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RESUMO

A malaria ¢ uma doenga tropical negligenciada e infecciosa causada pelo parasita do género
Plasmodium, sendo endémica nos paises com populagdes mais pobres e vulneraveis,
representando grave problema de satde publica no mundo. Atualmente, para a malaria ndo
complicada causada pelo P. falciparum é recomendada a terapia combinada da artemisinina, ou
de seus derivados, associados a outros farmacos, por exemplo, a associagdo artemeter-
lumefantrina. Além disso, para prevenir a recorréncia da doenga, utiliza-se em conjunto, a
primaquina, que possui atividade contra os hipnozoitos. Uma vez que o doseamento desses
farmacos ¢ essencial para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia do tratamento, no presente
trabalho foram desenvolvidos novos métodos analiticos para determinagdo de primaquina,
artemeter ¢ lumefantrina em comprimidos, usando a Eletroforese Capilar com detec¢ao por
absor¢do no ultravioleta. Para a primaquina, dois métodos foram otimizados, considerando
diferentes formas de injecdo da amostra, a inje¢@o pelo outlet e injecao multipla, e um eletrdlito
formado por Tris/HCI 20/30 mmol L™ (pH 2,0). As demais condi¢des eletroforéticas foram
estudadas e definidas através da implementagao de planejamento de experimentos. A principal
diferenca entre os métodos estd na frequéncia analitica, uma vez que 9 injecdes por hora podem
ser realizadas pelo método outlet contra 32 inje¢des por hora para o método de inje¢cdo multipla.
Ambos os métodos foram validados, com avaliagdo dos parametros de linearidade, seletividade,
precisdo, exatidao, limites de detec¢do e quantificagdo, e posteriormente aplicados para o
doseamento de primaquina. Todos os resultados obtidos foram satisfatorios. Além disso, o
método de injegdo pelo outlet foi aplicado em um estudo qualitativo de degradagdo for¢ada de
primaquina, em que foram observadas altera¢des nos sinais do fArmaco quando submetido a
diferentes condicdes de estresse, indicando a viabilidade do uso como um método de indicativo
de estabilidade. Devido as caracteristicas dos farmacos, para o artemeter e lumefantrina foi
otimizado um método utilizando uma microemulsio composta por 20 mmol L' de tetraborato
de sodio (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2%
v/v de dodecil sulfato de sddio. Além disso, o preparo da amostra foi otimizado e, em seguida,
o condicionamento entre corridas também foi avaliado. Por fim, foi obtido um método
preliminar para o doseamento de artemeter e lumefantrina por Cromatografia Eletrocinética em

Microemulsao.

Palavras-chave: primaquina; lumefantrina; artemeter; eletroforese capilar de zona;

cromatografia eletrocinética em microemulsao



ABSTRACT

Malaria is a neglected and infectious tropical disease caused by the parasite of the genus
Plasmodium, which is endemic in countries with poorer and more vulnerable populations and
represents a serious public health problem worldwide. Currently, for uncomplicated malaria
caused by P. falciparum, combined therapy with artemisinin or its derivatives is recommended,
associated with other drugs, for example, the artemether-lumefantrine combination. In addition,
primaquina has activity against hypnozoites and is used to prevent the recurrence of the disease.
Since the dosage of these drugs is essential to ensure the quality, safety, and efficacy of the
treatment, in the present study new analytical methods were developed for the determination of
primaquine, artemether, and lumefantrine in tablets, using Capillary Electrophoresis with
detection by ultraviolet absorption. For primaquine, two methods were optimized, considering
different forms of sample injection, injection through the outlet and multiple injections, and an
electrolyte formed by Tris/HCI 20/30 mmol L' (pH 2.0). The other electrophoretic conditions
were studied and defined by implementing experimental design. The main difference between
the methods is in the analytical frequency since 9 injections per hour can be performed by the
outlet method versus 32 injections per hour for the multiple injection method. Both methods
were validated, with an evaluation of the parameters of linearity, selectivity, precision, accuracy,
detection limits, and quantification, and subsequently applied for the primaquine dosing. All
the results obtained were satisfactory. In addition, the outlet injection method was applied in a
qualitative study of forced degradation of primaquine, in which changes in the drug signals
were observed when subjected to different stress conditions, indicating the viability of its use
as a method to indicate stability. Due to the characteristics of the drugs, a method was optimized
for artemether and lumefantrine using a microemulsion composed of 20 mmol L sodium
tetraborate (pH 8.7), 18% v/v acetonitrile, 0.8% v/v hexane, 21% v/v 1-butanol, and 1.2% v/v
sodium dodecyl sulfate. In addition, sample preparation and the conditioning between runs were
optimized and evaluated. Finally, a preliminary method for determining artemether and

