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RESUMO

Neste trabalho, a técnica de eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem
contato (CE-C*D) foi utilizada no desenvolvimento de métodos réapidos de controle de
qualidade de medicamentos. O tampéo de corrida (BGE) composto por 20 mmol L™ de
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3diol  (TRIS) e 10mmol L' de 4cido 3,4-
dimetoxicindmico (DMX), pH 8,4; foi usado na analise de duas formulagdes
farmacéuticas contendo: (a) dipirona (DIP) + cafeina (CAF); (b) &cido
acetilsalicilico (AAS) + CAF. Outro BGE, composto por 12 mmol L™ de trietanolamina
(TEA) e 10 mmol L™ de DMX (pH 8,5) foi usado na anélise de amostras farmacéuticas
contendo: (a) DIP + escopolamina (ESC); (b) DIP + CAF + orfenadrina (ORF); (c) DIP
+ CAF + mepiramina (MEP) + &cido ascorbico (AA). Todos os métodos de analise
propostos sdo rapidos, com tempo de duragdo igual ou inferior a 1 minuto.
Adicionalmente, os produtos de degradacdo da DIP (metilamina) e AAS (acido
salicilico) também foram detectados. Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de
massas (CE-MS) foi utilizada para confirmar a formacdo da metilamina (composto
detectado de forma inédita). Na determinacdo de CAF, DIP, AAS e AS, os DPR (n =
10) calculados foram inferiores a 6%, 0,6% e 6%, para area dos picos, tempos de
migracdo e resolucdo, respectivamente. Na determinacdo de DIP, CAF, ESC, ORF,
MEP e AA, os DPR (n = 10) calculados foram inferiores a 4%, 2% e 5%, para area dos
picos, tempos de migracdo e resolucdo, respectivamente. As curvas de calibracdo para
todas as espécies quantificadas apresentaram coeficientes de correlacdo maiores que
0,993. Os resultados obtidos com o método proposto na andlise de formulagdes
farmacéuticas comerciais, contendo CAF + AAS ou CAF + DIP, foram comparados aos
obtidos por HPLC. A um nivel de confianca de 95%, os valores de t calculados (teste t-

Student pareado) foram menores do que o valor critico tedrico (2,78, n = 3) em todas as



andlises, o que indica que ndo h& diferengas significativas entre os resultados
encontrados com os métodos propostos e HPLC. Além disso, 0 método proposto
também apresentou resultados satisfatorios nos estudo de adicdo e recuperacdo (entre
92% e 103%) nas amostras contendo DIP e os demais principios ativos (CAF, ESC,

MEP, ORF e AA).

Palavras chave: Dipirona, cafeina, aspirina, acido salicilico, escopolamina, orfenadrina,
mepiramina, acido ascorbico, produtos de hidrolise, eletroforese capilar, deteccao

condutométrica sem contato, espectrometria de massas.
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ABSTRACT

In the present work capillary electrophoresis with contactless capacitive coupled
conductivity detection (CE-C'D) was used for the development of fast methods for
quality control of medicines. The background electrolyte (BGE) composed of
20 mmol L™ 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol (TRIS) and 10 mmol L™ 3,4-
dimethoxycinnamic acid (DMX), pH 8.4, was used for the analysis of two
pharmaceutical formulations containing: (a) dipyrone (DIP) + caffeine (CAF); (b)
acetylsalicylic acid (AAS) + CAF. Another BGE composed of 12 mmol L*
triethanolamine (TEA) and 10 mmol L™ DMX (pH 8.5) was used for the analysis of
pharmaceuticals samples containing: (a) DIP + scopolamine (ESC); (b) DIP + CAF +
orphenadrine (ORF); (c) DIP + CAF + mepyramine (MEP) + ascorbic acid (AA). All
proposed analytical methods are fast, with duration equal to or less than 1 minute. In
addition, the degradation products from DIP (methylamine) and AAS (salicylic acid)
were also detected. Capillary electrophoresis coupled to mass spectrometry (CE-MS)
was used in order to confirm the formation of methylamine (compound detected for the
first time). In the determination of CAF, DIP, AAS, and AS, the RSDs (n = 10)
calculated were less than 6%, 0.6% and 6%, for peak area, migration time and
resolution, respectively. In the determination of DIP, CAF, ESC, ORF, MEP, and AA,
the SDR (n = 10) calculated were less than 4%, 2% and 5%, for peak area, migration
time and resolution, respectively. The calibration curves for all quantified species
presented correlation coefficients above 0.993. The results obtained with the proposed
method for analysis of commercial pharmaceutical samples containing CAF + AAS or
CAF + DIP were compared with those obtained by HPLC. The calculated t-values
(paired t-Student test), with confidence level of 95%, were smaller than the critical

value (2.78, n = 3) in all the analyses, which indicates that there were no significant



differences between the results found with the proposed method and HPLC. In addition,
the proposed method presented satisfactory results in the recovery test (92% to 103%)
for samples containing DIP and the other active ingredients (CAF, ESC, MEP, ORF e

AA).

Keywords: dipyrone, caffeine, aspirin, salicylic acid, scopolamine, orfenadrine,
mepyramine, ascorbic acid, hydrolysis products, capillary electrophoresis,

contactless capacitive coupled conductivity detection, mass spectrometry
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1- Introducao

1.1- Breve introducéo a eletroforese capilar

Ha vérias decadas, notou-se que a diferenca na velocidade de migracdo entre
diferentes substancias poderia ser utilizada na separacdo e quantificacdo das mesmas. A
técnica de separacdo baseada na migracdo diferenciada de moléculas ou espécies
carregadas quando estas estdo submetidas a um campo elétrico é denominada de
eletroforese [1]. Esta técnica foi desenvolvida pelo quimico Arne Wilhelm Kansin
Tiselius em 1930 [2]. Neste trabalho, foram separadas misturas de proteinas que
compde 0 soro sanguineo em tubos preenchidos com solugdo tampéo, sob o efeito de
um campo elétrico. Tiselius verificou que os componentes da amostra migraram com

direcdo e velocidade definidas por suas cargas e massas [3].

A maior limitacdo encontrada nos experimentos realizados por eletroforese é a
falta de habilidade para dissipar o calor (Efeito Joule), tendo como consequéncia o
aquecimento da solucéo, que acentua de forma comprometedora a difusdo das espécies.
O calor € dissipado somente pelas extremidades do recipiente gerando gradientes de
temperatura que induzem gradientes de densidades causando convecgdo [3]. O
aquecimento do meio também possibilitava a degradacéo térmica do material bioldgico.
Assim, 30 anos depois, de modo a minimizar os efeitos indesejaveis causadas pelo
Efeito Joule, Hjérten introduziu uma alternativa para a técnica [4]. Ele demonstrou a
possibilidade de conduzir separacdes eletroforéticas, nas quais 0s componentes da
amostra eram separados em um tubo de quartzo sob rotacdo. Tais tubos ndo eram como
os capilares de hoje (d.i. < 100 pum), pois os didmetros internos eram da ordem de
milimetros. Posteriormente, Hejérten ainda iria contribuir significativamente para o

desenvolvimento da técnica com a adaptacdo da eletroforese em gel para tubos capilares



[5]. Logo se percebeu a vantagem da utilizagdo de tubos de reduzido didmetro interno,
pois a geometria do capilar (alta relacdo entre a area de contato e o volume interno do

capilar) favorece a dissipacdo de calor.

Apenas em meados dos anos 80, a eletroforese comegaria a demonstrar indicios
de uma técnica de separagdo de alta eficiéncia. Nesses anos foram realizados
importantes estudos que levaram ao aprimoramento da instrumentacdo e ao
desenvolvimento da teoria relacionada a essa técnica. Em 1979, na Holanda, Mikkers et
al. enunciaram estudos teoricos sobre o comportamento dos analitos em eletroforese por
zona livre (CZE) [6]. Os resultados obtidos motivaram o grupo a desenvolver estudos
praticos [7] utilizando um equipamento de eletroforese desenvolvido por Everaerts et al.
[8] que utilizava um tubo de teflon com 0,2 mm de didmetro interno e 0,35 mm de
diametro externo. Neste trabalho, conseguiu-se a separacdo de uma mistura de 16

anions, com altura de pratos de 10 um, em aproximadamente 10 min.

Durante o comeco da década de 80, nos Estados Unidos, Jorgenson e Lukcas,
apresentaram pela primeira vez a Eletroforese Capilar (CE) [9, 10]. Nesse trabalho
destacaram-se o desenvolvimento de equacGes analiticas, discussdes sobre efeitos que
influenciam a dispersdo de bandas e possibilidade de obtencdo de separacGes de alta
eficiéncia sob acdo de um elevado campo elétrico, em uma coluna capilar de silica
fundida com 75 pum de didmetro interno. Com isso, conseguiu-se altissima eficiéncia e
Otima resolucdo na separacao de aminoacidos e proteinas. Eles cruzaram uma espécie de
marco que separa a eletroforese descrita até o momento da CE e, por isso, sdo

considerados os pais da CE.

A partir de 1983 houve um crescimento do numero de artigos publicados

envolvendo aspectos instrumentais e aplicacdes da CE. Relevantes também foram as



contribuicdes de Terabe et al. [11], que, em 1984, introduziram a cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), que possibilitou a separacdo de compostos neutros por

CE.

A partir dai, o que se seguiu, foram contribui¢des no sentido de implementacdo
instrumental da técnica e aplicacfes aos mais variados tipos de substancias e matrizes,
despertando o interesse de VAarios grupos de pesquisa no mundo todo, elevando sua
aplicabilidade a niveis jamais vistos, e, em 1987, foi langado o primeiro equipamento
comercial de CE. Por ter uma instrumentacdo relativamente simples, varios grupos

também idealizaram e construiram seus préprios equipamentos [12].

O projeto Genoma, concluido em 1999, teve como meta obter a sequéncia
completa do DNA humano e para isso foi necessario distinguir os diversos
polinucleotideos com massas molares por volta de 200 a 500 Daltons. Devido a sua alta
capacidade de separacdo, somente a CE teria resolucdo suficiente para este tipo de
separacdo. Além disso, devido as altas velocidades de analises obtidas em CE, foi

possivel que milhares de nucleotideos fossem sequenciados em um unico dia [13].

Nos Ultimos anos, a CE tem conquistado a atencdo da comunidade cientifica,
como sendo uma importante técnica alternativa a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para a separacdo e andlise de compostos de interesse industrial,
farmacéutico, clinico e ambiental, ao lado da cromatografia gasosa (GC) [14]. Além da

simplicidade, outras vantagens apresentadas por CE sao:

e Rapidez nas analises;
e Versatilidade, j& que uma Unica coluna capilar pode ser utilizada para a
separacdo de classes de compostos completamente diferentes, sendo necessaria

apenas a adequacdo da solucao tampao utilizada nas corridas;



e Baixo custo, ndo s6 pelo equipamento, mas por utilizar baixos volumes de
reagentes, particularmente quando comparado com a HPLC;

e Pequeno volume de amostra exigido e com isso menor geragdo de residuos;

e Possibilidade de automacao;

e Geralmente ndo é necessario um pré-tratamento da amostra.

Entretanto, esta técnica oferece algumas limitacdes, pois ndo € adequada para a
determinacdo de compostos volateis, ndo polares e de massa molar baixa, 0s quais sao
melhores determinados por GC. Também ndo é muito adequada para a andlise de
polimeros ndo idnicos de massa molar alta e ndo € tdo sensivel quanto a HPLC, nédo

sendo capaz de determinar espécies em niveis de tragos [15].

1.2-Migrag&o das espécies em eletroforese capilar

A eletroforese € um método de separacdo no qual as espécies de interesse estdo
sobre a influéncia de um elevado campo elétrico (E). Este campo elétrico provoca
diferencas de mobilidade entre as espécies idnicas e/ou ionizaveis em meios aquosos ou
mesmo organicos [16]. A migracdo das espécies carregadas eletricamente se da devido
ao conceito de mobilidade eletroforética (u.,), a qual € diretamente proporcional a
carga (q) e inversamente proporcional a fatores de atrito, que estdo relacionadas ao

tamanho, ao raio do ion (r) e a viscosidade do meio () [17, 18].

__4 «
Hep = grrm Equagéo 1

As especies envolvidas na analise por CE podem participar de reacGes de
equilibrio em fungdo de algumas condicdes de analise, como pH, viscosidade ou

composicao de solventes e adi¢do de agentes complexantes, podendo ter uma variagdo



significativa em sua carga e mobilidade. Sob a condi¢do de equilibrio, estas espécies,
parte sem cargas e outra parte ionizadas, movimentam-se como uma Unica banda, e,
portanto, a mobilidade eletroforética efetiva (u.r) dependera das mobilidades
eletroforéticas (u) e dos graus de dissociacdo (a) das n espécies individuais

provenientes de acidos ou bases fracas [18, 19].
e = Xj=1@j X li; Equacéo 2

Durante uma separacdo, ao se estabelecer um potencial elétrico, os ions
adquirem velocidades chamadas de velocidade eletroforética (v,,), € esta depende de
algumas propriedades da solucéo, como a viscosidade do meio, além das caracteristicas
proprias dos analitos, como a relacdo entre o raio idnico hidratado e a carga. A

velocidade eletroforética efetiva (v, ) € dependente da mobilidade eletroforética do ion

(1er) € do campo elétrico (E) ao qual o ion é submetido durante a separagéo:
Ver = Heg X E Equacédo 3

Os conceitos de p.r € v.r s80 muito importantes nas analises em CE, pois se for
feita uma escolha adequada do pH ou do agente complexante, espécies com mobilidades

semelhantes presentes em uma mistura podem ser eficientemente separadas.

1.3 - O fluxo eletrosmético e sua importancia em CE

Durante a aplicacdo de um elevado campo elétrico, uma corrente € gerada no
interior do capilar promovendo o movimento dos analitos em direg&o aos eletrodos de
carga oposta. Nas separacdes em CE, ocorre um fendmeno de dupla camada elétrica

[20], gerando o fluxo eletrosmotico (EOF) [21]. A formacéo desta dupla camada elétrica



é devida a adsorcdo de moléculas ou ions carregados na superficie ionizada do material.
O EOF é um fendmeno eletroforético capaz de provocar um fluxo de solucéo dentro da
coluna capilar e até mesmo substancias neutras, que nao sao atraidas pelos p6los, podem

ser deslocadas em direcédo ao detector [3].

