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ENANTIOSELECTIVE SEPARATION OF OXYBUTYNIN: A THEORETICAL AND EXPERIMENTAL INVESTIGATION. In
this work, we have studied both experimentally and theoretically the oxybutynin chiral discrimination. According to the main results,

the enantioseparation of oxybutynin was efficiently achieved by high performance liquid chromatography in normal phase using

the Chiralpak® AD column, which has amylose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate) as a chiral selector. The energetic and structural
parameters obtained via density functional theory calculations pointed out the chiral discrimination as well as the enantiomeric elution
order of oxybutynin, thus explaining, at molecular level, the experimental data. Finally, the strength of the hydrogen bonds played a
key role in the discrimination between the oxybutynin diastereomeric complexes formed.
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INTRODUCAO

Problemas relacionados ao trato urindrio sdo uma crescente
preocupacdo em todo o mundo, sendo que as patologias mais comuns!
s@0 a incontinéncia urindria (perda involuntdria de urina) e a bexiga
hiperativa, que ¢ uma doenca reconhecida pela urgéncia urindria,
com aumento da frequéncia de miccdo. Essa urgéncia € de dificil
controle e seus sintomas estdo normalmente ligados a hiperatividade
do mdusculo detrusor humano, no momento que este se contrai de
forma inapropriada, durante o periodo de enchimento da bexiga.’

A acetilcolina € o neurotransmissor responsavel pela contracdo do
musculo detrusor. Firmacos da classe dos antimuscarinicos, também
conhecidos como farmacos anticolinérgicos, sao compostos sintéticos,
conhecidos por sua capacidade de bloquear/inibir a atividade do
receptor muscarinico da acetilcolina.? Tais farmacos atuam reduzindo
a atividade muscular espontinea, durante o periodo de enchimento
da bexiga, diminuindo, consequentemente, a frequéncia urindria e
intensidade de contragdo do misculo detrusor.*

Dentre os farmacos antimuscarinicos comercializados mundial-
mente, os quais t&m mostrado eficiéncia em reduzir os principais
sintomas, em até 75% dos casos,’ destaca-se a oxibutinina (OXI)
(Figura 1(A)), um farmaco quiral, comercializado como racemato
e na forma de cloridrato de oxibutina (nome quimico: cloridrato
de 4-dietilamino-2-butil-fenil-ciclohexil-glicolato), muito utilizado
em fungdo de ser o mais barato e mais eficiente dentre os demais,
além de ser também disponivel na forma de adesivos transdérmicos.
A OXI também exerce efeito analgésico local na mucosa vesical e
efeito antiespasmddico diretamente sobre o musculo liso, bem como
inibe a acdo muscarinica da acetilcolina sobre a musculatura lisa.®’

A OXI, quando administrada por via oral, sofre pronunciada bio-
transformacdo hepatica levando a formagao da N-desetiloxibutinina
(DEO) (Figura 1(B)), que também apresenta atividade anticolinérgica
semelhante ao farmaco.® Esse metabdlito, junto com o farmaco, con-
tribui para o efeito adverso de boca seca, o que leva muitos pacientes
a desistirem do tratamento ou a necessidade de ajuste de dose. Outros
efeitos colaterais adversos podem ser: taquicardia, constipagao e visdo
turva.’ Nesse sentido, uma forma de minimizar tais efeitos sistémicos
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¢ administrar uma formulagao reduzindo a dose da OXI, porém, com
aumento na concentra¢io de DEO, ou ainda por meio de formulacdes

orais de liberagio controlada.!*!!
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Figura 1. Estruturas quimicas (A) dos enantiomeros das bases livres
(R)-OXI e (S)-OXI e (B) (R)-DEO e (S)-DEO. O asterisco representa o centro
estereogénico de cada molécula

A OXI e a DEO apresentam algumas similaridades entre si, além
de suas estruturas quimicas. Uma propriedade que se destaca € a
presencga de um centro estereogénico (carbono quiral), que confere
a ambas as moléculas, a existéncia de um par de enantiomeros,
conforme evidenciado na Figura 1. Dessa forma, interagdes
estereoespecificas de cada enantidmero com receptores bioldgicos
promovem diferentes respostas, devido as diferentes propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas dos mesmos.'*'*

