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RESUMO

Neste trabalho foi utilizada a técnica de eletroforese capilar com deteccao
condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (CE-C*D) para desenvolver
um meétodo rapido de controle de qualidade de hidroclorotiazida (HCT) e metoprolol
(MET) em formulagbes farmacéuticas. Para a determinacdo simultanea foi utilizado
um tampao de corrida (BGE) de H3BO3 10 mmol/L ajustado com NaOH para pH = 9,0,
com tempo de analise inferior a 80 segundos. Os limites de detecg&o (LOD) foram 30
e 65 umol/L para a HCT e MET, respectivamente. As curvas de calibragao
apresentaram coeficientes de correlacido maiores que 0,993 e DPR menores de 5 %
(n =10). O método se apresentou exato com valores de recuperacéo de 95% e 102%
para HCT e MET, respectivamente. Além disso, o0 método CE-C4D desenvolvido &
simples, gera quantidades minimas de residuos (menor impacto ambiental), é de
baixo custo (equipamento e manutengdo) e possui elevada frequéncia analitica: 34
injecdes h™.

Palavras chave: Determinagdo simultdnea. Amostras Farmacéuticas. Controle de

qualidade. Principios ativos. Hidroclorotiazida. Metoprolol. CE-C*D



ABSTRACT

In this work, capillary electrophoressis with contactless capacitive coupled conductivity
detection technique (CE-C*D) was used for the development of a fast method of quality
control of hydrochlorothiazide (HCT) e metoprolol (MET) pharmaceutical formulations.
For simultaneous determination, the buffer (BGE) was composed by 10 mmol/L of
HsBO3 adjusted with NaOH to pH = 9,0, with analysis time less than 80 seconds. The
limits of detection (LOD) were 30 and 65 umol/L for HCT and MET, respectively.
Calibration curves showed correlation coefficients greater than 0,993 and RSD values
less than 5% (n=10). The metod presented recovery values of 95% and 102% for HCT
and MET, respectively. Furthermore, the CE-C4D methods are simple, generates a
minimum amount ofwaste (lower environmental impact), are low cost (equipment and

maintenance) and has a high analytical frequency: 34 injetions h™.

Palavras chave: Simultaneous determination. Pharmaceutical samples. Quality

control. Active ingredients. Hydrochlorothiazide. Metoprolol. CE-C*D.
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1. INTRODUGAO

1.1  Breve Histérico da Eletroforese Capilar

Ha varias décadas, notou-se que uma diferengca na velocidade de migracéo
entre diferentes substancias poderia ser utilizada na separagao e quantificacdo das
mesmas. A técnica de separagao em questao é denominada eletroforese, em que ha
migracdo de moléculas ou espécies carregadas quando submetidas a um campo
elétrico (HEIGER, 1997). Arne Wilhelm Kansin Tiselius foi o responsavel pelo
desenvolvimento de tal método de separacdo. Por meio de seu estudo com a
separagao de proteinas no soro sanguineo a partir da diferenga de velocidade de
migracgao de espécies carregadas em um eletrolito, através do qual tinha sido aplicado
um campo elétrico (TISELIUS, 1930).

A eletroforese capilar (CE) possuia uma limitagdo nos experimentos que era a
falta de habilidade para dissipar o calor (Efeito Joule), tendo como consequéncia o
aquecimento da solugdo, que acentua de forma comprometedora a difusdo das
especies. O calor é dissipado somente pelas extremidades do recipiente causando
convecgdo (TAVARES, 1996). Sendo assim, em 1960, Hjérten introduziu a
eletroforese em tubos capilares, com o emprego de um tubo de quartzo de 0,3 mm e
voltagens que variavam entre 2,5 — 3,0 kV, afim de minimizar os efeitos indesejaveis
do Efeito Joule. Hjérten, em 1983, também contribuiu muito para a area com um
trabalho onde adaptou a eletroforese em gel para os tubos capilares, porém, os
problemas de eficiéncia foram mantidos (HJERTEN, 1983)

Na década de 80, a historia da eletroforese teve um grande avango com os
trabalhos de Jorgenson e Lukacs (JORGENSON; LUKACS, 1981; JORGENSON,;
LUKACS, 1983) que utilizaram pela primeira vez, capilares de silica fundida com
diametro interno extremamente pequenos, cerca de 75 micrometros. Com essa
reducao do didmetro interno do capilar, o indesejado efeito Joule praticamente deixou
de existir. Isso porque a reducio do diametro interno do capilar fez com que a relagéo
entre a area superficial interna e o volume da solugdo aumentasse, favorecendo a
dissipacado de calor e permitindo a aplicacdo de campos elétricos mais elevados.
Desta forma foi possivel diminuir os tempos de analises e gerou maior eficiéncia de

separagao.
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Nos ultimos anos, a CE vem sendo utilizada como uma importante técnica
alternativa a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a separagéo e
anadlise de compostos de interesse industrial, farmacéutico, clinico e ambiental
(KUBAN; HAUSER, 2008). A CE vem tomando lugar devido aos fatores que s&o vistos
como atrativos pela comunidade cientifica, como (CUNHA, 2013):

o Rapidez nas analises;

o Versatilidade, uma vez que uma unica coluna capilar pode ser utilizada
para a separacao de compostos completamente diferentes, sendo necessaria apenas
a mudancga da solugéo tampao;

o Baixo custo, ndo sé do equipamento como também da manutencéo,
devido a utilizagado de pequenos volumes de reagentes e amostras quando comparado
com a HPLC.