A grandeza do EOF, ou seja, sua mobilidade (u,,) € dependente de fatores como
a constante dielétrica (¢), a viscosidade () da solucao e o potencial definido no plano

de cisalhamento na regido difusa, ou seja, o potencial zeta ({) [18, 19]:

__(XE
- 41N

Equacéo 4

Ueo

Quando aplicado o campo elétrico, 0 EOF adquire uma velocidade proporcional

ao campo:
Voo = Ueo X E Equacéo 5
onde u,, pode ser considerada a constante de proporcionalidade [3].

Devido a presenca do EOF, a velocidade que as espécies adquirem durante a
analise é resultante da soma vetorial da velocidade efetiva e da velocidade
eletrosmdtica, denominada de velocidade aparente (v,).

Vo = (.uef + Ueo) E Equacao 6

A equacéo 5 ainda pode ser descrita como:

Vg = Ver T Vo Equacéo 6.1

Se os analitos de interesse tiverem mobilidades no mesmo sentido da mobilidade
do EOF, o tempo de analise em CE podera ser significativamente reduzido.

Dependendo da grandeza e sentido do EOF, o analito pode reverter o seu sentido de



migracdo devido a forca exercida pelo fluxo, ficando claro que a migracao das espécies
em CE ndo depende apenas das préprias 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.

Dentre os varios tipos de capilares usados em CE, como silica fundida, vidro,
teflon, pyrex, etc, o capilar de silica fundida é atualmente o mais popular [22], pois
permite 0 emprego de uma alta tensdo por ser um material dielétrico e possuir um
recobrimento de poliimida que Ihe proporciona uma melhor resisténcia mecanica. O
interior do capilar de silica contém grupos silanois (SiOH), os quais se ionizam e, assim,

se comportam como &cidos fracos de Lewis [23].
[SiOH] <> [SiOT] + [H] Equacdo 7

A Figura 1 mostra o efeito do pH sobre a mobilidade do EOF em capilares de
diferentes materiais. Dependendo do pH do eletrdlito de corrida, os grupos silanois
apresentam um determinado grau de ionizacdo e vao se desprotonando a medida em que

se tem um aumento do pH do eletrdlito de corrida (BGE).



4 - Pyrex

Teflon

Figura 1 - Efeito do pH na mobilidade do EOF em capilares de diferentes materiais

[24].

Observa-se que, em pH 4, a silica comeca a apresentar grupos silandis
desprotonados e, em pH 8, a ionizacdo ja é praticamente completa. Assim, com a
ionizacdo, a superficie do capilar de silica fica carregada negativamente e uma camada
de cétions do tampdo se posiciona junto a parede do capilar a fim de contrabalancar o
excesso de cargas negativas e, dessa forma, manter a eletroneutralidade no meio. Uma
dupla camada elétrica (DCE) é entdo estabelecida em fun¢do da diferenca de potencial
gerada nesta regido. Ao se aplicar um potencial elétrico longitudinal nesse sistema,
forgas elétricas causam um movimento unilateral de ions em dire¢do ao eletrodo de
carga oposta. Como as cargas negativas da superficie do capilar ndo se movimentam,
isso reduz drasticamente a velocidade de migracdo dos céations eletrostaticamente
ligados a essas cargas, mas por outro lado, os cations da camada difusa, fracamente
ligados, migram em direcdo ao catodo. Durante a migracdo, devido as interacfes de
solvatacao, os ions transportam moléculas de agua, induzindo a um fluxo de solugéo
como um todo, na dire¢do do catodo, conhecimento como EOF normal [3, 21], como

mostrado na Figura 2.



Figura 2 - Representacdo esquematica do fluxo eletrosmético normal. Adaptada de [1,

25].

As cargas mais proximas ao capilar ndo migram, pois estas estdo adsorvidas na
superficie do capilar de silica. Usando o EOF normal, ocorre uma migragdo liquida
maior de cations (Mer + Heo) €m direcdo ao catodo quando comparada a migracao liquida
de anions (Mer - Meo) €M direcdo ao anodo. E de grande importancia que o EOF seja
constante durante a separacdo. Se o fluxo variar, os tempos de migragéo irdo variar,

podendo causar identificacfes incorretas de picos ou erros na quantificacao.

Em CE, pode-se além de mudar a grandeza do EOF, mudar também a sua
direcdo. Essa estratégia € mais comum na analise de anions e com isso obtém-se melhor
resolucdo e aumento da velocidade da analise, pois a velocidade eletroforética dos
anions e o EOF terdo mesma dire¢do. No entanto, a inversdo pode nao ser necessaria
quando se trata de anions de baixa mobilidade, pois por mais que estejam sendo atraidos
pelo lado oposto (anodo), ainda assim conseguem ser “arrastados” pelo EOF e chegam

ao detector, logo ap6s as moléculas neutras.
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Para promover a inversdo do fluxo, o método mais utilizado emprega a adicao de
tensoativos catidnicos ao eletrolito de corrida, 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 adi¢do deste
inversor (surfactante cationico), uma camada fortemente ligada formada por semi-
micelas é adsorvida na superficie interna do capilar carregando a parede interna com
cargas positivas. Nesse caso, séo 0s anions do tampao que passam a fazer parte da dupla
camada elétrica, os quais, sob a acdo do campo elétrico se movem em direcdo ao anodo

(polo positivo), definindo o chamado fluxo eletrosmético invertido (Figura 3) [26].

== SEERSARIINS

¢ Q@ -
anion

<{mmm Fixo Elefroosmtico

Figura 3 — Representacdo esquematica do fluxo eletrosmético invertido. Adaptada de
[1, 25].

Ao contrario do fluxo laminar ou parabdlico gerado por pressdo desenvolvido
em HPLC, o EOF tem um perfil planar, possibilitando uma menor dispersdo de bandas
por acdo do fluxo e tornando a CE uma técnica de maior eficiéncia de separacdo quando

comparada a HPLC. Nesta condicdo (com EOF), a anélise é livre do efeito de parede
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presente no fluxo laminar gerado quando se tem fluidos impulsionados por pressao
através de uma tubulagdo em que espécies do(s) analito(s) no centro do capilar

migra(m) mais rapidamente que as espécies proximas a parede do tubo (Figura 4).

Fluxo laminar Fluxo eletrosmético
— —_—
—_— —
J— —
(a) (b)
Respostas obtidas

Figura 4 - Perfil de fluxo gerado por pressao (a), tipico da técnica HPLC e fluxo gerado

pelo EOF (b), tipico na técnica de CE, e suas correspondentes zonas de amostras.

Quando desejado, alguns fatores podem ser alterados a fim de aumentar, reduzir

ou suprimir o EOF. Dentre esses fatores estdo:

e Campo elétrico (E): o aumento do E faz com que a v,, seja elevada, o que leva a
um aumento na resolucdo dos picos dos analitos e diminuicdo no tempo de anélise,
mas resulta em um aumento da corrente no interior do capilar, 0 que pode ocasionar
uma ma dissipagdo do calor [27];

e Viscosidade (n) e a temperatura (T): estes dois fatores estédo relacionados entre

si. VariagOes na temperatura ocasionam mudancgas na viscosidade e 0 aumento da
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viscosidade do meio dificulta a mobilidade dos ions na camada difusa, diminuindo a
mobilidade do EOF [3];

e Modificadores organicos: Alteram a viscosidade do meio, podendo afetar a
seletividade do sistema e diminuir o EOF [3];

e pH do BGE: Atua diretamente na ionizacdo dos grupos silandis e, por sua vez,
no potencial zeta (¢) [28];

e Forca idnica do eletrolito: a elevacdo da forca idnica ocasiona uma compressao
da dupla camada e com isso a diminui¢édo do EOF [1];

e LigacOes covalentes: A modificacdo da parede interna do capilar afeta a
estabilidade do sistema e pode até mesmo eliminar o EOF [1];

e Campo elétrico radial externo: controle da taxa e sentido da eor, Sendo possivel

a realizacéo de alterages do EOF durante a corrida [29].

O EOF ¢€ de extrema importancia nas analises por CE, se tornando ferramenta

chave no desenvolvimento de métodos utilizando essa técnica.

1.4- Modalidades de separacdes eletroforéticas

Eletroforese € um nome genérico dado para uma série de técnicas de separacdo
que envolvem a aplicacdo de um campo elétrico em um capilar preenchido com uma
solucdo tampdo. Atualmente existem varias modalidades de CE, que foram surgindo
para contornar limitacdes das modalidades antes existentes. As variantes de CE tém
demonstrado serem tecnicas eficientes de separacdo e dentre elas estdo a eletroforese
capilar de zona (CZE), cromatografia eletrocinetica micelar (MEKC), eletroforese
capilar em gel (CGE), eletrocromatografia capilar (CEC), isotacoforese capilar (CITP) e

focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF).
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1.4.1 — Eletroforese capilar de zona (CZE)

A CZE (do inglés "capillary zone electrophoresis"), também conhecida como
eletroforese capilar em solucdo livre (FSCE, do inglés “free solution capillary
electrophoresis”), € um dos modos de separacdo eletroforética mais utilizados na
préatica. Nessa modalidade a separagdo se da em capilar preenchido com um eletrélito,
geralmente com caracteristicas tamponantes. Devido as suas diferencas de mobilidades,
os analitos formam zonas distintas ao longo do capilar [30, 31]. Uma caracteristica
bastante atraente dessa modalidade é que, através dela, é possivel fazer a determinacéo
de cations e anions simultaneamente. A limitacdo dessa modalidade é que moléculas
neutras ndo sao separadas sem o0 uso de uma estratégia adicional, como por exemplo, a

adicdo de um agente complexante ou derivatizagdes [32].

1.4.2 — Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

A fim de fazer a determinacgdo de espécies neutras, em 1984 foi introduzida por
Terabe et al., [11, 33] a MEKC (do inglés "micellar electrokinetic chromatography").
Nessa modalidade, agentes tensoativos idnicos sao adicionados ao eletrdlito de corrida,
proporcionando um sistema cromatografico de duas fases (BGE e micelas) e a
separacgdo das espécies neutras é possivel pela sua interacdo com a fase micelar. Embora
a MEKC tenha sido idealizada para separar espécies neutras, ela também pode auxiliar

na separacdo de compostos idnicos [34].

1.4.3 — Eletroforese capilar em gel (CGE)

A CGE (do inglés "capillary gel electrophoresis') tem sido comumente usada na
separagdo de compostos de cardter idnico e alta massa molar. Nessa modalidade, 0s
solutos migram dentro do capilar através de uma estrutura polimérica (gel). O

mecanismo de separacdo se baseia na restricdo seletiva da passagem de moléculas de
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diferentes tamanhos pela matriz polimérica. fons menores migram mais rapidamente,

enguanto que solutos maiores ficam mais tempo retidos [35].
1.4.4 — Eletrocromatografia capilar (CEC)

A CEC (do inglés "capillary electrochromatography") pode ser descrita como
uma técnica hibrida de CE e HPLC devido a combinacdo dos mecanismos de separacao
envolvidos nas duas técnicas. Nesta técnica, os capilares sdo preenchidos parcialmente
com uma fase estacionaria e o fluxo da fase movel ndo € gerado por pressurizagdo como
em HPLC, pois é forcada a eluir através do capilar por meio da aplicacdo de um campo
elétrico. Sua principal aplicacdo é na separacdo de compostos neutros, ja que envolvem
interacdes entre os analitos e as fases estacionadrias ou pseudo-estacionarias, mas

compostos ibnicos também podem ser analisados [36, 37].
1.4.5 — Isotacoforese (CITP)

A CITP (do inglés "capillary isotachorphoresis™) é realizada em um sistema de
tampdo descontinuo. A amostra é condensada entre dois tampGes diferentes, um
denominado dianteiro ou lider e o outro terminador. O primeiro eletrélito apresenta
mobilidade maior que todos os componentes da amostra e 0 segundo apresenta
mobilidade menor. Quando um campo elétrico é aplicado, 0os componentes da amostra

comegam a se separar em zonas de acordo com suas mobilidades [32].
1.4.6 - Focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF)

A CIEF (do inglés "capillary isoelectric focusing™) € uma modalidade de
separacao idealizada para a determinagdo de substancias com caracteristicas anféteras,
ou seja, possuem em sua estrutura grupos funcionais com carater acido e basico. A

separacdo se da de acordo com seu ponto isoelétrico (pl), através da aplicacdo de um
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potencial ao longo de um gradiente de pH. Neste tipo de separagdo os analitos ndo
podem ser detectados in situ, pois quando eles atingem o seu pl eles param de se
movimentar dentro do capilar e, portanto, ndo chegam ao detector. Apds a focalizagéo,

as zonas podem ser movidas em direcdo ao detector por meio de pressdo [32].

1.5 — Sistemas de detecgao

Em CE, tdo importante quanto o sistema de separacdo € o sistema de deteccéo e,
com isso, o desenvolvimento de novos sistemas de deteccdo tem sido uma area de
intensa pesquisa [38]. Outra contribuicdo para a implementacdo de uma variedade de
sistemas de deteccdo é a diversidade de moléculas que se beneficiam do uso de métodos
eletroforéticos. A partir de um bom desempenho do sistema de deteccdo € possivel a
determinacédo das espécies de interesse em diferentes condi¢Oes de analise mantendo-se
uma boa razdo sinal-ruido (SNR, do inglés “signal-noise ratio”) e baixos limites de
deteccdo (LOD, do inglés “limit of detection”) e quantificacdo (LOQ, do inglés “limit of

guantitation”).