lumefantrine using Microemulsion Electrokinetic Chromatography was obtained.

Keywords: primaquine; lumefantrine; artemether; capillary zone electrophoresis;

microemulsion electrokinetic chromatography
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1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas constituem um grupo de vinte doengas endémicas
em regides tropicais e subtropicais, que afetam as popula¢des mais pobres e vulneraveis, com
acesso limitado a um servigo de saude adequado (World Health Organization, 2023a, 2023b).
Dentre essas doencas estdo a tuberculose, a doenca de Chagas, a dengue e a malaria, que
continuam sendo as causas das altas taxas de mortalidade e morbidade em todo mundo,
especialmente na Africa, Asia e América Latina (Fiocruz, 2025; Pan American Health
Organization, 2022).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 263 milhdes de casos de maléria
foram registrados em 2023 envolvendo 83 paises. A malaria ainda ¢ um grave problema de
saude publica no mundo, o que indica a necessidade de desenvolvimento de mais politicas

publicas visando o seu combate, diagnostico e tratamento (Brasil, 2024a).

1.1 MALARIA

A malaria ¢ uma doenca infecciosa causada pelo parasita do género Plasmodium e sua
transmissdo ocorre através da picada dos mosquitos fémeas do género Anopheles infectadas,
com os sintomas mais comuns de febre alta, calafrios e dor de cabecga (Brasil, 2009). As espécies
que podem causar a doen¢a em humanos sao P. falciparum, o P. vivax, o P. malariae, o P. ovale
e o P. knowlesi (Brasil, 2024b). No Brasil, ha trés espécies predominantes, P. vivax, P.
falciparum e P. malariae, sendo que o P. vivax ¢é responsavel por aproximadamente 90% dos
casos. O P, ovale é encontrado em algumas regides da Africa e nos casos importados de malaria
no Brasil (Brasil, 2024b).

A érea endémica no Brasil se encontra na regido amazonica, que concentra 99% dos
casos, devido a grande quantidade de mosquitos vetores, alto indice de pluviosidade e
proximidades a mata, além das condi¢cdes de moradia e higiene inadequadas para a populagao
(Brasil, 2024a; Fiocruz, 2019). Na regido extra-amazdnica, também ha registros de casos da
doenca, principalmente nos estados da regido Sudeste, onde ha a Mata Atlantica, e cerca de
80% dos casos sao importados de regides endémicas dentro do Brasil quanto fora do pais
(Brasil, 2024a). Esses casos podem ser até mais letais, pois os sintomas sdo semelhantes a outras
doengas e pode conduzir a um diagndstico errdneo (Brasil, 2024a). Na Figura 1 pode ser

observado o mapa de risco por municipio de infec¢cdo no Brasil no ano de 2023.



23

Figura 1 - Mapa de risco por municipio de infec¢@o no Brasil em 2023.

Classificagdo de risco - IPA 2023
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Bl Alto risco

1.000 km

Fonte: Adaptado de Brasil, 2024a.

