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RESUMO

Neste trabalho sdo apresentados novos procedimeabaditicos para
determinacao rapida (t < 1 min) de codeina (COJpfénaco (DCF) e seus contra-
ions sadio (Na), potéassio (K), dietilaménio (DEAfpsfato via eletroforese capilar com
deteccéo condutométrica sem contato acoplada tapavénte (CE-CD). Os métodos
propostos podem ser usados no controle de qualidadenatérias primas e de
formulacbes farmacéuticas que possuam tais congpa@sto sua composicao. Dois
métodos distintos foram desenvolvidos, um pararch@cdo simultanea e rapida de
DCF e seus contra-ions (Na, K e DEA) usando pro@afAmino-2-hidroximetil-1,3diol
/ 3 - [[2-Hidroxi-1,1bis (hidroximetil)etil] amine]l-propanossulfénico (TRIS/TAPS)
10 mmol L* (pH 8,2) como eletrélito de corrida (BGE), e outpara determinacdo de
rapida de DCF, COD e seus contra-ions (Na e fosfagilizando trietanolamina/oxalato
(TEA/OXA) 10/1,8 mmol [* (pH 8,4) como BGE. Ambos os métodos apresentaram
baixos desvios padrdes relativos em relacdo adre@icos e tempos de migracdo. Na
determinacdo de DCF e seus contra-ions, os vatateslados ficaram entre 2,1-5,7% e
0,69-0,85% e na determinacdo de DCF e COD entrg-)7P6 e 0,23-0,39%,
respectivamente. As resolucfes calculadas ent@naktos foram as seguintes: 2,06
para Na; 1,99 para DEA; 4,72 para DCF e 7,11 p&@B,Gendo que todas podem ser
consideradas satisfatorias. As curvas de calibrpgé® todas as espécies quantificadas
apresentaram coeficientes de correlagdo maioreD@92. Os resultados obtidos na
analise de formulacdes farmacéuticas comerciais asnmeétodos propostos foram
comparados aos obtidos por HPLC ou fotometria deneh A um nivel de confianca de
95%, os valores de t calculados (teste t-Studawetada) foram menores do que o valor

critico tedrico (2,78, n = 3) em todas as analiseque indica que ndo ha diferencas



significativas entre os resultados encontrados esmrmétodos propostos e 0os métodos

padrdo (HPLC ou fotbmetria de chama)

Palavras chave Diclofenaco, Codeina, Contra ions, eletroforeapilar, deteccéo

condutométrica sem contato, simultanea, rapida.
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ABSTRACT

This paper presents new analytical proceduresafirdetermination (in less than
a minute) of codeine (COD), diclofenac (DCF) argddbunter-ions sodium, potassium,
diethylammonium (DEA) and phosphate by capillargceiophoresis coupled with
contactless conductivity detection (CEBJ. The proposed methods can be used in
quality control of raw materials and pharmaceutifaimulations which have such
compounds in their composition. Two different methavere developed, one for the
fast and simultaneous determination DCF and itsw@stions (sodium, potassium and
DEA) using TRIS / TAPS 10 mmolL(pH 8.2) as the background electrolyte (BGE),
and another for fast determination of DCF, COD asdcounter-ions (sodium and
phosphate) using TEA / oxalate 10/1,8 mmd! (pH 8.4) as BGE. Both methods had
low relative standard deviations of the peak araad migration times. In the
determination of DCF and its counter-ions, the waled values ranged from 2.1 to
5.7% and from 0.69 to 0.85% and in the determinatibDCF and COD between 0.72
to 2.7% and 0 0.23 to 0 39%, respectively. Theutated resolutions for each analyte
were the following: 2.06 for sodium, 1.99 for DEA72 for DCF, and 7.11 for COD.
All resolutions can be considered satisfactory. €Thkbration curves for all analytes
showed correlation coefficients greater than 0.9BRe results obtained from the
commercial pharmaceutical samples analysis usirg glhoposed methods were
compared with those obtained by HPLC or flame pmetioy. At a confidence level of
95%, the calculated values (paired-Student test) were lower than the theoretical
critical value (2.78, n = 3) in all analysis, whiaidicates no significant differences
between the results of the proposed methods anstahedard methods (HPLC or flame

photometry)



Keywords: Diclofenac, Codeine, Counter ions, capillary &igghoresis, ¢D,

simultaneous, fast.



Lista de abreviacdes

CE - Eletroforese Capilar (do inglé§dpillaryElectrophoresisy

C*D — Deteccdo condutométrica sem contato acoplgsicitavamente (do inglés,

“Contactless Capacitive CoupledConductivity Detect)o

BGE — Eletrdlito de corrida (do ingléBackground electrolytey
EOF — Fluxo eletrosmético (do ingl&slectroosmotic flow”)
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CTAB- Brometo de cetiltrimetilamonio (do inglé8etyltrimethylammonium

bromide”)
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CTAOH - Hidréxido de cetiltrimetilamonio

LOD - Limite de deteccéo (do ingl8simit of detection”)

LOQ - Limite de quantificacao (do ingl&8simit of quantification”)

KDCF - Diclofenaco de Potassio

NaDCF — Diclofenaco de Sadio

DEADCF — Diclofenaco de Dietilamoénio

CODDCEF - Diclofenaco de Codeina

AINE - Antiinflamatorio ndo-esterdide

IS — Padrao interr{do inglés‘Internal Standard”)

DPR — Desvio padrao relativo

SNR — Razéo sinal/ruido (do ingl&ignal noise ratio”)



1- Introducéao

1.1 — Breve histérico sobre eletroforese capilar

O fenbmeno de movimentacdo de determinadas espéejesn moléculas ou
atomos carregados, sob o efeito de um campo elérzhamado de eletroforese. Esta
técnica é relativamente nova e o responsavel poindcoducdo foi Arne Tiselius, em
1937[1]. Neste trabalho foi demonstrada a separdedoma mistura de proteinas em
tubos contendo solugdes tampdo sob a acdo de urpocatétrico. Esse tipo de
separacdo em solucao livre possui limitacbes n@éafiia de separacédo devido ao
aquecimento da solugéo causado pelo efeito Joekddsua introdugéo e ainda hoje, a
técnica de eletroforese € utilizada na separac@&spuiecies em géis de poliacrilamida ou
agarose, com intuito de se separar macromolécplage(nas, acidos nucléicos e
ribonucléicos). Essas separacdes sdo chamada®tdEfoeese em placas de gel (do
inglésslab gels electrophoregis sédo de baixa eficiéncia e longos tempos désandl
raz8o para a baixa eficiéncia na separacdo é nowanaevariagdo na temperatura

causada pelo efeito Joule.

O efeito Joule é caracterizado pela producdo der cplando uma corrente
elétrica atravessam material condutor. O calor produzido esta refedo ao trabalho
realizado no transporte das cargas atraves do ialateum certo intervalo de
tempo.Pela 6tica microscopica, a causa do aquetondgea colisdo dos elétrons com os
atomos do condutor e nesse choque, a energia (noihmeeEar)passa do elétron para o
atomo ou molécula do condutor aumentando sua eneigética (vibracdo) e por
consequéncia elevando a temperatura. Apos 30 amaual introducaokjerten [2]

propdés mudancas na técnica na tentativa de melloediciéncia da mesma. Neste



trabalho foi proposto um sistema giratorio paraimirar os efeitos de conveccao que
afetavam os sistemas estacionarios, criando aaséhetroforese em tubos abertos. Tais
tubos ndo eram como os capilares de hoje, poigaasetros internos eram da ordem de
milimetros. Outra grande contribuicdo de Hjerténrfom trabalho onde adaptou a

eletroforese em gel para tubos capilares manteinda as problemas de eficiéncia[3].

No inicio da década de 80 houve uma retomada dedossem eletroforese para
se desenvolver contornos de uma técnica de sepadacaita eficiéncia, sendo que tais
estudos aprimoraram tanto a instrumentacdo exéstgumnto a teoria da técnica. Um
dos trabalhos que contribuiu muito para tal fatopfgblicado por Mikkerst al[4]que
descreveu os fendmenos de eletrodispersdo em bRodEs, o maior avango nesta
area foi realizado por Jorgenson e Lukacs [5, @f gtilizaram pela primeira vez
capilares de silica fundida com um diametro intefa@5 pum, discernindo da até entdo
eletroforese capilar. Com a utilizacdo de capila@s diametro interno da ordem de
micrometros foi possivel minimizar o efeito Joulgegtanto afetava a eficiéncia da
eletroforese tradicional. Devido ao pequeno diamnatterno dos capilares utilizados
em CE, temos uma relacdo favoravel entre o voluraeaeea superficial do capilar, o
que favorece a dissipacdo de calor e permite @ag@dlo de campos elétricos mais
elevados, o que diminui drasticamente os tempasndése e aumenta a eficiéncia da
separacdo. Com essa reducédo do diametro intermalar, o efeito Joule que tanto
prejudicava os estudos iniciais no fim da décadaldgraticamente deixaram de existir.
No entanto, tanto a eletroforese em solucdes lideeFiselius, quanto a eletroforese
capilar de zona (CZE) partiiham do mesmo principésico: espécies diferentes e
carregadas sob o efeito de um campo elétrico posdliterentes velocidades de

migragao.



A partir deste momento, a CE despertou interessgades grupos de pesquisa
no mundo todo, elevando sua aplicabilidade a nijaisais vistos. A eletroforese
capilar pode ser considerada recente entre acéscanaliticas e vem sendo aplicada na
separagdo desde ions inorganicos, como o cloretosédio, até macromoléculas,
abracando, deste modo, praticamente todas as r@eamnadas as ciéncias naturais.
Um dos varios atrativos desta técnica se da péboda instrumentacdo necessaria ser
relativamente simples, o que levou a muitos grugeslizarem e construirem seus
proprios equipamentos, como € o caso do equipanusafio na realizacdo do presente
trabalho. Além disto, outros fatores podem serdosgapor atrairem cientistas para a

utilizacdo de CE, como:

* Baixo custo: de equipamento a manutencao, poratijpequenos volumes de
reagentes, principalmente se comparado com cromaditogiquida de alta
eficiéncia (HPLC) que € outra técnica de separagdmamente utilizada;

* Versatilidade: com apenas um unico capilar é pebkséeparar classes de
compostos completamente distintas, apenas trocaetrolito de corrida;

» E talvez 0 mais atraente de todos os fatores, terdpoanalise em geral bem

reduzidos quando comparados com qualquer outracééda separacao.
No entanto, como qualquer outra técnica a CE p@dgumas limitacdes, como:

« Elevados limites de deteccéo (LOD): quando acopta@®, a CE possui LOD
na ordem de I0a 10° mol L?, ndo sendo capaz de analisar tracos, e deste
modo had uma escassa variedade de matrizes as aegiaigdécnica pode ser
aplicada.

* Uma dependéncia extrema com os valores de pH dod&&a necessidade de

se possuir um tampéao estavel.



1.2- Teoria

A base da técnica de CE se da quando uma espécegada eletricamente é
exposta a um campo elétrico, o que faz com quesfadcie migre com uma velocidade

(v;) proporcional ao campo elétrico aplicaE?),(como pode ser visto na Equacao 1.
v = (ﬂep + leo) E Equacao 1

A mobilidade eletroforeticp,,, € governada p f (coeficiente de atritoz (nimero
de cargas elementares do iofe (earga elementar) (Equacao 2). O coeficiente di® atr
€ diretamente proporcional ao tamanho do ion eséosidade () do eletrélito de

corrida.

Uep = —F Equacao 2

Devemos destacar que, o raio que determinard anteordo ion € o raio hidratado
(solvatado) e, portanto, equilibrios que envolvewmivaacdo influenciardo na
mobilidade eletroforética das espécies. Entdo a¢fp 2 pode ser reescrita (Equagéo

2.1).

zZXe

Uep = Equacao 2.1

- 61N

J& a mobilidade eletrosméticau,,, Equacdo 3) € governada ferque é a
permitividade da solucéae,que é a permitividade do vaci{gue é o potencial zetane
que é a viscosidade dinamica da solucdo. Com eagplh de um potenciElteremos a

velocidade eletrosmétiv,, (Equacéo 4).