Embora se saiba que os (R)-enantidmeros da OXI e da DEO
tém atividades antimuscarinicas superiores em rela¢do aos (S)-
enantidomeros, sendo que (R)-OXI e (R)-DEO sio os enantidmeros
responsdveis pela poténcia anticolinérgica, enquanto o (5)-OXI
e (S)-DEO contribuem para uma menor incidéncia de efeitos
adversos, ligando-se mais facilmente as glicoproteinas,'*!* quando
administrados de forma separada, os enantidmeros néo t€m efeitos
terapéuticos tdo significativos, em comparagdo aos resultados
alcangados quando ocorre a administracdo da mistura racémica.'>1
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Tais fatos tornam importante o desenvolvimento de técnicas e
métodos analiticos com alto poder de separacdo de enantidmeros,
conhecidos como métodos de separagdo enantiosseletiva, os quais
permitem a identificacdo de cada enantidmero individualmente,
visando um melhor entendimento acerca do firmaco em questdo.!”!*

Diferentes técnicas analiticas tém sido utilizadas corriqueira-
mente, de forma eficiente, na separagdo enantiosseletiva. Essas sdo
normalmente divididas em dois grandes grupos principais: as técni-
cas de eletromigrag¢do — como a eletroforese capilar — e as técnicas
cromatograficas — como a cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography )."*' Ao se empregar HPLC, para que cada enan-
tidmero apresente uma interacéo distinta com as fases estaciondria e
movel, uma estratégia recorrente diz respeito a utilizagio de um sele-
tor quiral (SQ) na fase estaciondria, a fim de possibilitar a formagao
dos chamados complexos diasteroisoméricos (CDTs). Tais complexos
diferem entre si quanto ao arranjo estrutural e quanto a estabilidade
energética, tendo em vista o estabelecimento de distintas interacdes
intermoleculares dos enantiomeros com o SQ.?

Os tipos de SQs podem ser agrupados, basicamente, em trés
principais categorias que sdo mais utilizadas: i) derivados de po-
lissacarideos (principalmente amilose e celulose), ii) proteinas e
iif) antibiéticos macrociclicos.® O uso de colunas quirais derivadas
de polissacarideos € extenso, pois 0s mesmos podem ser converti-
dos em diferentes derivados — como triésteres e carbamatos — que
geram novos sitios de reconhecimento quiral, proporcionando mais
interacdes - como ligagdes de hidrogénio, dispersdo de London, n-nt
stacking - entre a fase estaciondria e o analito, levando a velocidades
de retenc@o e trajetdrias distintas para cada um dos enantiémeros.*

Alebic-Kolbah & Zavitsanos® realizaram a andlise enantiosseleti-
va da OXTI em plasma empregando a coluna Chiralpak® AD no modo
normal. A coluna quiral o,-glicoproteina dcida foi utilizada no modo
normal por Zobrist e colaboradores'® e Mizushima'* para a resolugo
dos enantidmeros da OXI em plasma. Fonseca e colaboradores®
também desenvolveram a separacdo cromatogréfica enantiosseletiva
da OXI no modo normal para estudos de biotranformagédo in vitro
empregando a coluna Chiralpak® AD.

Nesse contexto, a fim de compreender, em nivel molecular, o
processo de separagdo enantiosseletiva, auxiliando, dessa forma, a
pesquisa experimental a elucidar a ordem de elui¢do enantiomérica
(OEE), a Quimica Computacional tem se mostrado uma excelente
ferramenta complementar para estudos envolvendo separagido
quiral.?”* Diversos estudos tém sido relatados na literatura
visando analisar, em nivel molecular, o processo de formagdo dos
CDTs (enantiomeros + seletor quiral), além de obter estruturas
e propriedades energéticas envolvidas em suas formacdes. Em
tais estudos, a fase estaciondria quiral baseada na amilose tris-
(3,5-dimetilfenilcarbamato) (ADMPC, do inglés amylose tris
(-3,5-dimethylphenylcarbamate)) t€m sido uma das mais aplicadas
em simulagdes de dindmica e docking molecular.”?* Métodos quanto-
mecanicos puros, a exemplo da Teoria do Funcional de Densidade
(DFT, do inglés Density Functional Theory), tém sido ainda pouco
usados, devido ao custo computacional elevado associado.*-*

