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OS AVANCOS TECNOI.OGICOS
NA QUIMICA ANALITICA:
SUCESSOS E DESAFIOS

Quezia B. Cass e Juliana Cristina Barreiro

uando pensamos em estratégias usadas no desen-
volvimento de fdrmacos, notamos de imediato
os avancos tecnolégicos alcangados em todas as
dreas daandlise farmacéutica e biomédica. O de-
senvolvimento de uma nova entidade molecular
bioativa envolve processos complexos e interdisciplinares, que
demandam a participa¢io de pesquisadores das mais diversas dre-
as em atuagio conjunta: desde o quimico de produtos naturais ao
quimico orginico sintético, passando por farmacologistas, qui-
micos medicinais, farmacéuticos, toxicologistas etc. Todos sio
essenciais nesse processo e todos trabalham em parceria com o
quimico analitico (1).

AS NOVAS PLATAFORMAS ANALITICAS O uso de pequenas molé-
culas tem sido fundamental para o entendimento dos processos
biolégicos. Os produtos naturais sao colegbes combinatdrias com
alta diversidade estrutural e tém sido usados com sucesso para pes-
quisa em biologia quimica. Na prospec¢io por moléculas bioati-
vas, os avangos tecnolégicos que proporcionaram a hifenagao das
técnicas de separagao as técnicas de espectrometria de massa (MS)
e ressonancia nuclear magnética (NMR), permitem a identificagao
estrutural completa (ou parcial), on-line, de misturas complexas.
Com isso, evita-se, portanto, a perda de tempo com isolamentos
de compostos de baixo interesse estrutural e/ou de atividade bio-
légica, além de se permitir a caracterizagao de compostos ldbeis e/
ou voldteis de dificil isolamento (2-4).
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No acoplamento LC-MS/MS, as interfaces de ionizagio a pres-
sao atmosférica (API) — electrospray (ESI), ionizagio quimica a
pressdo atmosférica (APCI) e a fotoionizacio a pressio atmos-
férica (APPI) — permitem que sejam analisados compostos de
todas as faixas de polaridade e massa molecular, além de tornar
possivel a sele¢io do modo de ionizagdo. Sao, por isso, as mais
empregadas no acoplamento com a LC para a andlise quantitati-
va de compostos aquirais/quirais em matrizes complexas (5). O
analisador do MS ¢, também, algo que deve ser cuidadosamente
selecionado, pois elevada sensibilidade e seletividade sao comu-
mente alcancadas em multiplos estdgios (MS/MS) no tempo
(a partir do uso de analisadores do tipo 707 trap) e no espago
(com o uso de analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ))
(6). O risco de falso positivo ¢ significantemente reduzido com
o uso de analisadores por tempo de voo (TOF), devido a eleva-
da resolugdo e exatidao de massa alcancada sem que haja perda
de sensibilidade. Analisadores hibridos, tais como quadrupo-
lo- TOF (QTOF), tém sido utilizados atualmente para andlises
confirmatdrias e elucidagio estrutural de compostos em matrizes
complexas (7; 8). Os avangos conseguidos por LC-API-MS per-
mitiram o uso generalizado da técnica tanto para quantificagao
quanto para elucidagio estrutural. Inicialmente, acreditava-se
que o preparo de amostras poderia ser reduzido a0 minimo neces-
sdrio. Entretanto, apesar da elevada sensibilidade e seletividade
alcangadas, as andlises feitas usando ESI e APCI sao suscetiveis a
efeitos de matriz; causados pela coelui¢iao de componentes pre-
sentes na amostra, os quais afetam a ionizagao por supressio ou
ganho na resposta do sinal. Alteram-se, portanto, a reprodutibi-
lidade, a linearidade e a exatiddo do método (9-11). A interface
APPI ¢ apontada como menos suscetivel a efeito matriz que as
interfaces ESI e APCI quando submetidas 4s mesmas condicoes
de andlises. O uso de nanoLC hifenado com espectrémetro de
massas com ioniza¢io direta de elétrons (EI) é considerado uma
alternativa 3 API para resolver efeito matriz (12).
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Figura 1. Esquema utilizado para a plataforma analitica usando Detector de Arranjo de Diodo
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NMR ¢ indispensdvel em elucida¢ao estrutural completa. Tem
grande aplicacio em determinagao/caracterizagio de impurezas,
metabolitos, extratos de produtos naturais, produtos de sintese
etc. Como detector em LC, o fato de nao ser destrutivo compensa
sua baixa sensibilidade. Espectros de alta resolu¢o sio consegui-
dos pelo uso de extragio em fase sélida (SPE) como interface ao
NMR, o que permite o uso de solventes nao deuterados para a
separagio cromatogrdfica. O uso de pequenos volumes de solvente
deuterados (30—120 pl) é feito somente para transferéncia dos ana-
litos para o probe, o que torna o processo de supressio de solvente
para o espectro de NMR usualmente desnecessdrio (13).
LC-MS-SPE-NMR ¢é a plataforma analitica ideal para quantifica-
¢aoeidentificacio estrutural molecular de misturas complexas (14;
15). Embora ainda seja relativamente pouco utilizada, os desen-
volvimentos recentes, tanto em MS quanto em NMR, indicam
um crescimento na sua utilizagao (13; 14; 16). A Figura 1 mostra
o0 esquema utilizado para essa plataforma usando o Detector de
Arranjo de Diodo (DAD) para monitorar o efluente da coluna.

