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RESUMO

No presente trabalho, a eletroforese capilar com detec¢ao condutométrica sem contato
acoplada capacitivamente (CE-C*D) foi usada para o desenvolvimento de métodos rapidos para a
determinagdo de principios ativos em amostras farmacéuticas. O eletrélito (BGE) composto de
10 mmol L de TRIS ¢ 10 mmol L™ de TAPS (pH 8,4) foi usado para a analise de formulagdes
farmacéuticas contendo: amoxicilina (AMX) + clavulanato (CLA) + potéssio (K). Outro BGE
composto de 10 mmol L™ de 4cido bérico ajustado com hidroxido de sédio (pH = 9) foi usado
para a analise de amostras farmacéuticas contendo: (a) hidroclorotiazida (HCT) + losartana (LOS)
+ potassio (K); (b) HCT + atenolol (ATE); (¢) HCT + metoprolol (MET); (d) HCT + propranolol
(PRO); (e) HCT + valsartana (VAL); (f) HCT + benazepril (BEN); (g) HCT + captopril (CAP);
(h) HCT + enalapril (ENA); (i) HCT + lisinopril (LIS); (j) HCT + ramipril (RAM). Todos os
métodos analiticos propostos sdo rapidos com menos de 1 minuto de andlise e apresentam baixos
desvios padrdo relativo em relacdo as areas dos picos (<4,6%) e tempos de migragdo (<1,7%),
bem como resolugdes adequadas (> 1,3) entre os sinais analiticos de cada espécie. As curvas de
calibracao para todas as espécies quantificadas apresentaram coeficientes de correlagdo maiores
que 0,995. Os métodos propostos apresentaram os seguintes limites de detecgdo (LOD / umol L™):
AMX =25, CLA=5,K= 4 (KCLA), HCT =10, LOS = 3, K = 4 (KLOS), ATE = 3, MET =4,
PRO =5, VAL = 14, BEN =5, CAP =7, ENA =5, LIS = 5 ¢ RAM = 6. Os resultados obtidos
com o método proposto para analise de amostras farmacéuticas comerciais contendo
AMX+CLA+K e HCT+LOS+K foram comparadas com os obtidos por HPLC e fotometria de
chama (K). Os valores de t calculados (teste t-Student pareado), com nivel de confianga de 95%,
foram menores que o valor critico (4,303, n = 3) em todas as analises, o que indica que nao houve
diferenga significativa entre os resultados encontrados com o método proposto e HPLC. Os
métodos apresentaram resultados satisfatorios nos testes de recuperacdo (92% a 106%). Além
disso, os métodos sdo simples, de baixo custo (equipamento e manutencdo), geram uma
quantidade minima de residuos (métodos analiticos verdes) e possuem alta frequéncia analitica

(> 75 inje¢des h™).

Palavras chave: amoxicilina, clavulanato de potassio, hidroclorotiazida, losartana
potassica, atenolol, metoprolol, propranolol, valsartana, benazepril, captopril, enalapril, lisinopril,
ramipril, eletroforese capilar, deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente,

farmacos, analises rapidas.



ABSTRACT

In this work, capillary electrophoresis with capacitively coupled contactless conductivity
detection (CE-C'D) was used for the development of fast methods for determination of active
principles in pharmaceutical samples. The background electrolyte (BGE) composed of 10 mmol L™
of TRIS and 10 mmol L' of TAPS (pH 8.4) was used for the analysis of pharmaceutical
formulations containing: amoxicillin (AMX) + clavulanate (CLA) + potassium (K). Another BGE
composed of 10 mmol L™ of boric acid ajusted with sodium hydroxide (pH = 9) was used for the
analysis of pharmaceutical samples containing: (a) hydrochlorothiazide (HCT) + losartan (LOS) +
potassium (K); (b) HCT + atenolol (ATE); (¢) HCT + metoprolol (MET); (d) HCT + propranolol
(PRO); (e) HCT + valsartan (VAL); (f) HCT + benazepril (BEN); (g) HCT + captopril (CAP); (h)
HCT + enalapril (ENA); (i) HCT + lisinopril (LIS); (j) HCT + ramipril (RAM). All proposed
analytical methods are fast with duration less than 1 minute and presented low relative standard
deviations in relation to peak area (< 4.6%) and migration times (< 1.7%), as well as adequate
resolutions (> 1.3) between the analytical signals of each species. Calibration curves for all
quantified species showed correlation coefficients greater than 0.995. The proposed methods
showed the following limits of detection (LOD / umol L™): AMX =25, CLA =5, K= 4 (KCLA),
HCT =10, LOS =3, K=4 (KLOS), ATE =3, MET =4, PRO=5, VAL = 14, BEN =5, CAP =7,
ENA =5, LIS = 5 and RAM = 6. The results obtained with the proposed method for analysis of
commercial pharmaceutical samples containing AMX+CLA+K and HCT+LOS+K were compared
with those obtained by HPLC and flame photometry (K). The calculated t-values (paired t-Student
test), with confidence level of 95%, were smaller than the critical value (4.303, n = 3) in all the
analyses, which indicates that there were no significant differences between the results found with
the proposed method and HPLC. The proposed methods presented satisfactory results in the
recovery test (92% to 106%). Furthermore, the methods are simple, low cost (equipment and
maintenance), generate a minimum amount of waste (green analytical methods), and have a high

analytical frequency (> 75 injections h™).

Keywords: amoxicillin, clavulanate potassium, hydrochlorothiazide, losartan potassium,
atenolol, metoprolol, propranolol, valsartana, benazepril, captopril, enalapril, lisinopril, ramipril
capillary electrophoresis, contactless capacitive coupled conductivity detection, drugs, fast

analysis.
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1. Introducao

1.1. Consideracoes gerais

A quantificagdo dos principios ativos em medicamentos ¢ essencial para garantir a
autenticidade e eficiéncia dos produtos introduzidos no mercado, evitando possiveis adulteracdes
ou falsificagdes. As falsificacdes em produtos farmacéuticos envolvem a alteragao da quantidade
do principio ativo, o que pode resultar na anulagdo do efeito do medicamento quando em
quantidade reduzida ou levar a sérios problemas de satide devido a superdosagem. Diante disto,
fez se necessario o desenvolvimento de varios métodos analiticos, classicos e instrumentais, para a
determinagdo de principios ativos em formulagdes farmacéuticas € nao apenas em amostras
bioldgicas. Dentre as principais caracteristicas que estes métodos devem apresentar estd a
exatiddo, pois dados analiticos ndo exatos podem levar a decisdes desastrosas e a prejuizos

financeiros irreparaveis [1].

Devido ao seu alto nivel de exatidao, robustez, reprodutibilidade e seletividade, a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High-performance liquid
chromatography”) ¢ bastante utilizada, sendo recomendada pela Farmacopeia Americana para o
controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas com a presenga de mais de um principio ativo
em sua composi¢do [2]. No entanto, a técnica também € conhecida por gerar uma grande
quantidade de residuos (principalmente solventes organicos) e geralmente apresenta uma baixa
frequéncia analitica [3]. Além disso, um niimero limitado de farmécias de manipulacdo possui este
equipamento, o que provavelmente estd relacionado ao investimento necessario para aquisicao,

operagdo ¢ manutencao do equipamento.

Nesse contexto, estudos para o desenvolvimento de novos métodos que apresentem alta
frequéncia analitica, menor geracdo de residuos, menor custo por analise, exatiddo e que ainda

permitem a determinacdo de cations e anions simultaneamente sdo de grande importancia. Isto
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pode permitir que empresas com menor poder aquisitivo (farmécias de manipulacdo, por exemplo)

possam implantar estas metodologias em seus procedimentos de controle de qualidade [4].

1.2. Principios ativos estudados

Em geral, dois ou mais principios ativos sdo adicionados em uma mesma formulagao
farmacéutica devido ao fato de que o efeito farmacoldégico de um farmaco pode ser potencializado
na presenca de outro (sinergismo), ou ainda, o efeito obtido pela ingestdo simultanea de farmacos
¢ maior do que o obtido por cada um deles separadamente, trazendo uma maior eficicia ao

tratamento [5].

No presente trabalho foram estudadas as seguintes diferentes formulagdes farmacéuticas:
(i) amoxicilina (AMX) + clavulanato de potassio (KCLA); (ii) losartana potassica (KLOS) +
hidroclorotiazida (HCT); (iii) HCT + atenolol (ATE); (iv) HCT + metoprolol (MET); (v) HCT +
propranolol (PRO); (vi) HCT + valsartana (VAL); (vii) HCT + benazepril (BEN); (viii) HCT +
captopril (CAP); (ix) HCT + enalapril (ENA); (x) HCT + lisinopril (LIS); (xi/) HCT + ramipril

(RAM).

1.2.1. Amoxicilina (AMX) e clavulanato de potassio (KCLA)

A amoxicilina (AMX), cuja formula estrutural estd representada na Figura 1, ¢ um
andlogo da ampicilina, derivado do nucleo bésico de penicilina (acido 6-aminopenicilanico). E um
antibiotico usado em todo o mundo e extremamente eficaz no tratamento de doencgas respiratérias

graves, infec¢des gastrointestinais, urinarias e cutaneas [6].
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Figura 1. Formula estrutural da AMX (pKa = 2,4; 7,4; 9,0 ¢ 10,3).

AMX

ffff

Fonte: Modificada de [7]

A AMX ¢ propensa a degradacdo por bactérias produtoras de B-lactamases as quais sdo
resistentes aos antibidticos B-lactamicos, como a penicilina [8]. Por esse motivo, ¢ frequentemente
combinada com 4cido clavulanico (CLA) para o tratamento de infec¢cdo causada por bactérias que

sdo resistentes a AMX separadamente [6].

O CLA (Figura 2) ¢ originalmente produzido pela fermentacdo de Steptomyces
clavuligerus e administrado como um sal de potassio [9]. E um inibidor de uma grande variedade
de P-lactamases bloqueando os locais ativos dessas enzimas, melhorando a atividade
antimicrobiana da AMX e superando a resisténcia bacteriana. A mistura de AMX e clavulanato de

potéssio (KCLA) ¢ o exemplo mais bem sucedido do uso de antibidticos B-lactamicos [10].
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Figura 2. Formula estrutural do CLA (pKa=2,7 ¢ 12,2).

CLA

Fonte: Modificada de [7]

Para a determinagdo de AMX e CLA em formulagdes farmacéuticas, a Farmacopeia
Americana indica a técnica de HPLC como método oficial [2]. Na literatura encontram-se alguns
métodos de andlise relacionados a determinacdo destes principios ativos em fluidos bioldgicos ¢
formulagdes farmacéuticas envolvendo HPLC [11-15]. No entanto, estes métodos requerem alto
tempo de analise (~ 10 min) e grande consumo de solventes (~ 10 mL por andlise). Varias outras
técnicas para a quantificagdo de AMX e CLA estdo disponiveis na literatura, como a
cromatografia em camada delgada acoplada a densitometria [16], eletroforese capilar (CE)
[17,18], UPLC-MS/MS [19], reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de
Fourier (ATR/FTIR) [20], espectrofotometria UV-Vis [10,21-23], quimiluminescéncia [9],
potenciometria [22,24] e fluorimetria [25,26]. Entretanto, caracteristicas como preparo de amostra
simples, alta frequéncia analitica, consumo reduzido de reagentes e baixo custo ndo estdo
presentes simultaneamente na maioria destes métodos. Além disto, nenhum método que possibilite

a determinacdo simultanea de clavulanato e potéssio (estequiométrica) foi encontrado na literatura.



27

1.2.2. Losartana potassica (KLOS) e hidroclorotiazida (HCT)

A hipertensao arterial sist€émica (HAS) é o problema mais comum na populagdo adulta
em todo o mundo sendo um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais. A HAS ¢ responsavel por pelo menos 40%
das mortes por acidente vascular cerebral, por 25% das mortes por doenga arterial coronariana e,
em combinag¢do com o diabete, 50% dos casos de insuficiéncia renal terminal. Um tratamento
adequado da hipertensao leva a reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovascular do paciente
hipertenso, aumentadas em decorréncia dos altos niveis tensionais. Sao utilizadas nesse caso tanto

medidas ndo-medicamentosas isoladas como associadas a medicamentos anti-hipertensivos [27].

A losartana potéssica (KLOS) (Figura 3) ¢ um dos principios ativos mais prescritos para
o tratamento da hipertensdo arterial, devido a sua maior especificidade, seletividade e
tolerabilidade [28]. A administracdo de KLOS resulta na diminui¢do da resisténcia periférica total
e do retorno venoso cardiaco [29]. Por outro lado, a HCT (Figura 3) ¢ um composto diurético
tiazidico, que aumenta a excre¢do renal de dgua e eletrolitos. Pode ser ainda utilizada no
tratamento dos edemas associados com insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica e com a

terapia por corticosterdides ou estrogenos [30].

Figura 3. Formula estrutural da LOS (pKa=3,9 ¢ 5,9) e da HCT (pKa=9,1; 9,8 ¢ 11,3).

LOS HCT

Fonte: Modificada de [7]
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KLOS e HCT sao utilizados separadamente ou combinados numa formulagdo
farmacéutica para o tratamento de hipertensdo e doengas cardiovasculares. Alguns pacientes
hipertensos necessitam de tratamentos com farmacos que apresentam mecanismo de agdo
complementar com o objetivo de diminuir a pressdo arterial. KLOS e HCT em uma dosagem
combinada ¢ considerado como um tratamento de primeira linha, preferido para a maioria dos
pacientes, porque ambos os compostos foram considerados mais eficazes no tratamento da
hipertensdo em pacientes cuja pressdo arterial ndo ¢ adequadamente controlada por um unico

principio ativo. Isto acontece devido ao efeito sinérgico e aditivo que estimula o sistema renina-

angiotensina-aldosterona [3].

Devido a frequente prescricio de medicamentos contendo LOS e HCT, o
desenvolvimento de métodos confidveis para realizar a determinagdo destes principios ativos €
necessaria. O método oficial recomendado pela Farmacopeia Americana [2] para a determinagao
individual de LOS e HCT envolve o uso de HPLC, mas ainda ndo existe em nenhuma farmacopeia
um método para a determinagdo da mistura LOS+HCT. Por outro lado, estdo descritos na
literatura alguns métodos para a determinacdo simultdnea de LOS e HCT em formulacdes
farmacéuticas utilizando HPLC [28-31] e voltametria [3]. No entanto, os métodos que utilizam
HPLC, geralmente requerem uso de grandes volumes de solventes organicos, as amostras
necessitam de tratamento preliminar ou etapas de derivatizagdo, alto custo de implementacdo,
justificando assim o desenvolvimento de um método exato, rapido, simples e de baixo custo. Dois
métodos utilizando CE com detec¢do UV [32,33] também foram relatados, no entanto, apresentam
tempos de andlise relativamente altos (> 7 min). Nao foi encontrado na literatura nenhum método

que possibilite a determinacao de LOS e K simultaneamente.
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1.2.3. Hidroclorotiazida (HCT) e suas associacoes

A HCT ¢ prescrita sozinha ou muitas vezes em combinacdo com outros farmacos anti-
hipertensivos. Associado ao seu baixo custo, fator importante numa terapia que se pode prolongar
para o resto da vida, a HCT ¢ um farmaco de primeira linha no controle da hipertensdo. A HCT ¢
comumente encontrada em associagdo com principios ativos como atenolol (ATE), metoprolol
(MET), propranolol (PRO), losartana (LOS), valsartana (VAL), benazepril (BEN), captopril
(CAP), enalapril (ENA), lisinopril (LIS), ramipril (RAM) e outros, devido as potencialidades
farmacoldgicas provenientes do efeito sinérgico obtido ao se consumir tais farmacos
simultaneamente. Um resumo das propriedades fisico-quimicas das espécies estudadas neste

trabalho esta apresentado junto as suas férmulas estruturais na Tabela 1.

Tabela 1. Estrutura molecular e outras caracteristicas fisicas e quimica de HCT, ATE, MET,

PRO, LOS, VAL, BEN, CAP, ENA, LIS ¢ RAM.

Analito Massa Molar Estruturas pKa
(g mol™)
Cl H
HCT 2977 A )NH 9.1;9,8; 11,3
S S
=\ I\
HN™ % "o
y OH
Hac\l/N\)\/o
ATE 266,3 CH, 9,7
o] NH
OH
o\/k/Hch

MET 2674 o 9,7

0

e,

OH

c H\)\/o

PRO 259,2 he 9,7
CH,
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Tabela 1. Estrutura molecular e outras caracteristicas fisicas e quimica de HCT, ATE,

MET, PRO, LOS, VAL, BEN, CAP, ENA, LIS e RAM (continuagao).

o

LOS 4229 3,9;5,9
VAL 435,5 4,4;7,4
BEN 424.5 3,5:5:4
CAP 2173 4.0; 10,1
HO
ENA 376,5 3,7:5,2
3,2;3,9; 8,0,
LIS 405,5 1021
H \
RAM 416,5 2 3,8;5,2
o "IN N
— \
HC %C\\W

O Ho

Fonte: Modificada de [7]
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Os principios ativos ATE, MET e PRO sao farmacos pertencentes ao grupo dos beta-
bloqueadores, uma classe de firmacos usada principalmente em doengas cardiovasculares. Os
beta-receptores, quando estdo ativados, produzem aumento da atividade cardiaca e induzem maior
producdo de noradrenalina. Quando estes firmacos bloqueiam esses receptores, ha menor
atividade cardiaca, causando diminui¢do da pressdo arterial e do consumo de oxigénio pelo
musculo cardiaco [34-36]. Na literatura estdo disponiveis alguns métodos para a determinagdo
simultanea destes compostos tais como HCT e ATE [34,37-49], HCT e MET [36,50-55] ¢ HCT e

PRO [35,56-60].

Os principios ativos BEN, CAP, ENA, LIS e RAM sdo farmacos do tipo IECA
(inibidores da enzima conversora da angiotensina), diminuem a resisténcia vascular periférica,
promovendo uma diminui¢do da pressdo arterial. Sdo amplamente utilizados sozinhos ou em
combinagdo com outros farmacos para o tratamento de hipertensdo arterial e alguns casos de
insuficiéncia cardiaca [61-65]. No mercado, sdo comercializados com HCT, pois podem melhorar
a acdo de substancias hipotensivas permitindo uma diminui¢do da dose para evitar possiveis
efeitos secundarios. Na literatura encontram-se alguns métodos para a determinacdo simultanea
destes compostos, tais como HCT e CAP [66-71], HCT e RAM [44,65,72,73], HCT e ENA

[63,74-76], HCT e BEN [61,77-80], e HCT e LIS [64,81-83].