Em trabalho recente, realizado em nosso grupo de pesquisa, Silva
e colaboradores conduziram um estudo experimental/tedrico visando
a discriminacdo quiral do foirmaco anti-helmintico e antiparasitdrio,
praziquantel (PZQ). Do ponto de vista tedrico, pardmetros estruturais
e energéticos, obtidos via cdlculos DFT, apontaram a ordem de elui¢do
dos enantidmeros do PZQ, cujos dados corroboraram perfeitamente
com os dados experimentais obtidos.*

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi investigar,
experimentalmente e teoricamente, via experimentos em HPLC e
cdlculos DFT, o mecanismo de separaciio enantiosseletiva da OXI,
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empregando a coluna Chiralpak® AD (seletor quiral, ADMPC),
visando, fundamentalmente, a determinagdo da OEE. Cabe ressaltar
que, até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura de
estudos tedricos envolvendo a enantiosseparacdo da OXI, conferindo
assim, ineditismo ao presente trabalho.

MATERIAIS E METODOS
Secio experimental

Materiais e reagentes

Para andlise por HPLC, os seguintes solventes organicos foram
utilizados para a preparagdo de fases méveis e de solugdes-padrio:
n-hexano, metanol, etanol e isopropanol provenientes da J. T. Baker®
Inc (Phillipsburg, EUA). Dietilamina foi utilizada no preparo da fase
movel também sendo também obtida da J. T. Baker® Inc (Phillipsburg,
EUA). Empregou-se dgua purificada no sistema MILLI-Q PLUS® —
Millipore / Millipore Corporation (Bedford, EUA).

Solugébes-padrdo

O racemato de cloridrato de oxibutinina (99%) foi gentilmente
cedido por Watson Laboratories (Corona, CA, EUA). As solugdes-pa-
drao de oxibutinina foram preparadas em metanol nas concentragdes
de 1,0-400,0 pg mL", a partir de uma solug@o estoque de 1,0 mg mL".
As solugdes preparadas foram estocadas a -20 °C e na auséncia de
luz, podendo ser usadas em até trés dias sem sinais de degradacdo.”

Equipamentos

A andlise enantiosseletiva da oxibutinina foi realizada em
cromatégrafo Shimadzu® (Kyoto, Japao), composto por uma bomba
modelo LC-10AT, um detector por absor¢ido no UV-Visivel modelo
SPD-10Avp operando em 227 nm e um controlador SCL-10Avp. As
inje¢des foram feitas manualmente em injetor Rheodyne® modelo
7125 (Cotati, USA) com amostrador de 20 pL. Os dados foram
coletados e analisados pelo software Solutions Shimadzu® (Kyoto,
Japdo). A separagdo enantiosseletiva foi realizada em uma coluna
quiral Chiralpak® AD (250 mm x 4,6 mm, 10 pum) em condigdes de
fase normal.

Secao tedrica

Todos os célculos de otimiza¢do de geometria e frequéncias
harmonicas foram realizados empregando-se a DFT, em nivel
MO06-2X/6-31G(d,p)** para os enantidmeros (R) e (S) da OXI, para o
modelo reduzido da ADMPC, bem como, para os respectivos CDTs
formados entre os enantiomeros e fase estaciondria quiral. Todas as
estruturas foram completamente otimizadas e caracterizadas como
minimos verdadeiros na Superficie de Energia Potencial (SEP) através
da andlise das frequéncias harmonicas, sendo todas as frequéncias
calculadas reais. O funcional M06-2X foi escolhido por incluir em seu
formalismo efeitos de dispersdo, os quais sdo comumente observados
em complexos moleculares, como 0os CDTs.%

O efeito do solvente foi considerado de forma implicita através
do Modelo Continuo de Solvatacdo baseado na Densidade (SMD, do
inglés Solvation Model Density).* Utilizou-se o n-hexano (¢ = 1,88)
uma vez que, experimentalmente, a fase mével continha esse solvente
em maior propor¢do (ver se¢do experimental).

As propriedades energéticas obtidas para formagdo dos CDTs
— energia eletronica (AE) e energia livre de Gibbs (AG) - foram
calculadas a partir das Equacdes (1) e (2).