Os esforcos do Ministério da Saude nos estados e municipios para a prevencao, controle
e diminuicdo da malaria mostraram bons resultados no periodo de 2010 a 2016, com redugao
constante nos casos na regido amazonica. Porém, constatou-se um aumento de cerca de 53% de
casos em 2017 quando comparados a 2016, numero que reduziu em 1% em 2018 (Brasil,
2024a). Esse aumento expressivo no niumero de casos pode estar relacionado as condig¢des
climaticas na regido, mas também a uma possivel redugdo de agdes de controle e vigilancia em
virtude da diminuigdo constante nos anos anteriores.

Entretanto, foram observados novas quedas no numero de casos notificados entre 2019
e 2022, chegando a 31% em 2022 quando comparados a 2018. Os dados mais recentes do
Ministério da Saude indicam que, em 2023, houve um aumento de aproximadamente de 9% em
relagdo a 2022. Ja em 2024, o niimero de casos permaneceu proximo ao de 2023, como pode
ser verificado na Figura 2, que indica o nimero de casos de malaria por ano nas regides
amazoOnica e extra-amazonica (Brasil, 2024a). Em janeiro de 2025, foram registrados 1975

casos da doenga.
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Figura 2 - Numero de casos registrados da malaria por ano nas regides amazonica e extra-

amazonica entre os anos de 2012 a 2025.

200.000
150.000
100.000

50.000

20z 2013 2014 2015 2016 2007 208 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

—8— Regido amazdnica Regiio extra-amazdnica

Fonte: Painel Epidemiologico (Brasil, 2024a).

O controle da doenca ¢ dependente da protecao individual, de um diagnostico especifico

e rapido, e do tratamento adequado e imediato com antimalaricos.

1.2 TRATAMENTO DA MALARIA

O tratamento da malaria ¢ realizado com medicamentos por via oral, se consolidando
como a melhor forma de reduzir a morbidade e a mortalidade, além de prevenir a progressao
da doenca para a forma mais grave, promover a cura com maior grau de eficiéncia, diminuir a
transmissdo da doenca e dificultar o aparecimento de resisténcia aos antimaléricos (Brasil,
2021; World Health Organization, 2014).

A infecg¢do comega quando os parasitos (esporozoitos) sao introduzidos na pele através
da picada do mosquito vetor e invadem as células do figado (hepatdcitos). Dentro destas células,
0s esporozoitos se multiplicam e ddo origem a milhares de novos parasitos (merozoitos), que
rompem os hepatdcitos, caem na circulagio sanguinea e invadem as hemécias. E nesse ponto
que comega a segunda fase do ciclo, chamada de esquizogonia sanguinea, onde had o
aparecimento dos sintomas da malaria. No figado, o desenvolvimento do parasito acontece entre
uma e duas semanas. Entretanto, para algumas espécies de Plasmodium, alguns parasitos ficam
em estado de laténcia no figado (hipnozoitos) e sdo responsaveis pelas recaidas da doenga. Ja
na fase sanguinea, os merozoitos rompem as hemacias infectadas e entram em outras saudaveis,
gerando assim ciclos de multiplicagdo eritrocitaria. Depois de alguns ciclos, os merozoitos se
diferenciam em formas sexuadas, os gametocitos, € que, ao serem ingeridos pelos insetos

vetores, vao se fecundar, originando o ciclo sexuado do parasito e a formagao de esporozoito.
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O esporozoito ¢ a forma que ¢ transmitida ao individuo no momento da picada e, portanto, o
ciclo evolutivo recomeca (Brasil, 2021).

O sucesso do tratamento da malaria € baseado em trés objetivos principais para alcangar
o0 parasito em pontos diferentes do ciclo evolutivo (Brasil, 2021):

a) interromper a reproducdo do parasito no sangue, que esta diretamente
relacionada a patogenia e as manifestagdes clinicas da infecgao;

b) eliminar as formas dormentes do parasito no figado (hipnozoitos) das espécies
P. vivax e P. ovale, para evitar recaidas;

c) interromper a transmissdo do parasito impedindo o desenvolvimento de formas
sexuadas dos mesmos (gametocitos).