Assim como a LOS, a VAL [84] ¢ um competitivo e especifico antagonistas do receptor
da angiotensina I (ARAII). E utilizada para os tratamentos de pressio alta, insuficiéncia cardiaca
e pos-infarto do miocardio em pacientes recebendo terapéutica usual. Atua bloqueando o efeito da
angiotensina II, como resultado, as veias relaxam e a pressao sanguinea diminui. Assim como 0s
outros hipertensivos, a superdose de VAL pode resultar em acentuada hipotensao que pode levar a
uma depressdo do nivel de consciéncia, colapso circulatorio e/ou choque [85]. Alguns métodos
para a determina¢do simultdnea de VAL na presenca de HCT estdo disponiveis na literatura [85—

87].
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1.3. Determinacao simultanea de cations e anions

Na drea farmacéutica, 50% das moléculas usadas como principios ativos sao
administradas na forma de sais com o intuito de melhorar suas propriedades biologicas e fisico-
quimicas como solubilidade, higroscopicidade, pH em solugdo, taxa de dissolu¢do, ponto de fusdao
e estabilidade [88]. Sabendo que o controle de qualidade ¢ indispensével para minimizar os
problemas de saude decorrentes do uso dos medicamentos, a determinacdo de principios ativos e
seus respectivos contra-ions podem trazer informagdes adicionais sobre a composi¢do do
medicamento, como a estequiometria do sal usado na formulacdo [89]. A determinacdo da
estequiometria do sal pode trazer indicios da presenga de impurezas na formulagdo farmacéutica
ou também sobre a existéncia de processos de degradacao/hidrolise do principio ativo. Dentro

deste contexto, o desenvolvimento de métodos que permitam a separagdo simultdnea de espécies

anionicas e cationicas em CE ¢ de grande interesse.

Na literatura foram encontrados trabalhos que fazem a determinagdo simultanea de
cations e anions por HPLC, nos quais sdo usadas como fase estaciondria resinas de troca cationica
e anidnica simultaneamente [90,91], ou colunas poliméricas de carater anfotero [92]. Porém, o uso
destas técnicas para analises simultaneas de cétions e anions requer instrumentagdo complexa,
injetores duplos e, muitas vezes, mais de um tipo de eluente e/ou coluna, aumentando o custo da

analise [93].

A utilizagdo de sistemas da eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem
contato (CE-C*D) na determinacio simultdnea de cations e anions pode contornar os problemas
citados acima e para isso algumas estratégias sao usadas. Uma delas, e a mais relatada, foi
introduzida por Kuban e Karlberg [94], consiste na injecdo da amostra em ambas as extremidades

do capilar com o detector normalmente posicionado proximo ao centro do capilar. Assim, os
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cations sdo injetados na extremidade anddica e os anions na extremidade catédica. Com a

aplicagdo da voltagem, cations e anions migram em sentidos opostos ao detector [95-98].

Outra estratégia bastante explorada ¢ a utilizacdo do sistema de CE regular e um EOF
com alta velocidade de migrag¢do, a fim de mover os analitos catidnicos e anidnicos na mesma
direcdo. Esta estratégia pode ser utilizada com o EOF normal ou com EOF invertido [99], desde
que o EOF tenha grande magnitude (EOF com pH acima de 7) [100-103]. Por ultimo, uma
estratégia ndo tdo comum, ¢ a complexagdo de espécies catidonicas com um composto quelante
obtendo espécies carregadas negativamente, as quais podem ser separadas de modo convencional

(EOF invertido) juntamente com os demais analitos anidnicos [104—-106].

1.4. Eletroforese capilar (CE)

1.4.1. Historico

A eletroforese ¢ definida como o movimento diferencial de espécies iOnicas ou ionizaveis
quando estas estdo submetidas a um campo elétrico. Foi introduzida pelo quimico Arne Tiselius
em 1937 como uma técnica de separa¢do. Quando misturas de proteinas que compde o soro
sanguineo foram colocadas em tubos preenchidos com solugdes tampao e submetidas a aplicagao
de um campo elétrico, Tiselius verificou que os componentes da amostra migraram com dire¢do e
velocidade determinadas por suas cargas e massas. Por este trabalho, Tiselius foi premiado com o

Prémio Nobel de Quimica de 1948 [107].

A eficiéncia dos experimentos realizados pela eletroforese em solugdo livre, apresentada
por Tiselius, era limitada devido a falta de habilidade na dissipacao de calor, fendmeno conhecido
como Efeito Joule [108]. O calor era dissipado somente pelas extremidades do recipiente gerando
gradientes de temperatura acentuando de forma comprometedora a difusdo das espécies. Além

disso, 0 aquecimento do meio também possibilitava a degradacao térmica do material bioldgico.
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Hjérten, em 1967, introduziu uma alternativa para a técnica a fim de minimizar o
aquecimento durante as separacdes [109]. Ele demonstrou a possibilidade de conduzir separagdes
eletroforéticas em tubos sob rotacdo que tinham didmetros internos da ordem de milimetros,

permitindo a aplicag¢do de potenciais de separacao mais elevados.

Logo se percebeu a vantagem da utiliza¢do de tubos de diametro interno reduzido, nos
quais a alta relagcdo entre a area de contato e o volume interno favorece a dissipagdo de calor.
Assim, durante o comeco da década de 80, nos Estados Unidos, Jorgenson e Lukacs, apresentaram
pela primeira vez a CE [110-112]. Nesse trabalho foram feitas discussdes sobre efeitos que
influenciam a dispersdo de bandas e possibilidade de obtencao de separacdes de alta eficiéncia sob
acdo de um elevado campo elétrico, em uma coluna capilar de silica fundida com 75 pm de
diametro interno. Com isso, o efeito Joule que tanto prejudicava o desempenho da técnica de
eletroforese foi praticamente anulado conseguindo-se alta eficiéncia e Otima resolucdo na

separacao das espécies.

A partir dai vieram contribui¢des no sentido de implementagdo instrumental da técnica e
tem gradualmente se estabelecido como uma técnica alternativa e de suporte para HPLC por ser
ambientalmente correta e de menor custo operacional [113,114]. Devido a possibilidade de
aplicacdes aos mais variados tipos de substancias e matrizes, a técnica despertou o interesse de
varios grupos de pesquisa no mundo, elevando sua aplicabilidade a niveis jamais vistos, e, em
1987, foi langado o primeiro equipamento comercial de CE. A importancia da CE tornou-se
evidente com o projeto genoma humano e, a partir de entdo, tem sido utilizada em analises de

rotina em diversas areas como forense, clinica, ambiental e farmacéutica.

1.4.2. Modalidades de separacio

Virias modalidades de separagcdes em CE foram propostos para contornar limitagdes das

modalidades antes existentes. Esses varios modos possuem mecanismos singulares e tem
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demonstrado serem técnicas eficientes de separagdo. Dentre os modos de operagdo da CE estdo a
eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés “capillary zone electrophoresis”), cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC, do inglés “micellar electrokinetic chromatography”), eletroforese
capilar em gel (CGE, do inglés “capillary gel electrophoresis”), eletrocromatografia capilar
(CEC, do inglés “capillary electrochromatography”), isotacoforese capilar (CITP, do inglés
“capillary isotachophoresis”) e focalizagdo isoelétrica capilar (CIEF, do inglés “capillary
isoeletricfocusing”). Na literatura, informagdes sobre as modalidades de separacao usadas em CE
podem ser encontradas em diversos artigos [115-118]. Nesta tese sera discutida apenas a CZE,

uma vez que foi este 0 modo de separagao utilizado neste trabalho..

1.4.2.1. Eletroforese capilar de zona (CZE)

A CZE, também conhecida como eletroforese capilar em solucdo livre (FSCE, do inglés
“free solution capillary electrophoresis”), ¢ um dos modos de separagdo eletroforética mais
utilizados, provavelmente devido a facilidade da sua implementagdo e otimiza¢do das condigdes
experimentais [119]. Nesse modo de separacdo, o capilar é preenchido com um eletrélito de
corrida (BGE, do inglés “background electrolyte”), geralmente com caracteristicas tamponantes e
a amostra ¢ introduzida neste meio tamponado, como uma banda de pequena espessura. Quando
um campo elétrico € aplicado, os analitos formam zonas distintas ao longo do capilar devido as
suas diferengas de mobilidades [119,120]. Uma caracteristica bastante atrativa dessa modalidade ¢
que, através dela, ¢ possivel fazer a determinagdo de cations e anions simultaneamente
[103,121,122]. A limitagdo dessa modalidade ¢ que moléculas neutras ndo sdo separadas sem o
uso de uma estratégia adicional, como por exemplo, a adi¢do de um agente complexante ou
derivatizacdes [123]. Um esquema de separacao por CZE, sob fluxo eletrosmético (EOF, do inglés

“electroosmotic flow”) normal de diferentes cations esta representado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema de separagdo por CZE, sob EOF normal, de diferentes cations.
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Fonte: Modificada de [124]

A eficiéncia da separacdo por CZE pode ser determinada pela resolucdo (Rs), que verifica
0 quanto as substancias de uma mistura estdo separadas. Como mostrado na equagdo 1, sua
magnitude estd relacionada com o tempo de migragcdo (tmi) € a largura do pico (w;) de duas

espécies adjacentes.

2 (tmi—tmi
Rs = (tmi—tmi+1)

Equagdo 1
Wi+ Wit1)
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1.4.3. Migracao das espécies

A abordagem teorica discutida a seguir ¢ estritamente aplicavel a CZE praticada em
capilares de silica fundida. As equagdes fundamentais de outros tipos de eletroforese devem
incorporar suas particularidades como partigdo de soluto nas micelas, dependéncia do tamanho da

molécula ou gradiente de pH.

A equagdo 2 mostra que a migracdo das espécies em CZE se da devido ao conceito de
mobilidade eletroforética (u.,), a qual é diretamente proporcional a carga (g) e inversamente
proporcional a fatores de atrito, que estdo relacionadas ao tamanho, ao raio hidratado do ion (r) e a

viscosidade do meio (1) [125].

_4q
Hep 6mrn

Equagao 2

As espécies envolvidas na analise por CZE podem participar de reagdes de equilibrio em
funcdo do pH do meio. Sob a condicdo de equilibrio, estas espécies, parte ionizadas e outra parte
sem cargas, movimentam-se como uma uUnica banda, e, portanto, a mobilidade eletroforética
efetiva (ler) € dada pela somatoria das mobilidades eletroforéticas () de todas as n espécies

relacionadas entre si por equilibrios quimicos, multiplicadas pela distribui¢do destas espécies (0;),

conforme pode ser observado na equagao 3 [126]:

— n ~
Hef = Lj=1Q;j X W Equagao 3
Com a aplicagdo de um potencial elétrico (E), os ions adquirem velocidade chamada de
velocidade eletroforética (v.,). A velocidade eletroforética efetiva (v,y) € dependente da mobilidade

eletroforética do ion (u.p) € do campo elétrico (E) ao qual o ion é submetido durante a separacdo

(Eq. 4):

Ver = Her X E Equagao 4
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Os valores de ver € s de uma mesma espécie variam dependendo de fatores como
viscosidade, composicdo ¢ pH do BGE. A adicdo de um agente complexante também pode
promover mudanga na mobilidade da espécie. Logo, se for feita uma escolha adequada do pH ou
do agente complexante, espécies com mobilidades semelhantes presentes em uma mistura podem

ser eficientemente separadas.

1.4.4. Fluxo eletrosmoético (EOF)

O fluxo eletrosmédtico (EOF, do inglés “electroosmotic flow”) ¢ um fendmeno
eletroforético capaz de provocar um fluxo do BGE dentro da coluna capilar e at¢é mesmo
substancias neutras, que ndo sdo atraidas pelos podlos, podem ser deslocadas em direcao ao
detector [108]. A mobilidade do EOF (u, - Eq. 5) é dependente de fatores como a permitividade
da solucdo (g;), a permitividade do vacuo (g,), o potencial definido no plano de cisalhamento na

regido difusa, ou seja, o potencial zeta () e a viscosidade da solugdo (n) [125]:

ErXEpX
Heo = TTOZ Equagao 5

O ( ¢ essencialmente determinado pela superficie carregada da parede do capilar. Uma
vez que esta carga ¢ fortemente dependente do pH, a magnitude do EOF varia com o pH do BGE.
O ¢ também depende da concentragdo e forga idnica do BGE, uma vez que eletrolitos com elevada
forga i6nica promovem a compressao da dupla camada elétrica (DCE). Altas concentracdes de
BGE sao uteis para limitar as interacdes de soluto com a parede do capilar, no entanto, o
aquecimento dentro do capilar restringe o uso de concentragdes elevadas. Concentragdes tipicas
variam de 10 a 50 mmol L', embora 100 a 500 mmol L' também tenham sido usadas. Baixas
concentracdes podem aumentar a tendéncia de adsorcao de certos solutos na parede do capilar
causando alargamento e distor¢ao das bandas e produzindo um EOF ndo reprodutivel, o que

dificulta a reprodutibilidade dos tempos de migragdo, prejudicando a identificagdo dos solutos. A
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magnitude do EOF também depende da temperatura, uma vez que a variagdo de 1° C promove

uma variagdo de 2 a 3% na 1 da solugdo [125].

Quando aplicado o campo elétrico, o EOF adquire uma velocidade proporcional ao

campo (Eq. 6):

Voo = MHeo X E Equagdo 6
Devido a presenca do EOF, a velocidade que as espécies adquirem durante a analise ¢
resultante da soma vetorial da velocidade efetiva e da velocidade eletrosmotica, denominada de

velocidade aparente (v,).

Vg = (uef + Ueo) E Equagio 7

A equagdo 7 ainda pode ser descrita como:

Vg = (vef + er) Equacgao 8
Como pode ser verificado nas equagdes 7 ¢ 8, se as espécies tiverem mobilidades no
mesmo sentido da mobilidade do EOF, o tempo de analise em CZE sera significativamente menor.
Dependendo da grandeza e sentido do EOF, a espécie pode reverter o seu sentido de migracao
devido a forga exercida pelo EOF, ficando claro que a migracao das espécies em CE nao depende
apenas das proprias mobilidades, mas também da mobilidade do EOF. O EOF também permite
que moléculas neutras se movam no interior da coluna capilar e, desta forma, tais moléculas

passam a ter a mesma mobilidade e sentido do EOF (sem separacdo entre elas).

Como pode ser observado na equagdo 9, o tempo de migracao (t,), 0 comprimento efetivo
do capilar (1), comprimento total do capilar (L) e o potencial aplicado (E) podem ser usados para

calcular a mobilidade aparente (u,) de uma espécie.

lLL
Wg = —— Equagio 9
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A mobilidade efetiva (J.r) da espécie pode ser extraida a partir da p, usando um marcador

neutro, espécie que se move apenas conduzida pelo EOF.

Dentre os varios tipos de capilares usados em CE, o capilar de silica fundida ¢ atualmente
o mais popular, pois possui dimensdes de didmetro precisas, resisténcia ao ataque quimico,
permite o emprego de uma alta tensdo por ser um material dielétrico, possui um recobrimento de
poliimida que lhe proporciona uma melhor resisténcia mecéanica e grupos superficiais em sua
parede. O interior do capilar de silica contém grupos silandis (SiOH), que se comportam como
acidos fracos de Lewis e a medida em que se tem um aumento do pH do BGE vao se

desprotonando.

Sabendo que o pKa da silica ¢ em torno de 5,6 [127], o EOF torna-se significativo em pH
acima de 4, pois os grupos silanois sdo parcialmente desprotonados. Em pH 8, a ionizagdo ja é
praticamente completa, assim, a superficie do capilar de silica fica carregada negativamente e uma
camada de cations do tampao se posiciona junto a parede do capilar para manter o equilibrio de
cargas. Uma DCE, composta de camadas compacta e difusa, ¢ entdo estabelecida em funcdo da
diferenca de potencial (potencial zeta) gerada nesta regido. Na camada compacta, as cargas
negativas da superficie do capilar ndo se movimentam, logo reduz drasticamente a velocidade de
migracao dos cations eletrostaticamente ligados a essas cargas, mas por outro lado, os cations da
camada difusa, fracamente ligados, migram em dire¢do ao catodo ao aplicar um potencial elétrico
tangencial nesse sistema. Durante a migracao, os cations solvatados migram em dire¢do ao catodo
transportando moléculas de 4gua, induzindo a um fluxo de solugdo como um todo, conhecido
como EOF normal [128]. Uma representacdo esquemadtica do fluxo eletrosmético normal esta

mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Representagdo esquematica da parede do capilar de silica com o EOF normal.
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Fonte: Proprio autor (2018)

Usando o EOF normal, ocorre uma migracao liquida maior de cations (Uer + eo) €M
dire¢do ao catodo quando comparada a migragao liquida de anions (Llef - Heo) €m dire¢cdo ao anodo.
Normalmente, quando se trata de anions de baixa mobilidade e na presenca de EOF (BGE com pH
> 6), por mais que estejam sendo atraidos pelo lado oposto (anodo), conseguem ser “arrastados”

pelo EOF normal (capilar de silica sem modificagdo) e chegam ao detector logo ap6s as moléculas

neutras. Uma representacio esquematica da migracao das moléculas esta mostrada na Figura 6.
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Figura 6. Representacdo esquematica da migragdo de moléculas neutras de tamanhos diferentes

(N, N’, N”) e ions de diferentes cargas e tamanhos sob EOF normal e polaridade positiva.
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Fonte: Modificada de [129]

Em CE, além de ser possivel mudar a grandeza (velocidade) do EOF, também ¢ possivel
mudar a sua dire¢do. Essa estratégia ¢ mais comumente empregada na analise de anions, com isso,
obtém-se melhor resolugdo e aumento da velocidade da andlise, pois a velocidade eletroforética
dos anions e o EOF terdo mesma direcdo. Para promover a inversdo do fluxo, o método mais
utilizado se baseia na adi¢do de tensoativos catidnicos ao BGE, principalmente os derivados de
sais quaternarios de amonio de cadeia longa. A escolha adequada do tensoativo, assim como da
sua concentracdo, permite o controle direto da magnitude do EOF. Quando o capilar sem
modificacdo encontra-se carregado negativamente (pH > 4), com a adicdo deste inversor
(surfactante catidnico), uma camada fortemente ligada formada por semi-micelas ¢ adsorvida na

superficie interna do capilar carregando a parede interna com cargas positivas. Nesse caso, sao 0s
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anions do tampao que passam a fazer parte da dupla camada elétrica, os quais, sob a acdo do
campo elétrico se movem em dire¢do ao anodo (polo positivo), definindo o chamado fluxo

eletrosmotico invertido (Figura 7) [130].

