcular esse fator.

a=—*= (@)

O fator de resolucdo (Rs) € outra medida quantitativa de separacdo do sistema de
cromatografia em coluna. E calculado a partir da distancia entre dois picos adjacentes
dividido pela média das larguras de suas respectivas bases, conforme apresentado na Equacao
3.

ty, — t
Rs= 1177 22”1 (3)
Wh,l + Wh,z

3. RESULTADOS

Os parametros cromatograficos, fator de retencdo (k), fator de separacdo (o) e fator de
resolucdo (Rs) foram medidos para os enantiébmeros resolvidos de (+)-secnidazol a 1,0 e 2,5
mL min™ e nas temperaturas de 25 e 35°C e sdo dados nas Tabelas 1 e 2. A ordem de eluic&o
foi confirmada com a utilizacdo de um detector polarimétrico acoplado ao dicroismo circular.
Na Figura 4 podemos observar que o (+) enantidmero elui primeiro que o (-) enantibmero. A
variacdo dos parametros cromatograficos foi realizada para obter a melhor resolucdo. Para
aperfeicoar as condi¢Ges cromatograficas, diferentes misturas de isopropanol e acetonitrila
foram testadas, mas ndo obtiveram melhores resolucdes. Esta otimizacdo extensa produziu as
melhores condi¢bes cromatograficas que estdo relatadas neste trabalho.

Os enantiébmeros do secnidazol foram resolvidos com sucesso usando vazdes de 1,0 e 2,5 mL
min™ e temperaturas de 25 e 35°C, como mostrado nas Tabelas 1 e 2. Cromatogramas tipicos
dos enantidbmeros resolvidos de secnidazol na coluna Chiralpak AD nas condic¢Oes descritas
sdo mostrados nas Figuras 5 e 6.

Tabela 1 — Dados cromatograficos — fator de retencdo (k), fator de separagio (o) e fator de resolugdo (RS)- para
resolucdo dos enantidbmeros do secnidazol em fase estacionaria quiral de amilose com isopropanol: acetonitrila
60: 40% (v/v) como fase mével e vazdo de 1,0 mL min™

V. 3, N°. 2, Ago/2011 Pdgina 67



Revista de Engenharia e Tecnologia ISSN 2176-7270

ki (+) ka () [ Rs
Secnidazol — 25°C 0,2330 1,6994 7,2935 6,6199
Secnidazol — 35°C 0,2173 1,7999 8,2840 7,3259

Tabela 2 — Dados cromatograficos — fator de retengao (k), fator de separagdo (a) e fator de resolugio (RS)- para
resolucdo dos enantidbmeros do secnidazol em fase estacionaria quiral de amilose com isopropanol: acetonitrila
60: 40% (v/v) como fase mével e vazdo de 2,5 mL min™

ki (+) Ko () a Rs
Secnidazol — 25°C 0,2290 1,6727 7,3032 4,7835
Secnidazol — 35°C 0,2134 1,7730 8,3087 5,3622
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Figura 4 — Ordem de eluig&o dos enantiomeros do secnidazol em tris 3,5-
dimetilfenilcarbamato de amilose (Chiralpak AD) com fase moével isopropanol:acetonitrila
60:40 (v/v), respectivamente.
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Figura 5 — Separacdo Cromatografica de secnidazol em tris-3-5-dimetilfenilcarbamato de
amilose a T=25°C e 320 nm. Para 1,0 mL/min: t0=5,591 min, t)=6,907 min e t.)=15,134
min. Para 2,5 mL/min: t0=2,263 min, t+)=2,787 min e t)=6,061 min.
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Figura 6 — Separacdo Cromatogréafica de secnidazol em tris-3-5-dimetilfenilcarbamato de
amilose a T=35°C e 320 nm. Para 1,0 mL/min: to=5,554 min, t,=6,768 min e t=15,577
min. Para 2,5 mL/min: t0=2,239 min, t+)=2,722 min e t.)=6,226 min.

4. DISCUSSOES

Os enantidmeros do secnidazol foram resolvidos com sucesso na coluna Chiralpak AD.
Podemos observar que a vazdo exerce influéncia no fator de retencdo. A medida que se
aumenta a vazao o fator de resolucdo diminui. Isso se explica pelo fato que quanto maior a
vaz&do menor é o tempo de retencdo dos enantidmeros na coluna.
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O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia reportado é simples, rapido, reprodutivel
e pode ser usado para a resolucdo enantiomérica do (£)-secnidazol. O (+) enantibmero de
secnidazol elui primeiro que o (-) enantibmero, o que indica que a estabilidade do complexo
envolvendo o (+) isdmero é menor que a do (-) isémero. A resolucdo foi melhor na vazéo de
1,0 ml min™ comparada com a 2,5 mL min™, e a 35°C comparada com a 25°C.

Polissacarideos como celulose e amilose sdo os polimeros disponiveis mais ativos
opticamente e sdo conhecidos por possuirem capacidade de descriminagdo quiral. Estes sao
facilmente convertidos em uma variedade de derivados, por exemplo tris-esteres e tris-
carbamatos, pela reacdo de grupos hidroxilas ativos com reagentes apropriados. Varias fases
estaciondrias quirais baseadas em celulose e amilose estdo disponiveis e tem sido utilizadas
para a resolucdo de enantiomeros de uma vasta variedade de racematos por cromatografia
liquida (ABOUL-ENEIN, 2001).

O mecanismo de reconhecimento quiral, em nivel molecular, de FEQs baseadas em celulose
ainda ndo é muito claro, tem sido reportado que a resolucdo quiral por essas FEQs é
encontrada como um resultado de diferentes pontes de hidrogénio, interacdes n- m e interagdes
dipolo-dipolo entre a fase estacionaria quiral (FEQ) e os enantibmeros. A estrutura do
secnidazol (Figura 1) contém atomos eletronegativos — nitrogénio e oxigénio- e um anel
aromatico. A resolucdo dos enantidbmeros foi, portanto, realizada devido as diferentes
magnitudes destas pontes de hidrogénio e interacfes dipolo-dipolo entre a fase estacionaria
amilose e os atomos eletronegativos. As interagdes m- m ocorrem entre a metade fenil
substituida da fase estacionaria quiral de amilose e o0 anel aromatico do secnidazol

5. CONCLUSAO

Este estudo reportou a resolucdo quiral do secnidazol em coluna Chiralpak AD. Os
parametros cromatograficos obtidos na coluna quiral avaliada demonstraram uma satisfatéria
separacdo dos enantidmeros do secnidazol podendo ser utilizada na separacdo em escala
preparativa com condicdes extremas de vazdo de fase movel, temperatura e concentragdo. Os
efeitos da vazdo e da temperatura atuam diretamente na resolucdo da separacdo. A resolucédo
dos enantidmeros de secnidazol nesta fase estacionaria quiral é governada por pontes de
hidrogénio e interagdes - e dipolo-dipolo.
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