Entretanto, a CE também possui algumas limitagbes, como:

o Dependéncia do valor de pH do BGE: necessita de um tampao estavel
(CUNHA 2013);
o Compostos volateis, ndo polares e de massa molar baixa ndo se

adequam com a técnica da CE, sendo melhores analisados por GC;

o Nao adequada para polimeros nao idnicos de massa molar alta por ndo
ser tdo sensivel quando o HPLC, que determina espécies em niveis de tracos
(QUEIROZ; JARDIM, 2001).

1.2 Abordagem teérica

A seguir serao discutidos fundamentos tedricos aplicados a eletroforese capilar
de zona (CZE), praticada em capilares de silica fundida (RIBEIRO, 2017), que é
utilizado neste trabalho.

1.2.1 O conceito de mobilidade efetiva

O conceito de mobilidade efetiva € utilizado para descrever a migragdo de
eletrolitos fracos. A mobilidade efetiva (uef) pode ser calculada pela definicdo classica
de Tiselius, em que qualquer substancia (i) presente em solugdo em formas diferentes

(/) e relacionadas entre si por um equilibrio acido-base rapido, ira migrar em um campo
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elétrico como um soluto unico, possuindo uma certa mobilidade efetiva, onde o € a

fracdo molar e y; a mobilidade i6nica individual j (TAVARES, 1996):

Equacéo 1: Uer = Zu;ja;

Com a aplicacédo de um potencial E teremos a velocidade eletroforética efetiva

Vef

Equacéao 2: Ver = Hef X E

As fungdes de distribuicdo sdo dependentes da magnitude das constantes de
dissociagao do soluto (pKa), além de determinar a predominancia, num intervalo de
pH, de varias espécies. Sendo assim, a equacdo 2 evidencia uma dependéncia
indireta entre mobilidade efetiva e o pH do meio (TAVARES, 1996). Os conceitos de
mobilidade efetiva e a velocidade eletroforética especifica sdo extremamente
importantes, porque a separagao entre espécies com mobilidades eletroforéticas
semelhantes € possivel por meio da modificacdo da fragdo molar pela escolha do pH
do BGE adequado (RIBEIRO, 2017).

1.2.2 Fluxo eletrosmético (EOF) e sua importancia em CE

O movimento dos analitos em dire¢cdo aos eletrodos de carga oposta € devido
a formagéo de uma corrente gerada no interior do capilar a partir da aplicagdo de um
potencial elétrico. Nas separagcdes em CE ocorre um fenbmeno de dupla camada
elétrica, gerando o fluxo eletrosmético (EOF) (BARD; FAULKNER, 1980; BAKER,
1995). Os ions adsorvem na superficie ionizada do capilar e formam a dupla camada
elétrica (TAVARES, 1996), representada na figura 1.
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Figura 1 — Representagdo esquematica da formagao da dupla camada elétrica.

Camada difusa

cSo

(e

DMMolécula de

solvente

Fonte: Adaptado de DISCIPLINAS USP.

A presencga de varios grupos silandis (SiOH) residuais na superficie interna do
capilar que permite a formagao da dupla camada elétrica. Esses grupos apresentam
um carater acido, com pKa aproximado em 6, considerado relativamente fraco. Alguns
desses grupos s&o ionizados quando em contato com o meio aquoso. Sendo assim,
com a ionizagao, a superficie do capilar se torna negativamente carregada e estes
grupos poderao estar totalmente protonados ou parcialmente protonados ou ainda
totalmente desprotonados, dependendo do pH do eletrdlito de corrida (RIBEIRO,
2017). A Figura 2 mostra o efeito do pH sobre a mobilidade do EOF em capilares de

diferentes materiais.
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Figura 2 — Efeito do pH na mobilidade do EOF em capilares de diferentes

materiais.

Bege x 10 (cm? Vs)

pH

Fonte: Adaptado de HEIGER (1997)

Os cations, anions e até mesmo as substancias neutras que ndo sao atraidas
pelos polos, se deslocam em direcdo ao detector devido ao fenébmeno eletroforético
do EOF que é capaz de provocar um fluxo de solugcdo dentro da coluna capilar,
arrastando os analitos e substancias presentes na solugdo (TAVARES, 1996).

Aliado ao didmetro interno do capilar na ordem de micrometros, a aplicagao de
um campo elétrico longitudinal inicia um processo de migragdo dos ions do BGE
envolvidos na formagao da dupla camada elétrica para os polos de carga oposta. Essa
migragao de ions, na qual ocorre o transporte de moléculas de agua que induz um
fluxo de solugdo como um todo, € o EOF. As cargas mais proximas da parede do
capilar ndo migram, no entanto, as cargas positivas da camada difusa sdo arrastadas
em diregdo ao catodo (polo negativo) e esse fluxo € chamado de EOF normal

(RIBEIRO, 2017), exemplificado na figura 3.
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Figura 3 — Representagdo esquematica do fluxo eletrosmaético normal.