Figura 7. Representagdo esquematica da parede do capilar com o EOF invertido.
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Fonte: Proprio autor (2018)

Uma caracteristica tinica do EOF ¢ o seu perfil planar (Figura 8), possibilitando uma
menor dispersdo de bandas por acdo do fluxo e tornando a CE uma técnica de maior eficiéncia de
separagdo quando comparada a HPLC, a qual possui um fluxo laminar ou parabdlico. Na presenca
do EOF, a andlise ¢ livre do efeito de parede presente no fluxo laminar gerado quando se tem
fluidos impulsionados por pressdo através de uma tubulacdo, nesse caso as espécies dos analitos

no centro do capilar migram mais rapidamente que as espécies proximas a parede do tubo.
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Figura 8. Perfil de fluxo gerado por pressao (a), tipico da técnica de HPLC e fluxo gerado pelo

EOF (b), tipico da técnica de CE, e suas correspondentes zonas de amostras.
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E de grande importancia que o EOF seja controlado durante a separacdo. Se o fluxo
variar, os tempos de migracdo irdo variar, podendo causar identificagdes incorretas de picos ou

erros na quantificacao.
1.4.5. Instrumentacio

O sistema basico de um equipamento de CE consiste de uma fonte de alta tensdo (0-
30kV), capilares (silica revestido com poliimida ¢ o material mais utilizado), eletrodos
(geralmente de platina), reservatorios para solugdes (tipicamente de 1,5 a 2,0 mL) e um detector
apropriado (Figura 9). Uma fonte de alta tensdo € usada para estabelecer um campo elétrico ao
longo do capilar, através da conexdo com os eletrodos, que sdo imersos em solucdo contendo o
eletrolito (BGE). O sistema ¢é termostatizado por circulagdo de um liquido ou ar, for¢ado através
do cartucho contendo o capilar, ou usando ventiladores, para minimizar aquecimento. Os
comandos para controle do equipamento, aquisi¢ao e tratamento de dados sdo realizados mediante

interface com um computador [131,132].
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Figura 9. Representacdo esquematica de um sistema basico de CE.
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Fonte: Modificada de [124]
1.4.5.1. Introduciao da amostra

As amostras e/ou padrdes podem ser introduzidas no capilar por métodos hidrodinadmicos,
aplicando um gradiente de pressdo, e eletrocinéticos, através de um gradiente de potencial ao
longo do capilar. A forma pela qual a amostra ¢ introduzida no capilar tem implicacdo direta nas

analises quantitativas [108].

Na introdu¢do hidrodindmica o gradiente de pressdo pode ser estabelecido por
pressurizagdo ou vacuo em um dos reservatorios de solu¢do ou por gravidade. O volume
introduzido no capilar (na ordem de nL) ¢ uma aliquota representativa da composi¢do da amostra
que depende do tempo de introducdo, dimensdes do capilar, viscosidade da solugdo tampao e da
diferenca de pressdo estabelecida. E usualmente mais precisa que a introducdo eletrocinética

porque baseia-se rigorosamente na transferéncia de volume.
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Na introdugdo eletrocinética, a amostra ¢ introduzida no capilar como resultado da
combinagdo entre as velocidades eletroforéticas e eletrosmoéticas. A quantidade de amostra
introduzida depende da p.r do soluto, das condutividades da amostra e do BGE, assim como da
magnitude do EOF. Como consequéncia, a amostragem discrimina os componentes da amostra em
funcdo de suas p.r, podendo ndo ser representativa da composicdo da amostra. Isto se torna um
problema quando a amostra ¢ composta de analitos de baixa mobilidade, que podem estar
presentes em concentracdes proximas ao limite de deteccdo. Sua maior aplicacdo ¢é nas
modalidades de eletroforese em que a injecdo por transferéncia de volume ¢ limitada (ex.:

eletroforese em gel) ou na andlise de tragos em amostras de baixa forca i6nica [108].

1.4.6. Vantagens e limitacoes

Nos ultimos anos, a CE tem chamado a atencdo da comunidade cientifica, como sendo
uma poderosa técnica para a separacdo e analise de compostos de interesse industrial,
farmacéutico, clinico e ambiental, ao lado da cromatografia gasosa (GC) e da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Por ter uma instrumentagdo relativamente simples, alguns

grupos também idealizaram e construiram seus proprios equipamentos [131,133].

Além da simplicidade, pode-se destacar outras vantagens como frequéncia analitica
relativamente alta quando comparada com outras técnicas de separacdo (ideal para andlises
rotineiras). Outra caracteristica ¢ a versatilidade, pois uma unica coluna capilar pode ser utilizada
para a separagdo de classes de compostos completamente distintas (ions metalicos € compostos
organicos simultaneamente), sendo necessaria apenas a adequac¢ao da solugdo tampao utilizada nas
corridas. Pode ser considerada uma técnica verde devido ao baixo consumo de reagentes e
amostras, o que implica em menor custo e geracdo minima de residuos. Baixo custo de

implementa¢do e manutencao também podem ser considerados.
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Entretanto, assim como qualquer técnica, a CE possui algumas limita¢des, pois ndo ¢é
adequada para a determinacdo de compostos volateis e ndo polares, os quais sdo melhores
determinados por GC. Possui necessidade de se realizar extragdes (“cleanup”) em amostras com
matrizes mais complexas (fluidos bioldgicos) e, assim como algumas técnicas, possui dependéncia
dos valores de pH do BGE, o que implica no uso de um tampao. Dependendo do tipo de detecgao,
a CE apresenta limites de detec¢do (LOD) relativamente elevados (ordem de 10”a 10°mol L™, 0
que torna a técnica inviavel para andlise de tragos. O melhoramento dos limites de deteccao das
técnicas instrumentais compativeis com CE, assim como a introducdo de métodos de pré-
concentragdo ou concentracdo no proprio capilar constituem, por isso, campos ativos de pesquisa

[134].
1.5. Analises rapidas por CE

Atualmente, as ciéncias das separagdes, esta em busca de métodos analiticos que além de
confidveis possuem uma alta frequéncia analitica, para que assim possam ser realizadas
rotineiramente. Em CE, algumas estratégias para diminuir o tempo de analise incluem a utilizagdo
de um instrumento com vdrios capilares, o qual permite realizar separagdes de varias amostras
simultaneamente [135], ou, a utilizacao de capilares com comprimento reduzido [136], o que seria
alternativamente mais simples e economicamente vidvel. A utilizagdo de capilares curtos operando
sob condicdes de campos elétricos elevados oferece a base para executar separagdes ainda mais

rapidas por CE permitindo a obtencdo de resultados na escala de segundos.
O tempo de migracao (t,,) das espécies ¢ definido pela seguinte equagao:

lL
tyy, = ————— Equagéo 10
m E (Kept Heo)

Em que / ¢ o comprimento efetivo do capilar, L ¢ o comprimento total do capilar, E

representa a voltagem aplicada na separagdo e (Lep + [eo) representa a soma das mobilidades
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eletroforéticas e eletrosmoticas. Consequentemente, ao aumentar o potencial aplicado ou reduzir o
comprimento do capilar e seu didmetro interno, obtém-se redugdes significativas nos tempos de
migracdo das espécies. Nos casos em que se aumenta consideravelmente o potencial aplicado
(> 30 kV), a implementacdo de isolamento elétrico e de sistemas de blindagem ¢é necessaria para
evitar descargas elétricas, mas esses problemas podem ser evitados, se / e/ou L, forem reduzidos
sob condicdes de tensdes moderadas. Outros requisitos sdo necessarios para que se possa trabalhar
com capilares reduzidos como, por exemplo, a necessidade de sistemas de introducao confidveis e
que garantam a inje¢do de estreitas zonas de amostras. Além disso, a composi¢do do tampao usado
na separagdo afeta as mobilidades eletroforéticas e eletrosmoticas e deve ser levada em
consideragdo para a obtengdo de separagdes rapidas [137]. E importante ter em mente que uma
analise rapida depende do processo analitico completo, pois, a vantagem das separacdes rapidas ¢é
essencialmente perdida se o protocolo para reabastecimento (inje¢do da amostra) ou limpeza do

capilar for muito demorado.

Na literatura, encontra-se uma gama de trabalhos, relacionados a andlise de farmacos e
outros analitos e matrizes, com eletroferogramas na escala de segundos, o que desperta o interesse
das industrias farmacéuticas e outras. Na tabela 2 estdo listados alguns trabalhos que

possibilitaram a anélise dos analitos de interesse em menos de 60 segundos.
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Tabela 2. Alguns analitos em diferentes matrizes e seus respectivos tempos de analise utilizando

CE sob condicdes rapidas de separacao.

Analitos Tempo (5) Referéncia

Codeina e diclofenaco 50 [138]
Ciprofloxacina 30 [139]
Prometazina e codeina 25 [140]
Propranolol 15 [141]
Acido acetilsalicilico, dipirona, cafeina e

51 [122]
produtos de degradacgdo
Escopolamina, orfenadrina, mepiramina,

58 [103]
cafeina, dipirona e acido ascorbico
Diclofenaco e seus contra-ions 40 [121]
Nafazolina e zinco 40 [142]
Na’, K', Ca™", Mg™ 36 [143]
Arginina, acido aspartico e acido glutamico 5 [144]
Metil, etil, propil e o butilparabeno 60 [145]
Na', K eLi" 30 [146]
Glifosato e acido aminometilfosfonico

o . 60 [147]

(principal metabolito)
Glicerol livre 28 [148]

1.6. Sistemas de detecc¢ao

A diversidade de moléculas que sdo aplicadas em métodos eletroforéticos e a pequena
quantidade de amostra (nL) introduzida no capilar, impulsionaram os estudos para o
desenvolvimento de novos sistemas de deteccdo. Artigos continuam sendo publicados abordando
melhorias nos sistemas de detec¢ao conhecidos e introduzindo novos conceitos. A partir de um
bom desempenho do sistema de deteccao € possivel a determinagdo das espécies de interesse em
diferentes condicdes de analise, obtendo-se uma boa razao sinal-ruido (SNR, do inglés “signal-

noise ratio”), seletividade, linearidade em larga faixa de concentragdo, precisdo e exatidao,
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robustez e baixos limites de detec¢do (LOD, do inglés “limit of detection”) e quantificagdo (LOQ,

do inglés “limit of quantitation”) [149].

A escolha do detector depende quase que exclusivamente das propriedades do soluto em
questdo e da faixa de concentragdo contemplada. Em geral, os detectores adotados em CE sdo
semelhantes aos usados em HPLC. No entanto, seu acoplamento com o capilar e sua manutencao
sdo mais trabalhosos devido ao baixo volume da cela de detec¢do e isso faz com que haja a
necessidade de sistemas de detecg¢do bastante sensiveis. Os sistemas de detec¢do usados em CE
podem ser classificados em [150]:

e Métodos Opticos: absor¢do de luz na regido do ultravioleta-visivel ou infravermelho,
fluorescéncia, indice de refragdo, Raman, absorbancia termo-optica e quimiluminescéncia;

e M¢étodos  eletroquimicos:  amperométricos,  voltamétricos, condutométricos e
potenciométricos;

e Outros métodos ou métodos acoplados: ressonincia magnética nuclear, radiométricos,

espectrometria de massas ¢ de emissao com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES).

A tabela 3 apresenta alguns valores tipicos de LOD para os sistemas de detec¢ao mais

utilizados em CE.
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Tabela 3. Limites de detec¢do (LOD) de sistemas de detec¢do em CE.

Modalidade de detecc¢ao LOD / mol L'
Absorc¢ao no UV-visivel (direta) 10° - 107
Amperometria 1010 - 10
Condutividade 10°-107
Espectrometria de massas 10%-107
Fluorescéncia direta (lampada) 107-10"
Fluorescéncia direta (laser) 107- 107"

UV, fluorescéncia e amperometria (indireta) 10 a 100 vezes menor que o modo direto

Fonte: [151]

Os detectores também podem ser classificados em especificos (seletivos) ou universais.
Os detectores especificos ou seletivos respondem especificamente a certa propriedade do analito.
Estes detectores sdo interessantes em caso de matrizes complexas, no entanto, a seletividade pode
impedir de detectar diferentes analitos em uma mesma andlise. Os detectores baseados na
absor¢ao na regido do UV/vis, fluorescéncia, espalhamento Raman, amperometria e radiometria
sao exemplos de detectores seletivos. J4 os detectores universais ndo sao seletivos e respondem a
diferencas entre alguma propriedade do analito em relagdo ao BGE, ou seja, o sinal adquirido nado
depende das propriedades especificas dos analitos e sim da diferenga entres as propriedades dos
analitos e do BGE. Detectores de indice de refragdo e condutividade sdo exemplos de detectores
universais. Estes detectores permitem que diferentes analitos sejam determinados em uma Unica
analise, o que os torna relativamente atrativos, apesar de apresentarem LOD superiores aos

detectores seletivos [108].

Os sistemas de deteccdo Opticos, como UV-Vis, sdo os mais utilizados em CE, uma vez

que sdo uteis para um grande niumero de compostos que contém grupos cromdforos. Nesse tipo de
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detec¢do, quando um cromoforo passa pela célula de detecgdo, hd uma diminui¢do da intensidade
da luz transmitida ao detector. Pode ser usado em todos os modos de separagdo possiveis em CE
embora exista algumas restricdes no BGE em relagdo as suas propriedades opticas. E um detector
ndo destrutivo do analito e, portanto, outros detectores podem ser conectados apds o detector UV-
Vis para obtencdao de informacdes adicionais. Mesmo com o baixo volume de amostras (nL)
introduzido no CE, o detector UV-Vis possui alta sensibilidade e, selecionando um comprimento
de onda adequado, o sistema podera ser bastante seletivo para determinados analitos. Outras
condi¢des como solvente, temperatura, composicao, pH e for¢a idnica do BGE s3ao muito
importantes ¢ podem causar alteragdes no valor de absortividade ¢ uma mudanga no comprimento
de onda em que a intensidade de absor¢do ¢ maxima [152]. Devido as dimensdes capilares muito
menores em CE quando comparadas as dimensdes das colunas de HPLC, a célula do detector deve
ter dimensdes proporcionalmente menores. Isso limita severamente o comprimento do caminho
optico e, uma vez que a sensibilidade ¢ proporcional ao comprimento do caminho, esta diminui a
medida que o diametro interno do capilar é reduzido. Contrariamente 8 HPLC, a detec¢do UV
direta em comprimentos de onda mais baixos (180-200 nm) ¢ geralmente viavel em CE [153].
Com capilares de silica fundida, a deteccdo abaixo de 200 nm ¢ possivel, uma vez que a silica
fundida absorve radiagdo em aproximadamente 170 nm. Em baixos comprimentos de onda, uma
vez que a maioria dos analitos organicos tem alguma absorbancia, a deteccao de moléculas sem

grupos cromoéforos torna-se possivel [152].

A detec¢do indireta também pode ser feita adicionando-se ao BGE uma substancia
(cromoforo) que absorve em determinada regido do espectro produzindo um sinal de fundo
relativamente alto, pois reduz a quantidade de luz que chega até o detector [154]. Quando os
analitos, que ndo absorvem, migram pelo capilar e passam pela zona de detec¢do, tem-se uma
diminui¢do no sinal e podem ser detectados indiretamente (caracteristicas universais). Uma

alternativa a detec¢do UV indireta ¢ a introdugao de um cromoéforo na molécula do soluto através
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de derivatizagdo ou complexagdo seletiva, a fim de tornar possivel a deteccdo UV direta. Além
disso, essas estratégias (derivatizacdo ou complexacdo) também podem ser empregadas para
aumentar a intensidade de deteccdo através da conversdo dos analitos em produtos com
caracteristicas de detec¢ao mais favoraveis, no caso, com maior absortividade molar. Como a
detecgdo ocorre através do capilar, o sistema apresenta o incodmodo de aberturas de janelas Opticas
nos capilares de silica por causa do revestimento de poliimida, o que diminui a sua durabilidade.
Um detector UV-Vis deve ter a capacidade de assegurar o posicionamento do capilar no feixe de
luz de modo a evitar a vibragdo do capilar sobre aplicacdo de altas tensdes que permitem a
maxima relagdo sinal/ruido, e a capacidade de focar o feixe de luz no diametro interno do capilar
para evitar a luz dispersa e a resposta ndo linear do detector. Além disso, as bandas estreitas dos
analitos normalmente obtidas em CE exigem uma reducdo no comprimento axial da janela de
detecgdo para manter altas resolugdes. Como uma alternativa a fim de se obter menor LOD,
alguns capilares apresentam regides de detec¢do com caminho optico dilatado ou mesmo em “Z”
[155]. Uma revisdo bibliografica sobre o uso de detectores UV-Vis em CE estd disponivel na
literatura [152], na qual estdo descritos inimeros métodos com alternativas para aumentar a

detectabilidade dos analitos.