A capacidade de aliar as técnicas de separagio/identificagao estru-
turalamétodos debioensaios permiteaidentifica¢io de compostos
jd conhecidos e de novas moléculas de interesse em colegbes com-
binatdrias naturais e/ou sintéticas e tem sido explorada no 4mbito
de desenvolvimento de novos ensaios em massa (17). Métodos
multivariados de tratamento de dados tém sido necessdrios e uti-
lizados cada vez mais em processos analiticos complexos (18-20).
A quimiometria tem sido utilizada em desenvolvimento de méto-
dos, tratamento estatistico dos resultados analiticos encontrados
e, especialmente, em modelos de padrio de reconhecimento (21).

QUIMICA ANALITICA MEDICINAL Os avangos na drea de quimica
analftica medicinal (1) tém sido notdrios e as novas plataformas
tecnoldgicas de andlise tém criado nio sé solugdes, mas novos
paradigmas e demandado maior desenvolvimento analitico.

Os ensaios em massa, por exemplo, exigem solugdes criativas (22)
para caracteriza¢io dos compostos em mistura que se liguem ao
alvo selecionado. As demandas por automagio, alta frequéncia
analftica, baixos limites de quantificagdo, necessidade de menor
manuseio de amostra e redugao de residuos quimicos e bioldgi-
cos nas andlises tém, todas elas, exigido avangos nos processos de
preparo de amostras. Merecem destaque aqueles que envolvem
injegdo direta de matrizes nativas (23; 24).

Os avancos em LC (nano, capilar, rdpida e de ultraeficiéncia),
associados a detec¢ao por espectrometria de massa, tém forneci-
do plataformas tecnoldgicas eficientes, com a frequéncia analitica
requerida para uma variedade de aplica¢des em bioandlise e em
identificacao estrutural de metabolitos (5; 25).

A utilidade de se usar processos metabol6micos (7) para se entender
doengas deu aos pesquisadores da 4rea um imenso desafio no que
concerne ao desenvolvimento de ferramentas analiticas apropria-
das para o manuseio, frequéncia analitica e tratamento de dados.
A cromatografialiquida em duas dimensdes 2DLC, do tipo abran-
gente (77) (LCXLC), tem sido aplicada, majoritariamente, em estu-
dos de proteomas (777) e metabolomas, com o intuito de se obter o
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Esquema 1. Esquema usado da Plataforma LC-DAD-MS-SPE-NMR
Aplicacdes de separacdo de enantiomeros