Oy !Ei?.‘:'t:l- :

Fluxo Eletroosmdico s>

Fonte: MARRA, 2014

Pelo fato de estarem préximas ao capilar e sofrerem adsorgao na superficie do
mesmo, as cargas ndo migram. Sendo assim, utilizando a EOF normal, ha uma maior
migracgao liquida de cations em direcdo ao catodo se comparada com a migragao
liquida de &nions em direcdo ao anodo. Isso ocorre pois na migragao dos cations, a
mobilidade do fluxo se soma a mobilidade do cation; o contrario do que ocorre com a
migracao dos anions (MARRA, 2014).

Em relacdo a analise de anions com mobilidade elevada € indispensavel, a n&o
ser que a velocidade do EOF seja reduzida, que haja a inversdo do EOF para que a
analise ocorra em tempos mais aceitaveis ou até mesmo que seja possivel (KUBA'N,
et al. 2014). Dessa maneira, o0 método mais utilizado para a inversédo é a adi¢cao de
tensoativos catidnicos ao BGE. Ainda que seja o método mais utilizado s&o poucos
os trabalhos que se dedicam a explicar o mecanismo da inversao do fluxo (KANETA,;
TANAKA; TAGA, 1993; LUCY, 1996; TAVARES, 1997).

Diferentemente do fluxo laminar ou parabdlico, que € gerado por pressdo em
toda técnica em que utiliza bombas, como o HPLC, o fluxo eletrosmatico tem um perfil
planar. Tal caracteristica possibilita uma menor dispersdo de bandas por agao do fluxo
tornando a CE uma técnica de maior eficiéncia se comparada com a HPLC (MARRA,
2014).
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Figura 4 — Perfil de fluxo gerado pelo EOF (a) e fluxo gerado por pressao (b),

e suas correspondentes zonas de amostras.

Fluxos

Fluxo eletrosmotico Fluxo laminar

b

Sinais de resposta

Fonte: RIBEIRO, 2017

O EOF pode ser afetado por alguns fatores, como por exemplo o campo
elétrico. Esse fator afeta proporcionalmente a velocidade e eficiéncia do fluxo, e
inversamente o tempo de analise (HEIGER, 1997). Além do campo elétrico o EOF
pode ser influenciado pelo pH das solugdes, assim como pela falta de limpeza
adequada do capilar antes das analises.

1.3 Eletroforese capilar de zona (CZE)

A CZE, eletroforose capilar de zona ou eletroforese capilar em solucéo livre,
gue € o método utilizado nesse trabalho, € um dos modos de separagao mais utilizado
nas praticas laboratoriais. Isso ocorre principalmente por ser um método simples e de
alta facilidade de implementagao (RIBEIRO, 2017). O mecanismo de separagéo desse
meétodo é por um capilar preenchido com um eletrdlito, geralmente com caracteristicas
tamponantes, e pelas diferengas de mobilidades, os analitos formam diferentes zonas
ao longo do capilar (MGGUFFIN; TAVARES, 1997; TAVARES; MGGUFFIN, 1994).

O método da CZE possui uma pequena limitacdo quando se trata de moléculas

neutras, que n&o sao separadas sem o uso, por exemplo, de um agente complexante
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ou derivatizagbes. Por outro lado, o método apresenta uma otima vantagem: a

determinacao de cations e anions é feita simultaneamente (TAVARES, 1997).

1.4 Determinagao simultanea de cations e anions

A determinagao simultédnea de cations e anions tem sua importancia vinculada
a analise de farmacos, uma vez que cerca de metade das moléculas farmacolégicas
existentes no mercado € formada por compostos idnicos (KOENKA et al, 2016). E o
responsavel pela analise simultanea ser possivel é o EOF que conduz os solutos até
o detector (KOENKA et al, 2016) (WEEKLEY; FOLEY, 2007).

A anadlise desses farmacos deve ser feita desde o principio, no seu
desenvolvimento, até o controle de qualidade, pois a possivel presenga de impurezas
provenientes do processo de fabricacdo ou da catalise do farmaco pode afetar as
propriedades do mesmo, causando efeitos indesejaveis no usuario do medicamento
(DIONEX.com).

A técnica mais utilizada para a determinacao de farmacos é a HPLC. Porém &
um meétodo que necessita de instrumentacdo mais complexa, como exemplo, 0s
injetores duplos, e diferentes tipos de eluente e/ou coluna (SAARINORDHAUS;
ANDERSON, 1991). Sendo assim, geralmente é utilizado o método da CE com
deteccdo condutométrica (o qual foi empregue nesse trabalho) que evita alguns dos
obstaculos citados.

1.5 Sistemas de detec¢cao em CE

O sistema de detec¢cdao em CE, assim como em qualquer outra técnica, é de
extrema importancia, uma vez que com um método de separagdo com alto
desempenho, a detecg¢ado precisa ser de grande eficiéncia e totalmente adequado a
técnica. O ideal € que o sistema de detecgdo possua maior detectabilidade e seja o
mais seletivo em relagédo as espécies (RIBEIRO, 2017).