Os detectores baseados em fluorescéncia sdo largamente utilizados devido a sua alta
detectabilidade e simplicidade de operacdo das andlises [156]. A fluorescéncia induzida por laser
(LIF, do inglés “laser induced fluorescence”) ¢ a fonte de excitagdo mais amplamente utilizada
por causa da alta intensidade e eficiéncia do laser em um unico ponto. Nesse sistema de detecgao,
a fonte de luz ¢ acoplada a um microscopio por um cabo de fibra dptica para concentrar a luz em
um ponto especifico do microcanal, os componentes de uma molécula (fluor6foros) sao excitados
e depois fluorescem permitindo a deteccdo e quantificagdo das espécies quimicas de interesse apds
o processo de separacdo. Uma vantagem ao aplicar a detecgdo por fluorescéncia ¢ que o feixe do

laser pode ser focalizado em qualquer parte do canal, de modo que o comprimento eficaz de
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separagdo pode ser variado simplesmente movendo o ponto focal do laser e possibilitando
controlar o tempo total da andlise. Apesar de apresentarem os menores valores de LOD, os
detectores fluorimétricos geralmente necessitam de derivatizagdes dos componentes da amostra,
pois existe um numero restrito de espécies que fluorescem, além de ser um detector de valor
econdmico elevado tanto para aquisicdo quanto para manuten¢do. Uma alternativa ao processo de
derivatizacdo ¢ a adicdo de uma substancia fluorescente ao BGE, realizando assim uma detec¢do
indireta, elevando nesse caso o LOD. Assim como nos detectores UV-Vis, os sistemas de detecgao
baseados na fluorescéncia também possuem o inconveniente da abertura de uma janela no capilar
através da retirada do revestimento de poliimida diminuindo a resisténcia mecanica deste.
Recentemente, foi publicado um artigo no qual estdo relatadas alternativas para se obter uma

maior intensidade da detecgao por fluorescéncia em CE [157].

Os métodos amperométricos de deteccdo apresentam alta sensibilidade e seletividade.
Nesse tipo de deteccdo, um potencial constante (em relacdo a um eletrodo de referéncia) ¢
normalmente aplicado a um microeletrodo de trabalho [149]. Em relagdo ao posicionamento, 0s
eletrodos de trabalho podem ser colocados na extremidade do capilar (EndC, ‘“end-column
detection”) ou utilizando-se uma coluna extra (OffC, “off-column detection”). Na detec¢ao EndC,
o eletrodo ¢ posicionado proximo da saida capilar. Alternativamente, o eletrodo de trabalho pode
ser parcialmente inserido no orificio de saida. Como os didmetros internos dos capilares utilizados
em CE sdo, normalmente, da ordem de dezenas de micrometros, ocorre que em alguns casos 0s
eletrodos de trabalho utilizados podem possuir didmetro maior, tornando-se necessario o emprego
da configuracgdo “wall-jet”. A dificuldade com relagdo ao posicionamento dos eletrodos no capilar
tem como consequéncia a perda de repetibilidade quando h4 a necessidade de substituicdo do
capilar [150,158,159]. Um caso particular de deteccdo EndC ¢ a deposi¢ao de filmes metalicos
diretamente sobre o capilar, utilizando-se técnicas de “sputtering” (“on-capillary detection”).

Deste modo, o eletrodo de trabalho fica imobilizado no capilar, dispensando as etapas de
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alinhamento. A deteccdo amperométrica fica limitada a espécies eletroativas no potencial de
trabalho selecionado, embora seja possivel operar no modo indireto [150], ou seja, o BGE
apresentando eletroatividade. O alto campo elétrico utilizado na separagdo possui significativa
influéncia nos resultados, uma vez que interfere nas baixas correntes medidas (tipicamente na
faixa de 10 a 102 A) e assim podem ocorrer reagdes secundérias no eletrodo, com a prejudicial
formacgao de bolhas. Ainda assim, a deteccdo amperométrica tem sido uma técnica eletroquimica
bastante empregada em CE. Uma revisdo bibliografica sobre detec¢do eletroquimica aplicada a
CE esta disponivel na literatura e abrange dezenas de trabalhos utilizando a detecgdo

amperométrica [150].

A detecgao condutométrica (CD), na sua versdo mais simples, envolve a aplicagdo de um
sinal senoidal, da ordem de algumas unidades de kHz, a dois eletrodos de platina. A corrente
alternada que flui pelos eletrodos relaciona-se com as dimensdes da cela condutométrica e com a
condutancia da solucdo entre os eletrodos e, consequentemente, com a composi¢do idnica da
solucao analisada. Como a corrente medida € uma propriedade da solucao, nenhuma seletividade ¢
encontrada neste tipo de deteccdo, o que, de certa forma, ¢ uma vantagem quando aplicada a
técnicas de separagdo. Como uma alternativa a deteccdo condutométrica convencional surgiu a

detec¢ao condutométrica sem contato [150].
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1.6.1. Deteccao condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C4D)

Geralmente, em CE, a deteccdo condutométrica em contato com a solugdo ¢ menos
favoravel em comparacdo com outros esquemas de deteccdo devido a alguns motivos. A maioria
dos instrumentos comerciais de CE estdo equipados com detectores de absorcdo UV, pois estes
podem ser facilmente adotados a partir de HPLC. Ao usar a detec¢do por condutividade, o
potencial de separacdo deve ser separado da eletronica do detector, pois pode complicar o
esquema de detecgdo. O alto potencial de separagdao usado em CE produz quedas de tensdo de até
1000 V/cm ao longo do capilar e, portanto, pode interferir no sinal de detec¢do por causa do
contato direto entre o BGE ¢ o circuito de detec¢do. Nesse caso, € necessaria uma célula de
detecg¢do projetada especificamente, que ndo prejudique a alta eficiéncia de separagdo em CE.
Além disso, o eletrodo fica sujeito a processos de contaminagao devido ao fato do detector entrar

em contato com o BGE e com os padrdes e amostras que fluem no interior do capilar [160].

Devido aos problemas presentes nos sistemas de detec¢do eletroquimica convencionais
(amperométrico e condutividade com contato) e Opticos, em 1980, Gas ef al. [161] propuseram um
sistema de detec¢do baseado na aplicacdo de sinais de radio frequéncia (RF), no qual o sinal
obtido respondia a passagem de espécies iOnicas pela coluna capilar. O objetivo era o
desenvolvimento de um detector condutométrico sem contato de alta frequéncia dedicado a
isotacoforese, mas seu sistema foi inviabilizado as técnicas capilares pela grande dimensdo do

arranjo proposto e perda de reprodutibilidade com o desalinhamento dos eletrodos.

Em 1998, Zemann e colaboradores [162] e Fracassi da Silva e do Lago [131]
descreveram, mais ou menos na mesma ¢poca, mas de forma independente, a detecgdo
condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C'D, do inglés “capacitively coupled
contactless conductometry detection”). A principal perspectiva desta técnica ¢ que hd muito

menos limitagdo em relacdo ao didmetro interno do capilar em comparacdo com as técnicas



57

isotacoforéticas com deteccdo condutométrica sem contato apresentadas nos anos 70. Assim, este
modo de detec¢do pode ser usado em capilares com pequenos didmetros internos e instrumentagao
miniaturizada, como em sistemas de separagdo baseados em micro-chips [118]. Neste tipo de
detecgdo, ao contrario da detec¢do condutométrica convencional (com contato), a instalacdo dos
eletrodos ¢ feita na parte externa do capilar, ndo necessitando de estratégias como a perfuracao do
capilar com um laser de CO; [163], ou o posicionamento de eletrodos na extremidade do capilar
[164,165]. Outra vantagem ¢ que ndo had a necessidade de remover parte do recobrimento de

poliimida do capilar de silica como detec¢ao UV-Vis (janela de detecgao).

Como pode ser observado na Figura 10, a detecgio C*D baseia-se no acoplamento de
dois eletrodos tubulares metélicos colocados ao redor do capilar de silica fundida a uma certa

distancia um do outro [131].

Figura 10. Esquema do sistema de detec¢ao C'D. E; e E, sio os dois eletrodos do sistema de

deteccao.

Capilar de
silica fundida
recoherto
por poliimida

Elevada frequéncia
(milhares de Hz) E
1

E
Corrente elétrica 2
entre os dois
eletrodos

Fonte: Modificada de [166]

De forma simplificada, aplica-se um sinal senoidal de alta frequéncia, da ordem de

milhares de Hertz, em um dos eletrodos que estdo posicionados ao redor do capilar. As espécies
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i0nicas do eletrolito e da amostra permitem a passagem de uma corrente elétrica proporcional a
condutividade da solucdo que flui pelo capilar até o outro eletrodo e, posteriormente, esta corrente
gerada ¢ conduzida ao circuito eletronico. Apds o tratamento do sinal analitico (corrente
convertida em tensdo alternada, com posteriores etapas de retificacdo e amplificagdo) o mesmo ¢é
conduzido ao dispositivo de registro por meio de uma interface. Existe uma frequéncia 6tima de
trabalho, na qual a resisténcia da solugdo ¢ relevante e pode ser determinada através da corrente
que flui entre os dois eletrodos, pois, dependendo do valor dessa frequéncia, a resisténcia da
solu¢do no interior do capilar pode ser irrelevante e o detector ndo registrar as variagcdes na
condutancia [131,160,167,168]. Geralmente, existem moduladores para que seja possivel otimizar
a frequéncia aplicada nos eletrodos, no entanto, na versao do detector utilizado neste trabalho teve,
na sua fabricacdo, a frequéncia otimizada e fixada em 1,1 MHz para uso em capilares com
diametro interno no intervalo de 20 até 100 um. O sinal do oscilador ¢ do tipo senoidal e sua
amplitude ¢ de 4 Vpp, ndo sendo possivel realizar seu ajuste fino. Essa frequéncia e amplitude de
sinal sdo compativeis com a maioria dos eletrdlitos usados em CE, dispensando assim as

demoradas adequagdes necessarias para o bom funcionamento dos detectores comerciais.

A resposta do detector ¢ devida a substituicdo do co-ion presente no BGE pelo ion a ser
analisado. Nos casos em que o analito apresenta maior mobilidade que o co-ion do BGE ocorre
um aumento da condutividade nessa regido, o qual ¢ registrado como um pico positivo no
eletroferograma. Inversamente, se o co-ion apresenta maior mobilidade que o analito, o pico €
registrado como sinal negativo. Quanto maior for a diferenca de mobilidade do BGE em relagao
ao analito, maior serd a sensibilidade do detector, por isso o BGE possui papel fundamental no

sistema CE-C*D [121].

Dentre as vantagens deste tipo de detec¢dao pode-se destacar a facilidade de posicionar os
eletrodos, o desacoplamento entre o circuito de deteccdo e potencial de separagdo tendo uma

diminuicdo consideravel da interferéncia do campo elétrico usado na separacao das espécies o que
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favorece a relagdo sinal/ruido (SNR). O detector C'D raramente requer etapas prévias de
derivatizacdo, devido ao posicionamento externo dos eletrodos ndo tem a possibilidade de
contaminag¢do, obtendo-se, consequentemente, maior estabilidade e flexibilidade para a escolha do
BGE. Além disso, ¢ um sistema robusto, de baixo custo ¢ minima demanda por manuten¢ao. Com

isso, a C*D vem ganhando espaco rapidamente como forma de detec¢do em sistemas de CE [131].

Mais detalhes sobre os aspectos fundamentais da CE-C*D podem ser encontrados em um
artigo de revisdo publicado recentemente por Kuba'n e Hauser [169], além das referéncias ja

citadas anteriormente neste topico.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de métodos simples, rapidos,
com baixo custo e baixo consumo de amostras e reagentes para determinagdo de principios ativos

em formulagdes farmacéuticas utilizando a CE-C*D.

2.2. Objetivos especificos

v' Otimizagdo de metodologias, utilizando CE-C*D, para anélise de farmacos em diferentes
amostras farmacéuticas;
v Determinagdo rapida e simultinea de:
e Amoxicilina, clavulanato e potassio;
e Hidroclorotiazida, losartana e potassio;
e Hidroclorotiazida e atenolol;
e Hidroclorotiazida e metoprolol;
e Hidroclorotiazida e propranolol;
e Hidroclorotiazida e valsartana;
e Hidroclorotiazida e benazepril;
e Hidroclorotiazida e captopril;
e Hidroclorotiazida e enalapril;
e Hidroclorotiazida e lisinopril;

e Hidroclorotiazida e ramipril.

v' Comparagido estatistica dos resultados obtidos pelo método proposto e outros métodos

(HPLC e fotometria de chama);

v Estudo da degradagdo do CLA.
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3. Parte experimental

3.1. Reagentes e amostras

Todos os reagentes usados foram de grau analitico (pureza > 98%). A 4gua deionizada
(18 MQ cm™) foi obtida a partir de um sistema de purificagio denominado Direct-Q-System
(Millipore, Bedford, MA). Na tabela 4 estao listados todos os reagentes e as respectivas empresas

dos quais foram adquiridos.

Tabela 4. Relagdo de reagentes usados no trabalho e empresas onde foram adquiridos.

Reagentes Empresas
Acido Bérico Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Amoxicilina Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Atenolol Attivos Magistrais (Sao Paulo, SP, Brasil)
Benazepril Copermed (Pouso Alegre, MG, Brasil)
Captopril Attivos Magistrais (Sao Paulo, SP, Brazil)
CHES Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Clavulanato de potéssio Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
CTAB Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Enalapril Infinity Pharma (Sao Paulo, SP, Brasil)
Hidroclorotiazida Attivos Magistrais (Sao Paulo, SP, Brasil)

Hidroxido de sédio (NaOH) Panreac (Castellar del Valles, Spain)

Histidina Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Lisinopril Infinity Pharma (Sao Paulo, SP, Brasil)
Losartana Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Metanol Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Metoprolol Infinity Pharma (Sao Paulo, SP, Brasil)

Propranolol Attivos Magistrais (Sao Paulo, SP, Brasil)
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Ramipril Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
TRIS Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
TAPS Sigma-Aldrich (St. Louis, United States)
Valsartana Infinity Pharma (Sao Paulo, SP, Brasil)

Formulagdes farmacéuticas contendo AMX e KCLA ou HCT na presenca dos principios
ativos estudados foram obtidas em farmacias locais. Dez comprimidos de cada amostra foram
pesados com precisdao e depois macerados a um po fino e homogéneo. Nas andlises de amostras
contendo AMX e KCLA, as solugdes estoques e amostras foram preparadas em meio de
2 mmol L de NaOH. Pois os principios ativos sdo pouco soliiveis em meio aquoso e soliveis em
meio basico. Ja nas andlises das amostras contendo HCT e os demais principios ativos, todas as
solucdes estoque e amostras foram preparadas usando metanol como solvente. Todas as solugdes
de amostras e padrdes foram mantidos sob ultra-som (Ultracleaner 1400A UNIQUE) durante
10 min para completa solubilizagdo. Antes da injecdo no sistema de CE-C'D, as amostras foram
filtradas em membranas com tamanho de poro de 0,45 um e diluidas adequadamente em agua

deionizada até uma concentragao situada na faixa linear da respectiva curva de calibragao.
3.2. Instrumentacao

Os eletroferogramas foram obtidos utilizando um equipamento de CE-C*D construido no
laboratorio do Prof. Claudimir Lucio do Lago, no Departamento de Quimica Fundamental do
Instituto de Quimica da USP/SP. O equipamento possui dois detectores condutométricos sem
contato compactos acoplados capacitivamente (CE-C'D) [131,132]. Uma imagem do equipamento

de CE utilizado (A) e um esquema do sistema (B) estdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11. Imagem do equipamento (A) usado no laboratério e esquema do sistema CE-C'D (B).
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Esta versdao de C'D ndo possui partes moveis, como potencidmetros e conectores, sendo

assim considerado um detector compacto e robusto. Um oscilador trabalhando na frequéncia fixa

de 1,1 MHz foi otimizado para uso de capilares com diametro interno no intervalo de 20 até

100 pm. O sinal do oscilador € do tipo senoidal e sua amplitude € de 4 V,, [132]. Um programa de

computador desenvolvido em ambiente LabView 8 (National Instruments, Austin, TX) ¢

responsavel pelo controle do equipamento e aquisi¢do dos dados. O instrumento ¢ equipado com

uma fonte de alta tensdo bipolar (Spellman Power Supply 30kV).

Os detectores estdo posicionados ao longo do capilar a 10 cm de cada extremidade. O

capilar de silica fundida tinha 50 um de diametro interno, 375 pm de didmetro externo, 40 cm de
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comprimento total nos experimentos para determinacdo de AMX e KCLA e 50 cm de
comprimento total nos demais experimentos (Agilent, Folsom, CA, EUA). Desta forma, no
primeiro detector, o comprimento efetivo do capilar era de 10 cm e no segundo de 30 cm (AMX e
KCLA) ou 40 cm (HCT na presenga de outros). Antes das analises, o capilar foi pré-condicionado
por lavagem com NaOH 0,1 mol L™ durante 15 minutos, em seguida com agua deionizada durante
10 minutos e, finalmente, com o BGE a ser utilizado nos experimentos durante 10 minutos. As
amostras foram injetadas hidrodinamicamente (com pressdo constante de 25 kPa) no lado direito
do equipamento (anodo). Foi utilizada uma diferenca de potencial de +25 kV (lado da inje¢ao) na

determinagdo de AMX e KLOS e um potencial de +20 kV na determinac¢do dos demais analitos.

Nas andlises por HPLC para a determinacio de AMX e CLA foi utilizado um
equipamento Shimadzu LC-10 VP com um detector UV-Vis (SPD-10AV), uma coluna LC
(Lichrospher 100 A RP18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), um desgaseificador (DGU-20AS5), um
injetor manual (20 pL) e uma bomba (LC-10AD-VP). A fase movel era composta de
metanol/agua (15:85, v/v; pH ajustado para 6,0 com acido fosforico). O comprimento de onda
usado foi de 235 nm e a vazdo foi de 1,0 mL min™'. Estas condigdes foram adaptadas de um

trabalho publicado anteriormente [14].

Nas andlises por HPLC para a determinagdo de LOS e HCT foi utilizado um equipamento
Shimadzu LC-10 VP com um detector UV-Vis (SPD-10AV), uma coluna (Macherey-Naguel C18,
10 cm, 5 um), um desgaseificador (DGU-20A5), um injetor manual (20 pL) e uma bomba (LC-
10AD-VP). A fase mével foi composta de acetonitrila/tampao fosfato (35:65, v/v; pH 4,0; 0,1 mol
L. O comprimento de onda usado foi de 230 nm e a vazdo foi de 1,0 mL min™". Estas condigdes

foram adaptadas de um trabalho publicado anteriormente [30].
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A determinagdo de K foi realizada por fotometria de chama utilizando um equipamento
910M (Analyzer Instrumentacao Analitica, Sdo Paulo, Brasil) localizado no laboratdrio de

graduacdo do IQUFU.

As medidas de pH das solu¢des foram feitas em um pHmetro de bancada (PHS3BW -

BEL engineering), o qual foi calibrado diariamente para maior confiabilidade dos resultados.