Heo = er;e]—oxf Equacéo 3

Voo = Ueo X E Equacéo 4



Por ultimo, mas ndo menos importante, existe umdilidade que esta
relacionada a presenca de carga, chamada mobikdetilea. Caso no BGE e no “plug”
de amostra existam espécies em equilibrio, existita parte das moléculas que estarédo
ndo ionizadas (com mobilidade eletroforética zemon@o possuir carga), e outra fracédo
das moléculas com carga (com um valor especificpagicular de mobilidade
eletroforética). Assim como a mobilidade ibnicaalege a migracdo dos ions simples,
0 conceito de mobilidade efetiva descreve a migraig provenientes de &acidos ou
bases fracas. Entdo, a mobilidade eletroforétieavef (u.r) de um analito nada mais €
do que a somatdria das mobilidades eletroforétiecagdas as espécies relacionadas
entre si por equilibrios quimicos, considerando iatriduicdo desta espécie.
Analogamente a velocidade eletrosmotica, com @agib de um potenciElteremos a

velocidade eletroforetica efetiw, » da Equagéo 6.
e = Xj=1@j X li; Equacado 5
Vef = Ueg X E Equacéo 6

Os conceitos da,.r e v, s sdo de fundamental importancia, porque frequentesre
resolucdo (separagdo) entre duas espécies comiaadbi eletroforéticas semelhantes
€ possivel através da modificacdo dos valoreapidda escolha adequada do pH do
BGE ou pela adicdo de determinado complexante amnméssim, espécies podem ser
separadas pela manipulacdo de sua distribuicBopkia ou via constantes de

estabilidade do complexo formado.

Outro fendmeno importante relacionado com a migradéd espécies em
algumas modalidades de CE € o EOF (EOF). Este fem@rsurge a partir da formacgéo
de uma dupla camada elétrica entre a solucdo (B@Ejoluna usada na separagéao [7].

Determinados materiais utilizados na fabricacaeajglares sdo habeis em formar tal



dupla camada elétrica na sua superficie ao serears@® em certas solugdes. E
fendbmeno ocorre devido certas condicoeslo meio que favorece a adsorcao de
moléallas ou ions carregac ou principalmente daropria ionizacdo dsuperficie do
material qe pode ser de silica, vidro ou PT Especificamente para a silica fund
(Si0Oy), material maisamplament utilizado na fabricacdo dosapilarespara CE, a
formacao dalupla camada elétri se dgpela presenca de varios grujsilandis (SiOH)
residuaisna superficie interna do cap. Esses grupose comportam con acidos
relativamente fracogpKa~6) e, dependendo do it eletrdlito de corric, estes grupos
poderdo estar totalmente protonados ou parcialnfotenados ou ainda totalmel
desprotonadosA Figura 1 mostra o efeito do psobrea mobilidade oEOF em

capilares de diferergemateriai.

4 - Pyrex

Silica

Teflon

bege x 10°* (cm¥/ Vs)

Figura 1 — Efeito do pH na mobilidaddo EOF em capilares déferentes materia.

Adaptado de [7].



A ionizacdo (desprotonacdo) dos grupos silandisi@¢éitaco) presentes no capilar
de silica fundida se inicia em pH acima de 3 et& ®m pH acima de 8.Espécies do
BGE que possuirem cargas positivas tenderdo aesie aldtrostaticamente a parede do
capilar com intuito de manter a eletroneutralidddesistema, criando uma primeira
dupla camada que é fortemente aderida a paredapilarc e uma dupla camada difusa
(mais distante), com uma interacdo mais fraca cqarede do capilar. A aplicacéo de
um potencial elétrico longitudinal (aliado ao didraeinterno do capilar) inicia um
processo de migracdo dos ions do BGE envolvido$omaacdo da dupla camada
elétrica para os poélos de carga oposta. As car@gas pnoximas da parede do capilar
ndo migram, porém, as cargas positivas da camaasadido arrastadas em direcdo ao
catodo (pélo negativo) e esse fluxo é chamado de i@mal. Deste modo ocorre uma
migracdo liquida maior de cationse{t+ Heoff €M direcdo ao catodo comparada a
migracao liquida de anions«t Heo) €m direcdo ao anodo. Uma analogia pertinente
seria considerar o EOF como sendo a correntezandéouno qual os cations nadam a

favor da correnteza e os anions contra esta.

Na andlise de anions € comum inverter a direca&@b para obter melhor
resolucdo e aumentar a velocidade da analise. dmten quando o intuito € a analise
de anions de elevada mobilidade eletroforéticayarsdo do EOF é indispensavel para
gue a analise ocorra em tempos aceitaveis ou gaepsssivel (anions podem ter
velocidade similar ou até serem mais rapidos qe€©B). O método mais utilizado na
inversdo do EOF emprega a adicao de tensoatividicais ao BGE, principalmente os
derivados de sais quaternarios de aménio de cddaga como o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB, do ingléscetyltrimethylammonium bromitle Quando o
capilar sem modificacdo encontra-se carregado ivagagnte (pH > 3), na adicao deste

inversor (surfactante catidnico), uma camada fogtem ligada formada por semi-



micelas é adsorvida na superficie interna do capadaregando a parede interna com
cargas positivas. Assim, os anions do tampao passéamer parte da dupla camada
elétrica, os quais, sob a acdo do campo elétricaasem em dire¢cdo ao anodo (polo

positivo). Assim, temos o EOF invertido (Figura 2).

(B)

Superficie do Capilar

=B 11111100
+ -6 =
anion

Fluxo Eletroosmdico s> < FluoElcroosmiico

Normal Invertido

Figura 2 — Composicdo da superficie interna do capilar com BOfnal (A) e com

EOF invertido (B). Adaptado de [8].

O EOF, por se tratar de um fluxo com perfil plapgoporciona uma caracteristica
positiva quando presente em analises por CE. Mestdicdo (com EOF), a analise é
livre do efeito de parede presente no fluxo lamigarado quando se tem fluidos
impulsionados sob pressdo através de uma tubulagiop analises por HPLC
(Figura 3). Essa caracteristica é positiva, pastan que os sistemas CE possuam uma
menor dispersdo de bandas por acdo do fluxo, pmp@ando a esta técnica maior

eficiéncia de separacédo quando comparado a HPLC.



Fluxos

Fluxo eletrosmético Fluxo laminar

a b)

Sinais de resposta

Figura 3 - Perfis dos fluxos eletrosmaético (a) e laminar @)suas correspondentes

zonas de amostras. Adaptado de [7].

Caso o conjunto usado no sistema CE (tipo dearapipH do BGE) apresentem
propriedades que possibilitem a presenca do EOfg/agao das espécies numa analise
de CE néo fica atrelada apenas a suas propriadidaoleis, pois a essas sera somada ou
subtraida a mobilidade do EOF. Deste modo, ao aésan um eletroferograma, o
tempo que as espécies levam para percorrer unmdeselo comprimento de capilar é
determinado pela sua velocidade aparev,;)( como exposto na Equagao 7, a qual
corresponde a soma das suas velocidades efev; ;3®(da velocidade do EOVgp).
Assim como um vetor, o sinal v5,r€ dependente da direcdo da mesma, adquirindo
um sinal positivo caso tenha a mesma direcd, (J& negativo, caso seja em direcéo

oposta.
Vap = Ve T Vgor Equacéo 7

A Tabela 1 apresenta o efeito de algumas variaveislesempenho de um

sistema de CE.



10

Tabela 1 —Efeito de algumas variaveis no desempenho de uenssde CE.

Variavel

Efeito

Campo elétrico

Altera proporcionalmente vg,r, eficiéncia, resolucdo e

temperatura. Afeta inversamente o tempo de analise.

pH do BGE

Influencia diretamente na ionizagcdo da parede nateto
capilar, e por sua vez, no potencial zet{) ( assim

modificando a seletividade do sistema.

Forca ionica

Afeta inversamente (e o EOF, pois promove a compressao
da dupla camada elétrica. Maior efeito Joule devido
presenca de correntes mais elevadas

concentragoes.

Temperatura

A variagdo de 1 °C promove variagao de 2 a 3 %
viscosidade da solugcéao afetando o EOF e a repetidd do

sistema.

Modificadores

Alteram a viscosidade e{opodendo afetar a seletividade do

organicos sistema e geralmente diminuem o EOF.
Adsorvem na superficie do capilar via interacOesces e/ou
hidrofébicas. Surfactantes aniénicos podem aumenEDF,
Surfactantes
engquanto surfactantes catidnicos podem reduzir esnm
inverter o sentido do EOF.
Polimeros neutro| Afeta inversamente o EOF, pois aumenta a viscosidad
hidrofilicos recobre a parede do capilar, reduzindo suas cargas.

Ligacdes Covalentes

Modificar quimicamente a parede interna do caplf@ta a

estabilidade do sistema e pode até mesmo elimie@k

Adaptado de [7].

para maiores
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1.3— Modalidades eletroforéticas de analise

A eletroforese capilar de zona (CZE, do ingléagillary zone electrophoresi¥y”
€ 0 modo de separacdo mais utilizado em CE. No&ntaste modo de separacdo néo
permite certas analises ou separagcbes. Em funcdto, dilgumas modificacdes
(variacbes) foram propostas nas bases da CE adimodtornar tais limitacdes. As
variacdes propostas para CZE, tal como cromat@gedfitrocinética micelar (MEKC,
do inglés Mmicellar electrokinetic chromatography”gletroforese capilar em gel (CGE,
do inglés ‘tapillary gel electrophoresi} eletrocromatografia capilar (CEC, do inglés
“capillary electrochromatography), isotacoforese (cITP, do ingléScapillary
isotachophoresisf) e focalizacdo isoelétrica clgF, do inglés “capillary
isoeletricfocusing) apresentam poderes de separagéo algumas veee®ga outras

técnicas ou até mesmo exclusivas.

1.3.1 - Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

Entre os modos de separacdo existentes em CE, a@Zmais simploria e a
mais amplamente praticada em razao da facilidadridemplementacéo e otimizacao
de suas condi¢cdes experimentais. A técnica basesamente nas diferencas entre as
mobilidades de espécies carregadas (cations onsgn®eralmente, sua implementagéo
é realizada em eletrdlitos aquosos que podem stunados a aditivos ou complexantes

com intuito de interagir com analitos, alterandassmobilidades [9].

1.3.2 - Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

Terabe e colaboradores iniciaram os estudos com®1&id 1984 [10], focando
a separacao de analitos sem carga com uso de fgens®ativos iGnicos, como o
dodecilsulfato de sédio (SDS). O reagente foi usadfbormacao de micelas no BGE, as

quais proporcionam a formacéo de um sistema cragréatoo de duas fases (0 BGE e
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as micelas). Assim, o BGE ¢é transportado pela a@gdocampo elétrico, enquanto as
micelas sdo transportadas pela combinacdo enteenpa elétrico e a eletrosmose. O
que proporciona a separacéo dos analitos neuagmgicdo entre as duas fases (BGE e

micelas) [9].
1.3.3 - Eletroforese Capilar em gel (CGE)

Esta técnica € a adaptacao da eletroforese enspdacgel para a capilar com a
grande vantagem de obtencdo de resultados quaostamais exatos devido a
possibilidade de automacdo do processo e reducdtempo de analise. E muito
utilizada na separacao de proteinas, especialrb®ihe Neste modo de separacédo, uma
matriz polimérica (gel) preenche o interior do G@ppara que ocorra a separacao

baseada nos diferentes tamanhos relativo dos@nfdit
1.3.4 - Eletrocromatografia capilar (CEC)

A CEC nada mais é do que a fuséo entre cromatadfgfiida de alta eficiéncia
(HPLC) com a eletroforese capilar (CE). Nesta ®&nos capilares sdo recheados
parcialmente com uma fase estacionaria, por exer@dl®, e o transporte da fase movel
nao ocorre devido a pressdo de uma bomba como &@,HRas sim através do EOF

empregado em CE [11].

1.3.5 - Isotacoforese capilar (CITP)

7

Na implementacdo da isotacoforese € necessario egamprdois tipos de
eletrdlitos de corrida e os solutos ficam confirmdotre as duas regides compostas por
estas solu¢cdes. Um dos dois BGEs € chamado deéligdetlider por apresentar
mobilidade eletroforética maior que todos os conepbes da amostra, enquanto o

outro, eletrdlito terminador, apresenta mobilidadetroforética menor que todos os
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componentes do analito. Apés a aplicacdo do cangidce temos a migracao dos
analitos em ordem decrescente de mobilidade, mas welocidade constante e
Unica.Quando o campo elétrico é aplicado, diferentesigmées de potencial evolvem
cada banda de tal forma que todos os solutos etergate migram proporcionalmente
com velocidades idénticas. Em regibes onde catdmsmenor mobilidade estdo
presentes, o0 campo elétrico € mais intenso, do mesodo que em regides de cations
com maior mobilidade o campo elétrico é mais fragssim resultando em uma

velocidade individual normalizada [9].