AE = Ecpr - (Eoxi + Expuec) (D
AG = Gepy - (Goxi + Gapwec) ()
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Ao realizar célculos de energia de complexagdo, envolvendo
sistemas contendo interagdes ndo covalentes, utilizando o Modelo
da Supermolécula® surge um erro associado, chamado de erro de
superposi¢do de bases (BSSE, do inglés Basis Set Superposition
Error), o que causa um abaixamento artificial da energia de
estabilizagdo do complexo molecular em relagdo as espécies
interagentes isoladas. Nesse sentido, o BSSE foi avaliado utilizando
a abordagem de Boys e Bernardi.*

Todos os cdlculos foram realizados no pacote computacional
Gaussian 09 e os programas GaussView 5.0 e ArgusLab 4.0.1,
utilizados como ferramentas graficas para construcdo de modelos
moleculares e visualizagdo dos resultados de célculo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Secio experimental

A separagdo enantiosseletiva da OXI foi avaliada baseada em
trabalho anterior,”® na qual empregou-se a coluna Chiralpak® AD
em condicdes de fase normal. Dessa forma, varias modifica¢des
da fase moével foram realizadas para se adequar a uma melhor
separagdo cromatogréfica. Depois de alguns experimentos, variando
as proporc¢des de fase mdvel e solventes organicos modificadores,
verificou-se que n-hexano: isopropranol: etanol: dietilamina
(94:4:2:0,05, v/v/v/v) foi suficiente para promover uma separagdo
de linha de base (Resolugdo, Rs > 3) dos enantiomeros. A Figura 2
apresenta a separacio enantiosseletiva da OXI.

A ordem de elui¢@o foi baseada em trabalhos anteriores,
nos quais foram realizadas andlises enantiosseletivas empregando
solucdes-padrdo dos enantidmeros puros de (R)-OXI e (S)-OXI.
Os enantidmeros da OXI foram coletados de acordo com as
condigdes estabelecidas por Alebic-Kolbach & Zavitsanos® e a OEE
posteriormente, foi confirmada por Fonseca e colaboradores.?® Apds
a coleta dos enantidmeros separados e j4 identificados, eles foram
injetados na condicdo descrita na Figura 2. Como conclusdo final,
constatou-se que o (R)-enantidmero do farmaco elui mais rapidamente
que seu antipoda (S)-enantidmero.

25,26
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Figura 2. Cromatograma referente a separagdo enantiosseletiva da oxibuti-
nina. Condigdes cromatogrdficas: coluna Chiralpak® AD (250 mm x 4,6 mm,
10 um); fase movel constituida por n-hexano: isopropranol: etanol: dietilami-
na (94: 4: 2: 0,05, viv/v/v); vazdo de 1 mL min' e detec¢do em 210 nm. Em
azul destaca-se a separacdo dos enantiomeros da OXI em solugdo-padrdo e
em preto a linha de base referente a fase movel estudada

A ordem de elui¢do da OXI obtida ainda é confirmada por
trabalhos encontrados na literatura. A exemplo, tem-se o trabalho
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de Ali e colaboradores,* em que, ao utilizar a CLAE com 0 mesmo
seletor quiral e fase mével bastante semelhante — sem o etanol e
com proporgdes ligeiramente diferentes dos demais solventes — o
enantidomero (S) apresentou-se mais retido no sistema cromatografico
do que o (R). Zhang e colaboradores*! também propuseram a mesma
OEE pra (5)-OXI e (R)-OXI.

Secdo tedrica

Embora os modelos tedricos utilizados para descricdo da
estrutura dos SQs derivados de polissacarideos sejam complexos,
ou seja, contém um grande nimero de dtomos e com a estrutura
helicoidal evidenciada (Figura 3(A)), diversos autores concordam
que o mecanismo de discriminagdo quiral desta classe de SQs
passam, majoritariamente, por interagdes dos analitos com os
grupos amino (-NH) e carbonila (C=0) da fase estaciondria, além
de possiveis interacdes m-m, no caso de racematos arométicos e
estéricas repulsivas.*** Nesse sentido, no presente trabalho, o modelo
comumente utilizado da ADMPC (Figura 3(A)) foi reduzido a um
esqueleto de amilose ligado a apenas uma cadeira lateral do grupo
tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) (Figura 3(C)), a fim de reduzir
o custo computacional e o tempo de cdlculo atrelado ao sistema
supramolecular. Cabe ressaltar que esse procedimento metodolégico
ja foi feito com sucesso em trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa, envolvendo separagdes enantioméricas.’>*