maior nimero de picos em menor tempo de andlise, algo que ndo
¢ possivel, para os niimeros hoje demandados, em uma dimensao.
Além da maior capacidade de pico em menor tempo de andlise,
tem-se também maior eficiéncia analitica (resolugio). E, portanto,
uma ferramenta analitica poderosa em bioandlise. No entanto, a
maioria dos equipamentos utilizados em LCXLC ¢é ainda do tipo
home-made e o tratamento dos dados obtidos ainda ¢ um problema
aser solucionado com o uso de softwares apropriados (26; 27). Isso
tem limitado as aplicagdes em andlises farmacéuticas, biomédicas e
biotecnoldgicas, embora andlises por 2DLC de produtos de degra-
dacio tenham sido reportadas (28). Muitas vezes, o ganho em sen-
sitividade obtido em MS apds uma separagio 2D ¢ o resultado
da pureza da banda cromatogrifica, que evita, assim, a supressao
da ionizagdo (15). De tal sorte, espera-se que os equipamentos e
softwares comerciais atendam a4 demanda da técnica.

A IMPORTANCIA DA ESTEREOSSELETIVIDADE Embora h4 muito
se atribuisse grande importincia 4 estereoquimica para sistemas
bioquimicos e quimicos em condi¢bes nao isotrépicas (29), a sin-
tese de compostos enantiomericamente puros s6 foi seriamente
considerada quando se tornou vidvel a sua produgdo em larga
escala. Os progressos em sinteses assimétricas, combinando abor-
dagens biotecnoldgicas com novos desenvolvimentos em catdlise
assimétrica e novos métodos de resolugio, facilitam a produgao de
tais compostos (30-32).

As aplica¢oes de métodos para separagdo de enantiémeros estio
esbogadas no Esquema 1

O desenvolvimento de métodos analiticos para resolu¢io de enan-
tibmeros criou um novo conceito no desenvolvimento de firma-
cos. Diante disso, os 6rgaos regulatrios passaram a exigir: as jus-
tificativas para a forma estereoquimica escolhida, a descri¢ao da
sintese assimétrica com método analitico para determina¢io da
razdo/pureza enantiomérica e a configurago absoluta do ativo.
Também sio exigidos métodos para estudos farmacocinéticos dos
enanti6émeros em separado (33; 34).

As dificuldades inerentes 4 separacio de enantidmeros explicam
o desenvolvimento tardio nos métodos cromatogréficos de sepa-
ragao. Assim, nao ¢ de todo descabido o famoso chiste de que a
separacio de enantidmeros continua a ser uma arte, COmMo nos
tempos de Pasteur (35).
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As fases estaciondrias quirais para LC, langadas comercialmente
no infcio dos anos 1980, revolucionaram os métodos analiticos de
resolucio de enantiémeros e estabeleceram a cromatografia liqui-
da como principal técnica de separagao.

As misturas enantioméricas sao resolvidas por meio de comple-
xos diastereoisoméricos transitérios (zv) analito/fase estaciondria
quiral, que envolvem vdrias interagoes simultineas no processo de
discriminagio quiral.

Uma variedade imensa de fases estaciondrias quirais ¢ comercial-
mente disponivel. Elas sdo classificadas como pertencentes a dois
grandes grupos de seletores quirais: naturais e sintéticos (36).
Dentre os naturais, destacam-se os derivados de polissacarideos,
de glicopeptideos macrociclicos, de proteinas e de ciclodextrinas.
Dos sintéticos, merecem destaque os do tipo Pirkle, os de polime-
ros impressos molecularmente (MIPs) e os de polimeros sintéticos.
A capacidade de se trabalhar no modo analitico e em escala multi-
miligrama ou preparativaé, talvez, responsdvel pelo grande sucesso
da LC quando comparado A eletroforese capilar ou a cromatografia
gasosa (GC), ambas também extensivamente usadas na separagio
de misturas enantioméricas (37).