1.3.6 - Focalizacao isoelétrica capilar (CIEF)

A separacdo de espécies que possuem cargas opastgsdem deixar sua
estrutura neutra (anfoteras) pode ser realizadaegrapdo essa técnica, pois ela é capaz
de realizar a separacado destas espécies quandmset gradiente de pH gerado no
capilar, de acordo com seus pontos isoelétricgs Aol se atingir o pH no valor do pl
da espécie, esta fica neutra e sua migracdo éomteida, mas ao entrar em pH
diferente do seu pl, a mesma adquire carga e \@ltigrar.A protonacao e/ou
desprotonacao destas espécies é responsavel palgiivada carga efetiva da molécula
em funcdo do pH e, portanto, o gradiente de pHsgoresavel pela magnitude da

mobilidade eletroforética das espécies [9].
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1.4 Detectores em CE

O sistema de deteccdo em CE € de fundamental iamodat pois seria pouco
eficiente ter uma técnica de separacdo com elededempenho empregando um
detector precario que ndo a complementasse. Talv&alcanhar de Aquiles” das
técnicas analiticas instrumentais seja a escolharddetector adequado para realizar a
andlise. No quadro perfeito, o sistema de detequ@odevera ser escolhido deve ser o
mais seletivo possivel as espécies de interess@l@@m o de maior detectabilidade as
mesmas. Geralmente um detector é seletivo porsanadispécies com propriedades
fisico-quimicas distintas e é interessante utilizar destes em anélises em que néo é
possivel obter uma separacdo das espécies. Naaz&da para se preocupar com a
separacdo entre a espécie de interesse e outrdsiesspue ndo sdo detectaveis no
sistema utilizado. E claro que nenhum detector dejp@ para todas as amostras
complexas que existem no universo, portanto, sersgrescolhe o mais adequado a

cada situacao.

No caso das técnicas de separacao, € comum aigeldti do detector tem um
papel menos importante do que a detectabilidadejug quem é responsavel pela
obtencéo de seletividade na analise € a propraexagfo (quando esta é bem resolvida).
A Tabela 2 exp0e alguns valores tipicos de limitesdeteccdo (LOD) de alguns dos

detectores utilizados em CE.
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Tabela 2-Limites de deteccao (LOD) de sistemasetlecddo em CE.

Modo de deteccéo LOD / mol L*

indice de refracdo (laser) 10° - 10°

Absorcéo no UV-visivel (direta) | 10° - 10°

Absorcéo no UV-visivel (indiretg  10*- 10°

Fluorescéncia direta (lampada) | 10" - 10°®

Fluorescéncia direta (laser) 10°- 10%8
Fluorescéncia indireta 10° - 107
Amperometria 108 - 10%2
Condutividade 10° - 10°
Raman 10°- 10’
Radiometria 10° - 10*
Espectrometria de massas 10* - 10°

Adaptado de [12].

Como previamente mencionado, nenhum méetodo degdetecperfeito e certas
consideracOes devem ser feitas. Os métodos de;detBaorimétricos, apesar de serem
0S mais sensiveis, diversas vezes necessitam deatd@cdes dos componentes das
amostras antes da analise, 0 que incide em maisetapa de preparo de amostras e
possivel agregacdo de erros, sem contar que € teotatede custo elevado para
aquisicdo e manutencao[13]. A deteccdo sem deragito também € possivel atraves
da adicdo de uma substancia fluorescente ao tamamrrida (deteccéo indireta),
porém, a sensibilidade neste caso € menor. Ja aramgtria € um método com boa

sensibilidade e possui, relativamente, boa setietidle. Uma limitacdo deste detector € a
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dificuldade no seu posicionamento (adaptacéo) siemea de CE para que néo haja
interferéncia do potencial aplicado para gerarmapzaelétrico (usado na separacao em

CE) na corrente detectada no eletrodo de trabaurd ).

A espectrometria de massas € outro tipo de detepgipode ser empregado em
CE. Esta técnica agrega uma boa sensibilidade suposbeneficio extra de gerar
informacdes estruturais adicionais, muitas vezgwmitantes ao se realizar andlise de
produtos de degradacdo e metabdlitos. Porém, aoldet de corrida deve,
necessariamente, ser volatil (como o tampéao comgastacido carbdénico e amonia) e
essencialmente puro para esse tipo de deteccaee tag com que se tenha limitacdes

em funcéo do pH para trabalhar [17, 18].

O detector mais usado em sistemas CE ¢é absorcdd\vpais [19]. Este detector
pode ser usado seletivamente selecionando um acoeno de onda onde os analitos
de interesse apresentam absortividade ou aindarma universal, onde um cromoforo
presente no tampdo de corrida é constantementetaremv e analitos que né&o
absorvem podem ser detectados indiretamente. Mas® uma célula do tipo “Z”
muitas vezes é empregada (aumento de sensibilidada}-se necessario a remocéao do
revestimento de poliimida do capilar de silica fidadpara que assim seja possivel a
passagem de radiacdo [18]. Outra limitacdo desexide ocorre quando da tentativa de
se analisar espécies ndo sensiveis aos detectdtess,Uespecialmente para alguns
cations metélicos presentes como co-ions em meditas) pois a maioria destes néao
apresentam absorcdo na regido do espectro UV-Mis uso da deteccao indireta
apresenta limitacdes em funcdo do pH (precipitagi@messario devido ao uso do

cromoforo [20].
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1.4.1 — Deteccdo condutométrica sem contato acoptadapacitivamente (CD)

Uma alternativa aos detectores condutométricosesmionais (com contato), os
quais necessitam adaptacoes complexas no capldur@coes do capilar com laser de
CO,) para posicionar os dois eletrodos que compdemtectbr [21], é a utilizacdo de
deteccéo condutométrica sem contatéd(Q@o inglés tapacitively coupled contactless
conductivity detectidi. Trabalhos iniciais com esse tipo de detecc¢danforealizados
por Zemann e colaboradores [18] e Fracassi da 8ilda Lago [22]. Trata-se de uma
alternativa interessante, pois 0 posicionamentaajmlar no detector se tornou mais
simples e rapido, pois basta inserir o capilarecnlvis cilindros metélicos que séo
usados como eletrodos neste detector. Além didtatoade ndo haver contato entre os
eletrodos do detector e a solucdo do eletrolito cdeida eliminou o risco de
contaminagdo dos mesmos, assim como diminuiu cengsidimente a interferéncia do
campo elétrico usado na separacdo das espéciestemas de CE, obtendo assim,
melhor estabilidade e resposta analitica (maiddiaanal/ruido) [23, 24]. Em funcédo
disto, a deteccéo condutométrica sem contatB)@em ganhando espaco rapidamente

como forma de deteccao em sistemas de CE [25].

Na deteccéo por 1D (eletrodos sem contato com a solucdo), um serabidal
de elevada frequéncia (na ordem de milhares de ldp)icada, em um dos eletrodos do
detector e uma corrente elétrica € detectada nom @lktrodo (apesar de ndo haver
contato entre os mesmos). A corrente elétrica thetacentre os dois eletrodos é
proporcional a condutividade da solucédo que ira fio interior do capilar e entre os
eletrodos. Essa corrente é convertida em tensémaidta, com posteriores etapas de
retificacdo e amplificacdo, e através de uma ptacaersora analdgico-digital gera um
registro que pode ser interpretado e trabalhadwédrde softwares. Um esquema deste

funcionamento esta representado na Figura 4.
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Capilar de
silica fundida
recoberto

por poliimida

Elevadafrequéncia

(milhares de Hz) E1l
Corrente elétrica E2
entre os dois

eletrodos

Figura 4 — Esquema do sistema de deteccdD.(E1 e E2 sdo os dois eletrodos do

sistema de deteccao.

O funcionamento adequado do detector depende rdaitealor da frequéncia
aplicada, pois dependendo do valor, a resistéreceohlicdo no interior do capilar deixa
de ser detectada e o detector ndo cumpre o papabtde variacbes na condutancia.
Portanto, uma frequéncia étima de trabalho deveapktada, onde a resisténcia da
solugéo € relevante e pode ser determinada atdeésorrente que flui entre os

eletrodos[21, 23, 24].

O mecanismo da deteccdo de espécies #D¢ Gaseado na substituicdo do co-
ion presente no eletrélito de corrida pelo ionraasalisado. Quando a mobilidade do
analito (ex: N&~ 51,9 cnd / V s) for maior que a do co-ion do eletrdlito :(@RIS<
29,5 cnf / V s) ocorre um aumento da condutividade nesg#igedo capilar e o
detector € sensibilizado, obtendo o registro depigo positivo no eletroferograma. O
contrario também € valido, no caso em que o camBGE possui maior mobilidade
(ex: oxalater 77,0 cni / V s) que o fon do analito (ex: codeina4,0 cni / V s),

resultando em um pico negativo no eletroferogra@@anto maior for diferenca de
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mobilidade do BGE em relacdo ao analito, maior sergensibilidade do detector.
Portanto deve-se ter atencdo na escolha do eletd#i corrida ao se usaflT como
detector, pois este possui papel fundamental ralskade de cada analito. Na injecéo
de solugdes aquosas contendo os analitos de sgeeagua, que embora ndo seja ion,
tem uma menor mobilidade do que a mobilidade dé&gaaBGE utilizado, entdo cada
eletroferograma normalmente tera um pico negafisse pico negativo, juntamente
com outras espécies neutras que co-migraram cajuaédo marcador do EOF quando

se usa (D.
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1.5 - Analises rapidas por CE

Entre as caracteristicas de um método analitidnequéncia analitica é por
muitas vezes colocada em segundo plano. Geralmanbrjsca por seletividade e
sensibilidade se sobrepde ao tempo de analise ®do%€ analiticos que possuem
menores limites de deteccdo e melhor seletivid@ddestacam, mesmo sendo mais

demorados.

Separacdes com CE podem tornar-se mais rapidakipsrabordagens distintas:
usando instrumentos com varios capilares, o quahiperealizar separacfes de varias
amostras simultaneamente [26], ou, como uma atteananais barata, utilizando
capilares com comprimento reduzido [27]. Ao se auareo potencial aplicado ou
reduzir o comprimento do capilar e seu diametrcerimd, obtém-se reducdes
significativas nos tempos de migracdo das espéoies,o tempo de migracat,,) €
afetado inversamente pelo potencial aplica@p € diretamente pelo comprimento
efetivo do capilar If e seu comprimento totalL, como pode ser visto na

Equacéo 8 [28].

L

= — Equacéo 8
E (Hep+ Ueo) quag

tm

O uso de CE acoplado a detectoré® @m andlises com elevadas frequéncias
analiticas é comum. Encontram-se na literaturaogériabalhos com CE?D focados
em andlises rapidas, como determinacdo de metalsaehesel[29]; um medicamento
para tratamento de tuberculose e seu produto dediegio[30];dois grupos de drogas,
sendo8em uma corrida e 5 em outra [31]; quantdicage benzoato e sorbato em
bebidas [32]; propranolol [33] e fosfato de oseltdarmo medicamento Tamifft[34].

Em todos estes trabalhos, as analises foram realizad&senos de 2 minutos.
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1.6 — Determinacao simultanea de cations e anions

Aproximadamente metade de todas as moléculas deadds existentes no
mercado séo formas de compostos idnicos e deveanaéisadas em varias etapas do
processo farmacéutico, desde seu desenvolvimem¢o,0acontrole de qualidade
final [35]. Certas propriedades fisicas como sdiddnile, higroscopicidade, pH em
solucao, ponto de fuséo, taxa de dissolucdo, édtade quimica e mecanica, e ainda a
forma do cristal, sdo todas definidas pelo paiods fue forma o composto. Neste caso,
a determinacdo de céations e anions € importantédaed possivel presenca de
impurezas que podem ser provenientes da catalistardtaco ou do processo de
fabricacdo que podem afetar as propriedades stgutasj gerando efeitos indesejaveis
no usuario do medicamento [36]. Recentemente,ardetacdo simultdnea de cations e
anions em formulagbes farmacéuticas tem geradoes#e de grandes companhias
como a DioneX [36]e a ShimadZl [35] que comercializam equipamentos de

cromatografia liquida especificamente para este fim

Alternativas ao uso dos equipamentos citados apimdgm ser localizadas na
literatura. Uma destas opcOes é a determinacaolt&mea de cations e anions via
HPLC (cromatografia de ions) utilizando-se simwd@mente colunas especificas para
ions positivos e negativos [37] ou colunas de troatdnica e anibnica [38], 0o que
aumenta o custo do método. O uso de colunas comerols de carater anfétero como
fase estacionaria também € uma opcao [39]. Porérsp @le cromatografia de ions em
analises simultaneas de cétions e anions requeunmsntacdo complexa (injetores

duplos) e muitas vezes mais do que um tipo de twegau coluna [40].