A)

Figura 3. Em (A) modelo completo de estrutura helicoidal, comumente usado

em simulagdes de dindmica e docking molecular,””%

em (B) parte do modelo
completo original, evidenciando o grupo tris-(3,5-dimetilfenilcarbamto) e
em (C) modelo original reduzido a um esqueleto de amilose ligado a uma
cadeira lateral do grupo tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) na qual haverd
interagcdo com os enantiomeros do analito, usado em trabalhos anteriores

do nosso grupo de pesquisa’>>

Uma vez obtidas as estruturas otimizadas, em nivel
MO06-2X/6-31G(d,p), para os enantidomeros da OXI, bem como para
o modelo reduzido da ADMPC (MR-ADMPC) e levando-se em
conta os valores numéricos de densidade de carga sob cada dtomo
em destaque nos mapas de potencial eletrostitico molecular (MPE)
para as espécies interagentes (Figura 4), foi proposta a formagao
de duas ligacdes de hidrogénio, a fim de maximizar a interagdo
entre a OXI e o MR-ADMPC: (i) a primeira ligagio (LIGACAO A),
considerou-se a intera¢do entre um dtomo de hidrogénio (H1) ligado
a um atomo de oxigénio (02) do analito e um atomo de oxigénio
(01’) daMR-ADMPC; (ii) j4 a segunda ligagio (LIGACAO B) levou
em conta a interagdo entre dtomo de oxigénio (O1) da OXI, e um
atomo de hidrogénio (H1’) ligado a um dtomo de nitrogénio (N1”)
da fase estaciondria (ver numeragdo dos dtomos supracitados na
Figura 4).

Considerando as duas ligacdes (A e B) propostas, foram
obtidos dois CDTs distintos, os quais foram nomeados (R)-OXI...
[MR-ADMPC] e (§)-OXI...[MR-ADMPC]. A Tabela 1 mostra as
propriedades energéticas, AE e AG, calculadas para os respectivos
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Tabela 1. Valores de AE e AG calculados para os CDTs, em meio de n-hexano, no nivel M06-2X/6-31G(d,p)
CDT AE AG AAG
(R)-OXI...MR-ADMPC] -149 (-11,2) 2,6 (2,1) 2,4 (3,8) 6,6 (3,7)
(S)-OXI...MR-ADMPC] -17,5 (-13,3) -4,2 (0,1)

*Entre parénteses estdo as energias de complexacao corrigidas pelo BSSE. Valores em kcal mol™.
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Figura 4. Mapas do Potencial Eletrostdtico obtidos para as estruturas otimi-
zadas da: (A) OXI e (B) MR- ADMPC, com destaque para as densidades de
carga sob os dtomos considerados sitios de interacdo. Os atomos de hidrogénio
foram omitidos para facilitar a visualiza¢do

CDTs, cujos valores foram estimados em meio contendo n-hexano,
através do modelo de solvatacdo implicito SMD.

Analisando os dados dispostos na Tabela 1, € possivel observar,
a partir dos valores de AE e AG, que o complexo (S)-OXI...[MR-
ADMPC] € ligeiramente mais estdvel que o complexo (R)-OXI...
[MR-ADMPC]. Este fato pode explicado através das interacdes
intermoleculares estabelecidas em cada CDT (Figura 5).