Muitos detectores aplicados em outras técnicas de separacao foram adaptados
para CE. Em geral, os adotados em CE sdo semelhantes aos usados em HPLC. No
entanto, seu acoplamento com o capilar e sua manutencdo sdo mais trabalhosos devido
ao baixo volume da cela de deteccdo. E isso faz com que haja a necessidade de sistemas
de deteccdo bastante sensiveis. Os métodos de deteccdo usados em CE podem ser
classificados de acordo com suas caracteristicas em fotométricos, eletroquimicos ou
acoplados. Esta ultima classe pode ser representada por métodos hifenados, como a
espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear, fotometria de chama e

espectrometria de emissdo por plasma. Varios critérios devem ser considerados na
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escolha do método de detecgdo, como a seletividade de detector, linearidade na faixa de
resposta desejada, precisdo e exatiddo do detector, robustez, LOD e LOQ [16]. Haber
[19, 39]. d& uma boa visdo dos LOD para diversos métodos de deteccdo quando
aplicados a CE. A Tabela 1 apresenta alguns valores tipicos de LOD para os sistemas de

deteccdo mais utilizados em CE.

Tabela 1- Faixa tipica de LOD de sistemas de detec¢do em CE [19, 39].

Modo de deteccio LOD /mol L™
indice de refracéo (laser) 10° - 10®
Absorcéo no UV-visivel (direta) 10° - 10®
Absorcdo no UV-visivel (indireta) | 10™-107
Fluorescéncia direta (Iampada) 107 - 10®
Fluorescéncia direta (laser) 10°-1078
Fluorescéncia indireta 10°-107
Amperometria 10%- 1012
Condutividade 10°-10°
Raman 10°-10"
Radiometria 10°-10"
Espectrometria de massas 10*- 10

Os detectores também podem ser classificados em universais ou especificos
(seletivos). Os detectores seletivos respondem especificamente a certa propriedade do
analito. Estes detectores s@o interessantes em caso de matrizes complexas, no entanto, a

seletividade impede de detectar diferentes analitos em uma mesma analise.
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Fotodetectores baseados na absor¢édo na regido do UV/vis, fluorescéncia, espalhamento
Raman, amperometria e radiometria sdo exemplos de detectores seletivos. Os universais
ndo apresentam seletividade e respondem a diferengas entre alguma propriedade do
analito em relacdo ao eletrélito de corrida. O sinal adquirido ndo depende das
propriedades especificas dos analitos e sim da diferenca entres as propriedades dos
analitos e eletrélito de corrida. Detectores de indice de refracdo e condutividade séo
exemplos de detectores universais. Estes detectores permitem que diferentes analitos
sejam determinados em uma Unica andlise, 0 que os torna relativamente atrativos, apesar

de apresentarem LOD superiores aos dos métodos seletivos [3].

Quanto aos tipos de detectores, algumas observacOes devem ser feitas. Os
sistemas de deteccdo dpticos, como UV-Vis, sdo os mais utilizados em CE. Pois
selecionando um comprimento de onda adequado, o sistema podera ser bastante seletivo
para determinados analitos. A deteccdo também pode ser feita indiretamente
adicionando ao tampdo uma substancia (cromoforo) que absorve em determinada regido
do espectro e os analitos, que ndo absorvem, podem ser detectados (caracteristicas
universais). Estes sistemas de deteccdo isolam eletricamente o detector do sistema de
separacdo, porém, necessitam de sistemas mais elaborados de alinhamento. Além de
apresentarem o incobmodo de aberturas de janelas dpticas nos capilares de silica por
causa do revestivemento de poliimida, e isto, fragiliza mecanicamente o capilar. Como
outra alternativa, a fim de se obter menor LOD, alguns capilares apresentam regides de

detec¢@o com caminho 6ptico dilatado ou mesmo em “Z” [40].

Os detectores baseados em fluorescéncia, apesar de serem sensiveis, podem
necessitar constantemente de derivatizagdes (numero restrito de espécies que
fluorescem), além de ser um detector de custo mais elevado [41]. Os métodos

eletroquimicos (amperométricos) sdo sensiveis e apresentam boa seletividade a partir da
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selecdo do potencial de trabalho. Porém, este tipo de deteccdo fica limitado a espécies
eletroativas e apresentam dificuldades com relagdo ao posicionamento dos eletrodos no
capilar, tendo como consequéncia perda de reprodutibilidade quando h& a necessidade
de substituicdo do capilar [42-44]. A espectrometria de massas além de ser um sistema
de deteccdo com boa sensibilidade, traz grande informacdo de carater estrutural em
relagdo as espécies analisadas. Porém, o eletrolito deverd ter algumas caracteristicas,

como alta pureza e volatilidade, se ajustando a esse tipo de deteccéo [40, 45].
1.5.1 — Deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D)

Devido aos problemas presentes nos sistemas de deteccdo eletroquimico
convencional e opticos, em 1980, Gas et al. [46] propuseram um sistema de deteccéo
baseado na aplicacdo de sinais de radio frequéncia (RF), no qual o sinal obtido
respondia a passagem de espécies idnicas 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 [47] e Fracassi da Silva e do Lago [48]
descreveram, simultaneamente e independentemente a deteccdo condutométrica sem
contato capacitivamente acoplada (C*D, do inglés capacitively coupled contactless
conductometry detection). Neste tipo de deteccdo, ao contrario da deteccdo
condutometrica convencional (com contato), a instalacdo dos eletrodos é feita na parte
externa do capilar, ndo necessitando de estratégias como a perfuracdo do capilar com
um laser de CO; [49], ou o posicionamento de eletrodos na extremidade do capilar [50,

51]. Outra vantagem é que nédo h& a necessidade de remover parte do recobrimento de
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poliimida do capilar de silica como nos métodos espectrofotométricos (janela de

deteccdo).

Como pode ser observada na Figura 5, a deteccdo C*D baseia-se no acoplamento

de dois eletrodos tubulares metalicos externos ao capilar de silica fundida [48].

Capilar de
silica fundida
recoberto

por poliimida

Elevada frequéncia
(milhares de Hz)

Corrente elétrica
entre os dois
eletrodos

Figura 5 — Esquema do sistema de deteccdo C*D. E1 e E2 séo os dois eletrodos do

sistema de deteccdo. Adaptada de [24].

Neste detector, aplica-se um sinal senoidal de alta frequéncia, da ordem de
centenas de kHz, em um dos eletrodos. As espécies ibnicas do eletrdlito e da amostra
permitem a passagem de uma corrente elétrica proporcional a condutividade até o outro
eletrodo e, posteriormente, esta corrente gerada é conduzida ao circuito eletrénico. Apds
o tratamento do sinal analitico, 0 mesmo é conduzido ao dispositivo de registro por

meio de uma interface. Existe uma frequéncia 6tima de trabalho, na qual a resisténcia da
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solucdo é relevante e pode ser determinada através da corrente que flui entre os dois
eletrodos, pois, dependendo do valor dessa frequéncia, a resisténcia da solugdo no
interior do capilar pode ser irrelevante e o detector ndo registrar as variagfes na

condutancia [48, 52-54].

A resposta do detector é devida a substituicdo do co-ion presente no eletrélito
pelo analito. Nos casos em que o analito apresenta maior mobilidade que o co-ion do
eletrolito ocorre um aumento da condutividade nessa regido, o qual € registrado como
sinal positivo. Inversamente, se 0 co-ion apresenta maior mobilidade que o analito, o
pico é registrado como sinal negativo. As vantagens deste tipo de detec¢do, além da
facilidade de posicionar os eletrodos, é o desacoplamento entre o circuito de deteccdo e
potencial de separacdo e, devido ao posicionamento externo dos eletrodos (sem
possibilidade de contaminacdo) [48]. Com isso, a C'D vem ganhando espaco

rapidamente como forma de deteccao em sistemas de CE.
1.5.2 — Detecgao por espectrometria de massas (MS)

A espectrometria de massas (MS) é um tipo de deteccdo acoplada a CE que
surgiu em 1987, relatada primeiramente por Olivares et al. [55]. O sucesso desta
combinacéo alia o alto poder de resolucdo e eficiéncia da CE com a universalidade e
sensibilidade que a MS oferece quando comparada a outros métodos de deteccdo [56-
60]. A MS é uma alternativa muito utilizada na quantificacdo de compostos conhecidos
e identificagdo de compostos desconhecidos, e, basicamente, envolve a geracdo de ions

gue séo posteriormente detectados.

Simplificadamente, um espectrdmetro de massas é dividido em uma fonte de
ions, que possa levar moléculas da fase liquida para a fase gasosa e a0 mesmo tempo

conferir carga a estas moléculas, um analisador da relacdo carga/massa destes ions e um
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detector. Normalmente, a técnica de ionizacdo por electrospray (ESI, do inglés
"electrospray ionization™) é a mais utilizada por produzir ions com nimero de cargas
elevado e permitir que as interacbes ndo covalentes entre moléculas que existem em

solucdo sejam preservadas na fase gasosa [61].

Como em CE uma alta tensdo é aplicada entre as duas extremidades do capilar,
nos equipamentos de CE-MS, o circuito elétrico precisa ser fechado para que a
separagdo ocorra corretamente. Para isso, em uma das extremidades, coloca-se a
combinacdo de um liquido auxiliar que mantém o contato fechado e um gas nebulizador
responsavel pela formacdo do spray durante o processo de dessolvatacdo e ionizacao da
amostra. O analito ao sair do capilar sofre ionizacdo a pressdo atmosférica, passando por
um capilar aquecido, sendo transferido para regides de pressdes reduzidas até uma zona
de alto vacuo, passando pelos analisadores por onde ocorre a separagdo dos ions. Os
jons sdo entdo concentrados para uma melhoria no sinal e, subsequentemente,

detectados [56].

Em CE-MS, solutos que apresentam pequenas variacdes no tempo de migracéo,
ou até mesmo que migrem com mesma velocidade, podem ser identificados e, com isso,
a CE-MS vem ocupando um espaco crescente na quimica analitica [62-65]. Apesar da
maioria dos trabalhos empregando CE-MS estarem relacionados com as ciéncias da
vida [66], existem trabalhos disponiveis nas mais diferentes areas, envolvendo outras

modalidades de CE acopladas a MS [67-69].

1.6 — Determinagc&o simultanea de cétions e anions por CE-C*D

A CE-C"D é amplamente utilizada na separacdo e determinagdo simultanea de

compostos idnicos. Na area farmacéutica, grande parte das moléculas usadas como
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principios ativos é produzida em forma de sais com o intuito de melhorar a sua
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade [70]. O controle de qualidade desses
produtos € indispenséavel para garantir que os usuérios ndo tenham efeitos indesejaveis
[71, 72]. A determinacdo de principios ativos e seus respectivos contra-ions trazem
informacdes adicionais sobre a composi¢do do medicamento, como a estequiometria do
sal usado na formulagdo [73]. A estequiometria da maioria dos sais usados como
principios ativos na area farmacéutica é de 1:1. Quando este resultado ndo é obtido,
podemos concluir que existem indicios da presenca de impurezas na formulagdo ou até
mesmo sobre a existéncia de processos de degradacdo ou hidrolise do principio ativo.
Dentro deste contexto, o desenvolvimento de métodos que permitam a separacao

simultanea de espécies anidnicas e catidnicas em CE € de grande interesse.

Existem na literatura trabalhos que fazem a determinagdo simultanea de cétions
e anions por HPLC, nos quais sdo usadas como fase estacionaria resinas de troca
catidnica e anibnica paralelamente (simultaneamente) [74, 75] ou colunas poliméricas
de carater anfétero [76]. Porém, o uso destas técnicas para analises simultaneas de
cations e anions requer instrumentacdo complexa, injetores duplos e, muitas das vezes,

mais de um tipo de eluente e/ou coluna, aumentando o custo da analise [77].

A utilizacdo de sistemas de CE-C*D na determinagdo simultanea de cations e
anions pode contornar os problemas citados acima e para isso algumas estratégias sdo
usadas. Uma delas, e a mais relatada, foi introduzida por Kuban e Karlberg [78] e
consiste na injecdo da amostra em ambas as extremidades do capilar com o detector
posicionado préximo ao centro do capilar. Assim, os cations sdo injetados na
extremidade anddica e os anions na extremidade catddica. Com a aplicacdo da

voltagem, cations e &nions migram em direc@o opostas em direcdo ao detector [79-82].



23

Outra estratégia bastante explorada € a utilizacdo do sistema de CE regular e um
EOF com alta velocidade de migragdo, a fim de mover os analitos catibnicos e
anidnicos na mesma direcdo. Esta estratégia pode ser utilizada com o EOF normal ou
com EOF invertido [83], desde que o EOF tenha grande magnitude (pH acima de 7)
[84-87]. Por dltimo, uma estratégia ndo tdo comum, € a complexacdo de espécies
catibnicas com um composto quelante obtendo espécies carregadas negativamente, as
quais podem ser separadas de modo convencional (EOF invertido) juntamente com o0s

demais analitos aniénicos [88-90].

1.7- Analises rapidas por CE usando capilares de dimenséo reduzida

A alta eficiéncia permitida nas analises por CE permite o desenvolvimento de
métodos rapidos, com a obtencdo de eletroferogramas na escala de tempo de segundos.
Os métodos rapidos tém sido aplicados a analise de alimentos [91], matrizes bioldgicas
[92, 93], biocombustiveis [94], farmacos [95-97], entre outros [98, 99]. Algumas
estratégias para diminuir o tempo de andlise incluem a utilizacdo de instrumento com
varios capilares, o qual permite realizar separacfes de varias amostras simultaneamente

[100], ou, a utilizacdo de capilares com comprimento reduzido [101].

A utilizacdo de capilares curtos operando sob condi¢bes de campos elevados
oferece a base para executar separacdes muito rapidas. O tempo de migracgdo (t,,) das
espécies € afetado inversamente pelo potencial aplicado (E) e diretamente pelo
comprimento efetivo do capilar (I) e seu comprimento total (L), como pode ser visto na
Equacdo 8 [102].

L

= Equacédo 8
E (fept Ueo) quac

tm
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Assim, ao aumentar o potencial aplicado ou reduzir o comprimento do capilar e
seu didmetro interno, obtém-se redugOes significativas nos tempos de migracdo das
espécies. Nos casos em que se aumenta consideravelmente o potencial aplicado, a
implementacdo de isolamento elétrico e de sistemas de blindagem é necessaria para
evitar descargas de faiscas, mas esses problemas podem ser evitados, se [ e/ou L, forem

reduzidos sob condigdes de tensdes moderadas [102].