3.3. Método para determinacio de K, CLA e AMX por CE-C'D

3.3.1. Estudo do BGE

Inicialmente, trés composicoes de BGE com diferentes valores de forca idnica e
capacidades tamponantes foram testadas, buscando o melhor desempenho, sendo eles:
- BGE 1: 10 mmol L™ de TRIS (2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) + 10 mmol L de
TAPS (acido 3-(tris(hidroximetil)metilamino)propano-1-sulfonico) (pH = 8,0) ;
- BGE 2: 10 mmol L' TRIS + 10 mmol L™ de TAPS + 0,2 mmol L' CTAB (brometo de cetil
trimetil amonio) (pH 8,4);

- BGE 3: 30 mmol L™ de 4cido bérico com pH ajustado em 8,0 com a adi¢do de NaOH.

Posteriormente a escolha do BGE, foram realizados estudos de otimiza¢cdo como:
- Tempo de injecao (0,3 —2,0s);

- Potencial de separacgao (15 — 25kV).
3.3.2. Estudo da degradacao do CLA

Os testes de degradacdo do CLA foram feitos de trés formas: (i) uma solucdo aquosa
contendo 1 mmol L' de KCLA foi exposta 4 luz solar por 24h; (ii) uma solugdo padrio contendo
1,0 mmol L de KCLA dissolvido em H,SO4 0,1 mol L durante 24 h; (iii) uma soluc¢io padréo

contendo 1,0 mmol L' KCLA dissolvido em NaOH 0,1 mol L durante 24 h. As trés solucdes
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foram injetadas no sistema CE-C'D apés 24h e, em seguida, todas as amostras foram entdo
y P g

dopadas com 1,0 mmol L' de KCLA e os eletroferogramas obtidos foram analisados.
3.4. Método para determinagio de HCT na presenca de outros por CE-C*'D

Assim como na determinacdo de KCLA e AMX, o primeiro estudo realizado para a
determinagdo simultanea de HCT na presenga de outros principios ativos foi a escolha do BGE, no
qual foram avaliadas 3 composi¢des de BGE com diferentes valores de forca idnica e capacidades
tamponantes, sendo eles:

- BGE 1: 10 mmol L™ de 4cido bérico com pH ajustado em 9,0 com a adi¢do de NaOH;

- BGE 2: 10 mmol L de CHES (4cido 2-(ciclohexilamino)etanosulfonico) com pH ajustado em

9,0 com a adi¢cdo NaOH,;
- BGE 3: 10 mmol L™ de HIS (histidina) com pH ajustado em 9,0 com a adi¢io NaOH.

Apds o estudo do BGE, experimentos foram realizados a fim de otimizar as condigdes a
serem usadas, como:
- pH do BGE (8,7 - 9,5);
- Concentragdo do BGE (5 — 50 mmol L™);
- Tempo de injecao (0,5 — 2,0s);

- Potencial de separacao (15 — 25kV).

3.5. Validacao dos parametros analiticos dos métodos propostos

3.5.1. Limite de detec¢iao (LOD) e limite de quantificaciao (LOQ)

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) [170], o
LOD pode ser definido como a concentracdo ou quantidade derivada da menor medida que pode
ser detectada com uma certeza apropriada por um determinado método analitico, dependendo da

média das medidas do branco, do desvio padrao das medidas do branco e de um fator numérico
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escolhido de acordo com o nivel de confianga desejado. Geralmente este fator numérico ¢ de 3
para LOD e de 10 para LOQ. Em outras palavras, o LOD seria a quantidade minima, em
concentragdo, de um analito que produza um sinal analitico de trés vezes o desvio padrido do

branco na regido do tempo de migracao do analito.

O LOD pode ser avaliado com base em parametros matematicos pela triplicata do
quociente entre o desvio padrdo do branco e pela inclinagdo da curva analitica, representados pela

equacao:
SB
LOD =3 > Equagdo 11

onde, SB: desvio padrao das 10 medidas do branco; b: inclina¢do (sensibilidade) da curva

analitica.

Uma critica a este modo de se obter o LOD ¢ fundamentada na falta de evidéncia objetiva
que prove que aquela concentragdo resultante do calculo ira realmente gerar um sinal analitico no
sistema, que seja distinguivel do ruido. Para as medidas em CE-C'D, os valores calculados por
este método superestimam o LOD [171]. Assim, neste trabalho, foi utilizada uma outra abordagem
para se determinar o LOD. Os LODs foram obtidos de forma experimental, a qual consiste em
analisar solucdes de concentracdo cada vez mais diluidas até que o sinal do analito seja cerca de
trés vezes a média do nivel do ruido [172,173]. A vantagem dessa abordagem ¢ a existéncia de
dados objetivos utilizados para comparar as respostas analiticas provenientes das baixas
concentracdoes dos padrdes, e determinar, conclusivamente, quais valores de concentracdo de

analito sdo necessarios para se distinguir do ruido e dizer se ha ou ndo presenca do analito.
3.5.2. Linearidade

O estudo da faixa linear de trabalho para os analitos alvo foi realizado com intuito de se

obter um coeficiente de correlacdo adequado (= 0,99) segundo a ANVISA [174], de modo a ser
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aplicavel a analise de amostras reais de farmacos em uma tnica corrida. A anélise de amostras em
uma unica corrida eletroforética somente ¢ possivel caso exista uma relacdo linear entre a
condutividade (pardmetro de leitura do detector) e a faixa de concentracdo dos farmacos nas

amostras.

~ 4 r .
Uma grande vantagem do uso da detecgdo C'D ¢ a de se ter uma resposta linear entre
condutividade e uma faixa de concentracdo relativamente ampla, desta forma ¢é possivel se
trabalhar, principalmente em valores mais elevados de concentragcdo, o que ndo ¢ comum em

outras técnicas.
3.5.3. Precisao

Os estudos de repetibilidade analisam se o método apresenta uma boa precisdo a partir

dos desvios padroes relativos (RSD), que sdo calculados a partir da seguinte equagao:

RSD = x 100 Equagéo 12

il v

onde, s desvio padrdo absoluto; X: média dos sinais analiticos.

A repetibilidade de injegdo intra-dia foi feito a partir de 10 inje¢des sucessivas no mesmo
dia, mesmo equipamento € o mesmo analista. A precisdo intermediaria (inter-dias) foi feito a partir

de 3 inje¢des em dias distintos com 0 mesmo equipamento € 0 mesmo analista.

3.5.4. Exatidao (ensaios de recuperacio)

As recuperagdes dos farmacos foram calculadas utilizando a seguinte equacao:

| Cfinal_ Camostra |

% de recuperacgao = Equacao 13

Cadicionada X 100

onde, Cpn: Concentragdo do fadrmaco analisada na amostra apds a adicdo; Coumosira:

Concentragao original do fArmaco na amostra; C,gicionada: Concentragao adicionada de farmaco.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Determinacao simultinea de AMX e KCLA

As Figuras 12 e 13 mostram os valores de pKa e as distribuigdes das espécies em funcio

do pH das moléculas de AMX e CLA, respectivamente.

Figura 12. Distribuicao das espécies vs pH para AMX.
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Figura 13. Distribuicdo das espécies vs pH para CLA.
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Como pode ser observado, a AMX possui uma complexa distribuicdo de espécies em
funcdo do pH da solucdo sendo encontrada nas formas catidnicas, anidnicas ou zwitterionicas
devido ao seu comportamento anfotérico (pl = 5,4). As formas cationicas e anionicas de AMX sdo
predominantes em solugdes com pH abaixo e acima de 5,4, respectivamente. CLA apresenta uma
distribui¢do de espécies mais simples e sua forma anidnica ¢ predominante acima de pH 2,7. Em
solugdes com pH > 5, 100 % das moléculas de CLA estardo em sua forma anionica. Baseado

nestas observagoes, conclui-se que ambas as espécies podem ser separadas por CZE.

A estratégia adotada para a separagao rapida de AMX e CLA por CZE foi o uso de BGEs
com valores de pH acima de 7, pois nesta condi¢do ambos 0s compostos estao na forma anidnica.

Trés diferentes solugdes foram avaliadas como BGE: (A) 30 mmol L™ de 4cido borico (pH = 8,0;
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ajustado com NaOH); (B) 10 mmol L™ TRIS/TAPS + 0,2 mmol L' CTAB (pH = 8,4); ¢ (C) 10
mmol L' TRIS/TAPS (pH = 84). A Figura 14 mostra os eletroferogramas obtidos nessas
condi¢des. Um pico correspondente ao sodio foi detectado porque as amostras e as solucgdes

padrdes foram inicialmente diluidas em 2 mmol L™ de NaOH.

Figura 14. Eletroferogramas obtidos no estudo do efeito da composi¢do do BGE na separacdo de
K, AMX e CLA. Concentra¢des dos analitos: 185 pmol L de KCLA e 500 pmol L de AMX.
BGEs: (A) 30 mmol L™ acido bérico (pH 8,0; ajustado com NaOH); (B) 10 mmol L™ TRIS/TAPS
+ 0,2 mmol L' CTAB (pH 8,4); (C) 10 mmol L' TRIS/TAPS (pH 8.,4). Potencial de separacio:
+25 kV (lado da inje¢do); Inje¢do hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; capilar de silica fundida d.i.:

50 pum; Comprimento total do capilar: 40 cm; Comprimento efetivo: 10 cm; U.A.: unidade

arbitraria.
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Inicialmente, para reduzir o tempo de andlise das espécies anidonicas (AMX e CLA) por
CZE, o EOF foi invertido pela adi¢do de um tensoativo catiénico (CTAB) [130,175] no BGE e,
consequentemente, os anions foram analisados em modo de separagdao co-EOF (anélise mais
rapida). No entanto, quando o surfactante cationico (CTAB) foi adicionado ao BGE (Figura 14B),

um eletroferograma instavel e com resolugdo ruim foi obtido, provavelmente devido a interacao
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entre os analitos e as micelas do CTAB. Portanto, o tensoativo cationico foi removido do BGE ¢ o
modo de separagdo contra-EOF foi entdo avaliado. Nesta condi¢do, os cations migram na dire¢ao
do detector em modo co-EOF (EOF + mobilidade eletroforética) e anions com baixa mobilidade
em modo contra-EOF (mobilidade EOF > mobilidade eletroforética) e sdo entdo detectados
imediatamente apos o marcador EOF (sinal gerado pelas moléculas neutras no C*D). Entre os
BGEs avaliados (TRIS/TAPS e tampdo borato), o BGE composto por 10 mmol L™ TRIS/TAPS
(Figura 14C) apresentou trés caracteristicas desejaveis: (1) mobilidade elevada do EOF, que foi
capaz de mover ambos anions AMX e CLA em dire¢ao ao detector (modo contra-EOF) em menos
de 1 minuto; (2) mobilidade/condutividade muito menor do que os analitos, o que gerou picos
positivos intensos para ambos os anions; e (3) uma linha base estdvel e com baixo ruido. Além
disso, o contra-ion do sal de CLA (K) pdde ser analisado e a determinacdo estequiométrica do sal
também foi possivel. O terceiro BGE avaliado (tampao de borato) ndo forneceu resultados

satisfatorios (Figura 14A).

No proximo estudo, a influéncia do potencial de separagdo (+ 15 a + 25 kV) e tempo de
inje¢do hidrodindmica (de 0,3 a 2,0 s a 25 kPa) na separagdo dos analitos foram avaliados. Os
eletroferogramas obtidos no estudo do tempo de injecdo estdo mostrados na Figura 15. Com o
aumento do tempo de inje¢do, tem-se um aumento na detectabilidade dos analitos, uma vez que
uma maior quantidade de amostra é injetada no sistema CE-C*D. No entanto, simultaneamente ao
aumento do sinal do analito, tem-se também a diminui¢do na resolug¢do devido ao alargamento dos
picos. Assim, o melhor desempenho foi obtido utilizando + 25 kV e 1 s (25 kPa) como potencial

de separagdo e tempo de inje¢do, respectivamente.
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Figura 15. Eletroferogramas obtidos no estudo do tempo de inje¢do utilizando uma solugao
padrio contendo AMX e KCLA (500 pmol L"). BGE: 10 mmol L' TRIS/TAPS (pH 8.4).
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Inje¢do hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; capilar
de silica fundida d.i.: 50 um; Comprimento total do capilar: 40 cm; Comprimento efetivo: 10 cm;

U.A.: unidade arbitraria.
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No estudo seguinte, a faixa linear de resposta (condutividade versus concentracido) dos
analitos em estudo foi avaliada (Figura 16). Como pode ser observado, as areas dos picos
apresentaram relagdes lineares em funcao das concentragdoes de K, AMX e CLA no intervalo de
concentracdo entre 25-1500 pmol L™ com coeficientes de correlagdo linear melhores ou iguais a
0,995 (n = 3). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagio igual a 0,99 [174]. E
importante ressaltar que uma das vantagens do sistema CE-C'D ¢ a obtenc¢io de uma ampla faixa
linear de resposta [176] e que, nesse caso, o estudo da faixa linear, o qual permite conhecer o

limite de linearidade, foi limitado pela resolucdo entre K e Na.
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Figura 16. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo contendo
concentragdes crescentes de KCLA e AMX e suas respectivas relacdes de sinal versus
concentragdo. Concentragdes crescentes dos analitos: (a — j: 25 — 1500 pmol L) de KCLA e

AMX. Demais condicdes, ver Figura 15.
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Posteriormente, uma menor faixa de concentracdo, denominada faixa de aplicagdo, foi
adotada para construgdo das curvas de calibragdo (Figura 17). A ANVISA determina um intervalo

compreendido entre 80-120% da concentragdo tedrica para farmacos e medicamentos.
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Figura 17. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo contendo
concentragdes crescentes de KCLA ¢ AMX (a — e: 200 — 800 pmol L") e as suas respectivas

curvas de calibragdo (n =3). Demais condig¢des, ver figura 15.
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A repetibilidade de inje¢do (intra-dia) do método proposto foi avaliada por dez injegdes
sucessivas de uma solugio padrio contendo 650 pmol L' de AMX e KCLA. Trés

eletroferogramas deste estudo sdo mostrados na Figura 18 (1°, 5° e 10° eletroferogramas).
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Figura 18. Eletroferogramas obtidos no estudo de repetibilidade com injegdes sucessivas (n = 10)
de uma solugdo padrio contendo KCLA ¢ AMX. Concentragio dos analitos: 650 umol L™ de
KCLA e AMX. Demais condicdes, ver Figura 15.
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Os RSDs obtidos a partir das areas dos picos da Figura 18 foram 4,5, 2,0 e 2,5% para
AMX, CLA e K, respectivamente. A precisdo intermedidria (inter-dia) também foi avaliada
através da analise de uma solugdo padrio (650 pmol L' de AMX e KCLA) em trés dias
diferentes. Neste estudo, os RSDs das areas dos picos foram de 7,3, 4,3 e 6,6% para AMX, CLA e
K, respectivamente. Esses resultados mostram que o método possui boa estabilidade mesmo em
dias distintos. Ainda assim, a calibra¢do didria seria mais indicada quando houver a necessidade

de uma maior precisao dos resultados.

Um resumo das caracteristicas analiticas do método proposto ¢ apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Caracteristicas analiticas do método proposto.

AMX CLA K
Intervalo de trabalho (umol L™) 200 — 800 200 — 800 200 — 800
Coeficiente de correlagao 0,995 0,998 0,998
Tempo de migragao (s) 35,1 £0,1 423 +0,2 18,7+ 0,2
RSD intra-dia (%; n = 10) 4,5 2,0 2,5
RSD inter-dia (%; n = 3) 7,3 43 6,6
LOD (umol L'; S/N = 3) 25 5 4
LOD (mgL™; S/N =3) 9,1 1,0 0,2
Injecdes por hora 75 75 75
Resolugio’ 3,39+£0,18 2,86 £0,10 1,84 +£0,10

*Calculado entre o pico do analito (AMX e CLA) e o pico anterior ou entre o pico do analito (K) e o pico
posterior.

A Figura 19 mostra os eletroferogramas obtidos para solugdes padrio e amostra de

formulacao comercial contendo AMX e KCLA.

Figura 19. Eletroferogramas obtidos com a injecdo de uma solucdo padrdo e amostra de KCLA e
AMX. Concentrago dos analitos: 500 pmol L™ de KCLA ¢ AMX. Demais condi¢des, ver Figura
15.
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Ambos os eletroferogramas (solu¢des padrdo e amostra) mostram padrdes similares e que
uma separa¢do completa de analitos foi possivel, usando o primeiro detector (10 cm de
comprimento efetivo do capilar). O eletroferograma obtido para a solu¢do amostra ndo apresentou
picos desconhecidos ou adicionais € conseguiu-se uma separagao satisfatoria dos analitos em cerca
de 45 s, o que fornece uma frequéncia de injecdo de 75 inje¢des por hora. O tempo gasto entre

uma analise e outra (tempo de injecdo e troca de solugdes) € menor que 5 s.

A exatiddo do método CE-C'D foi estimada por estudos de recuperagdo. Amostras de
formulagdes farmacéuticas foram analisadas antes e apo6s a adicdo de concentragdes conhecidas

dos trés analitos (AMX, CLA e K) dentro do intervalo linear.

As recuperagdes alcangadas foram de 98 a 103%, indicando a auséncia de efeitos de
matriz entre as solugdes amostra e padrao. Além disso, a exatiddo do método proposto também foi
avaliada pela determinagdo de AMX, CLA e K em amostras farmacéuticas e comparagdo dos
resultados aos obtidos por HPLC (AMX e CLA) e fotometria de chama (K). Os resultados obtidos

sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Determinacdo de AMX, CLA e K em formulac¢des farmacéuticas por CE-C*D, HPLC-
UV e fotometria de chama (FP) (valor £ SD; n = 3).

Amostra Bula HPLC FP CE-C'D fealeulado
(mg/tablete) (mg/tablete) (mg/tablete) (mg/tablete)
Al K 20,5 - 203+ 1,5 20,5+0,7 -
A2 K 20,5 - 20,2+ 1,7 19,8 +0,8 1,03
Al AMX 500 462 £ 14 - 462 £23 -
A2 AMX 500 476 £ 10 - 466 + 19 1,40
Al CLA 105 103 +2 - 103 +3 -
A2 CLA 105 107 +4 - 100 + 4 1,40

Os resultados obtidos por CE-C*D foram comparados estatisticamente com os obtidos

por HPLC (AMX e CLA) e fotometria de chama (K) usando o teste-# de Student pareado. Os
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valores de t calculados foram menores do que o valor tabelado (4,303; n = 3), o que indica que ndo

houveram diferencas significativas entre os resultados (nivel de confianga de 95%).