Logo, a escolha do esquema de tratamento de forma adequada e especifica para cada
caso ¢ essencial para garantir a melhor adesdo dos pacientes. No Brasil, o Programa Nacional
de Controle da Malaria (PNCM) é uma politica nacional do Ministério da Saude que objetiva a
reducdo da letalidade, gravidade e incidéncia da doenga, além da eliminacdo da transmissao em
areas urbanas, e orienta o tratamento e a disponibilizagdo dos medicamentos em unidades do
Sistema Unico de Saude (SUS). Dentro do programa, ha o Guia de Tratamento da Malaria no
Brasil que ¢ um manual terap€utico que apresenta as informagdes pertinentes quanto a
recomendacdo e ao uso dos medicamentos antimalaricos preconizados no pais (Brasil, 2021).

A OMS ¢ o Guia de Tratamento da Malaria no Brasil recomendam a utilizagdo da
Terapia Combinada da Artemisinina (ACT, do inglés artemisinin based combined therapy) para
o tratamento da maléria ndo complicada causada pelo P. vivax e pelo P. falciparum (World
Health Organization, 2022; Brasil, 2021). As combinagdes de farmacos permitem o aumento
da eficacia do tratamento, reduzindo a transmissdo da doenga, o tempo de tratamento € o risco
de o parasita desenvolver resisténcia aos medicamentos (World Health Organization, 2022,
2020). No caso de infe¢des causadas pelo P. falciparum, para prevenir a recorréncia da doenca,
utiliza-se em conjunto com a ACT, no primeiro dia, um antimaldrico da classe das 8-
aminoquiloninas, que possuem atividade contra os hipnozoitos (World Health Organization,
2022; Brasil, 2021). A primaquina ¢ o principal farmaco dessa classe de compostos disponivel
e liberado para uso no Brasil (Brasil, 2021).

O esquema de tratamento recomendado para as infec¢des causadas por P. vivax e P.
ovale evidencia o uso da combinagdo de cloroquina e primaquina para promover a eliminagao
do parasito na forma sanguinea e hepatica. Em alguns casos, a OMS recomenda o uso da ACT

combinada com a primaquina. Para infec¢des mista por P. falciparum e Pvivax (ou P. ovale)
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nao complicadas, a recomendacao ¢ tratar o com a ACT associando a primaquina por sete dias
(World Health Organization, 2022; Brasil, 2021).

A OMS indica as seguintes combinagdes de farmacos: artemeter-lumefantrina,
artesunato-amodiaquina, artesunato-mefloquina, dihidroartemisinina-piperaquina, artesunato-
sulfadoxina-pirimetamina e artesunato-pironaridina. Em diversos paises, as associagdes
artemeter-lumefantrina e artesunato-mefloquina e sdo as terapias de primeira escolha para tratar
a malaria causada pelo P. falciparum sem complicagdes devido a resisténcia do plasmodium
aos tratamentos convencionais com a cloroquina (World Health Organization, 2022; Brasil,
2021). A denominagdo conhecida por dose fixa combinada (FDC, do inglés fixed-dose
combination) ¢é utilizada para identificar as associa¢des de dois ou mais farmacos em
proporg¢des fixas em uma unica forma farmacéutica. No caso da maldria, as associagdes sao

baseadas no uso de dois farmacos, sendo denominadas como 2-FDC.

1.3 ANTIMALARICOS

Os farmacos antimaléricos podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo do

parasita que afetam ou em relagdo ao grupo quimico que pertencem, conforme o Quadro 1:
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Quadro 1 - Principais farmacos antimalaricos organizados por grupo quimico e sua atividade

dentro do ciclo do parasita.