1.8 — Acido acetilsalicilico e acido salicilico

O écido acetilsalicilico (AAS), conhecido popularmente como aspirina, foi
primeiramente produzido ha mais de 100 anos e, € ainda, uma das drogas mais
utilizadas no mundo [103, 104]. Esta molécula tem propriedades analgésicas e
antipiréticas e também pode ser utilizada como um agente anti-inflamatério. Geralmente
¢ usada como analgésico em tipos de dores menos graves, tais como dor de cabeca,
colica menstrual, mialgia e dor de dente [105]. O AAS também pode prevenir a
formacdo de coagulos no interior dos vasos sanguineos inibindo a agregacdo
plaquetaria, evitando assim certas doencas ligadas ao aparelho cardiovascular [106]. No
entanto, a ingestdo intencional ou acidental de grandes quantidades de salicilatos
(produto de hidrélise do AAS) representa um importante problema de envenenamento
tornando-se necessario o controle de qualidade das formulacdes em que eles estdo

presentes [107].

O éacido salicilico (AS) € o principal metabolito do AAS [108, 109]. Em
humanos, ao ingerir o AAS, ele é rapidamente hidrolisado a AS por esterases nao-
especificas presentes em muitos tecidos e depois € eliminado do corpo através da

excrecao renal e hepatica [110].
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Para perspectivas farmacoldgicas e toxicoldgicas, é desejavel que um método
analitico utilizado no controle de qualidade de ingredientes ativos em formulagdes
farmacéuticas também permita a deteccdo de seus produtos de hidrolise ou degradacéo.
A deteccdo simultanea de AAS e AS pode ser considerada como um exemplo, pois a
ingestdo em excesso de salicilato pode causar envenenamento [105]. Assim, alguns
métodos utilizando colorimetria [111], fluorimetria [110], GC [112], HPLC [113, 114] e
até mesmo CE [115, 116], foram desenvolvidos com o intuito de determinar o AAS e

seus metabolitos em formulacGes farmacéuticas e fluidos biolégicos.

O AAS possui um pKa igual a 3,4, portanto, em solu¢do com pH acima de 2, as
moléculas de AAS comecam a se desprotonar apresentando uma carga negativa. Com o
aumento do pH da solucdo, a porcentagem de moléculas na forma anibnica
(desprotonadas) vai aumento chegando a 100 % em pH préximo de 6, conforme pode

ser observado na Figura 6 [117].

CHy CHs

’N

Concentragao / %

Figura 6 — Distribuicdo do AAS em solucdo aquosa em fungédo do pH [117].
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Similarmente, a molécula de AS possui um pKa igual a 2,8, e, em solugdo com
pH acima de 1,5 as moléculas de AS comegam a se desprotonar se tornando aniodnicas.
Se o valor do pH for aumentado, a porcentagem de moléculas desprotonadas aumenta
chegando a 100 % em pH proximo de 5, conforme pode ser observado na Figura 7

[117].

HO o] -0 0

HO HO o

Concentragao / %

Figura 7 — Distribuicdo do AS em solugédo aquosa em funcédo do pH [117].

Conforme pode ser observado, o AS tem um segundo pKa (~13,2). No entanto,
nesta regido de pH, o AAS hidrolisa rapidamente a AS [118] e, portanto, um método de
analise de AAS néo pode ser usado nesta regido de pH. Devido aos pKas apresentados,
desde que eles tenham diferentes mobilidades eletroforéticas, é possivel a determinacgéo
simultanea destes dois analitos (AAS e AS) por CZE, que é uma alternativa muito
atrativa por ser mais rapida e simples, além de apresentar menor custo de analise do que

as outras técnicas citadas anteriormente, como por exemplo a HPLC.
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1.9 — Dipirona

Dipirona (DIP), também conhecida como metamizol ou novalgina, € comumente
usada como analgésico e antipirético, e é considerada uma pré-droga devido ao seu
mecanismo de acdo. Apos sua ingestdo oral ou aplicacdo intravenosa, o ingrediente
ativo conhecido como 4-metilaminoantipirina (4-MAA) é rapidamente gerado como
produto de hidrélise e é entdo absorvido e bio-transformado por reacdes enzimaticas
[119, 120]. Seu uso tem sido restrito ou proibido em alguns paises por causa dos
supostos riscos de reacdes adversas, em particular a agranulocitose [121, 122]. Mas,
apesar de seus efeitos colaterais, ela é amplamente utilizada tanto em pacientes adultos
quanto pediatricos devido ao seu forte efeito analgésico, baixo custo e por nédo

necessitar de prescricdo [119].

Devido ao seu valor de pKa (- 1,2), 100% das moléculas de DIP estardo na sua
forma anidnica ou desprotonadas, independente do pH da solucdo, conforme mostrado

na Figura 8. Assim, a anélise de DIP por CZE é facilitada.
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Figura 8 — Distribuicdo da DIP em solugdo aquosa em funcdo do pH [117].

No entanto, a determinacdo do principal metabdlito da DIP, o 4-MAA, néo €
possivel por CZE por ser uma base fraca com pKa = 1,3. Assim, 100% das suas
moléculas estardo na forma neutra em uma ampla faixa de pH (pH > 2) [117].
Simultaneamente a formacdo do 4-MAA, tem-se a geracdo de outro metabolito, o
hidroximetanosulfonato (HMS) [123, 124]. Esse poderé ser determinado nas analises
por CZE, dependendo da condutividade do BGE utilizado, pois serd um &nion em toda a

faixa de pH (pKa =-1,8) [117].

1.10 — Dipirona e &cido acetilsalicilico na presenca de outros principios ativos

Algumas drogas s@o adicionadas simultaneamente em uma formulacdo

farmacéutica. Isso acontece porque o efeito farmacologico de uma droga pode ser
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potencializado (sinergismo) na presenca de outra, ou ainda, o efeito obtido pela ingestao
combinada dos farmacos é maior do que o obtido por cada uma delas separadamente,
trazendo uma maior eficicia no tratamento. Devido a esse efeito sinérgico, varias
formulacBes farmacéuticas contendo cafeina (CAF) e DIP ou CAF e AAS sdo

comercializadas.

A cafeina (CAF) é um alcal6ide largamente utilizado nos produtos naturais e
comumente utilizada em bebidas e formulagGes farmacéuticas. Esta molécula tem
muitos efeitos fisioldgicos, tais como a estimulagdo do sistema nervoso central, a
secrecdo de &cido gastrico e diurese [125]. Embora ndo tenha atividade analgésica, a
CAF é usada em formulacdes com analgésicos devido as suas propriedades adjuvantes,
aumentando em 40% o efeito do analgésico usado concomitantemente [126].
Provavelmente, isto acontece devido a sua capacidade em causar a dilatacdo dos vasos

sanguineos cerebrais, facilitando, assim, a absorcdo de outras drogas [127].

Em toda faixa de pH normalmente usada em anélises por CE, a CAF é uma

espécie neutra, conforme pode ser verificado na Figura 9.
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Figura 9 — Distribuicdo da CAF em solucdo aquosa em funcgéo do pH [117].
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Logo, em CZE, sua migracdo no interior do tubo capilar é conduzida
exclusivamente pela mobilidade do EOF, ou seja, a CAF ndo é separada das demais
espécies neutras presentes na amostra. Com isso, 0 desenvolvimento de metodologias
usando MEKC tem sido relatadas [128-134]. Outra possibilidade de proporcionar
migracdo diferenciada para a cafeina em CE é sua complexacdo com o anion 3,4-
dimetoxicinamato, conferindo a molécula um carater aniénico [135].

Um problema comum em todo o mundo é a falsificagdo ou adulteracdo de
medicamentos usados por seres humanos e animais. A utilizagdo destas drogas sem
controle de qualidade adequado representa um risco para a saude das pessoas.
Consequentemente, a andlise de formulagfes farmacéuticas visa ndo s6 o controle de
qualidade industrial, mas também a verificacdo da idoneidade dos produtos [136].
Dentro deste contexto, muitos métodos analiticos tém sido relatados para a
determinacdo destes farmacos individualmente (DIP, CAF, e AAS). No entanto,
somente alguns métodos foram disponibilizados na literatura para a determinacdo
simultdnea desses compostos. Entre estes, somente dois métodos permitem a
determinagédo simultanea de DIP e CAF: HPLC e espectrofotometria UV/vis [137, 138].
Para a determinacdo simultanea de AAS e CAF, um numero maior de métodos estdo
disponiveis na literatura, tais como eletrocromatografia capilar de fase reversa [139],
eletroforese capilar de zona com deteccdo por UV [140], espectrofotometria UV-vis

[141-143] e HPLC [144-146].

Em algumas formulagBes farmacéuticas, a DIP também se encontra associada a
outros principios ativos, como a escopolamina (ESC), ou orfenadrina (ORF), ou ainda,
mepiramina (MEP). Diferentemente da CAF, que é adicionada para potencializar o
efeito do analgésico, estes principios ativos, que possuem mecanismos de acgédo

similares, tem um efeito resultante maior do que a simples soma dos efeitos isolados de
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cada um deles. Além disso, alguns medicamentos indicados para amenizar sintomas
provenientes de gripes e resfriados sdo formulados em dois comprimidos diferentes, um
contendo os principais ingredientes ativos (DIP, CAF e MEP) e outro contendo somente
acido ascorbico (AA) ou vitamina C [147]. Neste caso, é recomendado ao paciente que
ambos os comprimidos sejam ingeridos simultaneamente para um tratamento mais

efetivo.

A ESC é um agente antimuscarinico comumente utilizado como analgésico e
relaxante muscular suave. Adicionalmente, também pode ser usado como um agente
anti-espasmodico, com efeitos antinauseantes, sendo recomendado para 0 usO no
tratamento de enj6os e medicagdo pré-operatdria [148]. Como pode ser visualizado na

Figura 10, as moléculas de ESC apresentam um pKa igual a 7,0 [117].
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Figura 10 — Distribui¢do da ESC em solugéo aquosa em funcéo do pH [117].
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As moléculas de ESC, estardo 100% na forma neutra em solu¢Ges com pH acima
de 9. Por outro lado, em solucbes aquosas com pH inferior a 9 as moléculas adquirem
uma carga positiva, possibilitando assim, a sua analise por CZE. No entanto, esse pKa
ndo é o mesmo do encontrado na literatura (pKa 7,8) [149]. Segundo o valor de pKa
localizado na literatura, as moléculas adquirem uma carga positiva em solu¢des aquosas

com pH abaixo de 10.

ORF ¢é um farmaco anticolinérgico com baixa atividade anti-histaminico. E
utilizada no alivio da dor associada a contracbes musculares traumaticas ou
inflamatorias e geralmente, em medicamentos, estd combinada com um anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINE) [150]. A distribuicdo das moléculas de ORF em

funcdo do pH esta representada na Figura 11 [117].

Concentragao / %

Figura 11 — Distribuicdo da ORF em solugéo aquosa em fungéo do pH [117].
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As moléculas de ORF se tornam neutras a medida que vai aumentando o pH da
solucdo, assim, sua analise por CZE s0 sera possivel utilizando um BGE com pH menor

que 11, no qual as moléculas adquirem uma carga positiva.

A MEP, também conhecida como pirilamina, € uma droga anti-histaminica, ou
seja, neutraliza o excesso de histamina exercendo acdo inibitdria sobre espasmos. Ela
tem também atividades anticolinérgicas e permeia o cérebro causando frequentemente
sonoléncia [151]. A MEP apresenta dois valores de pKas (pKa; = 5,3 e pKa, = 8,8)

como mostrado na Figura 12 [117].
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Figura 12 — Distribuicdo da MEP em solucéo aquosa em funcdo do pH [117].

Em solu¢bes com pH menor que 10, as moléculas de MEP comecam a adquirir
uma carga positiva (protonacdo) e, abaixo de pH 6, adquirem uma segunda carga

positiva, e sua determinagdo também é possivel por CZE.

O acido ascorbico (AA), conhecido também como Vitamina C, é muito popular

por causa da sua atividade antioxidante e por estar presente na dieta humana como uma
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vitamina essencial. Também é utilizado na prevencdo do escorbuto, tratamento de
resfriado comum, doenca mental, infertilidade, cancer e Aids [152]. Sua determinacao
por CZE é possivel ja que em solu¢bes com pH acima de 2, o AA perde um proton e é

convertido em um anion, como pode ser verificado na Figura 13.

e
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Figura 13 — Distribuicdo da AA em solucdo aquosa em funcéo do pH [117].

Véarios métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacdo simultanea
de alguns dos compostos alvos do presente estudo, tais como DIP e AA [153, 154],
CAF e DIP [138, 155, 156], CAF e AA [130, 157, 158], e CAF e MEP [159]. Em outro
trabalho, comprimidos contendo simultaneamente DIP, CAF e ORF somente foram
classificados (ndo quantificados) empregando espectroscopia no infravermelho préximo
e ferramentas quimiométricas [150]. No entanto, segundo nosso conhecimento, ndo

existem métodos analiticos descritos na literatura para o controle de qualidade de
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formulacdes farmacéuticas contendo simultaneamente os seguintes principios ativos: (1)

ESC + DIP, (2) ORP + CAF + DIP, e (3) MEP + CAF + DIP + AA

2 - Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de métodos simples e
rapidos para determinacdo de principios ativos em formulacGes farmacéuticas usando
CE-C*D. Inicialmente foi proposto um método para determinar cafeina na presenca de
acido acetilsalicilico (AAS) e dipirona (DIP). Posteriormente, o foco do trabalho foi
estendido para a determinacdo de DIP na presenca de outros principios ativos (ESC,
CAF, ORF, MEP e AA)). Adicionalmente também propomos o uso dos métodos
propostos na determinacdo da pureza e grau de degradacdo do AAS e DIP. Neste
trabalho sdo propostos métodos simples e rapidos de andlise de formulacdes

farmacéuticas contendo os seguintes principios ativos:
(i) Determinacdo de CAF na presenca de AAS ou DIP;

(i) Determinacdo de DIP na presenca de ESC ou de CAF + ORF ou de CAF +

MEP + AA.
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3 -Parte experimental

3.1- Reagentes e amostras

Todos os reagentes usados sdo de grau analitico e foram utilizados sem
purificacdo prévia. dipirona sédica (DIP), maletado de mepiramina (MEP),
trietanolamina (TEA), acido 3,4-dimetoxicindamico (DMX), propano 2-Amino-2-
hidroximetil-1,3diol (TRIS), brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), hidroxido de litio,
histidina e carbonato de amonio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI,
USA). Acido acetilsalicilico (AAS) e &cido ascorbico (AA) foram adquiridos da Vetec
(Duqgue de Caxias, RJ, Brazil). Cafeina (CAF) e &cido salicilico (AS) foram adquiridos
da Synth (Diadema, SP, Brazil). Bultilorometo de escopolamina (ESC) e citrato de
orfenadrina (ORF) foram adquiridos da empresa Henrifarma (Sdo Paulo, SP, Brazil).
Metilamina foi adquirida da Acros (Geel, Belgium) e fosfato de codeina foi adquirido

da empresa Galena (Campinas, SP, Brazil).