A utilizacdo de sistemas de CEBC (instrumentacdo mais simples) na
determinacdo simultdnea de cations e &nions cantdguns obstaculos citados acima,

como a necessidade de se dispor de duas colunderentts solugcbes como fase
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movel. A andlise de espécies e seus contra-iossutréa informagéo extra sobre a
estequiometria dos compostos, além de existir ailpiidade de se detectar outras
impurezas e até mesmo processos de degradacaaldo ptl], o que ndo é possivel
em andlises singulares. O desenvolvimento de metgde permitam a separacao
simultanea de espécies anidnicas e catidnicas e @Egrande interesse para que se

minimize o tempo de trabalho e gasto com solucgdes.

Algumas estratégias podem ser usadas na separagélbtdsea de anions e
cations através de CE. Uma delas foi introduzidakudban e Karlberg [42], a qual
compreende a injecao dupla da amostra (em ambasrasnidades do capilar) com o
detector posicionado préximo ao centro do capfasim, 0s cations injetados no poélo
positivo (anodo) migram no sentido normal ao EOBseanions injetados no poélo
negativo (catodo) migram em sentido contrario ad-H@B]. Neste caso é comum
trabalhar em condi¢cdo onde a velocidade do EOFRx&.b@omo exemplo podem ser
citados a determinacéo simultanea e estequiométeidadrocloreto de labetalol [20]e
sulfato de catarantina e ditartarato de vinorelj#yd, além de outros trabalhos com
varios fons mais simples comd,lNH,*, CI', SQ?, NOs, Nd', F, HPQ?,C&*, Mg*",
HCOs e Li* [45, 46]. Outra abordagem ¢ a utilizacdo do sistdm&E regular e um
EOF com velocidade de migracdo elevada, a fim deemos analitos catidnicos e
aniénicos (estes serado arrastados pelo EOF) naangdisegdo. Esta estratégia pode ser
utilizada com o EOF normal ou com EOF invertido][47 modo para tal abordagem é
mais simples, pois usa condi¢cdes em que se temlevade EOF (pH elevado), para
gue ambos cations e anions migrem na mesma diaetigi@s do detector [48-50]. Esta
abordagem normalmente é possivel de ser implenert@dequipamentos comuns de
CE. Outra abordagem, ja ndo tdo simploria, € r@al&@ complexacdo de espécies

catibnicas com um composto quelante, obtendo asgimas espécies carregadas
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negativamente, as quais podem ser separadas de candencional (EOF invertido)

juntamente com analitos anionicos [51-53].

1.7 - Diclofenaco e seus contra ions.

O diclofenaco (DCF) € um anti-inflamatério nédo-esigal utilizado
mundialmente, sendo que também tem propriedadepirétitas e analgésicas. A
molécula possui um pKa préximo de 4 e, portantoselac¢do com pH em torno de 3,
cerca de 10% de suas moléculas ja apresentam wcaggdiva (em forma de anion).
Com o aumento do pH da solucdo, a porcentagem diécutas na forma anibnica
(desprotonadas) vai aumento chegando a 100 % eprdimo 6, conforme pode ser

observado na Figura 5 [54].
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Figura 5 —Distribuicdo do DC em solucdo aquosa em funcédo do pH.

O DCFpode ser encontro em formulacfes farmacéuticaa form: de sal com
trés diferentes contra-iansoddio, potass ou dietilamio. Sais de sodio e de potas
sao indcados para administracdo ¢ e o sal de dietilamoéniontratamento tépic de
processos inflamatorifisb, 56. Apesar de o diclofenaco dmtassio (KDCF) €o
diclofenaco de sédio (NaDCF) apreserem o mesmoingrediente ativo eserem
farmacos deropriedades fisi-quimicas semelhantes, ndo sdo indicino tratamento
dos mesmos sintoma® KDCF é ligeiramente mais soluvel agua do que
NaDCF [57]. Portantog KDCF érapidamente absorvido pelo organismo e tem efic
analgésica mais pida do queo NaDCF. Assim, &DCF é indicadcpara tratar a dor
aguda grave, enquanto NaDCF é indicado ndratamento de doencasonicas e
prolongadas [58]Além disso, 0 consumo excessivo de sodio podesatana pressé

sanguinea e afetar a atividacascular e funcao renal (esicdo de liquido [59, 60].
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Consequentemente, os individuos que tém probleemassrou cardiacos devem evitar a
ingestdo elevada de sddio, sendo a estes reconemdado de KDCF em vez de
NaDCF. Portanto, o controle de qualidade destasulacdes farmacéuticas, desde a
matéria prima até o produto final, em relacdo derdd@hacdo dos contra-ions é
desejavel.

Varios métodos tém sido propostos para a deter@inde DCF em amostras de
medicamentos. Entre as técnicas usadas para aste pibdemos destacar a
espectrometria [61-66], cromatografia liquida [@];6eletroforese capilar [68-70],
eletroquimica [71-74], espectroscopia Raman [7A&Qrimetria [76, 77] e até mesmo
gravimetria [78]. No entanto, todos estes métodomijiem apenas a determinacao de
DCF sem a obtencdo de informagcBes sobre o seuctegpeontra-ion em um Unico
procedimento. Conforme ja discutido, a determinajdwltanea do principio ativo e do
seu respectivo contra-ion € importante, a fim debser informacéo sobre a composicéo
do sal usado na formulagéo, o que é por vezesiadeoa varias propriedades fisico-
guimicas dos farmacos, tais como a solubilidadab#glade, os perfis de impureza e
polimorfismo [79]. Recentemente, estudos tém siglolipados com o propdsito de se
realizar a determinacdo simultdnea de céations aarem amostras de medicamentos
por cromatografia liquida [39, 79, 80]. Como ja weienado é interesse de empresas
como DioneX e Shimadzfina determinacéo simultanea de ingredientes farriaoéu
ativos, seus respectivos contra-ions e de possingisirezas. Nos procedimentos
apresentados por essas companhias [35, 36], andedgfo simultdnea de diclofenaco
e sodio é demonstrada, sendo que o procedimentnd@ée mais rapido proposto
apresenta tempo de analise em torno de 4 minutos.

O uso de eletroforese capilar como uma alternapgea a determinagéo

simultanea de principios ativos e 0s seus contra-émn medicamentos € muito atrativo
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por ser muitas vezes mais rapido e simples, aléapdesentar custo menor do que as

outras técnicas citadas anteriormente (HPLC).

1.8 — Codeina e Diclofenaco.

A codeina (COD) € um farmaco utilizado no tratarmetd dor moderada, tosse
de causa nao bacteriana, particularmente tosskmgaalas e dolorosas, como no caso
de cancer de pulméo [81]. Esta molécula é encamttadorma de sal de fosfato e mais
raramente como sal de sulfato. E um farmaco attldp grupo dos opidides e, em
grande parte é utilizada com finalidades médicagds@reparada através da metilacao
da morfina, sendo que pode ser encontrada no @pibagxas concentracdes. Menos
potente que a morfina, utiliza-se COD em combinagio outros analgésicos da classe
dos nao opidides, como acido acetilsalicilico otapatamol ou diclofenaco [82]. O uso
deste farmaco pode gerar graves efeitos adverso® charréia, nauseas, vomitos,
obstipacédo intestinal, secura da boca, prurido,fusdo, sedacdo e depresséo
respiratoria. Aléem disso, a codeina pode criarovéciser usada como droga de abuso,
embora muito menos frequente do que outros opidAiess finalizar o tratamento, ao
ser retirado abruptamente, a abstinéncia de cogeid@ causar reacdes relativamente
fortes no organismo, como dores abdominais segudkasvomito e prisdo de

ventre [83].

A partir de um estudo feito na experimentacao catmsrem laboratério [84] foi
formulada uma curva de dose-resposta da combindg&ofarmacos diclofenaco e
codeina. Com o intuito de descobrir se a interag#ice estas duas drogas é aditiva,
sinérgica ou antagobnica, foram estimadas curvaslode-resposta de cada farmaco
administrado individualmente, considerando-se queefeito observado com a

combinacéo resultava da soma dos efeitos indivdddai cada componente [84]. O
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estudo demonstra que o efeito antinociceptivo dieica € bem visto em casos de dor
aguda e em hiperalgesia [85, 86]. Por outro laddicimfenaco é conhecido por causar
antinocicepcdo apos a administracdo periféricastraica para animais em Varios
modelos de dor bem como em seres humanos [87]rg&inm® descreve a interagao
entre duas drogas tal que, quando administradasogotantemente, a eficacia ou
poténcia resultante suporta uma interacdo maiomqui® aditivo ou multiplicativo
guando comparada com cada farmaco administradadodimente [88, 89]. No estudo
supracitado [84], a andlise tem demonstrado uneaaigdio significativamente sinérgica
entre codeina e diclofenaco. Estes resultadosromanfi as experiéncias anteriores que
mostram que a co-administracdo de opiodides e AldlRgatos produziu um aumento
periférico [90], espinhal [87] e sistémico [91]d@ieo antinociceptivo em comparagao

com as drogas administradas individualmente.

A combinagdo destes dois farmacos resulta num u@dicto utilizado no
tratamento de dores causadas por tumores, sobretdmso de comprometimento
esquelético ou em edemas inflamatorios peritumodaies intensas ou muito intensas
apos intervencdes cirargicas como extracbes destaRPor ser um medicamento
utilizado em casos extremos, ter poder de drogabtdso e ser de venda restrita, 0
controle de qualidade das matérias primas empreddEd CF e fosfato de codeina) e

das formulac¢des farmacéuticas mdoos dois principios ativos é desejavel.

Assim como o DCF, a COD €& uma molécula que aprasestga em uma
extensa regido de pH e, portanto pode ser quaddicvia eletroforese capilar.
Conforme apresentado na Figura 6, a COD possui diig’'s (pKa = 9,2 e
pKa = 13,8) enquanto o DCF possui apenas um (pKa,#~4g0ra 5). Na regido de pH
entre 5,0 e 9,5, a COD é um cation e o DCF um amortanto, nesta regido de pH, a

determinacao simultanea de ambos deve ser popsivEIZE.
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Figura 6 — Distribuicdo em percentual da concentracdo em ibgoildo COD em

funcao do pH.

Na literatura encontm-se apenas alguns métodos para determinacéo de
COD em amostras farmacéuticas, no entanto, arsffadtanea via eletroforese capi
dos dois analitos é encontrada em apenatrabalho [92]. Nestérabalho, a analise
realizada em éninutos usando CZE com detecc¢édo inducdo eletromagnética. Out
trabalho que determina simultaneamente estes duoimato foi realizado po

Yang C. Qet al usando imétodo de matriz-CPA [93].

Segundo nosso conhecimento, ndo existe tra publicado onde DCF e CO
sao determinados simultaneamente por HPLC. Pravevee isto se deve a polaride
destes compostos em funcdo do pH. O DCF apresamsateristicas apolares ¢
solugbes com pH inferior a 3,molécula neutg enquanto que a COem solucdes

com pH em torno de 11, molécula neutrajtendo caracteristicas polares em pH k.
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A determinagdo destes compostos também néo é &mealempregando espectrometria
de massa, pois um € analisado no modo ions pasitv@ outro no modo ions

negativos [94].

2 - Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo realizartardenacdo rapida de soédio,
potassio, dietilaménio, diclofenaco (DCF), code{@OD) e fosfato presentes em
formulacbes farmacéuticas. Adicionalmente tambéompg@nos o uso dos métodos
propostos na determinacdo da pureza e grau deddedka dos principios ativos
estudados. Neste trabalho sdo propostos dois n¥idples e rapidos de andlise
usando a técnica de CE'RE (i) determinacdo simultanea de DCF e seus céotrs
comuns: sodio, potassio e dietilamonio; (ii) deteagdo simultdnea de diclofenaco de

sddio e fosfato de codeina.