Grupo Quimico

Principais FArmacos Atividade

4-Aminoquinolinas

8-Aminoquinolinas

Lactonas

sesquiterpénicas

Biguanidas

Diaminopirimidinas

Diclorobenzilidinas

Hidroxinaftoquinonas

4-Metanolquinolinas

9-Fenantrenometanois

Sulfonamidas

Sulfonas

Tetraciclinas

Cloroquina, o
‘ ' ‘ Esquizonticida sanguineo de
Hidroxicloroquina,

o ‘ ' acdo rapida e gametocitocida.
Amodiaquina, Piperaquina
Esquizonticidas teciduais e
Primaquina, Tafenoquina gametocitocida e agem em outras
fases do ciclo.
Artemisinina, Artemeter,
Artesunato e Esquizonticidas sanguineos.
Diidroartemisinina
. . Esquizonticida tecidual e
Proguanil, Cloroproguanil 3
sanguineo de a¢do lenta.

Esquizonticida tecidual e

Pirimetamina

sanguineo de acgao lenta.
Lumefantrina Esquizonticida sanguineo
Atovaquona Esquizonticida sanguineo

o o Esquizonticidas sanguineos de
Quinina, Quinidina, )
acdo rapida

Mefloquina Esquizonticida sanguineo
Halofantrina Esquizonticida sanguineo
Sulfadoxina, o
o Esquizonticida sanguineo
Sulfametopirazina
Dapsona Esquizonticida sanguineo

o o Esquizonticida sanguineo e
Doxiciclina, Tetraciclina

tecidual

Fonte: Adaptado de Sweetman (2009).
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1.3.1 Primaquina

O difosfato de primaquina (PQN) apresenta-se na forma de um po6 cristalino de
coloragdo alaranjada, soluvel em agua, praticamente insolivel em alcool etilico, com massa
molar de 455,34 g mol’!, valores de pKar = -1,3, pKa2 = 3,20 ¢ pKas = 10,4, e maximo de
absor¢cdo em 206 e 265 nm (Brasil, 2024c; World Health Organization, 2024; American
Chemical Society, 2024; Lamalle et al., 2012; Nair et al., 2012; Hufford et al., 1983). E
importante destacar que a atribuicao dos trés valores de pKa (referentes ao acido conjugado)
pode ser estimada da seguinte forma: o pKai corresponde ao grupo amina secundaria/amina
aromatica, o pKa> corresponde ao nitrogénio do anel quinolinico, € o pKa3 corresponde ao grupo
amina alifatica primaria (Hufford et al., 1983). A estrutura quimica ¢ apresentada na Figura 3.

No Brasil, comprimidos contendo difosfato de primaquina (15 mg e 5 mg) sdo
disponibilizados pelo SUS, por meio do PNCM, e sdo fabricados pelo Instituto de Tecnologia

em Farmacos (Farmanguinhos/Fiocruz).

Figura 3 - Estrutura quimica do difosfato de primaquina.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.3.2 Artemeter e Lumefantrina

O artemeter (ATM), ¢ um éter metilico derivado da artemisinina, apresenta-se na forma
de um po fino, cristalino e branco, com massa molar de 298,38 g mol™!, ndo possui grupos
ionizaveis e auséncia de duplas ligacdes e grupos cromoforos. Apresenta baixa polaridade, ¢
insolivel em dagua, baixa solubilidade em solventes aquosos, inclusive na presenga de
tensoativos, muito solivel em diclorometano (DCM) e acetona, facilmente solivel em etanol,
metanol e acetato de etila (Brasil, 2024¢; World Health Organization, 2024; American Chemical
Society, 2024; César, 2009; César et al., 2008).

A lumefantrina (LUM) apresenta-se na forma de um po cristalino e amarelo, com massa

molar de 528,94 g mol™!, pKa1 = 8,71 e pKaz = 13,44, insoltivel em 4gua, baixa solubilidade em



29

solventes aquosos, inclusive na presenga de tensoativos, soluvel em diclorometano,
ligeiramente solivel em metanol, etanol e acetonitrila (World Health Organization, 2024;
American Chemical Society, 2024; César, 2009; César et al., 2008). A atribuigdo dos dois
valores de pKa (referentes ao acido conjugado) pode ser estimada da seguinte forma: o pKai
corresponde ao grupo amina tercidria e o pKaz corresponde ao grupo OH (Amin et al., 2013Db).
A adicdo de pequena quantidade de acido acético 1% nos solventes organicos aumenta a
solubilidade da LUM nos mesmos (César, 2009; César et al., 2008).