Agua deionizada (18 Q cm™) foi obtida a partir de um sistema de purificacéo
denominado Direct-Q-System (Millipore, Bedford, MA). Metanol para uso como
solvente (fase moével) em HPLC foi adquirido da Vetec. Uma solu¢do tampéo (pH 8,4)
contendo 20 mmol L™ TRIS e de 10 mmol L™ de DMX foi usada como eletrélito de
corrida (BGE) na determinacédo simultanea de AAS, AS, CAF e DIP. Outro eletrdlito de
corrida que foi utilizado na determinacao de DIP na presenca de AA, CAF, ESC, ORF e
MEP era composto por 12 mmol L™ TEA e de 10 mmol L™ de DMX (pH 8,5). Nos
experimentos em CE-ESI-MS, uma solucdo contendo 10 mmol L™ de carbonato de

amonio (pH 9,2) foi usada como BGE.
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Todas as solugbes amostra e padrdo foram preparadas diariamente em agua
deionizada e foram mantidos sob ultra-som durante 10 min para completa solubilizagéo.
Antes da injecdo no sistema CE-CD, todas as soluc8es resultantes foram filtradas com

um filtro de membrana (tamanho de poro de 0,45 pum).

As amostras de formulagOes farmacéuticas contendo AAS + CAF ou DIP + CAF
ou DIP + ESC ou DIP + CAF + ORF ou ainda DIP + CAF + MEP e AA foram
adquiridas em farmécias locais em forma de comprimidos (drageas). No procedimento
de preparo das amostras, oito comprimidos de cada amostra foram pesados e em seguida
macerados a um pé fino e homogéneo. Posteriormente, uma massa adequada do p6 de
cada amostra foi devidamente pesada e dissolvida em &gua até uma concentracdo

situada na faixa linear do método proposto.

3.2 - Instrumentacéo

Os eletroferogramas foram obtidos com um equipamento CE-C*D construido no
laboratério do Prof. Claudimir Lucio do Lago do Departamento de Quimica
Fundamental do Instituto de Quimica da USP (S&o Paulo). O equipamento foi fornecido
com dois detectores condutométricos sem contato compactos e de alta resolucédo

acoplados capacitivamente [48, 160].

Uma imagem do equipamento de CE usado nos trabalhos realizados neste

mestrado pode ser visualizada na Figura 14.
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Detector De ector
i

Figura 14 — Imagem do equipamento de CE-C’D usado na realizagdo dos

experimentos.

Esta versdo utilizada de C*D n&o possui partes méveis, como potencidmetros e
conectores, sendo assim considerado um detector compacto e robusto. Um oscilador
trabalhando na frequéncia de 1,1 MHz foi otimizado para uso de capilares com didmetro
interno no intervalo de 20 até 100 um. O sinal do oscilador é do tipo senoidal e sua
amplitude é de 4 Vpp [160]. Um programa de computador desenvolvido em ambiente
LabView 8 (National Instruments, Austin, TX) é responsavel pelo controle do
equipamento e aquisi¢do dos dados. O instrumento é equipado com uma fonte de alta

tensdo bipolar (Spellman Power Supply 30Kv).

Um esquema do sistema CE-C*D utilizada no trabalho pode ser visualizado na

Figura 15.
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Capilar de silica fundida

Detector CE-C'D el Detector
esquerdo direito
Reservatorio 1 Reservatdrio 2 Interior do Capilar

Figura 15 — Esquema do sistema CE-C*D usado nesse trabalho.

As injecdes das solucdes padrédo ou amostra em todos os experimentos foram
realizadas hidrodinamicamente (pressdo positiva) no lado direito do equipamento
(anodo). Os detectores estavam posicionados ao longo do capilar a 10 cm de cada
extremidade. O capilar de silica fundida utilizado em todos os experimentos tinha 40 +
3 cm de comprimento, 50 pum de diametro interno e de 375 um de didmetro externo
(Agilent, Folsom, CA, EUA). Todas os experimentos foram realizados utilizando o

primeiro detector (comprimento efetivo de 10 cm).

Antes da utilizagdo do sistema CE-C*D nas analises propostas, no inicio de cada
dia, os capilares foram pré-condicionados por lavagem com NaOH 0,1 mol L™ durante
15 minutos, em seguida com agua deionizada durante 10 minutos e, finalmente, com
BGE a ser utilizado nos experimentos durante 10 minutos. As amostras foram injetadas
hidrodinamicamente por 0,3 ou 0,5 s a uma pressédo de 25 kPa. Todos 0s ensaios, exceto
os de otimizagdo, foram realizados com a aplicacdo de uma diferenga de potencial de

25 kV.
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Os experimentos por CE-ESI-MS foram realizadas utilizando um espectrometro
de massa triplo quadrupolo, modelo 6430 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Utilizou-se um capilar de silica fundida de 70 centimetros de comprimento, com um
didametro interno de 75 pum. O BGE utilizado nestes experimentos foi composto por
10 mmol L™ de carbonato de aménio (pH = 9,2). A diferenca de potencial aplicada foi
de 20 kV e as amostras foram injetadas a uma pressdo de 10 kPa durante 5 s. O gas
nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador a uma pressdo de 25 psi e como gas
carregador com vazéo de 10 L min™ a 20 °C. Essa pressdo e vazdo foram inicialmente
adotadas, mas elas foram otimizadas para alguns casos especificos. A menos que
indicado de outra forma, o instrumento foi operado no modo positivo com voltagem
capilar de 4000 V. A ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés “electrospray
ionization”) foi ajustada em 20 V, a tensdo de acelerag¢do de células para 3 V e o tempo

de permanéncia para 200 ms. A temperatura era de 25° C.

O sistema HPLC utilizado nos testes de validacdo consiste numa bomba Hitachi
L21-30, detector UV-vis LC-4250 Hitachi e uma coluna Shim-pack CLC-ODS
(25 mm x 4,6mm; Shimadzu). A fase movel para determinacdo de DIP, CAF, AAS e
AS foi adaptada de [105] e era composta por metanol e agua deionizada com pH
corrigido para 2 com éacido fosférico (40:60 v/v). Comprimento de onda de 250 nm e

vazdo de 1 mL min™.
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4 - Resultados e discussoes

4.1 - Metodologia para determinacdo rapida e simultanea de acido acetilsalicilico,

cafeina e dipirona em formulag6es farmacéuticas.

Em CE, a migracdo das espécies é dependente da somatéria das suas
mobilidades efetivas e da mobilidade do EOF. Com isso, a estratégia utilizada na
maioria dos trabalhos de CE é ter as espécies de interesse (analitos) migrando no
interior do capilar na mesma direcdo do EOF, tendo assim, uma maior velocidade de
analise (Mef + Heo). Em um capilar de silica fundida sem modificacdo, o EOF se

movimenta na mesma direcao dos cations.

Em solucdes aquosas, a CAF € uma espécie neutra em toda a faixa de pH
normalmente empregada em CE (pH entre 2 e 12). Portanto, a analise de CAF por CE
SO é possivel em meio micelar [128-134] ou se DMX ¢é usado na composicdo do BGE,
gerando assim, um complexo aniénico [135]. Resumidamente, CAF-DMX forma um
complexo aniénico (constante de associacdo = 15,7 kg mol™) e pode ser descrito como
um complexo molecular ligado hidrofobicamente, semelhante ao complexo CAF-
clorogenato. Entre estas duas opcOes, optamos pelo uso do DMX na composi¢do do
BGE e, assim, a CAF podera ser separada e detectada como anion. Devido ao carater
anidnico das demais espécies que eram objeto de interesse no inicio do presente estudo,
DIP (pKa = - 1,2), AAS (pKa = 3,4) e AS (pKa = 2,8), a estratégia a ser adotada para se
ter um menor tempo de andlise seria 0 uso do EOF invertido (Her + Heo). Em CE, este
objetivo é normalmente atingido através da adicdo de um agente tensoativo catidnico
(por exemplo, CTAB) ao BGE e, por conseguinte, os anions seriam analisados com

maior velocidade e com maior resolugcdo. No entanto, quando o surfactante catidnico
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(CTAB) foi adicionado ao BGE, nenhum pico foi visualizado para a CAF,
provavelmente devido a interferéncia das micelas de CTAB na complexacdo entre o
DMX e a CAF [135]. Devido a esta interferéncia, o surfactante cationico ndo foi
utilizado e a separagdo de &nions no modo contra 0 EOF foi entdo adotada para a

determinacédo simultanea de AAS, AS, CAF e DIP.

Antes de iniciar os estudos experimentais para identificar uma solugcdo tampéo
que fosse adequada para separacdo e deteccdo de AAS, AS e DIP por CE-C*D, estudos
preliminares foram realizados empregando um software de simulacdo de anélises
denominado PeakMaster® (vers&o 5.2) disponibilizado gratuitamente na internet por um
grupo de pesquisa da Republica Tcheca [161]. Uma informacédo relevante para o uso do
programa de simulacéo € o tempo do fluxo eletrosmotico. Quando esta informacéo é
adicionada de forma correta ao simulador, os resultados obtidos podem ser muito
similares aos obtidos experimentalmente. Como o DMX néo esta disponivel na base de
dados deste software, utilizamos outro acido, 3-[[2-Hidroxi-1,1bis(hidroximetil)etil]
amino]-1-propanossulfonico (TAPS), que proporciona um tampdo na regido de pH
(~8,4) de interesse (EOF com elevada magnitude). Nas condi¢Ges simuladas foi
observada uma separacao com boa resolugdo entre as espécies estudadas (AAS, AS e
DIP). Além disto, foi possivel verificar a auséncia de picos na regido do eletroferograma
em que a CAF gera um pico quando complexada com DMX (imediatamente ap6s o
EOF) [135]. Posteriormente, estudos experimentais foram realizados. As simulagdes

prévias foram importantes para definir as condigdes experimentais iniciais dos estudos.

O BGE contendo DMX ajustado com TRIS (pH 8,4), permite a determinacao
rapida e simultinea de AAS, AS, CAF e DIP utilizando o primeiro detector do

equipamento CE-C*D (10 cm de comprimento efetivo). A Figura 16 apresenta 0s
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eletroferogramas obtidos com o sistema CE-C*D para diferentes concentracdes do BGE,

o0 qual era preparado fixando a concentracdo de DMX e adicionando TRIS até pH 8,4.
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Figura 16 — Eletroferogramas obtidos em funcdo da variacdo na composi¢do do BGE
(pH 8,4) contendo respectivamente DMX (30 ou 20 ou 10 mmol L™) ajustado com
TRIS. Solucdo padrdo injetada: CAF, DIP, AAS e AS (2 mmol L™ de cada). Demais
condicdes: comprimento efetivo do capilar: 10 cm; diferenca de potencial aplicada: 25

kV; injecdo hidrodindmica: 25 kPa por 0,5 s; diametro interno do capilar: 50 um.

Neste estudo, a solucdo padrdo contendo os quatro analitos foi injetada no lado
do anodo. Os anions, apesar de serem atraidos para o anodo (potencial positivo),
acabaram migrando em direcdo ao catodo (potencial negativo), acompanhando a direcédo
do EOF. Nesta condicdo (pH = 8,4), o EOF apresenta velocidade muito superior a dos
anions e na direcdo oposta. Neste estudo, os picos de CAF, DIP, AAS e AS foram
detectados imediatamente ap6s o EOF. Uma boa resolucdo foi obtida nos BGEs

estudados, exceto para cafeina, mas essa resolucdo foi melhorada nos proximos estudos
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de otimizagdo. Os sinais obtidos demonstram que as solu¢6es contendo DIP e CAF tem
condutividade menor que a do BGE, e que, 0 AAS e 0 AS, tem condutividade maior que
0 BGE. Como pode ser observado na Figura 16, no BGE composto por 10 mmol L™ de
DMX ajustado com TRIS, a velocidade da analise é ligeiramente maior do que nos
tampdes de maior concentragdo. A maior velocidade do EOF para o tamp&o de menor
concentracdo € atribuida ao fato de o aumento da forga ibnica ocasionar uma
compressao da dupla camada elétrica, diminuindo a magnitude do EOF. A concentragdo
usada de TRIS para ajustar o pH do BGE foi calculada e fixada, assim, um BGE
composto por 20 mmol L™ de TRIS + 10 mmol L™ de DMX (pH = 8,4) foi utilizado nos

estudos seguintes.

Posteriormente, um estudo foi realizado com o intuito de verificar se a
complexacdo da CAF teria que ocorrer antes da injecdo (adicdo de DMX na solucgéo
padrdo ou amostra) ou se esta complexacdo poderia ocorrer somente com o0 contato da
CAF com o0 DMX ap6s a injecdo no sistema CE (DMX presente no BGE). Neste estudo,
duas solucbes padrdo com composicOes diferentes foram injetadas. Na primeira, a
solucdo contendo a cafeina foi diluida em agua e a complexagdo aconteceria somente
dentro do capilar (DMX no BGE). Na segunda, a solucdo de cafeina foi diluida
diretamente no BGE e, o complexo entre a cafeina e DMX ja foi formado antes da

injecdo no sistema. Na Figura 17 s&o apresentados os resultados obtidos neste estudo.
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Figura 17 — Eletroferogramas obtidos pela injecdo de solugdo padrdo contendo CAF,
DIP, AAS e AS (2 mmol L de cada) preparada em agua ou em solucéo tamp&o. BGE:

20 mmol L™ TRIS/10 mmol L™ DMX. Demais condic8es vide Fig. 16.