3 -Parte experimental

3.1- Reagentes e amostras

Todos os reagentes foram de grau analitico seriibadbs sem purificacéo
prévia. Diclofenaco de sddio, de potassio, de ldmafinio e fosfato de codeina foram
adquiridos da empresa Galena. Hidréxido de litistidina, acido lactico, brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB), propano 2-Amino-2-hidtonetil-1,3diol (TRIS), e 3 - [[2-
Hidroxi-1,1bis (hidroximetil) etil] amino]-1-propassulfonico (TAPS) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Hidréxido de sodiopreto de sdédio, trietanolamina

(TEA) e acido oxalico foram adquiridos da Synthor€to de potassio, cloreto de calcio



30

e cloreto de magnésio foram comprados da VetecaAgsionizada (18 MQ ch foi
obtida a partir de um sistema de purificacdo denado Direct-Q-System (Millipore,
Bedford, MA). Acetonitrila para uso na validacaa ptPLC foi adquirido da Merck.
Uma solucdo tamp&o (pH 8,2) contendo 10 mmbrlRIS e de 10 mmol tde TAPS

foi usada como eletrélito de corrida (BGE) na deteacdo de DCF e seus contra-ions.
Outro eletrdlito de corrida que foi utilizado nateteninacdo simultdnea de codeina e
diclofenaco é composto por TEA/acido oxalico (1®/lmol L, respectivamente).
Alguns testes foram realizados com tampao formadio goncentracdo equimolar
(20 mmol LY) de &cido lactico/histidina (LAC/HIS).Todas asuggles amostra e padrdo
foram preparadas diariamente em agua desionizddeam mantidos sob ultra-som
durante 10 min para completa solubilizagéo.

Antes da injecdo no sistema CEEG todas as solucdes resultantes foram
filtradas com um filtro de membrana (tamanho deopte 0,45 um). As amostras de
formulagbes farmacéuticas foram adquiridas em feiasalocais em forma de
comprimidos (drageas) de KDCF e de NaDCF e na falenspray quando se tratava de
diclofenaco de dietilamoénio (DEADCF). No procedirteede preparo das amostras, dez
comprimidos foram pesados de cada amostra e endaegacerados a um po fino e
homogéneo. Posteriormente, uma massa adequada flmi pgévidamente pesada e
dissolvida em agua até uma concentracéo situadaixalinear do método proposto.
No preparo da amostra de DEADCEF (tipo spray), ulitmata foi pesada e diretamente
diluida em agua. Como inversor de fluxo para aeas anions, foi usado o hidroxi-
hexadecil-trimetil-amonio (CTAOH). Este composto ffoeparado a partir de brometo
de hexadecil-trimetil-ambdnio (CTAB), cujo brometn Bubstituido por hidroxilas em

uma coluna de troca anionica (Merck).
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Todos os eletroferogramas foram obtidos utilizando equipamento de C

construido no laboratério do Prof. Caludimir Luado Lag¢, no Departamento d

Quimica Fundamentalo Instituto de Quimica da USO equipamento é equipado ct

dois detectores condutométricos sem contato compactle alta resolucdo acopla

capacitivamente (CE-D) [22, 95].

Nos trabalhos realizados neste mesi, o equipamento de ( usado possui

dois destes detectores como pode ser visualizadeig. 7 (a) e também a estraté

utilizada nos trabalhos rig. 7 (b).
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Figura 7 —(a) Imagem do equipamerusado no laboratorio; (b)sguema do sisteme

modo de injecdasado nesse traba.

Esta versdo utilizada de’D n&o possui partes méveis, copotencidmetros

conectores, sendo assim um detector compacto

stooldm oscilador trallhando na

frequéncia de 1,1 MH#i otimizadc para uso deapilares com diametro interno

intervalo de 20 até 100 . O sinaldo oscilador é do tipo senoidal e sua amplitude

4 Vpp [95].
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As injecOes eram realizadas no lado direito dopEgquento. Os detectores estao
posicionados ao longo do capilar a 10 cm de cadi@raiddade. O capilar de silica
fundida utilizado em todos os experimentos tinhacdA0Dde comprimento, 50 um de
diametro interno e de 375 um de diametro exterrgl€At, Folsom, CA, EUA). Desta
forma, no primeiro detector, o comprimento efetd capilar era de 10 cm e no
segundo, de 30 cm. Antes da utilizacdo, os capiléseam pré-condicionados por
lavagem com NaOH 0,1 molidurante 15 minutos, em seguida com agua desionizada
durante 10 minutos e, finalmente, com BGE a séradio nos experimentos durante 10
minutos. As amostras foram injetadas hidrodinamerampor 1,5s e 25 kPa. Todos os

ensaios foram realizados com a aplicacao de uraeeedifa de potencial de 25 kV.

O sistema HPLC utilizado nos testes de validac&siste numa bomba Hitachi
L21-30, detector UV-vis LC-4250 Hitachi e uma cdurshim-pack CLC-ODS
(25 mm x 4,6mm; Shimadzu). A fase movel para deteagdo de DCF foi adaptada de
[73] e era composta por acetonitrila e agua dezialai com pH corrigido para 2,5 com
acido fosférico (60:40 v/v). Comprimento de onda286 nm e vazéo de 1,5 mL rin
Para os testes com COD, a fase movel foi adaptad@6] e consistiu em metanol,
tamp&o acetato pH 4,7 e acetonitrila (85:5:10,.iwazao usada foi de 1,5 mL rlie
comprimento de onda de 254 nm. Nos estudos deagaliddos resultados obtidos para

Na e K foi utilizado um fotdmetro de chama modelwBser 910M.
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4 - Resultados e discussoes

4.1 - Metodologiapara determinacéo rapida e simultanea de diclofertm e seus

contra ions comuns em formulacdes farmacéuticas.

Normalmente, as analises por CE sao realizadasasogspécies de interesse se
movimentando (migrando) no interior do capilar nasma direcdo do EOF com o
intuito de aumentar a velocidade da analise (nuduke eletroforética + mobilidade
eletrosmotica). Em um capilar de silica fundida seadificacdo, o EOF se movimenta
na mesma direcao dos cations. Devido ao caraténianido DCF (objetivo inicial) em
solugbes aquosas com pH superior a pH 3 (pKa = 4/ pratica comum na
determinacdo de DCF por CE seria a inversdo do EOfJe muitas vezes é feito
atravésda adicdo de um agente tensoativo catiani®GE (anélise de anions no modo
co-EOF). Com intuito de verificar rapidamente aslhoees condicbes para a
determinagéo de DCF por CEM; o software de simulacéo denominado Peaknfaster
(vers@o 5.2) disponibilizado gratuitamente na meef97] foi usado em estudos iniciais.
No entanto, as condi¢cdes simuladas com a invers&QF ndo foram confirmadas na
pratica, provavelmente devido a interagdo do anadihionico (DCF) com um
mondmero do hidroxido de cetiltrimetilaménio (CTAPbU com suas micelas [98], o
gual foi utilizado para reverter o EOF. Estes essufibram realizados com diferentes
BGE’s contendo CTAOH 0,2 mmol Lcomo inversor de EOF, e resultados
semelhantes foram obtidos em todos os estudosed®®motivo, 0 agente tensoativo
catidnico deixou de ser usado e o0 EOF no modo ndonhasado nos estudos que se
seguem. Conforme o eletroferograma obtido por sigéd[97], o BGE contendo

concentracdo equimolar de TRIS e TAPS (pH 8,2) fteren determinacdo rapida de
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DCF (em cerca de 40 s) utilizando o primeiro deteacto equipamento (-C'D
(comprimento efetivo do capi = 10 cm).
A Figura 8apresenta os eletroferogramas obtidos com o sis@E-C'D nas

condicdes simuladas no Peakmé® em funcéo da concentéw do BGI composto por

TRIS e TAPS.
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Figura 8 — Eletroferogramas obtidos pelo estudo de diferecoesentracbes do BC
de TRIS / TAPS pH 8,2 injetando uma solu¢éo paddimendo KCI, NaCl e DEADC
(200 umol L* de cada)Demais condicdes: (IS) Salicilato 1pmol L™ comprimento
efetivo do capilar: 10 cm; diferenca de potencigllicada: 2! kV; injecdo

hidrodinamica: 2%Pa por 1, s; diametro interno do capilar: 50 um.

Neste estudo, a amostra foi injetada no lado dd@eco anion DCF, apesar
ser atraido para o anodo (potencial positivo) desich mobilidade eletroforética, ac:
se deslocando (migrando) em direcdo ao catodongiatenegativo) acompanhandc

direcdo do EOF que, nesta condicdo (pH = 8,2), apresetwaidade muito superior
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do DCF e na direcdo oposta. Nesta condicdo, o piwcoDCF foi detectado
imediatamente apds o EOF (queda do sinal devidixa lzondutividade da agua) com
uma resolucdo aceitdvel em todos os BGEs. No entam concentragdo de
TRIS/TAPS 10 mmol L}, a velocidade da anélise é ligeiramente maiopgapto, esta
concentracdo foi adotada nos estudos posterioesa Eaior velocidade devido a
menor concentracdo do BGE esta relacionada a mgummtidade de cétions que
formam a dupla camada elétrica com a parede ddacapieste modo, o potencial
aplicado precisa mover menos espécies que estdo atnaidas eletrostaticamente aos
grupos silandis do capilar. Concentracfes infesiondo foram testadas devido a
diminuicdo da capacidade tamponante com a congéotrdNesta condicdo, além da
possibilidade de determinacdo rapida de DCF, ogra&dons comuns do DCF em
formulaces farmacéuticas (K Na' e DEA") podem ser detectados antes do EOF e
assim, além da quantificacdo, uma caracterizactm@emétrica do principio ativo
também é possivel em cada analise [43]. A Figuapr@senta um eletroferograma
tipico de uma (a) solucdo padrdo contendo KCI, Na@IEADCF (30@mol L™ de
cada). Adicionalmente, eletroferogramas de tréacéels preparadas a partir de trés
amostras farmacéuticas comerciais também séo apadss: (b) DEADCF, (c) KDCF

e (d) NaDCF. Em todas as solucdes, salicilatopB6l L™ foi adicionado como padréo
interno (IS). O anion cloreto proveniente dos padrde KCI e NaCl ndo foi detectado
devido a sua elevada mobilidade eletroforéticaj®impede a sua migracdo na mesma

direcédo do EOF em direcéo ao detector.
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Figura 9 — Eletroferograme obtidos a partir danjecdo de: (a) solugédo padrao conte
KCI, NaCl e DEADCF (30 umol L' de cada) e solucdes preparadas de amc
comerciais de (b) DEADCF, (c) KDCF e (d) NaDCF. ésrcondictes: (IS) Salicila
150 umol L™, comprimento efetivo do capilar: 10 cm; denca de potencial aplicac
25 kV; Injecao hidrodinamica: : kPa por 1.5; diametro interno do capi = 50 pm;

BGE: Tris/TAPS 1Gmmol L™ pH 8,2.

A composicdo equimolar de TAPS/TRIS 10 mm™ fornece ao sistema (-
C*D uma linha base estavel devidcsua baixa condutividade [98 tma separacéo
muito rapida (encerca de 50 de K', Na', DEA" e DCF, incluindo salicilato como 1€
Devido auma pequena diferenca tempomigracédo para DEA na amostra e solu
padrdo um estudo de adicao de padrao foi realizado cienamostra para cfirmar o
sinal desta espécie. Tal variacdo no tempo de gdigrpode estarelacionad com
algum excipiente presente na amostra, no entesta pequena mudanca no tempc

migracdo ndo afetoa resultado final c analise. Estes resultados também demam
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que o meétodo proposto possibilita o controle delidade das trés formulagbes
farmacéuticas contendo DCF existentes no mercads, gobreposicbes ou picos
adicionais provenientes de interferentes ndo fodetectados. No entanto, nos
eletroferogramas das amostras de (b) DEADCF e S}K outro pico foi detectado, o
que poderia ser atribuido a contaminagdo da amasima Nd ou de contra-ions
provenientes dos sais de estearato ou carbonatd @DaVid *), que sdo normalmente
adicionados nestas amostras como excipientes asatoonforme consta na bula dos
medicamentos. Na condicdo experimental utilizadantot C&" quanto Mg*
apresentaram tempo de migracdo similar a da Na

Essa duvida foi resolvida com a andlise dessasteangsor CE-CD utilizando
uma mistura equimolar de acido lactico/histidin@ (@mol L, pH 4,9) como o BGE.
Nestas condicdes, o €a Mg* formam complexos com o &cido lactico durante a
anélise e uma separacéo satisfatéria entre os pEEmsonados com Nj C& e Mg *
[44, 45] pode ser obtida. Na Figura 10 sdo apradgestos resultados obtidos usando
acido lactico/HIS como BGE mediante injecdo de @@ amostra contendo
(a) DEADCF, (b) NaDCF, (c) KDCF e de uma (d) solucpadrao contendo

300pmol L* de K, Na', C&*, Mg®* e DEA'.
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Figura 10— Eletroferograme obtidos a partir da injecdo de solu¢cdes amostréaji

DEADCF, (b) NaDCF, (c) KDCF e (tsolugdo padrdao contendo KCI, NacCl

DEADCF, CaCle MgSQ (300 umol L' de cada).BGE: His/Lac 2mol L™ pH4,9.