No geral, os sistemas de detecgao utilizados em CE s&do os mesmos que 0s
usados em HPLC, e s&o classificados em 3 diferentes métodos: método opticos,
meétodos eletroquimicos e métodos acoplados (DA SILVA, 2003). Para a escolha do
meétodo de detecgao utilizado é preciso levar em consideragéo diversos critérios, como

por exemplo, a seletividade do detector, a linearidade da faixa de resposta e os limites
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de detecgao (LOD) (SKOOG, 1998). A Tabela 1 mostra alguns valores tipicos de LOD
para os sistemas mais utilizados em CE.

Tabela 1 — Faixa de limites de detec¢cdo (LOD) de sistemas de detec¢cdo em

CE.

Modo de detecgido LOD / mol L™
indice de refracdo (laser) 10°-10°
Absorgao no UV-visivel (direta) 10° -10°
Absorcao no UV-visivel (indireta) 10* -10°
Fluorescéncia direta (lampada) 107 -10®
Fluorescéncia direta (laser) 10°-1078
Fluorescéncia indireta 10°-10"
Amperometria 10% - 107
Condutividade 10°-10°
Raman 10°-10"
Radiometria 10° - 10"
Espectrometria de massas 10*-10"°

Fonte: Adaptada de MARRA, 2014

O método de deteccgao perfeito ndo existe. No entanto os métodos de deteccao
fluorimétricos sdo considerados os mais ideais pelo fato de serem mais sensiveis,
mesmo que geralmente necessite de derivatizagbes dos componentes das amostras
antes da analise (HENDERSON, 2009).

1.6 Detecgao condutomeétrica sem contato acoplado
capacitivamente (C*D)

Em 1980, mediante os problemas enfrentados nos sistemas de deteccao
eletroquimico convencional e opticos, foi proposto um sistema de deteccédo baseado
na aplicagao de sinais de radio frequéncia (RF), em que o sinal obtido era resposta da
passagem de espécies idnicas pela coluna capilar (GAS et al, 1980). Tal sistema tinha
como objetivo um detector condutométrico sem contato de alta frequéncia dedicado a
isotacoforese, mas ndo obteve sucesso (MARRA, 2014).

Assim, em 1998, pesquisadores descreveram a deteccdo condutométrica sem
contato capacitivamente acoplada (C*D, do inglés capacitively coupled contactless
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conductometry detection) (ZEMANN et al., 1998; DA SILVA; DO LAGO, 1998). Com
esse sistema, diferentemente dos detectores condutomeétrico convencionais, que
haviam necessidade de contato, foi possivel que ndo houvesse a necessidade de
perfuragao do capilar com laser em COo, ja que a instalagdo dos eletrodos é feita na
parte externa do capilar (HUANG et al., 1987; HUANG et al., 1991; HUANG; ZARE,
1991). Pelo fato do detector n&o estar em contato com o BGE e nem com os padrdes
e amostras que fluem no capilar foi possivel obter melhor estabilidade e resposta
analitica ja que o risco de contaminacgdo foi eliminado e houve a diminuicdo da
interferéncia do campo elétrico utilizado na separagao das espécies no sistema de CE
(BRITO-NETO et al, Part. 1 e 2, 2005).

Como mostra a Figura 5, a detecgao C*D é baseada no acoplamento de dois
eletrodos tubulares metalicos externos ao capilar de silica fundida (DA SILVA; DO
LAGO, 1998).

Figura 5 — Esquema do sistema de detecgao C*D e representagdo de um
eletroferograma. E1 e E2 sdo os dois eletrodos do sistema de detecgéo.
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silica fundida
“ recoberto
por poliimida
a
Elevada frequéncia
(milhares de Hz) E
il 1
L
E
Corrente elétrica 2
entre os dois @ BGE uo analitofp
eletrodos
@ BGE ud anal tod

Fonte: Adaptada de RIBEIRO, 2017.

Neste tipo de detector é aplicado um sinal senoidal de alta frequéncia em um
dos eletrodos. Uma corrente elétrica proporcional a condutividade passa de um
eletrodo ao outro devido as espécies iGnicas do eletrolito e da amostra presentes.
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Posteriormente essa corrente gerada é conduzida ao circuito eletrénico, e apds o
tratamento do sinal analitico, a corrente é levada, por meio de uma interface, para o
dispositivo de registro (DA SILVA; DO LAGO, 1998; DA SILVA; DO LAGO, 2000;
BRITO-NETO; DA SILVA; BLANES; DO LAGO, 2005).

O mecanismo de detecgdo de espécies em C*D se baseia na substituicdo do
co-ion presente no BGE pelo ion a ser analisado. Em casos que o analito apresente
mobilidade maior que a do co-ion do BGE ocorre um aumento da condutividade,
registrando um sinal positivo. O inverso também é valido, caso a mobilidade do analito
seja menor que a do co-ion do BGE, o sinal registrado sera negativo. O BGE possui
um papel importante na sensibilidade de cada analito, uma vez que quanto maior a
diferenga da mobilidade do eletrolito em relagdo ao analito, maior sera a sensibilidade
do detector (RIBEIRO, 2017).