Quando um férmaco é administrado como mistura racémica, os
parametros farmacocinéticos sao mais complexos do que quando
na forma enantiomericamente pura. Os enantidmeros podem ter
Tmax e Cmax diferentes, devido a discriminagao quiral sofrida nos
processos farmacocinéticos. A razio enantiomérica () pode ainda
ser afetada pela via de administra¢io ou pelo sexo, idade, estado de
satide e fenétipo do paciente (38).

Apesar disso, antes da revisdo do artigo “Sophisticated nonsense
in pharmacokinetics and clinical pharmacology”, de Ariens em
1984 (39), aimportincia da estereoquimica no cendrio farmacéu-
tico era ignorada. Hoje em dia, os estudos de bioequivaléncia (v7)
ainda nao usam métodos enantiosseletivos, embora as razdes para
a importancia destes sejam j4 bem conhecidas (40).

Os métodos de isolamento de enantidmeros em grande escala,
especialmente por meio da cromatografia de leito mével simulado,
tém favorecido a produgio de enantiémeros puros para os estudos
farmacoldgicos e ou toxicoldgicos (41).

Modelar em condi¢oes analiticas o escalonamento das separagoes
preparativas com alta produtividade tem propiciado plataformas
minituarizadas capazes de fazer previsoes exatas em uma escala de
até 1 milhao de vezes, resultando em reducio de solvente, de acordo
com as demandas tecnoldgicas da quimica analitica verde (42; 43).
Ainda no contexto da consciéncia ambiental, os avancos tecnolé-
gicos despertaram a atengio para a ocorréncia de residuos de fér-
macos ativos, provenientes da excre¢ao humana e animal no meio
ambiente (44). Como um grande nimero de fdrmacos comerciali-
zados é quiral (vii) e usado na forma de mistura racémica, ou enan-
tiomericamente pura, diferencas na toxicidade e disponibilidade
de um enantiémero em relagao ao outro podem existir, alterando a
fracao enantiomérica (45-47) (viii). O desenvolvimento de méto-
dos analiticos (48) que propiciem a separagio e quantificagdo de
enantidmeros em nivel trago, principalmente em sistemas aqudti-
cos, surge como uma importante ferramenta, uma vez que possibi-
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litam a investigagao enantiosseletiva e monitoramento dos proces-
sos biolégicos, tais como bidticos e abidticos, envolvidos durante a
permanéncia dessas substincias no ambiente (45; 49-51).

UM DOS MAIORES DESAFIOS Na formagao de recursos humanos,
o maior desafio é formar um individuo multidisciplinar, com séli-
do conhecimento em quimica fundamental, que lhe propicie as
condi¢des para atuar nas mais diversas dreas do conhecimento.
A adequagio na formagio cientifica dos estudantes precisa ser
revista, para englobar as demandas da quimica analitica moderna.
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PARA ENTENDER MELHOR

(i) Processos metabolémicos — processos quimicos envolvidos na manu-
tencdo e reproducdo da vida nos quais nutrientes sao consumidos para
gerar energia e pequenas moléculas (catabolismo), que, por sua vez, sdo
usadas para formar moléculas mais complexas (anabolismo);

(ii) Cromatografia liquida em duas dimensdes 2DLC — separagao multidi-
mensional em que as colunas utilizadas nas duas dimens&es apresentam
mecanismos de separagdo diferenciados;

(iii) Proteomas — conjunto de todas as proteinas expressas por um genoma;

(iv) Complexos diastereoisoméricos transitérios — complexo formado

entre os enantidmeros e o seletor quiral presente na fase estacionaria;

(v) Razdo enantiomérica—razdo entre as concentracdes dos enantiémeros
RE = LE1] .

[E2] '

(vi) Bioequivaléncia — equivaléncia bioldgica in vivo de duas preparagdes
diferentes de um mesmo farmaco;

(vii) Quiral — composto que apresenta assimetria causada por um centro,
um eixo ou um plano;

(viii) Fragdo enantiomérica — razdo entre a concentragdo do enantiémero

(1) pela concentragdo do enantiémero (1) somado ao enantiémero (2)
[E1]

FE= ——— .
([E1]+[E2])
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