Potencial aplicado: 2kV. Demais condi¢cfe idem Fig. 9.

Com os resultados apresentados na Fil0 é possivel concluir o seguir

(K*, Na', C&*, Mg?* e DEA™);

Nestas condi¢cdes (Fil0d) existe uma boa resolucéo entre os cations deese

Em todas ammostras de NaDCF analisadas, a area de pico * foi 17 vezes

maior do que a area somada dos picos ¢ *e Md *. Assim, podemos conclt

que a presenca de Tae Mdf nestas amostras é muito pequena e a caracteri

estequiométrica de NaDCF é pivel nestas amostras em menos de 1 mi

usando TRIS/TAPS como BC

Nas amostras de DEADCF e KDCF, picos relacionadas £5dio estdo present:

0 que confirma que os picos adicionais presenteBigiaa9 (TRIS/TAPS comc



39
BGE) podem ser atribuidos a ccminagdo com soédio ou ao uso de NaDCF
substituicdo a DEADCF e KDC

IV.  Nestas condi¢Bes, DCF néo é possivel ddetectaddEOF de baixa mobilidade

Nos estudos de otimizacdo do método proposto, laéimdic de parametros
como potencial de separagcadtempo de injecao (hidrodinamica a pressao congt
foram estudados. Nas figural e 12sdo apresentados os resultados obtidos em fi

da variacdo na diferenca de potencial aplicadenpdede injecao, respectivame

100000 — K Na* .
98000
* . 25kV
96000 A s
1 1 )
b K"‘ Na
< 100000 -
S l
= 98000 - {\ * 20 kV
.E b e
@ 96000 —_—
102500 - e
l Na*pea*
100000 -
| 15 kV
97500

Tempols
Figura 11 — Eletroferograme obtidos a partir da inje¢éo de solugdo padrao odot
KCI, NaCl e DEADCF(30 umol L™ cada;) usanddrés potenciais de separa

distintos (15, 20 e 25kV)*) picos de sistemau de espécie ndo identifica demais

condicbes: idem Fig. 9.
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K*Na*
DEA’
I DCF- IS
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Figura 12 — Estudo do tempo de injecdo com eletroferogramaisiasicom soluca
padrdo contendo KCI, NaCl e DEADCF (: umol L™ de cada). Preso constante de

injecdo: 25 kPa; demat®ndicdes experimentais: idem F9.

Conforme apresentado na Fi(l, quanto m@r o potencial aplicado, maior €
velocidade de andlise. Portanto, como um dos ebgetido estudo é a determinac
rapida, o potencial de 25 kV foi adotado nos estuskguintes. A fonte de alta ten:
do equipamento permite a aplicacdo de até 30 krém, neste potencial, era com
ocorrer fuga de alta tensédo e as analises se mmaouco reprodutiveis e com lin
bases ruidosas. Quanto ao tempo de injecao (2), € possivel observar uma melh

na sensibilidade com o aumento no tempo de injeaumento no volume injetado).
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opcao ocorreu por um tempo intermediario (1,5 skR8) No entanto, em todos
casos, a determinagao seria poss

Apés a otimizacdo destes parametros proc-se com o estudo de repetibilide
para checar astabilidade do sistema. O desempenho do sistemaosoparametrc
otimizados é mostrado na Figut3 com a sobreposicéo de 10 eletroferogramas ok
a partir da injecdo de uma solu padrdo contendo K, Na *, DEA * e DCF
(300 umol [* de cada) e sicilato como IS (150 mmolt). Os resultados estatistic
calculados a partir dos dados desta figura est@samptados na Tabe3.

3000 - o N

2250

1500

Sinal /UA

750 -

10 20 30 40 50
Tempo /s

Figura 13- Eletroferogramas obtidos a partir de 10 injecOesessivas da mesn
solucdo padrdo contendo KCI, NaCl DEADCF (300umolL™? cada) e

salicilato150 pmol I* como IS. Demais condic8es vide F9.
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Tabela 3 -Caracteristicas analiticas do método proposto.

Analito Tempo de migracdo Area do picd  LOD" LOQ" R

(s) (umol LY (umol LY
K* 144 +0,1 226+1,1 7,1 23,7 -
Na" 16,7+ 0,1 24,5 1,0 5,6 18,7  2,06+0,24
DEA" 18,4+0,1 12,3+0,7 7,1 23,6 1,99+0,12
DCF 36,9+0,3 21,6 +0,9 10,4 34,6 4,72 £0,24
IS 46,9+0,4 43,7 £0,9 - - 3,53+0,21

%n = 10)°para SNR = 3%para SNR = 10°Resolucéo entre o pico do analito correspondertepieo

anterior.

Os resultados obtidos no estudo de repetibilidagfaothstram que o método
proposto apresenta boa estabilidade com desvioégmcklativos inferiores a5 e 0,7 %
em relacdo a &rea e tempo de migracao, respectivant@s LODs obtidos pela técnica
séo suficientes para quantificacdo de matériasgsrientambém realizar o controle de
qualidade dos produtos farmacéuticos acabados.sélugio entre os picos também
pode ser considerada muito boa, uma vez que emaldes de resolugcdo superiores a
0,75 j4 sdo consideradas como uma separacdo ade@aad quantificacdo. Este
resultado também indica que as determinacdes pgesppsderiam ser realizadas com
maior rapidez (uso de capilar menor). Esta hipdtégefoi testada devido a limitacdes

impostas pelo equipamento.
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Apés a realizagdo destes estudos de otimizagdo étodr, um teste de

linearidade foi realizado com as espécies a sestuntadas, o qual é apresentadc

Figura 14.
+ Na'
“\ | |PEA DCF’
< /Wl EOF ’\ N
sl ML '
o A
g [\ AN
__JUU\_T [\ o s
N\ N
A "
A A P
AN A |
| ' | | ! | ! |
10 20 30 40 50
Tempo /s

Figura 14 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo decdms padrao conten
concentragdes crescentes d*, Na*, DEA" e DCF (a:100; b:200; ¢:300; d:400; e:5(
f:700; g:900; h:1200 e i:15( p mol L) com coeficientes de correlacdo de 0,¢

0,991; 0,989 e 0,984, respectivamente. Demais ¢oadivideFigura 9

Como pode ser visualizado na Figu4, até mesmo em elevadas concentra
se tem resolucée relacdo linear entre concentracao e sinaletector par todos os
analitos. Uma faixa menos ampla de concentracaesimolhida para se construir u

curva analitica. A FiguraSlapresenta os eletroferogramas obtidos a partimjde&io de



44

solucdes padrdo contendo concentragdes crescamtiés’, Na*,DEA" e DCF(100 -

500 pu mol [Y) e as suas respectivas curvas de calibr

+
+ Na +
< K| DEA
S DCF-
= IS
Q
& EOF
_W e
_ [\ [\\ d
| J | | i | ; | "
Tempo /s
144 + B +
K 10 DEA
124 y=0.00257x - 0.01317
R=0.984 0.8 - = 0,00178x - 0,03235
10 F=0.995
% 0,8~ g 0,6 -
T 06 =
_; 04 ] E 0.4 -
0.2 0.2
0,0 - b
0.2 T T T T T T T T T T T T
] 100 200 300 400 500 0 00 200 300 400 SO0
Concentracio / pmol L1 Concentracdo / pmol L
+ =
] Na ¥ = 00026 + 0.208-4 1.2+ DCF
2] f=t.ond s y=0.00211x + 000585
il R=0.938
< 08+ z %81
;g 0.6 ;é 0.6
op4- & 0,4
0.2 0.2
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Figura 15 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecao decfms padrdo conten
concentracdes crescentes de’, Na*, DEA" e DCF(100 -500 pumol I%) e as suas

respectivas curvas de calibracdo. Demais condigded-igura9.
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As curvas de calibragdo apresentaram boa lineaigach todos os analitos no
intervalo de concentracdo entre 100 e 500 pridithdos os coeficientes de correlacdo
sdo superiores a 0,994). Os limites de deteccamétodo foram calculados a partir
deste gréfico e sdo apresentados na Tabela 3.i® iiferior do intervalo de calibragéo
foi estabelecido de acordo com a detectabilidade DfeF (ndo detectado em
concentracées mais baixas) e o limite superior cteda com a resolucdo entre o0s
respectivos céations. A utilizagdo do mesmo intenligear de concentracao para todos
0S compostos € util quando o objetivo €, além dantficacdo, a caracterizacdo
estequiométrica do sal.

As curvas de calibracdo apresentadas na Fig. Hinfarsadas para avaliar a
precisdo do método CED proposto mediante estudos de adicdo e recupemcio
comparacdo dos resultados obtidos com o métodoogtimmos obtidos por HPLC
(DCF) e por fotometria de chama (Na K'). Os estudos de adicdo e recuperacio
apresentaram excelentes resultados com recuperagies98 e 106% para todos 0s
analitos. A Tabela 4 apresenta uma comparacdoesostados obtidos com o método

proposto e os obtidos por HPLC (DCF) e fotometdacdama (Nae K') na analise de

trés amostras farmacéuticas (KDCF, NaDCF e DEADCF).
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Tabela 4 —Comparac&o dos resultadobtidos na determinacdo simultanea d& K3

DEA* e DCFvia CE-C'D versus HPLC (DCF) ou Fotometria de Chama'(I¥d).

Amostras lons  Bula HPLC? Fotometria CE-CD® El E2

de Chaméa (%) (%)
1 Na’ 3,61 - 3,55 +0,03 3,56 + 0,05 -1,4  +0,3
1 DCF 46,39 449+0,6 - 443 +0,8 -45  -1.3
2 K" 5,84 - 4,69 + 0,03 4,65 + 0,06 -204 -0,9
2 DCF 44,16 43,4 +0,6 - 42,1+0,8 -4,7 -3,0
2 Na - 1,12+0,04  1,10+0,03 -1,8
3 DEA" 2,33 - 2,01 +0,01 -13,7 -
3 DCF 9,27 8,72+0,12 - 8,95+0,14 -3,6 +2,6
3 Na' - 1,25+0,03  1,28+0,04 +2,3

 Resultados em mg/comprimido (amostras 1e 2); i@@fwstra 3) e sdo apresentados como a
média de 3 medidas e seu respectivo desvio patiBiferenca entre CEAD proposto e o
valor que consta na buffDiferenca entre CEAD proposto e o método de referéncia;
YPresenca de sédio nas amostras de KDCF e DEADCF.

Todos os resultados obtidos pelo método propast6E-CD séo similares aos
obtidos por HPLC (DCF) ou fotometria de chama’(B&"). A um nivel de confianca
de 95%, os valores decalculados (testeStudentpareado) foram menores do que o
valor critico teorico (2,78, n = 3), o que indiazecndo héa diferencas significativas entre
os resultados. O resultado obtido para a deterd@mde DEA nao foi comparado com
outro método de andlise, no entanto, os resultadtidos nos estudos de recuperacdo

foram proximos a 100%.
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Os resultados apresentados na Tabela 4 também peeenusados na
determinacdo da estequiometria das drogas andis#da razbes estequiométricas
tedricas séo 1:1 para NaDCF, KDCF e DEADCF. Nordnteeste resultado so € obtido
se a forma correta de sal for utilizada na mangiidgsem substituicdo de NaDCF por
KDCF ou vice-versa) e na auséncia de impurezasealedradacado de DCF. Com base
nos resultados apresentados na Tabela 4, podeitmdiate concluir que apenas a
formulacdo contendo NaDCF apresentou uma relagégueemeétrica de 1:1, porque o
resultado obtido com o método proposto esta muidmimo aos valores teéricos e que
constam na bula. Por outro lado, a propor¢éo estegirica do KDCF (amostra 2) e
DEADCF (amostra 3) ndo foram semelhantes ao vatmido (1:1). As concentracdes
obtidas para K (-20,4%) e para a DEA (-13,7%) fona@nores do que os valores
rotulados. Esta diferenca foi menor para a conagatr DCF (-4,7% e -3,5%,
respectivamente) nas mesmas amostras. Estes desul@iscrepantes pode ser
parcialmente explicados pela presenca de NaDCRisubdo KDCF ou DEADCF em
ambas as amostras. Esta hipdtese é suportada gletosferogramas obtidos para
amostras de DEADCF e KDCF (Figura 9), pois ambalseex o pico de N&m seus
respectivos eletroferogramas. Esta conclusdo tangbgunportada pelo resultado obtido
para DCF nestas amostras, que apresenta concentna¢giproxima ao valor declarado
na bula do medicamento, tanto por C#@omo por HPLC. Quando a concentracdo de
Na’" determinada nestas amostras é somada as respacth@entracdes de' & DEA,

o valor calculado passa a ser maior do que o w&fwico ou estequiométrico. Assim, é
provavel que impurezas de sédio também estejaremessnestas amostras.