1.7 Analises rapidas por CE

As analises por CE possuem uma alta eficiéncia que permite desenvolver
métodos rapidos, obtendo uma separagcéo na ordem de segundos (MARRA, 2014).
Para tornar essas analises mais rapidas geralmente sdo usadas duas estratégias,
sendo elas a utilizagédo de instrumento com varios capilares (MARSH; ALTRIA, 2006)
que permite realizar a separacao simultanea de varias amostras, e o uso de capilares
com comprimentos reduzidos (OPEKAR; COUFAL; STULIK, 2009).

Pela equacédo 3, onde (/) € o comprimento efetivo do capilar, (L) € o
comprimento total do capilar e (E) € o campo elétrico aplicado, percebe-se a influéncia
do potencial e do comprimento do capilar. O tempo de migracéo (t,) das espécies
sera reduzido se houver um aumento do potencial aplicado ou a reducdo do

comprimento do capilar e seu diametro interno (MATYSIK, 2010).

IL
E (Hep +ﬂeo)

Equacao 3: tm =
1.8 Espécies estudadas

Neste trabalho foram estudadas duas espécies diferentes, associadas a um
medicamento. As espécies em questdo sdo hidroclorotiazida e metoprolol. A
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hidroclorotiazida tem demonstrado um efeito anti-hipertensivo aditivo quando
administrada em adicdo ao metoprolol. O metoprolol € absorvido completamente pelo
organismo e sofre metabolismo oxidativo no figado, enquanto apenas 60-80% da
hidroclorotiazida é absorvida com biodisponibilidade no trato gastrointestinal, e n&o é
metabolizada. (ANVISA, 2015).

1.8.1 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida (HCT) é um diurético tiazidico muito utilizado no tratamento
da hipertensdo arterial, seja isoladamente ou em associagdo com outros farmacos
anti-hipertensivos. Pode ser ainda utilizado no tratamento dos edemas associados a
insuficiéncia cardiaca, cirrose hepatica e a terapia por corticosteroides ou estrogenos
(ANVISA, 2015).

Com a férmula molecular de C7HgCIN3O4S2, massa molar de 297,73 g/mol
(CHEMICALIZE.ORG) e apresentando um ponto de fusdo proximo de 270 °C
(TAGLIARI, 2008), a HCT é comumente encontrada comercialmente nas
concentragbes de 25 e 50 mg, ou entdo associada a outros farmacos anti-
hipertensivos. A HCT s6 é encontrada na forma de comprimidos, ndo existindo
nenhuma forma farmacéutica liquida (KOROLKOVAS e FRANCA, 2007). Isso pelo
fato de que a hidroclorotiazida € insoluvel em agua, possibilitando apenas sua
féormulacao solida ou em suspensao. No entanto o desenvolvimento do medicamento
na forma de suspensao € uma etapa critica devido a instabilidade da HCT em agua,
que pode comprometer a estabilidade da formulagdo (MOLLICA et al.,1971).

A HCT possui trés pKa’s, pKa1= 9,09, pKa,= 9,83 e pKaz=11,31. A distribuicao
das espécies de HCT estao representadas na figura 6.
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Figura 6 - Diagrama de distribuicdo das espécies vs pH para a
hidroclorotiazida (HCT) e suas respectivas espécies.
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Fonte:www.chemicalize.org.

1.8.2 Metoprolol

O metoprolol (MET) [1-isopropilamino-3-[4-(2-metoxietil)fenoxilpropano-2-ol],
de forma molecular C15H25NO3, € um bloqueador beta-1 seletivo, ou seja, bloqueia os
receptores beta-1 em doses excepcionalmente menores que as necessarias para
bloquear os receptores beta-2. O MET é administrado na forma racémica, sendo
utilizado para o tratamento de hipertensdo sistémica, infarto do miocardio e
insuficiéncia cardiaca (ANVISA, 2014; MOSTAFAVI E FOSTER, 2000).

O metoprolol € encontrado comercialmente como succinato de metoprolol ou
tartarato de metoprolol, em que o primeiro equivale a 95% do segundo composto, ou
seja, 100mg de tartarato equivale a 95mg de succinato (ANVISA, 2014). O tartarato
de metoprolol que € um po cristalino branco possui ponto de fusdo entre 121 °C e 124
°C e é soluvel tanto em agua quanto em etanol e cloroformio. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV, 2003).

O MET possui dois pKa's, pKas = 9,67 e pKaz = 14,09. A distribuicdo das
espécies de metoprolol estdo representadas na figura 7.
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Figura 7 — Diagrama de distribuigdo das espécies vs pH para metoprolol (MET)

e suas respectivas espécies.
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1.9 Formulacdes farmacéuticas estudadas

Comumente € encontrado principios ativos associados em uma Unica
formulagdo farmacéutica devido a existéncia do efeito sinérgico. Conceitualmente,
sinergismo caracteriza a interagdo entre duas drogas que quando administradas
concomitantemente, a eficacia ou poténcia resultante suporta uma interagcdo maior do
que aditivo ou multiplicativo comparado com cada farmaco administrado
individualmente (RAFFA; STONE; TALLARIDA, 2000).