O método proposto usando CE-C*D ¢ pelo menos 2,7 vezes mais rapido do que o método
eletroforético relatado anteriormente [18] e até 40 vezes mais rapido do que os métodos por HPLC
para determinacdo de CLA e AMX [11,12,14,16,17,19], atingindo uma frequéncia analitica de 75
inje¢des h™'. Além disso, a possibilidade de determinagio simultdnea de K ¢ CLA (determinagdo
estequiométrica do sal de KCLA em uma unica corrida) ¢ um destaque do método proposto em

comparagao com trabalhos publicados anteriormente.

4.1.1. Estudo da degradac¢ao do CLA

Uma das utilidades da determinacdo simultdnea de K e CLA pode ser observada na
Figura 20. Tanto o K quanto o CLA apresentaram picos similares (Tabela 7) nos eletroferogramas
obtidos antes e apos o teste de fotoestabilidade. Como K ¢ uma espécie ionica estavel, ¢ possivel
concluir sem experimentos adicionais que CLA também apresentou um comportamento estavel no
periodo estudado (24 h). O resultado obtido aqui estd de acordo com um estudo anterior [177] em
que a estabilidade do CLA foi avaliada em meio aquoso e a degradac¢do s6 foi observada apds

72 h.
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Figura 20. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solu¢des padrido contendo 1 mmol L™

de KCLA antes (A) e depois (B) da exposi¢do a luz solar por 24 h. Demais condigdes, ver figura
15.
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Tabela 7. Valores obtidos para as areas dos picos de K e CLA antes e apds a exposi¢ao a luz

solar.
Area do pico (U.A.)
K CLA
Antes da exposicao a luz solar 38,9 21,8
Apbs a exposicdo a luz solar 39,5 21,7

A estabilidade do composto CLA também foi avaliada em meio acido. A Figura 21
mostra os eletroferogramas de uma solu¢do padrio de 1,0 mmol L' de KCLA dissolvido em
H,S0, 0,1 mol L durante 24 h (A). Apds 24 h, nenhum pico foi detectado para 1,0 mmol L™ de
CLA em meio acido (A). No entanto, apds a adicdo, na mesma solugdo, de uma aliquota de
solucdo de KCLA recentemente preparada, detectou-se um pico para CLA (B). Este resultado

(degradacao total de CLA em meio acido) também esta de acordo com a literatura [177].
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Figura 21. Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solu¢des padrio contendo 1 mmol L™
de KCLA dissolvido em 0,1 mol L™ de H,SO, durante 24 h sem (A) e com (B) a adigdo de mais 1

mmol L' de KCLA . Demais condi¢des, ver figura 15.
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A estabilidade do CLA também foi avaliada em meio basico. A Figura 22 apresenta
eletroferogramas no 1° e 2° detector de uma solugio padrdo de 1,0 mmol L™ KCLA dissolvido em
NaOH 0,1 mol L™ durante 24 h (A). Analisando os eletroferogramas obtidos no 1° detector, apés
24 h, um pico foi detectado para 1,0 mmol L™ de CLA (em meio basico) com tempo de migragdo
proximo ao tempo de migragdo do CLA e apos a adigdo de uma aliquota de solucdo de KCLA
recentemente preparada na mesma solucdo, verificou-se um aumento ou alargamento deste pico.
No segundo detector, uma melhor analise pode ser realizada, pois devido ao maior comprimento
efetivo do capilar, foi possivel verificar uma melhor resolucdo entre o pico desconhecido e o pico
referente a0 CLA adicionado. Assim, pode-se concluir, que o CLA também degrada em meio

basico.
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Figura 22. Eletroferogramas obtidos no 1° e 2° detector a partir da injecdo de solugdes padrao

contendo 1 mmol L™ de KCLA dissolvido em 0,1 mol L de NaOH durante 24 h sem (A) e com

(B) a adi¢do de mais 1 mmol L de KCLA . Demais condi¢des, ver figura 15.
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As vantagens da utilizagdo de CE-C*D na determinacio simultanea de AMX, CLA ¢ K

em amostras farmacéuticas foram demonstradas. O procedimento proposto ¢ preciso, seletivo,

exato, rapido (75 inje¢des h™') e requer quantidades muito pequenas de amostras e reagentes, além

de ndo fazer uso de solventes organicos na composicdo do BGE. No trabalho proposto, um

instrumento CE construido em laboratério com um detector de baixo custo foi usado (~ USD

160,00), portanto, pode ser considerado como um sistema de anélise de baixo custo. Além disso, o

método proposto pode ser aplicado para verificar a degradagcdo do CLA por determinagao

estequiométrica de K e CLA. Na tabela 8 foi feita uma comparacdo entre as técnicas HPLC,

descritas na literatura, e CE-C4D, utilizada neste trabalho.
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Tabela 8. Comparagio das caracteristicas das técnicas HPLC e CE-C*D.

HPLC CE-C'D
Velocidade moderada (~10 min por analise) alta (~45 s por analise)
Custo do equipamento alto moderado
Custo operacional alto baixo
Detectabilidade alto moderado
Eficiéncia moderada alta
Automacao sim sim
Precisdo excelente boa
Robustez excelente boa

Consumo de reagentes

alto (~10 mL por analise)

minimo (nL por andlise)

Geracao de residuos

alta

minima
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4.2. Determinacao simultinea de KLOS e HCT

De acordo com os dados obtidos na literatura [7], os valores de pKa dos analitos
estudados sdo: LOS =3,9 ¢ 5,9, e HCT = 9,1, 9,8 e 11,3 . Estes valores de pKa indicam que as
duas espécies podem existir nas suas formas ionicas em solugdes aquosas e, portanto, podem ser
separadas por CZE. A LOS ¢ uma molécula anfotera (pl = 4,9) e pode existir tanto na sua forma
catidnica (pH < 4,9) quanto na sua forma anidnica (pH > 4,9). Nas formulagdes farmacéuticas a
LOS possui como contra ion o cation K™ na propor¢do 1:1 [178]. J4 a HCT existe na forma
anidnica em solugdes com pH superior a 7,1. A fim de conseguir a determinacdo desses trés
analitos (K, HCT e LOS) simultaneamente, uma condi¢do que permitisse a determinagdo

simultanea de cations e anions por CZE foi avaliada.

Uma analise das curvas de porcentagem de distribuicdo das espécies versus pH (Figuras
23 e 24) permite uma avalia¢ao preliminar das faixas de pH onde a separacao ¢é possivel por CZE.
Como em pH inferior a 7,1, a HCT nd3o esta ionizada, ou seja, tem mobilidade zero, a
determinagdo simultanea destes compostos s6 poderd ser feita em BGEs com valores de pH
maiores que 7,1. Nestas condi¢des, a LOS também estard na sua forma anidnica e as duas
espécies, juntamente com o contra ion da losartana (K), poderdo ser analisados por CZE. Desta
forma, a estratégia adotada neste trabalho para a determinagdo rapida e simultdnea dos trés
compostos (K, HCT e LOS) por CZE foi o uso de EOF normal com alta mobilidade (pH > 7.5,
quase 100% dos grupos silandis ionizados). Nesta condic¢do, cations irdo migrar rapidamente em
direcdo ao detector (EOF normal + mobilidade eletroforética de cations) e anions de baixa
mobilidade eletroforética serdo levados até o detector pelo EOF (mobilidade do EOF >>>
mobilidade eletroforética de anions). Nesta condicao, o cation (K) sera detectado antes do EOF e
os anions (HCT e LOS) serdo detectados imediatamente apds o pico do EOF (agua + moléculas

neutras; C4D).
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Figura 23. Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de LOS.
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Figura 24. Curva da relagdo de carga versus pH da molécula de HCT.
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Inicialmente foi feito um estudo utilizando o BGE composto por 10 mmol L™ de 4cido
borico e pH ajustado com NaOH. O estudo foi realizado na faixa de pH em que o acido borico

(pKa =9,2) tem capacidade tamponante (Figura 25).
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Figura 25. Eletroferogramas obtidos com a variacdo de pH na separacao de K, HCT e LOS por
CZE. Concentragdes dos analitos: 650 pmol L™ de KLOS e 250 pmol L™ de HCT. BGE:10 mmol
L' de acido bérico com pH ajustado com NaOH; Injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 1,0 s;
Potencial de separacdo: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10

cm, respectivamente; EOF: normal.
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Como pode ser observado, a separacao destas espécies pode ser feita na faixa de pH entre
9,0 € 9,3 pois uma resolucdo adequada ¢ obtida para todos os analitos nesta faixa de pH (Tabela
9). Os eletroferogramas mostram que o pico da HCT se distancia do sinal do EOF e se aproxima
do sinal da LOS com o aumento do pH do BGE (8,7 a 9,5), pois as moléculas na sua forma neutra
sao convertidas em anions com o aumento do pH. Em pH 9,5, ja ndo ¢ mais possivel ter a
separacao das espécies HCT e LOS, pois elas comegam a adquirir mobilidades e tempos de
migracao semelhantes. Como nessa faixa de pH estudada, as moléculas de LOS ja estdo 100% na
sua forma anidnica, nao foi observada diferenca significativa no tempo de migracao desta espécie
em relacdo a variagdo do pH. A diferenca do tempo de migragdo apresentada nos eletroferogramas

¢ devido a variacdo das concentragdes dos BGEs. Nestas condicdes, além da possibilidade da



88

determinagdo rapida e simultainea HCT e LOS em formulac¢des farmacéuticas, uma caracterizacao

estequiométrica da losartana potassica (KLOS) também ¢ possivel em cada analise.

Tabela 9. Resolucao entre os picos de HCT e LOS em fun¢ao do pH do BGE.

Resolucao*
Valor do pH HCT LOS
8,7 0,9 2,3
9,0 1,6 2,1
9,3 2,2 1,7

9,5 - -

"Calculado entre o pico do analito e o pico anterior. No caso da HCT o pico anterior ¢ o EOF.

Posteriormente, foram estudados os efeitos de diferentes composigoes de BGEs sobre a
eficiéncia de separagdo das trés espécies (Figura 26). Trés tampdes foram avaliados: 10 mmol L™
de 4cido borico, 10 mmol L' de CHES e 10 mmol L' de HIS, todos ajustados para pH = 9 com

NaOH.
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Figura 26. Eletroferogramas obtidos com a variacdo da composicao do BGE na separagao de K,
LOS ¢ HCT por CZE. Concentragdes dos analitos: 650 pmol L™ de KLOS e 250 pmol L™ de
HCT. BGEs:10 mmol L' de 4cido borico; 10 mmol L de HIS; 10 mmol L' CHES; todos

ajustados para pH = 9 com NaOH. Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de

separacao: +25 kV (lado da injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.
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Tabela 10. Area do pico e resolugdo apresentadas na separagdo das espécies K, HCT e LOS em

diferentes BGEs.
H;BO; CHES HIS
K 28,0 24,7 25,5
Area do pico (U.A)  HCT 14,2 10,7 7,9
LOS 126,3 52,6 58,5
K 59 6,4 6,0
Resolucao* HCT 1,7 1,8 1,1
LOS 2,2 2,7 2,8

*Calculada entre o pico do analito (HCT e LOS) e o pico anterior ou entre o pico do analito (K) e pico posterior.

Observou-se que, o0 BGE composto por 10 mmol L™ de 4cido bérico apresentou o melhor

resultado, proporcionando uma adequada resolugdo e boa detectabilidade aos analitos em estudo
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(Tabela 10). Neste BGE, os picos referentes a HCT e LOS tiveram comportamento semelhantes

apresentando picos negativos (mobilidade menor do que a mobilidade do tampao).

Em seguida, foi realizado um estudo de concentragdo do tampao no qual a concentragdo
do 4cido bérico foi variada de 5 a 50 mmol L, com pH = 9 ajustado com NaOH (Figura 27).
Pode-se observar que o tampdo composto por 10 mmol L™ de 4cido bérico apresentou o melhor
resultado (menor tempo de andlise, picos menos assimétricos e largos) e este foi o escolhido para a

continuacao dos estudos.

Figura 27. Eletroferogramas obtidos em diferentes concentracdes do BGE utilizando uma solugao
padrio de KLOS e HCT. Concentragdes dos analitos: 650 umol L™ de KLOS e 250 pmol L™ de
HCT. BGEs: 5, 10, 15, 20 ¢ 50 mmol L de 4cido boérico pH = 9,0 ajustado com NaOH. Injecao
hidrodinadmica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); Comprimento

total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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No préximo estudo, a influéncia do potencial de separacdo (+15 a +25 kV) foi avaliada
(Figura 28). O melhor desempenho quando avaliou-se concomitantemente resolugdo (Tabela 11) e

tempo de analise foi obtido utilizando +20 kV como potencial de separagao.

Figura 28. Eletroferogramas obtidos em diferentes potenciais de separagdo utilizando uma
solucdo padrio de KLOS e HCT. Concentracdes dos analitos: 650 pmol L™ de KLOS e 250 pmol
L' de HCT. BGE: 10 mmol L" de 4cido bérico pH = 9,0 ajustado com NaOH. Injegdo
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separacdo: variando de +15 kV a +25 kV (lado da

injecdo); Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Tabela 11. Resolucdo apresentada na separacdo das espécies HCT e LOS em relagdo ao potencial

de separagdo.

Resolucao*
Potencial (kV) HCT LOS
15 1,49 2,58
20 1,54 1,77
25 1,57 2,49

*Calculada entre o pico do analito e o pico anterior. Para HCT o pico anterior € o EOF.
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Em seguida foi realizado o estudo do tempo de injecao (0,5 s a 2s) (Figura 29).

Figura 29. Eletroferogramas obtidos no estudo do tempo de inje¢ao utilizando solugdes padrdes
contendo KLOS (650 pmol L) ¢ HCT (250 umol L™) e respectivos graficos mostrando a relagio
do tempo de injecdo com a area dos picos. BGE: 10 mmol L de 4cido bérico pH = 9,0 ajustado
com NaOH; Pressdo de injecdo: 25 kPa; Potencial de separacdo: +20 kV (lado da inje¢do);

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Como pode ser observado na Figura 29, em tempos de introducdo maiores tem-se uma

maior area para os picos, uma vez que uma maior quantidade de analito ¢ introduzida no capilar,

no entanto, elevados tempos de injecdo podem afetar negativamente a resolu¢ao. O tempo de

injecdo de 1 s proporcionou picos menos assimétricos e largos, adequada detectabilidade e foi o

selecionado para as demais analises. A linearidade (r > 0,998 para todos os analitos) obtida do

tempo de inje¢do da amostra em funcdo do sinal analitico indica que o sistema de inje¢do ¢
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eficiente e reprodutivo. Um resumo dos parametros estudados e respectivos valores com as

melhores condi¢des ¢ apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Relacdo dos parametros operacionais otimizados do método de determinacao de K,

LOS e HCT por CE-C*D.

Parametros Intervalo estudado Valor otimizado
pH do BGE 8,7-9,5 9,0
Concentra¢io do BGE (mmol L™) 5-50 10
Potencial de separacgao (kV) 15-25 20
Tempo de injec¢do (s) a 25 kPa 0,5-2,0 1,0
Comprimento efetivo do capilar (cm) 10 e 40 10 e 40

Apos os testes de otimizacdo do método, deram inicio aos testes para avaliar a precisao e

exatiddo do mesmo. Primeiramente, foi avaliada a linearidade do método, no primeiro e segundo

detectores, para os analitos em estudo (Figura 30).
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Figura 30. Eletroferogramas obtidos no primeiro (A) e segundo (C) detectores a partir da injegao
de solugdes padrio contendo concentragdes crescentes de KLOS (a — it 52 - 1300 pmol L) e
HCT (a—1i: 20 - 500 umol L) e as respectivas relacdes de concentragdo e sinal dos analitos no
primeiro (B) e segundo (D) detector (n = 3). BGE: 10 mmol L de 4cido boérico pH = 9,0 ajustado
com NaOH. Injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separagdao: +20 kV (lado da
inje¢d0); Comprimento total do capilar: 50 cm; Comprimento efetivo do capilar 10 cm (1°

detector) e 40 cm (2° detector); EOF: normal.
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Na Figura 30 pode-se visualizar os eletroferogramas obtidos para concentragoes
crescentes de K (52 a 1300 umol L™), HCT (20 a 500 pmol L) e LOS (52 a 1300 umol L") no
primeiro detector (A) e a relagdo entre a concentracao das espécies e a area dos picos (B). Além
disto, os eletroferogramas obtidos para as mesmas solugdes no segundo detector (C) e sua relagao

de concentragdo versus area dos picos (D). Observa-se que, em ambos os detectores, at¢ mesmo
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em elevadas concentracdes tem-se resolucdo adequada e boa relacdo linear entre concentragdo e
sinal analitico para todos os analitos estudados com coeficientes de correlagdo maiores que 0,995.
A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 [174]. Posteriormente, uma
menor faixa de concentracdo, foi adotada para constru¢do das curvas de calibragdo. Embora no
segundo detector os picos sejam mais finos e simétricos e, apresentem melhor resolugdo, a
frequéncia analitica aumenta cerca de quatro vezes em relagdo ao primeiro detector. Nesse caso, a
fim de se obter um método rapido, as andlises no primeiro detector sdo perfeitamente possiveis,
mesmo que com menor resolugdo. Com o intuito de fazer uma comparagdo entre detectores, os

resultados em ambos serdo mostrados.