Conforme previamente informado neste trabalho, Qdigesdo adicionados
como excipientes inativos nas formulacdes de NaBGDCF em forma de sais de

estearato ou carbonato. Os resultados apresentadosaqui demonstram que nas
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amostras analisadas,cancentracdo destes ions € pequena e ndo ha riéweige nos
resultados apresentados. No entanto, ndo tem cdimnaa que em todas :
formulac6es disponiveis no ncado, as concentracdes de Ca e Mg se encontraes
niveis de concentracdo.Em funcédo disto, optamoseatizar estudos para verificar
impacto nos resultados obtidos com o0 método propoaso a concentracao destes
fossemmaiores. A Figura 6 apesenta os resultados obtidos com o sistem-C'D
empregando o BGE TRIS/TAPS 10mmc* (pH = 8,2) e a injecdo de uma solu

padrdo contendo K Na', DEA* e DCFsem e com adicéo de €& Mc™".

__________________________________

N ey U
‘E i E 12 15'|'emp0:!85 21 E
I

SN

l |

0
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Figura 16 — Eletroferogramas obtidos a partir da inje de solucdes padréo conter
K*, Na, DEA" e DCF(30C umol L*cada) (a) sem e (b) com a adicéo de 50 ou (
200 pmol [*de C&* e M¢**. Comprimento efetivo do capilar: (a, b, ¢) = 10; ¢d) 30

cm. Demais condic¢des vide F9.
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Conforme pode ser observado, um pico relacionado@&* e M¢f* surge entre
os picos do Nae DEA'". Solucbes contendo simultaneamenté*@Md* até uma
concentracéo de 200 umof [(Fig. 16c) ainda apresentam uma resolucéo entpécos
que pode ser considerada aceitavel no primeiroctbet€comprimento efetivo da
capilar = 10 cm). No entanto, em concentracfesrsups, a andlise nesta condicdo
tende a se tornar inviavel. Como o0 equipamento éconum segundo detector
(comprimento efetivo da capilar = 30 cm), um elieirograma adquirido nesta condigcao
também € apresentado na Fig. 16. Como pode ser mssta condi¢cdo ainda ha uma
boa resolucdo entre o pico de ‘Na o pico relacionado com €ae Md¢* e a
determinacdo continua sendo possivel mesmo nangaese concentragdes maiores de
c&* e M. Porém, o tempo de anélise aumenta de 1 para(@asinD mesmo nédo é
verdadeiro para a determinacdo de DF#ois o pico de Cae Md" apresentam tempo
de migracdo muito proximo, o que ndo chega a serpuoblema em amostras
farmacéuticas, pois ae Md* ndo séo adicionados como excipientes em amostras d

DEADCF.

O método proposto também pode ser util na detegamaapida do grau de
degradacédo da DCF em matérias-primas ou em forgesa@armacéuticas. A Figura 17
mostra dois eletroferogramas de uma solucdo-paddiiendo simultaneamente
500 pmol ! de K*, Na', DEA" e DCF antes e apds a exposicéo a irradiacdo solar por
3 horas. A aparéncia final das solu¢des pode s& wa Figura 18 e fica evidente que
ocorreu alguma reacdo quimica devido a mudancardgacsolucéo de translicida para

amarelada.
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Figural? - Eletroferogramas de uma solucdo padrédo contendquftfl L™ de K *,

Na', DEA" e DCF antes -) e ap0s (--) exposi¢do por 3 horas a luz sc Outras

condicdes vide Figura 9.

Figure 18 —Imagem das solucé padréo contendo 500 pmotf'lde K*, Na', DEA" e

DCF antes (solucéo clara) e apos (solucdo amarelagaigefio por 3 horas a luz so
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Como se pode observar na Figura 17, os cations p@stios estaveis)
apresentaram picos semelhantes nos eletroferogiatides antes e apos a exposicao a
irradiacdo solar (teste de fotoestabilidade). Namo, uma diminuicdo consideravel na
area do pico do DCF foi detectada devido a suadégadacdo (decomposicdo) em
outros produtos [99]. O sistema CEBCproposto tem limitacbes na deteccdo dos
produtos de fotodegradacdo de DCF, pois é provgwelseus possiveis produtos de
degradagcdo (8-cloro-9H-carbazol-1-il)-acético, éci®2 - (2-cloro-fenilamino)-
benzaldeido, e (1,4-dioxo-4 ,9-di-hidro -1H-carba8d) acético [99] sejam espécies
neutras em pH 8,2 ou apresentem condutividade bantel ao co-ion do BGE, o que

reduz a sensibilidade dd'iZ[23, 24].

4.1.1 - Conclusdes parciais

Os resultados expostos neste trabalho demonstraran@nte que o método
proposto permite ndo s6 a determinagdo rapida eltSinea de DCF e os seus contra-
ions, mas também fornece informacdes sobre a fdensal, a presenca de impurezas e
do grau de degradacao do ingrediente ativo da flagéa (DCF), sendo que todas essas

informacdes sdo obtidas em uma Unica anélise coypaténferior a um minuto.
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4.2 - Metodologia para determinacdo rapida de dickenaco de sodio e fosfato de

codeina em formula¢des farmacéuticas.

Com intuito de continuar os estudos em tema semielle abordado na parte
inicial desta dissertacdo (controle de qualidadéodaulacbes farmacéuticas), optamos
em verificar a possibilidade incluir no procedinm@eptoposto a analise de farmacos que
possuiam em sua formulacdo outro principio atilémade DCF. Neste contexto,
optamos em trabalhar com um medicamento que coritsfato de codeina e
diclofenaco de sodio na formulacdo. SimulacOesidisicusando o software de
simulagédo Peakmaster [97] indicaram que esta ansgisa possivel mantendo o tempo
de analise, ou seja, em menos de 1 minuto. Esinaiais foram realizados usando o
mesmo BGE empregado na determinacdo de DCF e sspesctivos contra ions. No
entanto, apesar do pico da codeina apresentardsotugdo neste meio (conforme
simulagdo prévia), a baixa mobilidade (condutivejadlo BGE composto por
TRIS/TAPS gerou um sinal (pico) de baixa intensgjgutovavelmente devido a baixa
mobilidade que o cation codeina também apresentas@utdo. Para contornar o
problema da proximidade entre as mobilidades do BRES/TAPS e da COD, duas
alternativas podem ser implementadas usando amgis€E-CD: uso um BGE com
mobilidade bem inferior (o que é muito dificil déter, pois TRIS/TAPS ja possui
mobilidade baixa) ou uso de um BGE com mobilidageesor. Assim, um estudo para
identificar um BGE de alta mobilidade/condutividadem elevada magnitude de EOF

e com boa capacidade tamponante foi realizado.

Na busca de um co-ion de elevada mobilidade, tatoéamina (TEA; pKa=8,4)
se apresentou uma boa candidata para fazer paB&Hae assim contornar o problema
de sensibilidade em relacdo a codeina. Alguns &dioimam testados para compor a

solucéo tampé&o com esta amina, como: (A) acidaaxdB) acido sulfurico,(C) acido
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latico e (D) acido fosforico. A Figura 19 apresentaeletroferogramas obtidos com
estes BGEs com a injecao de solucdo contendo Nafd€fiato de codeina e litio como

IS.

EOF
Na" L'

4000 U.A.

f

~ s

20 30 40 50 60
Tempo /s

Figura 19 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo dea wsunlucdo padréo
contendo NaDCF e fosfato de COD (700 umdtada) usando um BGE composto por
TEA 10 mmol L* com pH acertado em 8,4 com: (a) &cido oxalico, 4bjdo
sulfurico,(c) acido latico e (d) acido fosforicoo@licdes: EOF: normal; potencial
aplicado: 25 kV, comprimento efetivo do capilar: cf, injecéo
hidrodindmica = 25 kPa por 0,6 s, didmetro intedgwm capilar: 50 pm; IS: Li

600 umol L.

Como pode ser visto pela Figura 19, o BGE comppstoTEA/acido oxalico
(10/1,8 mmol L[!, respectivamente, pH = 8,4) apresentou o melhsultago
considerando sensibilidade e velocidade de analdém disto, apesar da alta
mobilidade, este BGE também apresentou boa estatbdide linha base. A Figura 20

apresenta uma comparacao entre o desempenho doc&Gosto por TRIS/TAPS
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10 mmol L* (pH = 8,2) e por TEA/4cido oxalico (10/1,8 mmc?, pH = 8,4) na
andlise de uma solucdo contendo simultaneamenteCNaP fosfato de COlI

(500 umol L' cada).

(A)

3500

10 30 40
Tempo /s

(B)

1500
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Figura 20 — Eletroferogramas obtidos para uma solucdo padrateedo 500 pmol ™
de fosfato de COD e NaDCF em funcdo do BGE utibzg@) TEA/acido oxalicc
(10/1,8 mmol [*, pH = 8,4) e (B) TRIS/TAPS 10 mmo™ (pH 8,2). Outras condicé:

vide figura 19.

Os resultados apresentados na Fi9 demonstram que o BGE compo
TEA/acido oxalico apresenta um pico bem definido para COD e com m
detectablidadelo que no BGE composto por TRIS/TAPS. Adicionalrageiste BGE

ainda permite a caracteri:do estequiométrica do NaDCF (util na determinaca
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pureza e grau de degradacdo), pois o0 pico relaormam NA& continua sendo
detectado, apesar do aumento na mobilidade/condadie do BGE. Por outro lado, os
resultados obtidos demonstraram que a caracteoizeg@quiométrica do fosfato de
codeina ndo é possivel nesta condicdo, pois o &fusfato apresenta elevada
mobilidade na direcdo contraria ao EOF e sua d&bendo se torna viavel devido ao
elevado tempo necessario para sua chegada ao odetect consequente

deformacéo/alargamento de seu pico.

Conforme consta na bula do medicamento comercial cpntém em sua
composicdo NaDCF e fosfato de COD, excipientesviositcontendo sédio e fosfato
sdo adicionados na formulacdo e, portanto, a @iz@tdo estequiométrica destes
compostos nestas formulagdes ndo € mais possivenhtdato, além da possibilidade de
determinacao rapida e simultdnea de DCF e COD séstanulacdes, o método ainda
pode ser util na caracterizacdo estequiométricaterrdinacdo da pureza e grau de
degradacéo da matéria prima.Em funcéo disto, estiodam direcionados para que este

objetivo fosse atingido.

Em outra tentativa de efetuar a caracterizacaaj@st®étrica em uma unica
etapa (determinacido simultinea de todas as espiécieseresse: NaCOD', DCF e
PO,*), CTAOH 0,2 mmol [* foi adicionado ao BGE com intuito de se invert&t@F.
Nesta condicdo, os anions sdo analisados migraadmasma direcdo do EOF e os
cations migrando contra o EOF. A Figura 21 apresesteletroferogramas obtidos com
a injecdo de uma solucdo padrdo contendo NaDCREfatéode COD (500 pumolt
cada) usando como BGE TEA/acido oxalico (10/1,8 it pH = 8,4) sem e com a

adicdo de CTAOH 0,2 mmol'ipara inverséo do EOF.
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Tempo /s

15 ' 30 ' 45 . 60
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Figura 21 — Eletroferogramas obtidos com a injecdo de uma 8olpadrao contenc
500 umol [* de fosfato de COD e NaDCF usando como BGE TEA/aciiflico
(10/1,8 mmol [}, pH = 8,4) sem (A) e com (B) a adicdo de CTAOH fydol L™

IS: Li* 200 pmol L*. Outras condicdes vide Figur9.