O metoprolol reduz a pressao arterial elevada em pacientes na posi¢ao supina
tanto quanto na ortostatica, por ser um bloqueador beta-1 seletivo. Quando
administrado com 100mg de metoprolol, 12,5mg de hidroclorotiazida tem
demonstrado um efeito anti-hipertensivo aditivo (ANVISA, 2015).

Na literatura estéo disponiveis alguns métodos para a determinag&o simultédnea
de hidroclorotiazida (HCT) e metoprolol (MET), sendo a maioria pelo método do HPLC
em que o tempo de analise é relativamente alto se comparado a métodos como o
proposto nesse trabalho. Um método que faz a determinacdo simultanea dos
compostos em poucos segundos permite que empresas com menor poder aquisitivo
implementem a metodologia desenvolvida, por ter menor custos de aquisigéo,
operagao e manutencdo e possa otimizar o tempo de trabalho no controle de

qualidade da formulacéo farmacéutica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi desenvolver um método pratico, simples e de baixo
custo para a determinacao simultanea de hidroclorotiazida e metoprolol em farmacos
por meio do método da eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem contato
(CE-C*D).



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e amostras

30

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico, sendo entdo usados sem

purificagdo prévia. A agua deionizada (18 MQ cm) foi obtida por meio de um sistema

de purificagdo denominado Direct-Q-System (Millipore, Bedford, MA). Na tabela 2

estdo listados todos os reagentes utilizados e suas respectivas empresas.

Tabela 2 — Relagao de reagentes e empresas onde foram adquiridos.

Reagentes

Empresas

(TAPS)

Hidréoxido de sé6dio (NaOH)

Acido Bérico (H;BO;)

(TRIS)

(CHES)

Metanol

Metoprolol

Hidroclorotiazida

Sigma Aldrich (St. Louis, United States)

Panreac (Castellar del Vallés, Spain)

Panreac (Castellar del Vallés, Spain)

Sigma Aldrich (St. Louis, United
States)
Sigma Aldrich (St. Louis, United

States)

Synth (Diadema - Brazil)

Infinity Pharma (Sdo Paulo, SP,

Brasil)
Sigma Aldrich (St. Louis, United States)

Fonte: A autora.
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Uma vez que a HCT é insoluvel em agua, para manter um padrao, as solugdes
estoque de MET e HCT foram preparadas utilizando metanol para uma concentragéo
de 10 mmol/L. Para a preparagao da amostra também foi necessaria a utilizacdo de
metanol para solubilizacdo do sal. Tanto a amostra como os padrdes permaneceram
no ultrassom até solubilizac&o, por cerca de 5 minutos.

A solugao tampéo escolhida e utilizada era composta de acido borico 10 mmol/L
e hidréxido de sédio 4mmol/L para pH=9,0. Entretanto para o estudo do BGE foram
preparadas solu¢cées com TRIS/TAPS e CHES.

3.2 Instrumentacgao

Todos os resultados obtidos foram a partir de um equipamento de CE-C*D
construido no laboratério do Professor Claudimir Lucio do Lago do departamento de
Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da USP. O equipamento fornecido
conta com dois detectores condutométricos sem contato compactos e de alta
resolucao acoplados capacitivamente (DA SILVA; DO LAGO, 1998; FRANCISCO; DO
LAGO, 2009).

A figura 8 descreve o equipamento utilizado nos trabalhos realizados (a) e o
esquema do sistema de CE-C*D (b).

Figura 8 — Equipamento de CE-C*D utilizado na realizaco dos experimentos
(a) e esquema do sistema (b).
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Fonte: MARRA, 2014.



32

As injecdes foram feitas por pressao positiva (hidrodinamicamente) no lado
direito do equipamento. O capilar de silica fundida utilizado, que contém detectores a
10 cm de cada extremidade, tinha em torno de 50 cm de comprimento total, 50 um de
didmetro interno e 375 um de didmetro externo (Agilent, Folson, CA, EUA).

Antes das analises o capilar passou pelo processo de lavagem com NaOH 0,1
mol/L por cerca de 15 minutos e posteriormente com agua deionizada durante 10
minutos. Logo apos é injetado o BGE a ser utilizado durante 10 minutos. As amostras
foram injetadas com pressé&o constante de 25 kPa por 1,0 s. Todos os ensaios foram

realizados com a aplicacdo de uma diferenga de potencial de +25 kV.

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a literatura (SWAIN, 2019), os valores de pKa para a HCT foram
pKas = 9,09, pKa; = 9,83 e pKaz = 11,31, e para o MET foram pKa; = 9,67 e pKa, =
14,09. Esses valores sdo representados na Figura 9.

Figura 9 — Estruturas e valores de pKa para hidroclorotiazida (HCT) e
metoprolol (MET).
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Fonte: CHEMICALIZE.ORG

A partir das curvas de distribuicdo (figura 6 e figura 7) sabemos que os
compostos podem existir na sua forma iénica, sendo assim podem ser separados por
eletroforese capilar de zona. A HCT apresenta um carater basico forte e sua forma
anidnica se encontra em valores de pH superiores a 6,9. Enquanto o MET apresenta
um carater anfotero e pode existir tanto na sua forma catiénica, com valores de pH
inferiores a 11,8, e na sua forma aniénica com valores de pH superiores a 11,8.