(A)

Figura 5. Geometrias otimizadas dos CDTs: (A) (R)-OXI...[MR-ADMPC] e
(B) (S)-OXI...[MR-ADMPC], evidenciando as ligagdes de hidrogénio e inte-
ragoes N'-O estabelecidas, as quais sdo representadas por linhas tracejadas
e pontilhadas, respectivamente. Os atomos de hidrogénio ndo envolvidos nas
interagoes foram omitidos para facilitar a visualizagdo

Apesar de ambos CDTs apresentarem o mesmo tipo e
mesmo numero de interacdes intermoleculares, as ligacdes de
hidrogénio formadas a partir dos dtomos O2, Ol e H1 da OXI,
assim como, a interacdo dipolar O2-N1’, sdo essenciais para
uma melhor compreensdo da maior estabilidade do complexo
(8)-OXI...[MR-ADMPC] em relacdo ao (R)-OXI...[MR-ADMPC].
Nota-se claramente na Tabela 2 que as distancias de interag@o sdo
sempre menores para o complexo (5)-OXI...MR-ADMPC] em

comparacio ao (R)-OXI...[MR-ADMPC], com destaque para a
interagdo O1-H1’, cerca de 0,4 A menor, tornando-a o principal
responsavel pela diferenca de energia entre os complexos. Desse
modo, evidencia-se que as interagdes mais curtas, portanto, mais
fortes do ponto de vista eletrostético, acabam promovendo, uma sutil
maior estabilidade para o complexo (S)-OXI...[MR-ADMPC]. Além
disso, como pode ser visto na Tabela 1 (valores entre parénteses), a
estabilidade relativa entre os complexos nio muda quando o BSSE
foi considerado.

Devido a semelhanca estrutural dos CDTs, era de se esperar
que a diferenca energética entre eles fosse, de fato, pequena. Apesar
disso, a ligeira diferenciagdo energética, bem como na magnitude
das forgas de interacdes estabelecidas, sugere, em nivel molecular,
a discriminag@o quiral.

Tabela 2. Comprimentos das interagdes intermoleculares estabelecidas nos
CDTs

CDT Ol-HI’  O02-HI’ HI-0I’ O2-NI’
(R)-OXI-ADMPC 2,62 A 1,98 A 2,04 A 2,87 A
(5)-OXI-ADMPC 221A 1,94 A 1,97 A 2,81 A

Finalmente, considerando os resultados energéticos e estruturais
obtidos, verifica-se que a OEE corrobora com os resultados
previstos experimentalmente, com o uso da fase estaciondria
ADMPC e n-hexano como fase mével. Assim, conclui-se que
(R)-OXI eluird primeiro do que o (S)-OXI, uma vez que o complexo
(R)-OXI...[MR-ADMPC] € menos estdvel e, portanto, com menor
retencdo no sistema cromatografico.

CONCLUSOES

No presente trabalho realizou-se um estudo tedrico/experimental
com o intuito de entender o processo de separacdo enantiosseletiva,
bem como a ordem de elui¢do do farmaco antimuscarinico OXI, o
qual tem sido amplamente utilizado em doencas do trato urindrio.
Na primeira etapa, a separagio enantiosseletiva da OXI foi avaliada
via HPLC, empregando-se a coluna Chiralpak® AD. Apds vérios
testes, variando-se as proporg¢des da fase mével e solventes organicos
modificadores, constatou-se que n-hexano: isopropranol: etanol:
dietilamina (94: 4: 2: 0,05, v/v/v/v) foi suficiente para promover uma
separagdo de linha de base (Resolugdo, Rs > 3) dos enantidmeros.
Assim, a ordem de elui¢do enantiomérica foi conseguida,
evidenciando no sistema cromatografico que (R)-enantidmero do
farmaco elui mais rapidamente que seu antipoda (S)-enantiomero.

Na segunda etapa, a fim de compreender o processo de separagio
enantiosseletiva da OXI, em nivel molecular, cdlculos DFT foram
realizados, em nivel M06-2X/6-31G(d,p). De acordo com os
resultados obtidos, foi possivel entender a natureza das interacdes
envolvidas no processo de separacdo, por meio da obtengdo das
estruturas otimizadas, em meio de n-hexano, dos CDTs formados
entre os enantidmeros da OXI e o modelo reduzido da fase
estaciondria. As estabilidades dos complexos, analisadas através dos
valores de AE e AG, foram explicadas pela formagao de ligacdes de
hidrogénio estabelecidas. Além disso, o estudo tedrico contribuiu
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para explicacdo, em nivel molecular, da ordem de elui¢do obtida
experimentalmente. Por fim, o presente trabalhou mostrou como a
Quimica Computacional pode ser extremamente Util na elucidagio
do reconhecimento quiral em separagdes enantiosseletivas.
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