A fim de avaliar a estabilidade do sistema, procedeu-se com o estudo de repetibilidade. O
desempenho do sistema ¢ mostrado na Figura 31 com o primeiro, quinto e décimo
eletroferogramas obtidos no primeiro e segundo detectores a partir da injecdo de uma solugdo

padrdo contendo KLOS ¢ HCT.
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Figura 31. Eletroferogramas obtidos no primeiro (A) e segundo (B) detectores para o estudo de
repetibilidade com dez injegdes sucessivas de solugdes padrao composta por KLOS (650 pmol L

" ¢ HCT (250 umol L™"). Demais condigdes ver Fig. 30.
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Os resultados estatisticos calculados a partir dos eletroferogramas sdo apresentados na
Tabela 13. Este estudo mostrou que o método proposto apresenta boa repetibilidade de injegao,
com desvios padrdes relativos inferiores a 4,6 ¢ 0,6% em relacdo a area dos picos e tempos de
migragdo, respectivamente para todos os analitos. Isto mostra que n3o ha necessidade da
renovacao do BGE (flush) no capilar ao longo de dez anélises sucessivas. Foi realizado também o
estudo de precisdo intermedidria inter-dias, no qual foi feita a inje¢do da mesma solugdo padrao
em trés dias diferentes, apresentando desvios padrdes relativos inferiores a 12,9% e 2,1% em
relacdo a area dos picos e tempo de migracdo, respectivamente. Este resultado indica a
necessidade da calibracao diaria para a obtengdo de resultados mais precisos. No entanto, segundo
a ANVISA, sdo aceitdveis valores de RSD menores que 20% [174]. Também estdo apresentadas
na Tabela 13 todas as caracteristicas analiticas do método. Dentre estas estdao os LOD que foram
calculados de forma experimental, por apresentar resultados mais reais. Foram feitas inje¢cdes dos
analitos (KLOS e HCT) no equipamento, utilizando concentra¢des cada vez mais baixas (dilui¢ao

progressiva), até que o sinal do pico do analito fosse trés vezes maior do que o ruido de fundo.



Tabela 13. Caracteristicas analiticas do método proposto (valor + SD).

‘
an
a
-
y
Q
»n

Faixa linear (umol L) 130 - 780 130 - 780 50 -300 50 -300 130 - 780 130 - 780

Tempo de migragao (s) 17,6 0,1 55,6+0,1 309+0,1 101,1+0,2 352+0,1 114,0+0,3

RSD inter-dias (%; n = 3) 4.5 5,0 6,1 7,2 2,1 3,0

LOD (mgL'; S/N=3) 0,2 0,2 3,0 3,3 1,3 1,3

Resolugio’ 6,9+0,2 15,1+£0,3 1,7+0,1 3,6 0,2 24+0,1 4,9+0,1

*Calculado entre o pico do analito (HCT e LOS) e o pico anterior ou entre o pico do analito (K) e o pico posterior.
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A Figura 32 apresenta um eletroferograma tipico de uma solugdo padrao contendo KLOS

(650 pmol L) e HCT (250 umol L) e um eletroferograma de uma solucdo preparada a partir de

uma formulagdo farmacéutica comercial, no primeiro (A) e segundo (B) detectores. Estes

resultados demonstram a possibilidade de se realizar a determinagdo de compostos em

formulagdes farmacéuticas contendo KLOS e HCT, pois sobreposicdes ou picos adicionais

provenientes de interferentes (excipientes, por exemplo) ndo foram detectados.

Figura 32. Eletroferogramas obtidos no primeiro (A) e segundo (B) detector de uma solugao

padrio e amostra contendo KLOS+HCT. Concentragdo dos analitos: 650 umol L™ de KLOS e

250 pmol L' de HCT. Demais condi¢des ver figura 30.
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As Figuras 33 e 34 apresentam os eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de

solucdes padrdo contendo concentragdes crescentes de KLOS e HCT, e suas respectivas curvas de

calibrag¢@o no primeiro e segundo detectores, respectivamente.
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Figura 33. Eletroferogramas obtidos no primeiro detector de solugdes padrdo contendo
concentragdes crescentes de KLOS + HCT e suas respectivas curvas de calibragdo (n = 3).
Concentracdes: KLOS (a — f: 130 — 780 pumol L") e HCT (a — f: 50 — 300 pmol L). Demais

condigdes ver figura 30.
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Figura 34. Eletroferogramas obtidos no segundo detector de solu¢des padrdo contendo
concentragdes crescentes de KLOS + HCT e suas respectivas curvas de calibragdo (n = 3).
Concentracdes: KLOS (a — f: 130 — 780 pumol L") e HCT (a — f: 50 — 300 pmol L). Demais

condigoes ver figura 30.
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A exatidio do método CE-C*D proposto foi avaliada através da analise de duas amostras
de formulacdes farmacéuticas comerciais. A Tabela 14 apresenta uma comparacio dos resultados

obtidos na anélise destas amostras por CE-C'D, HPLC-UV e os valores contidos na bula.



Tabela 14. Determinacio de K, HCT e LOS em formulac¢des farmacéuticas por CE-C*D (valor + SD; n = 3).
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Amostra Bula

(mg/tablete) (mg/tablete)

HPLC CE-CD

(mg/tablete)

K 4,20

Al HCT 12,50
LOS 45,80

K 4,20

A2 HCT 12,50
LOS 45,80

1° detector

- 3,86 0,02
11,84 £0,20 11,51 £0,22
42,49 £0,20 42,59 + 0,99
- 3,97 £0,04
13,1+£0,30 12,96 +0,10
4429 +£0,20 44,14+0,58

2° detector
3,80£0,10
11,59 +£0,28
42,99 + 0,88
3,90 +0,03
13,32 +£0,23
46,20 + 0,15

- 8,09
-7,92
-7,01
-5,48
+3,68
-3,62

1° detector 2° detector

-9,52
-7,28
-6,14
-7,14
+6,56
+0,87

1° detector 2° detector

-2,79
+0,23
-1,07
-0,34

-2,11
+1,18
+1.65
+4,31

D;: Diferenca entre CE-C'D ¢ o valor que consta na bula. [(Valores encontrado na bula) — (Valores obtidos pelo método proposto)] / Valores encontrado na bula x100
D,: Diferenga entre CE-C*'D ¢ HPLC. Diferenga: [(Valores obtidos por HPLC) — (Valores obtidos pelo método proposto)] / Valores obtidos por HPLC x100
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Todos os resultados obtidos pelo método proposto (CE-C'D) sdo similares aos
encontrados na bula demonstrando que o método ¢ capaz de fazer a determinagdo de KLOS e
HCT em formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos para HCT e LOS por CE-C*D foram
comparados estatisticamente com os obtidos por HPLC usando o teste-t de Student pareado. Os
valores de t calculados foram menores do que o valor tabelado (4,303; n = 3), o que indica que nao

houveram diferencas significativas entre os resultados (nivel de confianga de 95%).

Os estudos de adicdo e recuperacdo apresentaram resultados satisfatorios, com
recuperagdes no primeiro detector de (98 £ 3)%, (102 = 4)% e (101 £ 2)% (n = 3) para K, HCT e
LOS, respectivamente, e no segundo detector de (96 + 4)%, (99 + 4)% e (102 + 3)% (n = 3) para
K, HCT e LOS, respectivamente. Além disso, o sinal detectado para potassio também apresentou
uma resposta linear em relagdo a concentracdo na mesma faixa de concentragao da LOS, e, assim,
a determinacdo estequiométrica do sal de KLOS também ¢ possivel. A relacdo estequiométrica
teorica para o sal de KLOS ¢ de 1:1 (concentracdo molar) [178]. No entanto, este resultado
somente ¢ obtido para a forma correta de sal, na auséncia de impurezas, ou ainda, na auséncia de
degradacao/hidrdlise de LOS. Portanto, o método proposto proporciona resultados rapidos e
confidveis para a caracterizagdo estequiométrica da matéria-prima de KLOS. Apds a adicdo de
KLOS a uma formulagdo farmacéutica, a caracterizagdo estequiométrica s6 ¢ possivel se outros

sais de potassio nao sao usados como excipientes nesta formulagao.
4.2.1. Conclusées parciais

Este trabalho propds um método novo, simples e rapido (102 inje¢des h” " utilizando CE-
C*D para determinagdo simultdnea de K, HCT e LOS em amostras farmacéuticas. O método
apresentou seletividade e geracdo minima de residuos por andlise. Este método também possui
procedimentos simples, sem necessidade de preparo de amostra (apenas dissolucao e diluigdo),

sem etapas prévias de extracdo ou derivatizacao, e sem se fazer necessario o uso de padrao interno
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(normalmente requisitado em analises por CE). Além disso, o método proposto pode ser usado
para detectar indicios da degradag¢ao de LOS por determinagdo estequiométrica de K e LOS, desde
que ndo tenha K no excipiente e desde que LOS nao gere produto com mesmo tempo de migragao
de K. Nao foi encontrado na literatura nenhum outro método que permita a analise simultanea de

K e LOS.
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4.3. Determinacido de HCT e outros principios ativos

Os desafios encontrados pela industria farmacéutica vao muito além da estabilidade dos
farmacos associados numa formulacao e da dificuldade analitica no controle de qualidade. Sabe-se
que ¢ de grande importancia o desenvolvimento de métodos capazes de quantificar principios
ativos em formulagdes farmacéuticas compostas (associagao de dois ou mais fairmacos) e que ao
mesmo tempo apresentem caracteristicas como simplicidade e rapidez. Quando se leva em
consideragdo a constante expansao da industria farmacéutica [179] e o aumento progressivo de
novos farmacos sintetizados em laboratorio, um método unico capaz de realizar a analise de uma

grande variedade de principios ativos ¢ de grande utilidade.

Dentro deste contexto, foram realizados testes utilizando condi¢cdes ja otimizadas
anteriormente (Tabela 12) em amostras comerciais contendo o principio ativo HCT em associagdo
com outros principios ativos como ATE, PRO, MET, VAL, BEN, CAP, ENA, LIS e RAM. Os
resultados obtidos nesses testes estdo relatados a seguir. A fim de comparacdo, os resultados

obtidos anteriormente para HCT e KLOS também serdo mostrados.

Analisando os pKas das espécies mostrados na Tabela 1 (pagina 28), pode-se concluir
que as moléculas de ATE, PRO e MET sao predominantemente catidnicas (> 82% das moléculas
com cargas positivas) em solugdes com pH =9, ja as moléculas de VAL, BEN, CAP, ENA, LIS e
RAM sdo predominantemente anionicas (> 92% das moléculas com cargas negativas) neste
mesmo valor de pH. O fato das espécies de interesse estarem carregadas no valor de pH ja
otimizado, aliado ao fato de que em solugdo com pH > 8 tem-se a velocidade do EOF no valor
maximo (determinagdo rapida de cations no modo co-EOF e anions lentos no modo contra-EOF),
indicava a possibilidade de se realizar a determinacdo de HCT na presenca destas espécies usando

as condicdes ja otimizadas.
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As analises envolvendo HCT na presenca das espécies anionicas (LOS, VAL, BEN,
CAP, ENA, LIS e RAM) poderiam ainda ser testadas adotando o uso de um inversor de fluxo
(geralmente um tensoativo catidnico, por exemplo CTAB). Nesta condi¢ao, a ordem de migragao
das espécies sera a seguinte: primeiro os anions, seguidos pelas moléculas neutras e por ultimo os
cations de baixa mobilidade. Quando as analises por CZE sdo realizadas com as espécies de
interesse se movimentando (migrando) no interior do capilar na mesma dire¢ao do EOF tem-se um
aumento na velocidade da analise (mobilidade eletroforética + mobilidade eletrosmoética = modo
co-EOF) e normalmente uma melhor resolugdo entre os picos (mais estreitos). No entanto, o foco
do trabalho foi direcionado em verificar a possibilidade de usar um unico método na determinagao
de principios ativos em formulagdes farmacéuticas que contém HCT e associagcdes. Assim, 0

método desenvolvido para a determinagcdo de HCT e KLOS foi testado para este fim.

Para uma melhor organizacdo na apresentagdo dos resultados, as amostras foram
divididas em 3 grupos conforme certa similaridade nas propriedades quimicas dos respectivos
principios ativos. No grupo 1 estdo ATE, MET e PRO (beta-bloqueadores). No grupo 2 estdo

KLOS e VAL (ARAII). J& no grupo 3 estdio BEN, CAP, ENA, LIS e RAM (IECA).

A relagdo de concentragdo comumente encontrada entre os principios ativos HCT:ATE,
HCT:MET, HCT:PRO, HCT:KLOS, HCT:VAL, HCT:BEN, HCT:CAP, HCT:ENA, HCT:LIS e
HCT:RAM ¢ da razdo, em massa, de 1:8; 1:8; 1:1,6; 1:4; 1:12,8; 1,3:1; 1:2; 1:1,6; 1:1,6; 2,5:1,

respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 15. Quantidade comumente encontrada de HCT na presenga de outros principios ativos.

Principio ativo 8;;?;3:&?
1 Hidroclorotiazida 12,5
Atenolol 100
) Hidroclorotiazida 12,5
Metoprolol 100
3 Hidroclorotiazida 25
Propranolol 40
4 Hidroclorotiazida 12,5
Losartana potassica 50
5 Hidroclorotiazida 12,5
Valsartana 160
6 Hidroclorotiazida 6,3
Benazepril 5
7 Hidroclorotiazida 25
Captopril 50
2 Hidroclorotiazida 12,5
Enalapril 20
9 Hidroclorotiazida 12,5
Lisinopril 20
10 Hidroclorotiazida 12,5
Ramipril 5

Inicialmente, solugdes padroes contendo HCT+ATE, HCT+PRO, HCT+MET,
HCT+KLOS, HCT+VAL, HCT+BEN, HCT+CAP, HCT+ENA, HCT+LIS e HCT+RAM foram
injetadas no sistema CE-C*D nas condigdes otimizadas para a determinagio de HCT ¢ KLOS e
mostradas na Tabela 12. Os eletroferogramas obtidos no primeiro (10 cm de coluna) e segundo
(40 cm de coluna) detector para cada par de analitos estdo mostrados nas Figuras 35, 36 e 37. A
opcao pelos valores de concentragdes dos farmacos usadas nas solugdes que foram injetadas esta

relacionada com as diferentes proporgdes encontradas em formulacdes farmacéuticas comerciais.
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Figura 35. Eletroferogramas obtidos para solugdes padrio contendo: (A) HCT (200 pmol L) e
ATE (400 pmol L™); (B) HCT (100 pmol L") e MET (175 umol L'"); (C) HCT (150 umol L") e
PRO (300 pmol L™). BGE: 10 mmol L de 4cido bérico pH = 9,0 ajustado com NaOH. Injecio
hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s; Potencial de separagao: +20 kV (lado da inje¢ao); Comprimento
total do capilar: 50 cm; Comprimento efetivo do capilar 10 cm (1° detector) e 40 cm (2° detector);

EOF: normal.
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Figura 36. Eletroferogramas obtidos para solugdes padrao contendo: (A) HCT (250 umol LYe
KLOS (650 pmol L™); (B) HCT (150 pmol L") ¢ VAL (653 pmol L"). Demais condi¢des ver

figura 35.
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Figura 37. Eletroferogramas obtidos para solu¢des padrao contendo: (A) HCT (150 umol LYe
BEN (100 pmol L™); (B) HCT (150 pmol L) e CAP (300 pmol L™); (C) HCT (150 pmol L") e

ENA (188 pmol L™"); (D) HCT (100 pmol L) ¢ LIS (100 umol L™); (E) HCT (350 pmol L") e
RAM (117 pmol L™"). Demais condigdes ver figura 35.
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Como pode ser observado nas Figuras 35, 36 e 37, a separacdo de todas as espécies
utilizando as condi¢des otimizadas anteriormente para determinacdo de KLOS e HCT ¢ possivel.
Todos os resultados obtidos confirmam os valores teoricos de pKa encontrados na literatura [7] e

apresentados na Tabela 1. Os eletroferogramas mostram sinais negativos para a maioria dos



110

analitos (menos para K), indicando que possuem menor mobilidade (condutividade) do que o BGE
utilizado. Quanto maior for a diferenca de mobilidade entre 0 BGE ¢ o analito, maior é o sinal
analitico. Observa-se também que alguns analitos (ATE/MET/PRO, BEN/LIS, ENA/RAM)
possuem tempos de migracdo semelhantes, devido aos seus comportamentos e caracteristicas
similares (carga, massa molar ¢ pKa), e ndo seria possivel separa-los utilizando o método em

estudo, o que impossibilitou a determinacdo destes em uma tnica corrida eletroforética.

A Tabela 16 mostra que a resolug¢@o entre os analitos no segundo detector ¢ cerca de 2
vezes maior que a resolucdo no primeiro detector. No entanto, a separacdo obtida no primeiro
detector € suficiente (> 1,3) para determinar estes analitos de forma seletiva, o que ndo justificaria
o uso do segundo detector j4 que este apresenta um tempo de analise 3,5 vezes maior. Segundo

descrito na literatura, valores de resolugdo acima de 1,25 sao aceitaveis [180].
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Tabela 16. Resolugdo obtida para os analitos no primeiro e segundo detector.

Resolucao*
Analito 1° detector 2° detector
HCT 2,1 4.4
ATE 2,2 4.8
HCT 2,2 4,3
MET 1,8 3,8
HCT 2,0 4,5
PRO 1,8 3,9
HCT 1,7 3,6
LOS 2.4 4,9
HCT 1,4 5,3
VAL 3,3 11,8
HCT 1,3 3,3
BEN 1,6 3,7
HCT 1,3 3,3
CAP 4,0 9,0
HCT 1,7 4,3
ENA 2.3 4.8
HCT 1,8 3,8
LIS 1,7 4,0
HCT 1,5 3,9
RAM 1,9 4,7

*Calculado entre o pico do analito e o pico anterior. Exceto para ATE, MET e PRO (calculados entre o pico do
analito e o EOF)

As Figuras 38, 39 e 40 apresentam uma comparagdo entre eletroferogramas obtidos para
solugdes padrao contendo HCT+ATE (Figura 38A), HCT+MET (Figura 38B), HCT+PRO (Figura
38C), HCT+KLOS (Figura 39A), HCT+VAL (Figura 39B), HCT+BEN (Figura 40A), HCT+CAP
(Figura 40B), HCT+ENA (Figura 40C), HCT+LIS (Figura 40D) ¢ HCT+RAM (Figura 40E) e
eletroferogramas obtidos com solugdes preparadas a partir de formulagdes farmacéuticas com
composigdes similares. Estes resultados mostram a possibilidade de se realizar a determinagdo de
principios ativos em formulacdes farmacéuticas contendo esses fdrmacos, pois sobreposi¢des ou

picos adicionais provenientes de interferentes (excipientes, por exemplo) nao foram detectados.
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Figura 38. Comparacdo entre os eletroferogramas obtidos com solu¢des padrao contendo: (A)
HCT (200 pmol L") e ATE (400 pmol L™); (B) HCT (75 umol L) e MET (131 pmol L™); (C)
HCT (100 pmol L") e PRO (200 umol L) e solucdes preparadas a partir de amostras com

composigdes similares. Demais condigdes ver Figura 35.
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Figura 39. Comparacdo entre os eletroferogramas obtidos com solugdes padrao contendo: (A)
HCT (250 pmol L") e KLOS (650 umol L™); (B) HCT (100 pmol L) ¢ VAL (870 pmol L") e
solucdes preparadas a partir de amostras com composi¢ao similares. Demais condigdes ver figura

35.
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Figura 40. Comparacdo entre os eletroferogramas obtidos com solug¢des padrdo contendo: (A)
HCT (450 pmol L™) e BEN (300 pmol L™); (B) HCT (300 pmol L) e CAP (600 pmol L™); (C)
HCT (150 pmol L") e ENA (188 umol L™); (D) HCT (150 pmol L") e LIS (150 umol L™); (E)
HCT (350 pmol L") ¢ RAM (117 pumol L") e solugdes preparadas a partir de amostras com

composicao similares. Demais condi¢des ver figura 35.
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A fim de avaliar a precisdo do sistema procedeu-se com os estudos de repetibilidade no
qual foram feitas 10 injecdes sucessivas de solugdes padrao com composi¢do similar a todas as
amostras em estudo. O 1°, 5° e 10° eletroferogramas obtidos nesses estudos sao mostrados nas

Figuras 41, 42 e 43.