Como pode ser observado na Fig. 17, os eletroferogramas obtidos com a injecao
das duas solucdes padrdes foram semelhantes, comprovando que ndo ha necessidade de
que as solucdes padrdes ou amostras sejam preparadas em meio de BGE, ou seja, a
complexacdo que acontece somente dentro do capilar é rdpida o suficiente para a

separacdo e determinacao de CAF por CE.

Nestas condicGes, além da possibilidade de determinacdo rapida e simultanea de
CAF, DIP, AAS e AS em formulagbes farmacéuticas, uma caracterizagcdo
estequiométrica da dipirona sédica (NaDIP) também € possivel em cada analise [79]. A
Figura 18 apresenta um eletroferograma tipico de uma (A) solucdo padrédo contendo
CAF, NaDIP, AAS (2 mmol L™ de cada) e AS (1 mmol L™), e dois eletroferogramas de

solugdes preparadas a partir de duas formulagdes farmacéuticas: (B) CAF e AAS, e (C)
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CAF e DIP. Em todas as solugdes, 0,7 mmol L™ de litio foi adicionado como IS (do

inglés, “internal standard”).
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Figura 18 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de: (A) solucdo padrao
contendo CAF, DIP, AAS (2 mmol L™ de cada) e AS (1 mmol L™), e solugdes
preparadas a partir de amostras comerciais contendo (B) CAF e DIP, e (C) CAF e AAS.
BGE: 20 mmol L™ TRIS/10 mmol L™ DMX; injecéo hidrodindmica: 25 kPa por 0,3 s.

Demais condicGes vide figura 16.
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A composicdo do BGE fornece ao sistema CE-C*D uma linha de base estavel e
estes resultados demonstram que o método proposto possibilita o controle de qualidade
das duas formulacgdes farmacéuticas, uma contendo CAF e AAS, e outra contendo CAF
e DIP, pois sobreposi¢Oes ou picos adicionais provenientes de interferentes (excipientes,

por exemplo) ndo foram detectados.

A fim de se obter um melhor compromisso em termos de eficiéncia, resolucao,
razdo sinal-ruido (SNR) e frequéncia analitica, estudos de otimizacdo do método
proposto como tempo de inje¢é@o (hidrodinamica a pressdo constante) foi estudado. Na
Figura 19 s&o apresentados os resultados obtidos em fungdo da variacdo no tempo de

injecdo.
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Figura 19 — Estudo do tempo de injegdo com eletroferogramas obtidos com solucéo
padrdo contendo CAF, DIP e AAS (2 mmol L™ cada) e AS (1 mmol L™Y). Presséo
constante de injecdo: 25 kPa; BGE: 20 mmol L™ TRIS/10 mmol L™ DMX. Demais

condigdes experimentais vide figura 16.
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Conforme apresentado na Fig. 19, é possivel observar uma melhora na
sensibilidade dos analitos com o aumento no tempo de injecdo (aumento no volume
injetado), no entanto, a resolugéo (especialmente para o pico da CAF) vai diminuindo.
Assim, a opcao foi por um tempo de injecdo em que a resolucdo entre o EOF e o pico da
CAF fosse adequada (0,3 s; 25 kPa). Conforme descrito na literatura [27], quanto maior
o potencial aplicado, mais rapida ¢é a analise e maior é a frequéncia analitica. Portanto,
como um dos objetivos do trabalho é a determinacdo répida, o potencial de 25 kV foi
adotado nos estudos seguintes, pois este potencial além de permitir uma rapidez nas
andlises, apresenta uma boa resolucéo entre os picos. Um potencial de 30 kV nédo foi
adotado por apresentar maior ruido de linha base, provavelmente, devido a fuga de alta

tenséo.

Apos a otimizagdo destes pardmetros foi realizado um estudo de repetibilidade
para verificar a precisdo do sistema. O desempenho do sistema com 0s pardmetros
otimizados é mostrado na Figura 20 com a sobreposicdo de 10 eletroferogramas obtidos
a partir da injecdo de uma solugdo padrdo contendo CAF, DIP e AAS (2 mmol L™ de
cada), AS (1 mmol L) e litio como IS (0,7 mmol L™). Os resultados estatisticos

calculados a partir dos dados desta figura sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 20 - Eletroferogramas obtidos a partir de 10 injecBes sucessivas da mesma
solucdo padrdo contendo CAF, DIP e AAS (2 mmol L™ de cada), AS (1 mmol L™) e

litio como 1S (0,7 mmol L™). Demais condiges vide Figura 18.

Tabela 2 - Caracteristicas analiticas do método proposto.

Faixa Linear Tempo de Area do LOD"
Analito ) 4. Resolucao®
(mmol L™ migracio® (s) pico® (umol L™
CAF 0,50-4,00 0,999 279+0,1 8,4+0,5 5 1,8+0,1
oip  050-400 0997 373%01  101%06 5 6,3+ 0,4
ASA 0,50-4,00 0,997 426+0,2 9,24 +0/4 6 3,2+0,2
SA 0,25-2,00 0,994 50,7+0,3 34,67 +1,2 2 3,5+0,2

a: n = 10; b: limite de deteccdo (3Sh/S em que, Sbh é o desvio padrdo do ruido da linha base e S é a
inclinacdo da curva analitica); c: calculado entre o pico do analito e o pico anterior; intervalo de confianga
de 95%.
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Os resultados obtidos no estudo de repetibilidade demonstram que o método
proposto apresenta boa estabilidade com desvios padrées relativos inferiores a 6 e 0,6 %
em relacdo a area e tempo de migracdo, respectivamente. Os LODs obtidos pela técnica,
apesar de serem maiores que os obtidos por HPLC, s&o suficientes baixos para a
quantificacdo destes principios ativos em formulagbes farmacéuticos. Os

eletroferogramas apresentaram uma resolucéo adequada entre 0s picos.

ApOs a otimizacdo e a determinacdo da precisdo do método, um estudo para
definir a faixa linear de resposta para cada espécie foi realizado. O resultado obtido

neste estudo é apresentado na Figura 21.
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Figura 21 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo contendo
concentracdes crescentes de CAF, DIP e AAS (0,2 — 6 mmol L™) e AS (0,1 — 3 mmol L~
1) com coeficientes de correlacéo de 0,995; 0,994; 0,992 e 0,991 para CAF, DIP, AAS e
AS, respectivamente. Litio foi usado como IS (0,7 mmol L™). Demais condicdes vide

Figura 18.
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Como pode ser visualizado na Fig. 21, até mesmo em elevadas concentracoes
ainda obtém-se resolucdo satisfatoria e uma proporcionalidade entre concentracdo e a
condutividade detectada para todos os analitos (r = 0,995; 0,994; 0,992 e 0,991 para
CAF, DIP, AAS e AS, respectivamente). Posteriormente, uma menor faixa de
concentracdo, com melhor linearidade, foi adotada para construgdo de uma curva
analitica (pag. 52). A Figura 22 apresenta os eletroferogramas obtidos a partir da injecéo
de solucGes padrdo contendo concentragdes crescentes de CAF, DIP, AAS e AS e as

suas respectivas curvas de calibracéo.
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Figura 22 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solu¢Ges padréo contendo

concentracdes crescentes de CAF, DIP e AAS (05 — 4 mmol L) e AS (0,25 —

2mmol L) e as suas respectivas curvas de calibracdo. Litito foi usado como IS

(0,7 mmol L). Demais condic8es vide Figura 18.
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As curvas de calibracdo apresentaram boa linearidade para todos os analitos no

intervalo de concentracdo estudado com a obtencdo de coeficientes de correlagdo

maiores que 0,994 em todos os casos. Os limites de deteccdo do método foram

calculados a partir deste grafico e sdo apresentados na Tabela 2 (pag. 49).

A exatiddo do método EC-C*D proposto foi avaliada através da anélise de quatro

amostras de formulagdes farmacéuticas comerciais. A Tabela 3 apresenta uma

comparagdo dos resultados obtidos com o método proposto aos obtidos por HPLC na

analise destas amostras.

Tabela 3 - Comparacgdo entre os resultados obtidos pela determinacdo simultanea de

DIP, CAF e AAS usando CE-C*D e HPLC (n = 3).

Bula CE-CD

Amostras (mg / comprimido)

(mg / comprimido)

HPLC

(mg/ comprimido)

DIP CAF  AAS DIP CAF AAS DIP CAF  AAS
1 500 65 - 503+7 68+3 - 498+7 66+2 -
2 500 65 - 499+8 63%2 - 496+5 65+2 -
3 - 30 500 - 29+2 512+8 - 32+1 503%8
4 - 30 500 - 281 505%8 - 302 501+6

Todos os resultados obtidos pelo método proposto (CE-C*D) sdo similares aos

obtidos por HPLC. A um nivel de confianca de 95%, os valores de t calculados (teste t-

Student pareado) foram menores do que o valor critico tedrico (2,78, n = 3), 0 que

indica que ndo ha diferencas significativas entre os resultados.
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Além disso, o sinal detectado para sodio (Figura 22) também apresentou uma
resposta linear em relacdo a concentracdo na mesma faixa de concentracdo da DIP (0,5
— 4mmol L™, r=0,998), e, assim, a determinacio estequiométrica do sal de NaDIP
também é possivel. A relacdo estequiométrica tedrica para sal de NaDIP ¢é de 1:1
(concentragdo molar). No entanto, este resultado somente é obtido para a forma correta
de sal, na auséncia de impurezas, ou ainda, da degradac&o / hidrolise de DIP. Portanto, o
método proposto proporciona resultados rapidos e confidveis para a caracterizagdo
estequiométrica da matéria-prima. Apds a adicdo de NaDIP a uma formulagdo
farmacéutica, a caracterizacdo estequiométrica sé é possivel se outros sais de so6dio nao

sdo usados como excipientes nesta formulacao.

O método proposto também pode ser utilizado para a determinacdo rapida (em
menos de 1 min), do grau de degradagdo / hidrdlise do AAS e da DIP em matérias
primas ou em formulagdes farmacéuticas. A Figura 23 mostra dois eletroferogramas de
solugdes padréo contendo 3 mmol L™ AAS (A) ou DIP (B). Ambas as solucdes foram
analisadas antes (a) e apds a exposicao a radiacdo solar (degradacdo acelerada pela luz e

calor) durante 30 (b), 60 (c) e 180 minutos (d).
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Figura 23 — Eletroferogramas obtidos na injecdo de solugdes padrdo contendo 3 mmol
L™ de AAS (A) ou NaDIP (B) antes (a) e depois da exposicao & luz solar por 30 min
(b), 60 min (c), e 180 min (d). Litio foi usado como IS (700 pumol L. AS: &cido

salicilico; Picos 1 e 2: produtos de hidrolise da DIP. Demais condicGes, vide figura 18.

Como pode ser observado na Figura 23A, 0 método proposto permite a deteccéo
de um dos produtos de degradagdo do &cido acetilsalicilico na mesma corrida em cerca

de 1 min. Os produtos da reacdo de hidrolise do AAS sdo bem conhecidos na literatura
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como sendo AS e acido acético [108]. Com o aumento do tempo de exposic¢éo a luz

solar, o pico para o AS foi detectado.

Em um experimento semelhante realizado com uma solugdo contendo
3mmol L™ de NaDIP, dois picos adicionais correspondentes aos produtos de
degradacdo foram detectados (os picos 1 e 2 ; Fig. 23B), além de uma diminuicdo
consideravel do pico da DIP. De acordo com a literatura, um dos produtos de hidrolise
de DIP é 4-metilaminoantipirina (4-MAA) [120]. No entanto, devido ao seu valor de
pKa = 1,3, 0 4-MAA é uma base fraca, sendo uma espécie neutra no BGE usado nas
analises por CE (pH 8,4), e, portanto, ndo é detectavel no sistema CE-C*D. Outros
produtos de hidrdlise  formados simultaneamente com 4-MAA é o
hidroximetanosulfonato [162], que apresenta uma carga negativa no pH da solucdo
tampdo utilizada nestes experimentos (8,4), e, provavelmente pode ser a espécie
detectada imediatamente ap6s o pico de DIP (Fig. 23B, pico 2). Além disso, outro
produto de hidrolise foi detectado com boa sensibilidade proximo ao pico do sodio (Fig.
23B; pico 1). Embora haja varios estudos disponiveis na literatura sobre a hidrolise ou a
degradacdo de DIP [119, 120, 124, 162], nenhum desses trabalhos relata a formacao de

um cétion com baixo peso molecular proveniente da hidrdlise ou degradagéo da DIP.

Simulacdes realizadas com o programa Peakmaster [161] indicaram que o cation
suspeito poderia ser a metilamina. Por isso, estudos utilizando CE-C*D e uma solugéo
padrdo de metilamina foram realizados. O produto de hidrolise e a metilamina
apresentaram o mesmo tempo de migracdo. Portanto, trata-se de uma forte evidéncia de

que o produto de degradacao da DIP é a metilamina.

Buscando investigar melhor o cétion suspeito, varios testes foram realizados

utilizando um equipamento de eletroforese capilar acoplado a um detector de massas
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(CE-ESI-MS) disponibilizado pelo Prof. Dr. Claudimir Lacio do Lago em seu
laboratério no IQUSP (S&o — SP). Primeiramente, foi realizado uma varredura de massa
em modo positivo e em modo negativo, com finalidade de detectar o pico de massa da
dipirona ainda ndo hidrolisada (m/z 312). Este mesmo procedimento foi repetido com
um padrdo exposto a luz solar para detectar os produtos da hidrélise da DIP. No modo
positivo, um pico adicional com valor m/z 32 foi detectado, similar aos resultados
obtidos por CE-C*D, pois 0 pico em CE-MS também tinha tempo de migracéo préximo

ao pico referente ao sodio.