Como pode ser observado, sem a inversdo do EOF 21 A) é possivel a
determinacgéo rapida e simultdnea d¢, COD e DCF. Com a inversdo do EOF (f
21B), somente fosfato e COD foram detectados e agsmo em estudos anteriores,
presenca reagente responsavel pela inversdo dodDEF néo foi detectado devidc
provavel interacdo com o CTAOH. Além disto, o pido fosfato apresentc
deformagfes psdmo a sua cauda, provavelmente gerados por piecsistema, um

vez que uma solucdo padréo foi usada no e«
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Em funcéo destes resultados, uma solucdo conteBAdagido oxalico (10/1,:
mmol L, pH = 8,4) foi adotada como BGE nos demais estydoa eterminacdo
simultanea de COD e DCF em formulagbes farmacé&utitéa Figura 2 sé&o
apresentados eletroferogramas de uma solucdo padegioostra usando TEA/&cI

oxalico (10/1,8 mmol L, pH = 8,4) como BGI

(A)

3500

10 30 40
Tempo /s

10 20 30 40
Tempo /s

Figura 22 -Eletroferogramas obtidos a parda injecdo de uma (A) solucdo pad
contendo 500 umol t de fosfato de COD e NaDCF e de uma solucdo amostra
apropriadamente diluida.BGE: TEA/4cido oxalico (108 mmol LY pH 8,4). IS:

Li* 100 pmol [*. Outras condicdes vide Figur9.
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Como podeser observado, os eletroferogramas da solucéo eneghdrao sé
similares, o que permite concluir que existe bababilidade de obtenc&o de suce
na determinacdo rapida e simultanea de COD e D@Rdoso sistema C(-C'D
proposto. Picos de origem donhecida (*) estdo presentes na solugdo amostsag

provavel que os mesmos nao interfiram na deterramde COD e DF(

O passo seguinte foi realizar estudos otimizacdo do método proposto
influénciade parametros como tempo de injecao (hidramica a pressao constan
foram estudados. Na Figuri3 sdo apresentados os resultados obtidos do estu

variacédo do tempo de injeg

Na"'Li+

EOF
cop? DCF"

10000 U.A.
r

Tempo /s
Figura 23 — Estudo do tempo de injegcao com eletroferogramaisiacom soluca
padrdo contend@50 pmol I* de fosfato de COD e NaDCHPressdo constante

injecao: 25 kPa; Demacondi¢des experimentais: idem Fii2.



59

Em relacdo aos tempos de injecao (F3), € possivel observar uma melhore
sensibilidade com o aumento no tempo de injecés, nesulta N aumento no volum
injetado e em todos 0s casos, a determinacaoE®ssvel, no entanto a opgao ocot

por um tempo intermediario de 0,6 s (25 k

Empregando os parametros otimizados anteriorm@&e& ( tempo de injecé
potencial de separacédo), ¢abilidade do sistema foi testada e € mostradaquad-24
com injecdes sucessivas (estudo de repetibilidddelma solucdo padréo contel
500 pmol ! de fosfato de COD e NaDt. Os resultados estatisticos calculados a |

dos dados desta figura est@presentados na Tab5.

|

&
&£

% x
)

= = =
4 J 4
z

3500

L £
o {F

10°

I R

10 20 30 40
Tempo /s

Figura 24 — Eletroferograme obtidos a partir de 10 injecbes sucessivas da m
solugdo padrdo contend500 pmol [* de fosfato de COD e NaDC

IS: Li* 350 pmol L. Outras condicBes vide Figu22.
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Tabela 5 -Caracteristicas analiticas do método proposto.

Analito Tempo de migracZo Area do pic6  LOD" LOQ" R

(s) (umol LY (umol LY
Na’ 17,3 £0,04 19,3+0,3 6,8 22,4 - -
Li* 18,6 + 0,08 13,6 £ 0,2 - - 1,43 +0,04
coD’ 28,4+£0,11 11,2+0,3 21,4 71,3 7,11 £0,16
DCF 37,7+0,13 111,2+0,8 11,3 37,7 5,59 £ 0,09

dMédia+ DP(n = 10¥para SNR = 3"para SNR = 10°Resolucdo entre o pico correspondente e o pico

anterior

O estudo de repetibilidade mostra que o sistemaC{TEproposto apresentou
boa estabilidade em sucessivas injecfes (n =10)asemcessidade de renovacao da
solucéo no interior do capilar (“flush”) para résiti as condi¢cdes experimentais iniciais.
Apos a realizacdo dos estudos de otimizacdo dodmé&aonfirmada sua estabilidade
pelo estudo de repetibilidade um teste de paraachedaixa linear de resposta das

espécies a serem estudadas foi realizado (Figyra 25
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Figura 25 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecao decgms padrédo conten
concentracdes crescentde fosfato de COD e NaDt (a:200; b:350; ¢:500; d:70
e:900; f:1200; g:1500; h:2000; i:2500 e j:3000 pm*)com coeficientes de celacdo
de 0,993; 0,988 e 0,9§&ra Na, COD e D(, respectivamente. Demais condi¢des \

Fig. 22.

Conforme apresentado na Fi5, até mesmo em elevadas concentragdes s
resolucdo entre todos os analitos. Dentre esta faiear, uma outra faixa menor
adotada parae realizar a construcado de uma curva analiticzaligracdo. A Figura6
apresenta os eletroferogramas obtidos a partinjgg&o de solu¢cdes padrao conte
concentracdes crescentes de’, COD" e DCF(250 - 1250 umol &, com incremento

de 250 umol I) e as suas respectivas curvas de calibr
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Figura 26 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo decéids padrao contendo
concentracdes crescentes de'NGOD" e DCF(250 - 1250 umol &, com incrementos
de 250 pmol )e as suas respectivas curvas de calibracdo obfilags condicbes

vide Figura 22.

As curvas de calibracao obtidas a partir dos dertsgramas apresentados na
Fig. 26 apresentaram boa linearidade para todosaraditos no intervalo de
concentracdes entre 250 e 1250 unibldom a obtencado de coeficientes de correlacdo
superiores a 0,996 em todos os casos. As curvaalitbeacdo (Fig. 26) foram usadas
para checar a precisdo do método mediante a am@isiias amostras farmacéuticas
contendo simultaneamente COD e DCF. Na Tabela Gesdtados obtidos com o

método proposto sdo comparados aos obtidos por HPLC
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Tabela 6 Comparacio dos resultados obtidos na determinagédt@nea de CODe

DCF via CE-CD e HPLC (n = 3).

Amostra Bula/ Resultados Resultados Erro %
mg/comprimido HPLC CE E: E>
COD 38,0 34,8 +0,6 345+0,9 -8,9 -0,5
A DCF 46,4 42,2 +0,8 41.8+1,1 -9,6 -0,7
_______________ COD 38,0 37,4+0,7 37,1+1,2 -2,1 -0,7
A DCF 46,4 46,2+ 1,0 459+1,1 -0,9 -0,6

Resultados em mg/comprimidoy:Biferenca entre 0 método CE'RT proposto e o valor

que consta na bula;Biferenca entre 0 método CE'IT proposto e o método de referéncia

(HPLC).

Como pode ser visualizado na Tabela 6, os resdtaidos com o método
proposto diferem em torno de 9% dos valores rotdath bula do medicamento na
amostra Al para ambos os principios ativos. Naaa@utrostra (A2), os resultados foram
préximos. No entanto, os resultados obtidos peltodé proposto de CEZD sdo
similares aos obtidos na validacdo por HPLC, tgra@ COD quanto para DCF. Os
valores estatisticos do teststitdentforam menores que o valor critico tedérico de 2,78
(n=3) indicando que ndo ha diferencas entre os dnéta um nivel de confianca de
95%.

Novamente um estudo sobre a fotodegradacédo dosostospfoi realizado com
o0 objetivo de verificar se 0 método proposto perndetectar a decomposicao do
principio ativo na matéria prima. A Figura 27 mastrs eletroferogramas de duas
solucdes padrdo contendo 500 pmdlde NaDCF (A) e 500 umolLde fosfato de

COD (B) antes e ap0s a exposicao a irradiacéo gotatiferentes periodos de tempo.
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Figura 27 - Eletroferogramas de uma solucéio padrdo contendqub@f L™ de N4,
DCF, e COD em diferentes tempos de expos a luz solar. Outras condi¢des Vi

Figura 22.

Como esperado e de forma semelhante ao métodatidsaa primeira part
deste trabalho, o método permite efetuar a caraatgio estequiométrica do NaDCl

detectar a degradacdo do DCF, mas somente noial usado como matéria prirr
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uma vez que sais a base de sodio sao adicionadosnmaacdo do medicamento com
excipientes inativos. A solucdo contendo COD, p@ ¥ez, mesmo apds exposicdo a
luz solar por uma hora n&o apresentou sinais dadaggo, pois ndo houve variagao na
area do pico relacionado com a COD e picos adigadambém nao foram detectados,
0 que permite concluir que o farmaco possui mastakglidade em solucdo do que o

DCF.

4.2.1- Concluséo parcial

Os resultados expostos neste trabalho demonstrquemo método proposto
permite a determinacdo rapida e simultanea de CODGCE em formulacdes
farmacéuticas e em matéria prima. O método tambe&mife analisar rapidamente o
grau de degradacdo do principio ativo e determén@resenca de impurezas com 0
estudo estequiométrico entre os pares de ionstdésfdeina e diclofenaco/sodio na
matéria prima. No entanto, a determinacdo estedirmma de ambos o0s principios
ativos ndo € possivel com o mesmo procedimentygénao € possivel detectar o DCF
e sodio com o EOF invertido (determinacdo de fos#éa€COD) e a deteccao de fosfato

nao é possivel guando DCF é detectado usando asnafial.



66
5 — Concluses gerais e perspectivas futuras

Com o desenvolvimento dos métodos propostos nedteltio podemos afirmar
que 0s objetivos propostos inicialmente foram ajadns em relagdo a determinacéo
rapida e simples de sédio, potassio, dietilamédicpfenaco (DCF), codeina (COD) e
fosfato presentes em formulacdes farmacéuticagartdo a técnica de CEXD. Além
deste fato, ainda pode-se concluir que ambos asdo®propostos podem ser utilizados
na determinacdo tanto da pureza dos principio®stipanto no grau de degradacéo
destes.

Em relagdo a determinacdo rapida e simultinea @E ® seus contra-ions
comuns: sddio, potassio e dietilamdnio, a estratégropriada foi a utilizacdo do BGE
composto por concentracdo equimolar de TRIS/TAPSnil L* (pH = 8,2). Esta
estratégia proporcionou a separacao e determirdgiquatro analitos em menos de 1
minuto com obtengao de informagdes adicionais sabestequiometria dos sais e do
grau de degradacdo do diclofenaco, tanto na mapémaa como em formulacdes
farmacéuticas. A frequéncia analitica obtida nesitealho foi quatro vezes mais rapida
em relacdo a apresentada na literatura por empecesas Shimadzu® [35] e Dionex®
[36], as quais fornecem procedimentos especificasa pealizar a determinacao
simultanea de principios ativos e seus respectisstra-ions em formulacbes
farmacéuticas.

O BGE composto por trietanolamina/oxalato 10/1,8 anm™® (pH = 8,4)
demonstrou ser o mais apropriado para a determanagéda (em menos de 1 minuto) e
simultanea de COD e DCF em medicamentos. Devidhbcd@de excipientes contendo
fosfato e sddio (contra-ions da COD e DCF, respmciente) em formulacdes
comerciais, este procedimento somente permite oldormacdes sobre a

estequiometria dos sais e degradacdo dos princgiiees na matéria prima. No
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entanto, este método ndo possibilitou a determinagd@ultanea dos quatro ions e
informacgdes sobre a estequiometria e grau de dagfadsobre os dois sais ndo podem
ser obtidas em uma Unica andlise. Sodio e DCF gemmrdem ser determinados
simultaneamente empregando o EOF no modo normasfatb e COD com o EOF
invertido. O método proposto para determinacdo @& B COD simultaneamente € 7
vezes mais rapido do que outro trabalho localizedbiteratura [92], o qual também faz
uso de CE.

Devido a elevada frequéncia analitica e ao baixaswmo de reagentes e
amostras (custo e impactos ambientais menoresgpnpusl afirmar que os métodos
propostos neste trabalho apresentam significatweadagens em relagdo ao uso de

HPLC, como os propostos pelas empresas Shirfid85]e DioneX [36].

Como perspectivas futuras, estamos propondo imvestdesenvolvimento de
novos métodos rapidos para controle de qualidadeities medicamentos para ampliar
a aplicabilidade de sistemas de CHDCO foco serd direcionado & formulacdes
contendo paracetamol, pois devem existir em toro 2B medicamentos de

composicoes diferentes no mercado.
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