Para que fosse possivel a separacao simultdnea dos dois analitos foi feita a
analise preliminar das faixas de pH. Visto que a separagao s6 € possivel quando os
analitos estejam ionizados, a melhor faixa de pH para o procedimento seria entre 8,5
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- 9,8, em que a HCT se encontra carregada negativamente, resultando em um pico
apos o EOF, e o MET carregado positivamente sendo registrado antes do EOF. Essa
diferencga de picos € explicada pela atragdo do MET (carregado positivamente) com o
polo negativo (catodo) do eletrodo originando uma somatéria de velocidades,
enquanto a HCT (carregada negativamente) é repelida pelo polo negativo, subtraindo
a velocidade eletroforética a do EOF.

Inicialmente foram testados 3 compostos que seriam ideais como BGE, dentro
da faixa de pH determinada. O primeiro BGE foi composto por 20 mmol/L de H3BO3
com 5mmol/L de NaOH para pH = 9,0. Um segundo, composto por 20 mmol/L de
CHES com 6 mmol/L de NaOH para pH = 9,1. E por fim um BGE composto por 20
mmol/L de TRIS/TAPS como 5mmol/L de NaOH para pH = 8,9. O eletroferograma
registrados para cada BGE se encontra na figura 10.

Figura 10 — Eletroferogramas de uma solugao padrao composta por 100 umol/L
de HCT e 175 umol/L de MET, BGE’s: (i) 20 mmol/L de H3BO3; com 5 mmol/L de
NaOH, (ii) 20 mmol/L de CHES com 6mmol/L de NaOH e (iii) 20 mmol/L de TRIS/TAPS
como Smmol/L de NaOH. Injegdo hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s. Potencial de
separacao: +25 kV (lado da injec&o). EOF: normal.
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Fonte: A autora.
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A partir da figura 10, percebemos que tanto o BGE composto por CHES como
o composto por TRIS/TAPS nao foram eficientes por ndo apresentarem um ou dois
picos, respectivamente, dos analitos. Isso ocorre devido as mobilidades semelhantes
dos analitos. Enquanto o BGE composto por HzBO3 se mostrou rapido e eficiente na
separacao dos analitos. Por isso, o escolhido foi o tampao de H3BO3; com NaOH para
a determinacédo da HCT e do MET.

Sendo assim, foi feito um estudo da concentragdo de acido bdrico no BGE,
como mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Eletroferogramas da composi¢cédo do BGE utilizando uma solugao
padrao de 100umol/L HCT e 175umol/L MET. BGE: 10, 20 e 30 mmol/L de acido
borico ajustado com NaOH em pH = 9,0. Injecdo hidrodinédmica: 25kPa por 1,0s.
Potencial de separagéo: +25kV (lado da inje¢ao). EOF: normal.
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Fonte: A autora.

Observou-se que o pico de HCT nao apareceu no eletroferograma utilizando
BGE de acido bdrico na concentragao de 30 mmol/L, tornando-o ineficiente no estudo.
Por outro lado, as concentragbdes de 20 mmol/L e 10 mmol/L quase nao influenciaram
no tempo de analise e na separagao dos analitos.

Posteriormente, foi feito um estudo da faixa de pH ideal utilizando o BGE

composto por 10mmol/L de acido borico, que foi determinado, até entdo, como o mais
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eficiente para a separacéo, ajustado com hidroxido de sédio. O eletroferograma esta

representado na figura 12.

Figura 12 — Eletroferogramas do efeito da variagdo de pH na separacéo de
HCT e MET, utilizando uma solu¢do padrdo de 100 umol/L de HCT e 175 umol/L de
MET. BGE: acido bérico 10 mmol/L ajustado com NaOH. Inje¢ao hidrodinamica: 25
kPa por 1,0 s. Potencial de separagao: +25 kV (lado da inje¢do). EOF: normal.
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Fonte: A autora.

A separagao dos dois compostos com os melhores picos foi possivel em pH =
9,0. Como mostrado no eletroferograma o aumento do pH do BGE desloca o pico do
MET para préximo ao sinal do EOF ja que a sua forma protonada é convertida na
forma neutra, como foi apresentado na figura 7. Por outro lado, a HCT n&o sofre muita
influéncia na resolu¢do dos seus picos, mas em relagdo ao tempo de migracao e a
sensibilidade do pico é perceptivel que com o aumento do pH ha um aumento do
tempo e uma piora na sensibilidade, respectivamente.

Logo ap6s foi feito o estudo para definigdo do melhor tempo de injegao. A figura
13 mostra o teste realizado.
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Figura 13 — Eletroferogramas do tempo de injecdo da solugdo padréo de MET
e HCT, utilizando uma solugéo padréo de 300 umol/L de HCT e 900 umol/L de MET.
BGE: 10 mmol/L de acido bodrico ajustado com NaOH em pH = 9,0. Injecéo
hidrodinamica: 25 kPa variando de 0,5 s a 2,5 s. Potencial de separacédo: +25 kV (lado

da inje¢ao) EOF: normal.
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Fonte: A autora.