Como ndo havia nenhum trabalho na literatura que corroborava com este
resultado, estudos adicionais foram realizados para confirmar esta suspeita. Como o
sodio € um cation proveniente de uma base forte e a metilamina de uma base fraca (pKa
= 10), um estudo com BGEs (NH;OH/NH,4CO3) de trés pHs distintos foram realizados
usando CE-MS (7,3; 9,2 e 10,9). Em pH 7,3, a razdo m/z 32 foi localizada antes do pico
do sodio e em pH 10,9, a razdo m/z 32 foi localizada depois do pico do sodio. Além
disto, na amostra exposta ao sol, uma aliquota de solu¢do padrdo de metilamina foi
adicionada e um aumento na intensidade do pico da metilamina foi detectado por CE-
MS. Ainda na varredura de massa no modo positivo, na solucdo de DIP exposta ao sol
foi confirmada a presenca do 4-MAA (m/z218), assim como a do

hidroximetanosulfonato (m/z 111).

Em seguida, estudos foram realizados por CE-MS no modo de monitoramento
de ions selecionados. A Figura 24 mostra os eletroferogramas obtidos por CE-MS de
uma solugdo contendo 1 mmol L™ DIP antes (A e B) e depois (C e D) de sua exposicao

a radiacdo solar durante 45 minutos.
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Figura 24 — Eletroferogramas obtidos por CE-MS no modo de monitoramento de ions

selecionados antes (A e B) e depois (C and D) da exposic¢do a luz solar. m/z 312 (DIP);

m/z 218 (4-MAA); m/z 32 (metilamina); m/z 111 (hidroximetanosulfonato).

No BGE 10 mmol L™ (NH4)2COs pH 9,2, a DIP migra em sua forma anionica,

no entanto, a sensibilidade é maior para a sua forma protonada (m/z 312). O produto de

hidrélise neutro (4-MAA) é transportado pelo EOF e detectado como sua forma

protonada (m/z 218). Metilamina e hidroximetanosulfonato, outros produtos de

degradacdo de DIP, migram como um cétion e um anion, respectivamente, e foram

melhores detectados como tal m/z 32 e 111. Embora o BGE aqui utilizado seja diferente

do que foi utilizado para CE-C*D, o pH é semelhante (pH 9,2) e a DIP também migra

como uma espécie anionica. No entanto, a sensibilidade da espectrometria de massa

para esta espécie ndo é tdo elevada como para a de DIP protonada. Portanto, a deteccao

de DIP foi feito a m/z 312 no modo positivo. O produto de hidrolise 4-MAA é neutro e,
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portanto, ele € transportado pelo EOF, enquanto que a deteccdo foi feita em m/z 218 no

modo positivo.

A degradacgdo de DIP é claramente mostrada na Figura 24. No entanto, existem
outras caracteristicas que devem ser consideradas. Ha a presenca de 4-MAA antes da
amostra ser exposta a luz do sol. Além disso, a forma do pico de m/z 218 sugere que 0
4-MAA estéd sendo formado enquanto DIP migra no BGE a pH 9,2. A eficiéncia do
método CE-ESI-MS é claramente menor do que a obtida pela CE-C*D, o que pode ser
parcialmente atribuido a succdo do electrospray, o que induz um fluxo laminar no
interior do capilar. No entanto, tem que se levar em conta que este método foi
introduzido apenas para auxiliar na identificacdo das espécies formadas a partir da

hidrolise de DIP, sem a realizacdo de otimizacdes.

Foram efetuados estudos adicionais, a fim de verificar se o sistema CE-C'D
proposto também ¢é Gtil para a detec¢do dos produtos de degradacao da DIP em amostras
farmacéuticas. Estes estudos foram realizados com duas amostras farmacéuticas
contendo DIP. SolucBGes das amostras foram analisadas antes e ap0s a exposi¢do a

radiacdo solar durante 3 horas (Figura 25).
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Figura 25 — Eletroferogramas obtidos na injecdo de solu¢Ges amostras contendo NaDIP
antes (a) e depois (b) da exposicdo a luz solar por 180 min. Litio foi usado como IS
(700 pmol L™). Pico 1: metilamina; pico 2: hidroximetanosulfonato. Demais condicdes,

vide Figura 18.

Os resultados apresentados na Fig. 25 (obtidas com solucBes amostras) sao
semelhantes aos apresentados na Fig. 23B (obtidas com solugdes padrdes). Os produtos
de degradagdo da DIP (1: metilamina e 2: hidroximetanosulfonato) somente foram
detectados em solugbes de amostras depois da exposicdo a radiacdo solar. Estes

resultados demonstram que essas drogas foram devidamente armazenadas, pois 0s
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produtos de degradacdo ndo foram detectados nas amostras recém-preparadas. Além
disso, é possivel concluir que o método proposto também pode ser usado para a
deteccdo dos produtos de hidrélise ou degradacdo em amostras farmacéuticas. A

presenca de ingredientes inativos ndo afetam os resultados obtidos na analise.

4.1.1 - Conclus0es parciais

Os resultados aqui apresentados mostram que o sistema CE-C*D pode ser
utilizado para a determinacéo rapida (em menos de 1 minuto) e simultanea de CAF, DIP
e AAS. Os produtos de hidrélise ou degradacdo gerados a partir de AAS (acido
salicilico) e DIP (hidroximetanosulfonato e metilamina) também pode ser detectados em
menos de 1 minuto. Além disso, é a primeira vez que metilamina foi identificada como

um produto de hidrélise da DIP.
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4.2 - Metodologia para determinacdo rapida de dipirona em combinacdo com

outros principios ativos.

Com o objetivo de continuar os estudos de controle de qualidade de formulagdes
farmacéuticas, optamos por propor a andlise de farmacos que possuem em suas
formulacdes outros principios ativos combinados com a DIP. Neste caso, 0 grupo-alvo
dos analitos a serem determinados foram AA (pKa =4,4e 11,2) , CAF (pKa=0,6 e 14),
DIP (pKa =-1,2 ), MEP (pKa = 8,8), ORF ( pKa = 8,9), e ESC (pKa = 7,8). Devido a
existéncia do efeito sinérgico, formulacdes farmacéuticas contendo DIP na presenca de
um (DIP + ESC), dois (DIP + CAF + ORF) ou trés (DIP + MEP + CAF + AA) destes

principios ativos sdo comercializados.

De acordo com os seus valores de pKa, quase todos os compostos (exceto a
CAF) podem existir na forma i6nica em solucBes aquosas, no intervalo de pH
comumente utilizado em CZE (pH entre 2 a 12). AA e DIP existem na forma aniénica e,
MEP, ORF, e ESC na forma catiénica. A fim de que a analise pudesse ser realizada
numa unica corrida, uma condicdo que permite a separacdo simultdnea de cations e
anions deveria ser explorada. Assim, a estratégia adotada no presente trabalho para a
determinacdo rapida destes compostos usando o sistema regular de CE, foi o uso do
fluxo eletrosmético normal em alta velocidade (pH > 7,5; coluna capilar de silica
fundida). Nesta condicdo, cations sdo transportados para o detector no modo co-EOF
(EOF + velocidade eletroforética) e anions com baixa mobilidade no modo contra o

EOF (ve, >> v,), sendo detectados apo6s o EOF.

Os primeiros estudos foram realizados utilizando o mesmo BGE usado na
primeira parte do trabalho (10 mmol L™ DMX / 20 mmol L™ TRIS), pois para a

determinagéo de CAF é necessario a utilizagdo do DMX como agente complexante. No
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entanto, a condutividade apresentada pela solucdo padrdo de AA € semelhante a
condutividade desse BGE, gerando um sinal positivo (pico) de baixa intensidade para o
AA, dificultando sua determinacdo. Assim, foi necessaria a troca de um dos

componentes do tampao.

Na busca de um co-ion que formasse um tampdo, no qual tivesse uma melhor
sensibilidade para o0 AA, sem comprometer a sensibilidade para os outros analitos, dois
BGEs contendo DMX e com capacidade tamponante em torno de pH 8 foram testados
(DMX / HIS e DMX / TEA). Entre estes, 0 BGE composto por TEA e DMX (pH = 8,5)
apresentou um melhor desempenho com aumento na sensibilidade do método em
relacio ao AA. E importante salientar que o tampdo de corrida composto por
TEA/DMX sempre foi preparado da seguinte forma: a concentracéo usada de DMX era
previamente definida e o pH da solugéo era acertado em 8,5 com a adicdo de TEA na
solucéo. As Figura 26, 27 e 28 apresentam os eletroferogramas obtidos com o sistema
CE-C*D em funcéo de duas concentracdes diferentes DMX (10 e 20 mmol L™), ambas

com pH acertado em 8,5 com adicéo de TEA.
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Figura 26 - Eletroferogramas obtidos para uma solu¢do padrdo contendo ESC
(0,75 mmol L) e DIP (1,5 mmol L™) em funcdo das concentracdes do BGE composto
por DMX (10 e 20 mmol L™) com pH acertado em 8,5 com adicdo de TEA. Demais
condicBes: (IS) Codeina 0,7 mmol L™; comprimento efetivo do capilar: 10 cm;
diferenca de potencial aplicada: 25 kV; injecdo hidrodinamica: 25 kPa por 0,5 s;

didmetro interno do capilar: 50 pm.
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Figura 27 - Eletroferogramas obtidos para uma solucdo padrdo contendo ORF
(0,75 mmol L™), CAF e DIP (1,5 mmol L™) em funcdo das concentracdes do BGE

composto por DMX (10 e 20 mmol L™) com pH acertado em 8,5 com adicéo de TEA.

Demais condigdes, vide Figura 26.
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Figura 28 - Eletroferogramas obtidos para uma solucdo padrdo contendo MEP
(0,75 mmol L™), CAF, DIP (1,5 mmol L) e AA (2 mmol L) em funcéo das
concentracdes do BGE composto por DMX (10 e 20 mmol L) com pH acertado em 8,5

com adicdo de TEA. Demais condicGes, vide Figura 26.

Nota-se que, 0 BGE composto por 12 mmol L™ de TEA e 10 mmol L™ de DMX,
apresentou maior velocidade de anélise, boa estabilidade de linha base e boa resolucédo
entre o0s picos, e, portanto, esta concentracdo foi adotada nos estudos posteriores. Um
fendmeno que pode ser observado nas Fig. 26, 27 e 28 € que as espécies quimicas ESC,
ORF e MEP apresentam tempos de migracdo muito semelhantes, ndo sendo possivel a
determinacéo destas espécies quando presentes na mesma solucdo ou amostra (provavel
co-migracdo), usando as condicdes utilizadas no presente trabalho. No entanto, segundo
0 nosso conhecimento, estes compostos ndo estdo presentes simultaneamente em
formulacdes farmacéuticas comerciais. Logo, o método utilizando CE-C*D e o tampdo
de corrida aqui proposto pode ser utilizado no controle de qualidade das amostras de
composicao diferentes representadas nas Figuras 26 (ESC + DIP), 27 (ORF + CAF +
DIP) e 28 (MEP + CAF + DIP + AA). Dessa forma, optamos por efetuar estudos de

otimizacgdo independentes, em épocas diferentes e para cada tipo de amostra. Pequenas
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variacfes nos tempos de migracdo para a mesma espécie sdo justificaveis devido a
realizacdo dos estudos em épocas diferentes, devido a provaveis e pequenas variagdes

no tamanho da coluna capilar (40 £ 3) ou mesmo no tempo de uso de cada capilar.

A Figura 29 apresenta eletroferogramas de solugc6es padrdes contendo (A) ESC e
DIP (0,75 e 1,5 mmol L%, respectivamente), (B), ORF, CAF e DIP (0,75, 1,5 e
1,5 mmol L7, respectivamente), e (C) MEP, CAF, DIP, e AA (0,75, 1,5, 15,
2,0 mmol L, respectivamente). Eletroferogramas que representam as solucBes de
amostras farmacéuticas (adequadamente diluidas em agua) com uma composi¢do
semelhante a das solucBes padrdo também sdo apresentados na Figura 29. Em todos 0s

eletroferogramas, COD (0,70 mmol L) foi usada como um padréo interno (IS).

Na"
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(©)
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Figura 29 — Eletroferogramas obtidos para solucdes padrbes contendo (A) ESC
(0,75 mmol L™) e DIP (1,5 mmol L™); (B) ORF (0,75 mmol L™), CAF e DIP (1,5 mmol
L cada); (C) MEP (0,75 mmol L), CAF, DIP (1,5 mmol L™ cada) e AA (2,0 mmol L’
1. Eletroferogramas para solucdes amostras com composicdo similares também s&o
apresentados. COD (IS) 0,7 mmol L™ foi adicionado em cada solucdo; BGE:

12 mmol L™ TEA / 10 mmol L™ DMX. Demais condicdes vide figura 26.
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Como pode ser observado, os eletroferogramas das solugdes amostra e padrdo
sdo similares, o que permite concluir que é possivel a determinacgdo rapida e simultanea
de DIP e ESC, ou, DIP, CAF e ORF, ou ainda, DIP, CEP, CAF e AA, utilizando o
sistema CE-C*D proposto. Picos de origem desconhecida (*) estdo presentes em
algumas solucdes, mas é provavel que os mesmos ndo interfiram na determinacdo dos

principios ativos.