Figura 41. Eletroferogramas obtidos no estudo de repetibilidade com dez injeg¢des sucessivas de
solugdes padrdo compostas por: (A) HCT (200 pmol L") ¢ ATE (400 umol L™); (B) HCT
(100 pmol L") e MET (175 pmol L™); (C) HCT (150 pmol L") e PRO (300 pmol L);. Demais

condigoes ver figura 35.
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Figura 42. Eletroferogramas obtidos no estudo de repetibilidade com dez inje¢des sucessivas de
solugdes padrio composta por: (A) HCT (250 pumol L") e KLOS (650 pmol L™); (B) HCT
(150 pmol L) e VAL (653 pmol L™). Demais condi¢des ver figura 35.

< + < A
, oA O
g[ 1@ ‘bo \/0 J 1°
g W
= N
A W /10°
10 20 300 g 50
Tempo /s
& 2
; A
< <
:. . QS-' AV’ 10
o
(=]
o
- | =
- 50
V\f \F"‘”’N\ 10
10 20 30 i 5



117

Figura 43. Eletroferogramas obtidos no estudo de repetibilidade com dez inje¢des sucessivas de
solugdes padrio composta por: (A) HCT (225 pmol L") ¢ BEN (150 pmol L™); (B) HCT
(150 pmol L) e CAP (300 pmol L™"); (C) HCT (100 pmol L") e ENA (125 pumol L™); (D) HCT
(100 pmol L) e LIS (100 umol L™); (D) HCT (250 umol L") ¢ RAM (84 pmol L"). Demais

condi¢des ver figura 35.
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O método proposto para determinacdo de HCT na presenca de outros fairmacos exibiu

adequada precisao de inje¢do com desvios padrdes relativos inferiores a 1,7% e 4% em relagdo ao
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tempo de migragdo e area dos picos, respectivamente. Embora o estudo de repetibilidade de
injecdo tenha sido realizado com dez injecdes sucessivas de uma mesma solucao padrao,
observou-se que respostas similares e estaveis ocorriam até cerca de 20 injecdes sucessivas usando
o mesmo BGE. Apos essas 20 injecOes, foram observadas algumas mudangas nos tempos de
migracao das espécies envolvidas, mas essa limitagdo era facilmente contornada com a
substitui¢do do BGE no interior do capilar ao se realizar o procedimento de “flush” (injecao de
BGE por 3 minutos) restaurando as condig¢des iniciais ¢ ideais para a analise. Informagdes mais

detalhadas sobre as caracteristicas analiticas do método proposto sdao apresentadas na Tabela 17.

Os LODs foram estimados por via experimental, sem uso de calculos, aferindo o sinal
analitico de solucdes progressivamente menos concentradas e também sdo apresentados junto a
outros dados na Tabela 17. E preciso salientar que os LODs e, consequentemente, os LOQs
obtidos por CE-C*D sio maiores do que os encontrados na literatura para HPLC. No entanto, um
elevado valor de LOQ ndo causa uma limitacdo no método proposto, quando se tem como objetivo
a determinacdao do principio ativo em amostras farmacéuticas, nas quais o principio ativo se
encontra, geralmente, em concentracdes elevadas. Essa desvantagem se mostra como uma
limitagdo pelo fato da detecgdo C*D ndo poder ser aplicada em amostras quando em busca de
tracos dos analitos, e nem mesmo em amostras bioldgicas, sem antes se realizar um processo de

“clean-up’” ou uma pré-concentragao.



Tabela 17. Caracteristicas analiticas do método proposto (valor = SD).
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LOD LO])_1 Inclinacio Ij‘aixa RSD ) ’l.“empi) de Frefl-uéncifl1
(umol L'l) (mgL™) ) llnear_1 (%: n=10) Resolucio migracao (s) analitica (h™)
(umol L7)
HCT 10 3,0 0,999 0,0783 50 -300 2,5 2,1+0,1 324+0,2 11
ATE 3 0,8 0,999 0,2229 100 - 600 2,6 2,2+0,1 244 +£0,2
HCT 10 3,0 0,998 0,0678 50-200 4,0 2,2+0,1 30,8 +£0,4 17
MET 4 1,1 0,999 0,1627 230-910 2,7 1,8 0,1 23,7+ 04
HCT 10 3,0 0,999 0,0707 50 - 250 3,6 2,0+0,1 31,3+0,1 115
PRO 5 1,3 0,996 0,1935 100 - 500 2,2 1,8 +0,1 24,4+ 0,1
HCT 10 3,0 0,997 0,0643 50-300 33 1,7+ 0,1 30,9 +0,1 102
LOS 3 1,3 0,999 0,2040 130 - 780 0,5 2,4+0,1 352+0,1
HCT 10 3,0 0,998 0,0611 50 - 400 2,9 1,4+0,1 31,3+0,1 25
VAL 14 6,1 0,998 0,0673 218 - 1740 2,2 3,3+£0,1 42,2+0,1
HCT 10 3,0 0,999 0,0720 75 - 750 2,5 1,3+0,1 30,2+0,1 109
BEN 5 2,1 0,996 0,1795 50-500 2,2 1,5+0,1 33,1+0,1
HCT 10 3,0 0,999 0,0670 100 - 500 3,2 1,3+0,1 31,3+0,1 95
CAP 7 1,5 0,998 0,1341 200 - 1000 2,1 4,0+0,2 37,9+0,1
HCT 10 3,0 0,999 0,0682 50 - 500 2,5 1,8 +0,1 32,3+0,1 102
ENA 5 1,9 0,998 0,1765 63 - 625 2,7 2,5+0,1 35,3+0,2
HCT 10 3,0 0,996 0,0687 50 -500 3,7 1,8+ 0,1 30,5+0,1 108
LIS 5 2,0 0,995 0,2090 50 -500 2,4 1,7+ 0,1 33,3+0,1
HCT 10 3,0 0,999 0,0732 150 - 800 3,8 1,7+ 0,1 32,1+0,1 102
RAM 6 2,5 0,997 0,2147 50 -267 3,4 2,3 40,1 352+0,1

*Calculado entre o pico do analito e o pico anterior. Exceto para ATE, MET e PRO (calculado entre o pico do analito e o EOF).
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Posteriormente, as faixas lineares de resposta dos analitos em estudo foram avaliadas.
Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo (n = 3) de solugdes padrao contendo concentragdes
crescentes de HCT+ATE (Figura 44), HCT+MET (Figura 45), HCT+PRO (Figura 46),
HCT+KLOS (Figura 47), HCT+VAL (Figura 48), HCT+BEN (Figura 49), HCT+CAP (Figura 50),
HCT+ENA (Figura 51), HCT+LIS (Figura 52) e HCT+RAM (Figura 53), e suas respectivas
curvas de calibragdo sao apresentados a seguir. Os resultados obtidos neste estudo foram
apresentados anteriormente na Tabela 17. Nota-se que neste trabalho nao foi feito um estudo de
lineridade convencional, ou seja, ndo se sabe até qual concentragdo dos analitos 0 método ainda ¢
linear (limite de linearidade). No entanto, a faixa estudada ¢ suficiente para a determinacao de
farmacos e nesse caso a diferenca de concentracao dos analitos em uma mesma formulagao foi
observada. Segundo a ANVISA, deve ser considerada uma faixa de trabalho de 80% a 120% da

concentragdo esperada para o analito [174].
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Figura 44. Eletroferogramas de solu¢des padrao contendo concentracdes crescentes de ATE (100-

600 pmol L") ¢ HCT (50-300 pmol L) e suas respectivas curvas de calibragio. Demais

condig¢des ver Figura 35.
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Figura 45. Eletroferogramas de solugdes padrdo contendo concentracdes crescentes de MET (88-

350 pumol L") e HCT (50-200 pmol L") e suas respectivas curvas de calibragdo. Demais

condi¢des ver figura 35.

150 1

120

< é & o < 90+
s VAN a 3
g - b £
v C 304
V d 0_
___V e
LY f
15
10 20 30 40 50 3
Tempo /s P
£

MET
y =0,1627x - 0,3472
R =0,999

0 150 300 450 600 750 900 1050
Concentragéo / pmol L™

HCT
y =0,0678x +0,1385
R =0,998

0 50 100 150 200

Concentragao / pmol L™



122

Figura 46. Eletroferogramas de solu¢des padrao contendo concentragdes crescentes de PRO (100-
500 pmol L") ¢ HCT (50-250 pmol L) e suas respectivas curvas de calibragio. Demais
condigoes ver figura 35.
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Figura 47. Eletroferogramas de solugdes padrio contendo concentragdes crescentes de KLOS

(130-780 pumol L") e HCT (50-300 pmol L) e suas respectivas curvas de calibragdo. Demais

condigdes ver figura 35.
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Figura 48. Eletroferogramas de solu¢des padrao contendo concentragdes crescentes de HCT (50-

400 pmol L") e VAL (218-1740 umol L") e suas respectivas curvas de calibragio. Demais
condigoes ver figura 35.
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Figura 49. Eletroferogramas de solugdes padrio contendo concentragdes crescentes de HCT (75-

750 pmol L") ¢ BEN (50-500 pmol L") e suas respectivas curvas de calibragio. Demais

condi¢des ver figura 35.
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Figura 50. Eletroferogramas de solu¢des padrao contendo concentragdes crescentes de HCT (100-

500 umol L") e CAP (200-1000 pmol L") e suas respectivas curvas de calibragio. Demais

condigoes ver figura 35.
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Figura 51. Eletroferogramas de solugdes padrio contendo concentragdes crescentes de HCT (50-

1000 pmol L") e ENA (63-1250 pmol L") e suas respectivas curvas de calibragio. Demais

condi¢des ver figura 35.
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Figura 52. Eletroferogramas de solugdes padrao contendo concentragdes crescentes de HCT (50-

500 pmol L) e LIS (50-500 umol L™) e suas respectivas curvas de calibragio. Demais condi¢des

ver figura 35.
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Figura 53. Eletroferogramas de solug¢des padrao contendo concentragdes crescentes de HCT (150-

800 pmol L") e RAM (50-267 pmol L") e suas respectivas curvas de calibragio. Demais

condigdes ver figura 35.
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Como pode ser visualizado nas Figuras 44 a 53 e na Tabela 17, as curvas de calibragao
para os analitos de interesse apresentaram boa linearidade, resultando em valores satisfatorios de
coeficientes de correlagdao (r > 0,995). Nota-se que, quando os slopes obtidos nas equagdes das
retas da HCT na presenga de diferentes principios ativos sao comparados estatisticamente, estes
apresentaram RSD igual a 6%. Isto indica que o método proposto apresenta uma boa precisao

inter-dias, ou ainda que o sinal apresentado pela HCT sofre baixa influéncia dos outros analitos.

A tabela 18 mostra os resultados obtidos para a analise de 10 formulag¢des farmacéuticas

contendo HCT na presenca de outros principios ativos.
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Tabela 18. Resultados obtidos na determinagdo de HCT na presenca de outros principios ativos

via CE-C*D versus valores encontrados na bula das formulagdes farmacéuticas (valor + SD).

Diferenga: [(Valores encontrado na bula) — (Valores obtidos pelo método proposto)] / Valores encontrado na bula

x100

Amostra Analitos Bula CE-C'D Erro relativo

(mg/comprimido) (mg/comprimido) (%)

99,3+1,0

-0,7

99,3+0,4

42,5+0,4

44,1 £0,6

175,6 £2,2

47,6 £0,3

19,3 +£0,7

13,1+0,3

RAM 5 4,6 £0,1 - 8,0
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Pode-se observar que os resultados obtidos pelo método proposto (CE-C*D) sdo similares
aos encontrados na bula, exceto para LIS, demonstrando que o método ¢ capaz de fazer a
determinagcdo dos farmacos de interesse em formulagdes farmacéuticas comerciais. Devido a
dificuldade de encontrar uma amostra comercial contendo HCT+LIS, esta foi manipulada em uma
farmacia de manipulacao local. O resultado discrepante para LIS pode ser devido a algum erro

durante o processo de manipulagdo do mesmo.

A exatidao do método foi avaliada através da analise de amostras farmacéuticas reais e
mediante estudos de adi¢do e recuperacdo. Amostras foram adequadamente preparadas para serem
analisadas antes e apos adicdo de uma concentragdo conhecida de cada analito. Como pode ser
observado na tabela 19, os estudos de adicdo e recuperagdo apresentaram resultados com
recuperagdes entre 92 ¢ 106% para todos os analitos indicando a auséncia de efeito matriz. E
importante ressaltar que a segundo a ANVISA os intervalos aceitaveis geralmente estdo entre 70 e

120% [174].
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Tabela 19. Valores de recuperacgdo para a analise de amostras farmacéuticas devidamente diluidas

(valor = SD; n = 3).

Amostra Analitos Analisada Adicionada  Encontrada Recuperacio
(umol L™ (umol L™ (umol L™ %)

ATE 219+2 200 380+4 93+2

MET 260+ 1 50 322+1 104 £3

PRO 191 +£2 200 383+4 98 +£3

LOS 443 + 6 130 579 +£8 101 +£2

VAL 955+ 12 435 1445 + 18 104 +£3

BEN 86+2 100 175+3 94+£2

CAP 514+3 100 589 +4 96 +4

ENA 182+7 187,5 373+ 14 101 £5

LIS 78,6 £2 50 135+3 105 +3

RAM 92+2 150 242 £5 100 + 4
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4.3.1. Conclusoes parciais

O método proposto permite a determinagdo rapida e simultanea de HCT na presenga de
ATE, MET, PRO, KLOS, VAL, BEN, CAP, ENA, LIS ou RAM, em formulacdes farmacé&uticas
pois fornece limites de deteccdo, robustez, seletividade, precisdo e exatiddo adequados para esta
finalidade. Concordantes com esta afirmacao estdo os resultados obtidos pelos testes de adigdo e
recuperagdo, os quais podem ser considerados satisfatorios (entre 92 e 106 %). As etapas de
preparo de amostra sdo simples (dilui¢do e filtracdo), sem etapas prévias de extragdo ou
derivatizacdo, ¢ sem se fazer necessario o uso de padrdo interno (normalmente requisitado em
analises por CE). O método analitico possui uma boa frequéncia analitica (> 85 injecdes h™") sendo
assim apropriado para analises rotineiras. Além disso o método proposto tem uma geragdo minima
de residuos por causa do baixo volume de amostras e reagentes gastos por analise, resultando em

menor impacto ambiental.
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No presente trabalho, a técnica de CE-C'D foi utilizada para o desenvolvimento de

métodos rapidos para determinacao simultdnea dos seguintes principios ativos presentes em

formula¢des farmacéuticas:

Amoxicilina, clavulanato e potassio;

Hidroclorotiazida, losartana e potassio;

Hidroclorotiazida e atenolol;

Hidroclorotiazida e metoprolol;

Hidroclorotiazida e propranolol;

Hidroclorotiazida e valsartana;

Hidroclorotiazida e benazepril;

Hidroclorotiazida e captopril;

Hidroclorotiazida e enalapril;

Hidroclorotiazida e lisinopril;

Hidroclorotiazida e ramipril.

Os métodos desenvolvidos neste trabalho sdo simples, rapidos e de baixo custo

(equipamento e manutencdo) e utilizou um equipamento construido em laboratério. Além disso,

possui baixo consumo de reagentes e amostras gerando menores impactos ambientais. Assim,

pode-se afirmar que estes métodos apresentam significativas vantagens em relagdo ao uso de

HPLC que ¢ a principal técnica utilizada no controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas.

Os resultados obtidos com o sistema CE-C'D foram estatisticamente similares aos obtidos por

HPLC e fotometria de chama (nivel de confianga de 95%) e apresentaram resultados satisfatérios
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nos testes de recuperacao (92% a 106%), o que confirma a exatiddo do método. A determinacdo
simultinea de um ion metalico (K) e de uma molécula organica (AMX ou LOS) pode ser
considerado outra vantagem do sistema CE-C'D, sendo possivel fazer a analise estequiométrica
destes compostos. A determinacdao da estequiometria do sal pode trazer indicios da presenca de
impurezas na formulacdo farmacéutica ou também sobre a existéncia de processos de

degradacao/hidrolise do principio ativo.

Os métodos também possuem algumas desvantagens como a limitagdo na analise de
. g, - . 4 .
amostras mais complexas (amostras biologicas), devido ao fato do C'D ser um detector universal

(detec¢ao de uma enorme quantidade de compostos).

Como perspectivas futuras, possivelmente em um poéds-doutorado, o interesse € no
desenvolvimento de novos métodos rapidos com o intuito de ampliar a aplicabilidade de sistemas
4 , . . . .
de CE-C"D. O foco podera ser direcionado para amostras com matrizes mais complexas (amostras

bioldgicas) que necessitam de extragdo como etapa prévia (“‘cleanup”).
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