A medida que aumenta o tempo de inje¢do a area dos picos também aumenta,
uma vez que uma maior quantidade de analito € injetada no capilar. Com isso, em
alguns casos, os tempos de injecédo elevados afetam negativamente a resolugcéo dos
picos, tornando-os indesejados. Nesse estudo, em questdo, os picos no intervalo de
1,0 s — 2,0 s n&o sofreram influéncia negativa quanto a resolu¢do. Sendo assim foi
escolhido o tempo de injecédo de 1,0 s.

Depois de avaliado as melhores condicbes dos parametros deu-se
continuidade com o estudo de repetibilidade para verificar a estabilidade do sistema.
A performance do sistema € mostrada na figura 14 com o primeiro, quinto e décimo
eletroferogramas obtidos a partir da inje¢gdo de uma solugdo padrdo de MET e HCT
nas concentragdes 900 umol/L e 300 umol/L, respectivamente. A tabela 3 exibe os

resultados estatisticos calculados a partir dos eletroferogramas.
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Figura 14 — Eletroferogramas do estudo de repetibilidade com dez injecbes
sucessivas utilizando uma solugédo padréo de 300 umol/L de HCT e 900 umol/L de
MET. BGE: 10 mmol/L de acido bdrico ajustado com hidroxido de sédio para um pH =
9,0. Injecado hidrodinamica: 25 kPa por 1,0 s. Potencial de separagao: +25 kV (lado da
inje¢cdo). EOF: normal.
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Fonte: A autora.

Com esse estudo ficou evidente a boa estabilidade do método proposto, com
desvios padrdes inferiores a 5% e 1% em relagdo a area e a tempo de migracgao,
respectivamente. Isto revela que ndo ha necessidades da retirada do BGE do capilar
ao longo de dez analises sucessivas.

Posteriormente foi analisado a linearidade do método proposto, mostrado na
figura 15. Uma faixa de concentracéo (a — e) foi selecionada para se construir as
curvas de calibragao, as quais apresentaram coeficientes de correlagéo iguais a 0,994
e 0,993 para o metoprolol e hidroclorotiazida, respectivamente.
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Figura 15 — Eletroferograma obtido a partir da inje¢do de solu¢des padrao de
MET e HCT e suas respectivas curvas analiticas. Concentragdes crescentes: (a-e:
100 — 500 pmol/L) de HCT e (a-e: 200 — 1000 pmol/L) de MET. BGE: 10mmol/L de
acido borico ajustado com NaOH em pH = 9,0. Injecao hidrodinamica: 25 kPa por 1,0
s. Potencial de separac&o: +25 kV (lado da injegdo). EOF: normal.
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Fonte: A autora.

Tabela 3 — Parametros analiticos do método proposto.

Parametros MET HCT
Tempo de migragao (s) 20,2+0,3 30,6 £0,3
Resolugéo® 2,27 £ 0,09 5,84 + 0,03
Coeficiente de correlagao 0,9946 0,9932
Faixa linear (umol/L) 200-1000 100-500
LOD (umol/L) 65 30
LOQ (umol/L) 200 100
Frequéncia analitica (h™") 95 95
Intra-dias DPR (n = 10) 4,6% 4,8%

“Resolucao entre o pico correspondente e o anterior.

Fonte: A autora.
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Para avaliar a exatiddo do método proposto foi feito o estudo de adigdo e
recuperacdo para uma amostra (tabela 4), a partir das curvas de calibragdo. Os
estudos de adicao e recuperagao apresentaram o6timos resultados com recuperagao
de 102% para MET e 95% para HCT, indicando auséncia de efeitos de matriz nas

amostras.

Figura 16 — Eletroferogramas obtido com injecdo de uma solugdo padrdo e
amostra de 900umol/L de MET e 300umol/L de HCT. BGE: 10mmol/L de acido bérico
ajustado com NaOH para pH = 9,0. Injecao hidrodinamica: 25kPa por 1,0s. Potencial
de separacao: +25kV (lado da inje¢do). EOF: normal.

110000 -{amostra

< 105000
2
o
8 .
= 100000 -Padrdo
© \ /
c
© HCT
[
c
® 95000 -
MET
I ! I ! I
15 20 25
Tempo (s)

Fonte: O autor.

Tabela 4 — Comparacao dos resultados obtidos na determinacéo simultanea de
MET e HCT via CE-C*D.

AMOSTRA BULA (mg por capsula) CE (mg) ERRO (%)
MET 100 96 + 3 -3,9
HCT 12,5 13,2+0,4 5,4

Erro: diferenca entre o CE-C*D proposto e o valor da bula.

Fonte: A autora.
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5. CONCLUSAO

Esse trabalho propdés um método simples e rapido para determinacao
simultanea de HCT e MET em amostras farmacéuticas utilizando a CE-C*D. Os
resultados obtidos pelo teste de recuperacdo, os quais podem ser considerados
satisfatorios (entre 95% e 102%), mostram a eficacia do método, assim como os
dados de limite de detec¢do serem adequados para a finalidade do método. Além
disso 0 método proposto apresenta uma etapa simples de preparagao da amostra
(apenas diluicdo) e tem uma geragdo minima de residuos por causa do baixo volume

de amostras e reagentes gastos por analise, resultando em menor impacto ambiental.
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