Os efeitos do potencial de separacdo (de 15 a 25 kV) (Figuras 30, 31 e 32) e do
tempo de injecdo hidrodindmica (0,3 - 1,5 s) (Figuras 33, 34 e 35) também foram
estudados a fim de obter as melhores condi¢Ges instrumentais nos experimentos
utilizando CE-C’D.
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75 90
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Figura 30 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdo padrdo contendo
ESC (0,75 mmol L™) e DIP (1,5 mmol L) usando trés potenciais de separacio distintos

(15, 20 e 25kV). Demais condigdes vide figura 29.
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Figura 31 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdo padrdo contendo
ORF (0,75 mmol L™), CAF e DIP (1,5 mmol L™ cada) usando trés potenciais de

separacao distintos (15, 20 e 25 kV). Demais condicdes vide figura 29.
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Figura 32 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdo padrdo contendo
MEP (0,75 mmol L), CAF e DIP (1,5 mmol L™ cada) e AA (2 mmol L™) usando trés

potenciais de separagéo distintos (15, 20 e 25 kV). Demais condigOes vide figura 29.
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Figura 33 — Estudo do tempo de injecdo com eletroferogramas obtidos com solucao
padréo contendo ESC (0,75 mmol L™) e DIP (1,5 mmol L™). Pressdo constante de

injecdo: 25 kPa; demais condi¢des experimentais vide figura 29.
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Figura 34 — Estudo do tempo de injegdo com eletroferogramas obtidos com solugéo
padrdo contendo ORF (0,75 mmol L?), CAF e DIP (1,5 mmol L™ cada). Pressio

constante de injecéo: 25 kPa; demais condig¢Oes experimentais vide figura 29.
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Figura 35 - Estudo do tempo de injecdo com eletroferogramas obtidos com solucdo
padrdo contendo MEP (0,75 mmol L™), CAF e DIP (1,5 mmol L™ cada) e AA
(2 mmol L. Pressdo constante de injecdo: 25 kPa; demais condigBes experimentais

vide figura 29.

Pode-se observar que o potencial mais elevado possibilitou maior rapidez na
analise aliada a uma resolucdo adequada entre os picos. No caso do tempo de injecéo,
tem-se um aumento na sensibilidade de todas as espécies com o aumento do tempo de
injecdo, no entanto, a resolucdo entre a CAF e o EOF (Fig. 34 e 35) tende a piorar
dificultando a determinacdo precisa da mesma. Apds estes estudos, o potencial aplicado
de 25 kV e o tempo de injecdo de 0,5 s (25 kPa) propiciou o melhor compromisso em

termos de resolucao, relagdo sinal-ruido (SNR) e frequéncia analitica.

Na etapa seguinte, a precisdo dos métodos propostos foi avaliada por dez
injecdes consecutivas de solugdes padrdo contendo composicdes semelhantes as trés
amostras disponiveis comercialmente (Figura 36). Os resultados obtidos para cada uma

das solugdes padrdo no mesmo dia e com o mesmo comprimento da coluna capilar
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foram considerados precisdo intra-dia (n=10) e os resultados obtidos para cada solugéo

padrdo em dias diferentes e com diferentes comprimentos de coluna (40 £ 3 cm) foram

considerados precisédo inter-dia (n=3). A Tabela 4 mostra os resultados obtidos.
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2,00 mmol L™, respectivamente). Para outras condices vide



Tabela 4 — Precisdes intra-dia (média £ SD; n = 10) e inter-dia (média £ SD; n = 3) dos métodos propostos.

Tempo de migracao

Area do Pico Resolugao®
Amostra Analito (s)
Intra-dia  Inter-dia Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
SCO 27,1+03 27,7+05 157+003 149+0,12 151+0,06 154+0,10
DIP 52,1+05 571+25 128+002 141+0,16 6,10+0,21 6,74+0,35
ORP 268+0,1 269+01 142+005 138+0,15 1,73+0,08 1,72+0,13
CAF 40,7+0,2 417+04 158+0,03 1,70+0,10 2,07+£0,05 2,05+£0,10
DIP 57,1+04 595+11 150+005 134+0,08 683+023 7,02+0,31
MEP 247+03 246+03 1,17+0,02 159+0,06 195+0,10 1,87+0,25
CAF 382+04 356+14 138+003 152+0,12 245+0,18 2,23+0,33
DIP 496+0,7 436+41 142+004 159+0,22 539+0,34 4,95+0,50
AA 57,7+11 534+22 116+005 110+0,06 280+0,15 2,42+0,20
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Como pode ser observado, baixos valores de desvio padrdo foram obtidos em
todos os estudos. Em estudos intra-dia, os valores de desvio padrdo foram menores do
que 2, 4, e 5% para o tempo de migracdo, area do pico, e resolucdo, respectivamente.
Em estudos inter-dia, os valores de desvio padréo foram menores do que 9, 14, e 15%
para o tempo de migracéo, a area do pico, e resolucéo, respectivamente. E importante
salientar que estes resultados foram obtidos sem a necessidade de renovacéo da solugéo

no interior do capilar (“flush”) para restituir as condigdes experimentais iniciais.

Apos a realizagdo dos estudos de otimizacdo e obtencéo de bons resultados nos
estudos de repetibilidade intra e inter-dia, um estudo para identificacdo da faixa linear

de resposta das espécies em estudo foi realizado (Figura 37).
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Figura 37 - Eletroferogramas obtidos com a injecdo de solucdes padrbes contendo
concentracdes crescentes de (A) ESC (0,05 — 2,0 mmol L) e DIP (0,1 — 4,0 mmol L™);
(B) ORF (0,05 — 2,0 mmol L), CAF, e DIP (0,1 — 4,0 mmol L cada); (C) MEP (0,05
— 2,0 mmol L™, CAF, DIP (0,1 — 4,0 mmol L™ cada), and AA (0,25 — 4,5 mmol L™Y).
COD (IS) 0,7 mmol L™ foi adicionado em cada solugdo. Demais condicdes vide figura

29.
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Conforme apresentado na Figura 37, todas as espécies estudadas apresentaram
resposta linear entre concentracdo e condutividade em toda a faixa de concentracdo
estudada (R > que 0,988 em todos os casos). A resolugdo entre os picos também
continuou sendo adequada. Dentre a faixa linear obtida para cada espécie, Um intervalo
de concentracdo menor foi usado na construcdo das curvas de calibracdo para cada
espécie. As Figura 38, 39 e 40 apresentam o0s eletroferogramas obtidos a partir da
injecdo de solucbes padrdo contendo concentracGes crescentes de ESC e DIP (Figura
38), ORF, CAF e DIP (Figura 39) e MEP, CAF, DIP E AA (Figura 40), e suas

respectivas curvas de calibragéo.
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Figura 38 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solug¢bes padrdo contendo
concentracdes crescentes de ESC (0,1 — 0,5 mmol L™) e DIP (0,5 — 2,5 mmol L) e suas

respectivas curvas de calibracdo. COD foi usado como IS (0,7 mmol L™). Demais

condicdes vide Figura 29.
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Figura 39 — Eletroferogramas obtidos a partir da injecao de solucBes padrdo contendo
concentracdes crescentes de ORF (0,25 — 1,25 mmol L™), CAF e DIP (05 —

2,5 mmol L) e suas respectivas curvas de calibragdo. COD foi usado como IS (0,7

mmol L*). Demais condic8es vide Figura 29.
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Figura 40 - Eletroferogramas obtidos a partir da injecdo de solugdes padrdo contendo

concentracdes crescentes de MEP (0,25 — 1,25 mmol L™), CAF e DIP (05 —

2,5 mmol L), AA (1,0 — 3,0 mmol L™), e suas respectivas curvas de calibracio. COD

foi usado como IS (0,7 mmol L™). Demais condicdes vide Figura 29.
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As caracteristicas analiticas obtidas a partir dos resultados apresentados nas

Figuras 38, 39 e 40 séo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas analiticas do método proposto.

Faixa Linear LOD? LOQP
Analitos r

(mmol L™ (mmol L™
ESC 0,10-0,50 0,997 0,02 0,10
DIP 0,50-2,50 0,998 0,05 0,16
ORF 0,25-1,25 0,995 0,03 0,10
CAF 0,50-2,50 0,998 0,06 0,19
MEP 0,25-1,25 0,998 0,03 0,10
AA 1,00-3,00 0,993 0,07 0,21

& Limite de deteccdo (S/N=3); ® Limite de quantificacdo (S/N=10).

Observou-se uma boa linearidade para todos os analitos em suas respectivas

faixas de concentracdo (r > 0,993). Além disso, os limites de deteccdo obtidos podem

ser considerados adequados para a analise de amostras de formulagdes farmacéuticas,

uma vez que os baixos limites de deteccdo ndo sdo necessarios para evitar a diluicdo

excessiva das amostras (uma possivel fonte de erro). A Tabela 6 mostra os resultados

obtidos com os respectivos desvios padrdo (n = 3) para a andlise de trés amostras de

medicamentos.
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Tabela 6 — Concentragdo dos analitos em trés amostras farmacéuticas obtidas por CE-

Cc'D (n=3).
Bula CE-C'D
Amostras Analitos

(mg) (mg) Erro
ESC 10 9,4+04 -6%
' DIP 250 253+5 +1%
ORF 35 36+1 +3%
2 CAF 50 49 +2 -2%
DIP 300 307 +6 +2%
MEP 10 9,2+0,4 -8%
CAF 50 49 + 2 -2%
’ DIP 300 286 £ 5 5%
AA 300 294+ 6 -2%

Erro: 100x(CE-C*D — bula)/bula

Como pode ser observado, os resultados obtidos foram semelhantes aos
relatados na bula (valores do rétulo) e sugerem que a composicdo das amostras

farmacéuticas estavam corretas.

Além disso, a fim de avaliar a exatiddo dos métodos propostos, testes de adicdo
e recuperacdo usando amostras farmacéuticas também foram realizados. Neste estudo,
as amostras foram diluidas adequadamente e analisadas sem e com a adi¢do de 0,20;
0,50 ou 1,00 mmol L™ de cada analito. Os valores de recuperacdo das amostras

fortificadas sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de recuperacdo para a analise de amostras farmacéuticas

devidamente diluidas (n = 3).

Analisada Adicionada Encontrada Recuperagdo
Amostra Analitos

(mmol LY (mmolL™?)  (mmol LY (%)
1 ESC  0,19+0,01 0,20 0,37 0,02 95 + 4
DIP 1,01 +0,02 1,00 1,87 +0,08 93+4
2 ORF  052+0,02 0,50 1,04 + 0,02 102 +2
CAF 0,99 +0,04 1,00 2,05 + 0,08 103+ 4
DIP  1,02+0,02 1,00 1,90 +0,12 94 +6
3 MEP 0,46 + 0,02 0,50 0,92 + 0,04 96 + 4
CAF 0,98 +0,04 1,00 1,92 +0,10 97 +5
DIP  0,95+0,02 1,00 1,85+ 0,08 95 + 4
AA 1,38+ 0,03 1,00 2,19+0,12 92+5

Recuperacéo: Valor encontrado / (Valor analisado + Valor adicionado) x 100

Valores de recuperacdo entre 95% e 103% foram obtidos para a maioria dos
analitos, o que indica a auséncia de interferéncia da matriz e podem ser considerados
resultados adequados para amostras farmacéuticas. No entanto, valores de recuperacao
menores que 95% foram obtidos para DIP e AA. Isso provavelmente ocorreu porque

ambos o0s compostos sofrem facilmente hidrolise ou degradacdo em solucBes aquosas.

4.2.1- Conclusdes parciais

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o método proposto

usando CE-C*D permite a determinacao rapida de DIP na presenca de cinco principios
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ativos (ESC, ORF, MEP, CAF e AA) presentes em formulagcdes farmacéuticas
comerciais. Segundo 0 nosso conhecimento, 0 meétodo proposto para separar e

quantificar todos estes compostos € inédito.

5 — Conclusdes gerais e perspectivas futuras

Com base nos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que o
sistema CE-C*D fornece caracteristicas vantajosas para a determinacdo simultanea de
CAF, DIP e AAS, assim como os produtos de degradacdo da DIP (metilamina e
hidroximetanosulfonato) e AAS (&cido salicilico). Adicionalmente, caracteristicas
vantajosas também foram demonstradas para a determinacdo de DIP na presenca de

outros principios ativos, como ESC, CAF, ORF, MEP e AA.

Como principais caracteristicas dos métodos propostos podemos citar o baixo
custo de analise, alta frequéncia analitica (eletroferogramas obtidos em menos de 1
min), consumo minimo de amostras e reagentes e consequente geracdo minima de
residuos, precisdo semelhante a cromatografia liquida, possibilidade de determinacdo
simultdnea de cétions e anions (determinacdo estequiométrica) e deteccdo de produtos

de degradacéo.

No entanto, 0s métodos propostos também apresentam desvantagens. O C*D é
um detector universal e, portanto, apresenta limitagdes na analise rapida de amostras
complexas (urina ou sangue), pois, em média, todos 0s compostos tendem a ser
detectados e co-migracfes podem ser comuns. Além disso, uma menor sensibilidade é

geralmente obtida para analitos com mobilidades (condutividade) intermediarios.
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Em relagdo a determinacéo rapida e simultanea de CAF, DIP, AAS e AS, a
estratégia apropriada foi a utilizacdo do BGE composto por 20 mmol L™* TRIS e
10 mmol L™ DMX (pH = 8,4). Esta estratégia proporcionou a separacéo e determinagéo
dos quatro analitos em menos de 1 minuto com obtengdo de informagdes adicionais
sobre a estequiometria do sal de dipirona (NaDIP) e do grau de degradacéo tanto na
matéria prima como em formulagdes farmacéuticas. A frequéncia analitica obtida neste
trabalho foi o grande diferencial em relacdo a apresentada pelo método recomendado

como padréo.

O BGE composto por 12 mmol L™ TEA e 10 mmol L™ DMX (pH = 8,5)
demonstrou ser 0 mais apropriado para a determinacdo rapida (cerca de 1 minuto) de
DIP na presenca de outros principios ativos. Também é possivel obter informacoes
adicionais sobre a estequiometria do sal de DIP, desde que ndo tenha a adi¢do de
excipientes contendo so6dio em formulagBes comerciais, sendo, este procedimento
somente permite obter informacgdes sobre a estequiometria do sal na matéria prima. O
método ndo possibilitou a determinacdo simultanea de todos os principios ativos, pelo
fato de ESC, ORF e MEP terem mobilidades muito similares, ndo permitindo a efetiva

separacao.

Como perspectivas futuras, estamos propondo investir no desenvolvimento de
novos métodos rapidos para controle de qualidade de outros medicamentos para ampliar
a aplicabilidade de sistemas de CE-C*D. O foco sera direcionado as formulagdes

farmacéuticas contendo hidroclorotiazida na presenca de outros ingredientes ativos.
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