A associacdo ATM-LUM ¢ um 2-FDC (20 mg de ATM e 120 mg de LUM) denominado
Coartem® e disponibilizado pela farmacéutica Novartis, na forma farmac€utica comprimidos.
Os FDC'’s proporcionam muitos beneficios terapéuticos, mas também trazem desafios para a
industria farmacéutica, sendo um deles a dificuldade analitica para a quantificagdo simultanea.

As estruturas quimicas do artemeter e da lumefantrina sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4 - Estruturas quimicas do artemeter e lumefantrina.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.3.3 Doseamento de farmacos antimalaricos

O doseamento dos farmacos antimaldricos possui uma grande importancia para o
monitoramento terapéutico e para garantir a qualidade das formulagdes farmacéuticas
disponibilizadas para a populagdo. A analise desses medicamentos ndo ¢ apenas uma questao
de garantir produtos farmacéuticos de alta qualidade, mas também um passo crucial para
prevenir possiveis danos aos pacientes. A administragdo de uma dosagem incorreta pode levar
ao aumento dos efeitos colaterais e toxicidade, resisténcia a medicamentos e ineficiéncia

terapéutica, representando um risco significativo a satide do paciente.
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Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos que sejam simples, eficientes
e rapidos para uso no monitoramento terapéutico e no controle de qualidade em analises de

rotina torna-se uma questao de extrema relevancia.

1.4 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Além do doseamento de farmacos, estudos de estabilidade sdo recomendados para
avaliar a integridade quimica, fisica e terapéutica da formulacao farmacéutica, garantindo a
qualidade do insumo farmacéutico ativo (IFA) durante todo o periodo de armazenamento e uso.
A estabilidade dos produtos farmacéuticos ¢ dependente de fatores ambientais, como luz,
temperatura e umidade, e das propriedades fisicas e quimicas do composto, além de fatores
externos, como o armazenamento, processo de fabricagao e embalagens (Silva et al., 2009). No
Brasil, a RDC n° 53 de 2015 estabelece pardmetros para a notificacdo, identificacdo e
qualificacdo de produtos de degradacdo (PD, do inglés product of degradation) em
medicamentos (Brasil, 2015).

Especificamente, um estudo de degradacao for¢ada ¢ importante para prever os PDs
pertencentes ao IFA, quando a formulagao farmacéutica ¢ submetida a diferentes condi¢des de
estresse, ¢ para desenvolver métodos indicativos de estabilidade (Brasil, 2015; Silva et al.,
2009). Tanto o IFA quanto o produto acabado sdo mantidos sob condi¢des de estresse para
avaliar a geragdo ou ndo de algum PDs. As condigdes de estresse que devem ser consideradas
durante o estudo de degradacdo sdo (Brasil, 2015):

I.  Aquecimento;
II.  Umidade
III.  Solugao 4acida (hidrolise acida);
IV.  Solucao basica (hidrolise basica);
V.  Solugio oxidante (oxidagao);

VI.  Exposigao fotolitica;

VII.  fon metalicos.

E importante ressaltar que os estudos de degradacdo forcada ndo sio definidos na
literatura de forma explicita, ou seja, ndo ha relatos de métodos de referéncia para serem
seguidos. As resolugdes e guias da ANVISA fornecem defini¢des dos estudos de degradagao
for¢ada, mas ndo determinam como realizar o procedimento, a sua aplicabilidade e o tempo de
exposicdo, sendo necessario que as induastrias farmacéuticas desenvolvam seus proprios

procedimentos operacionais (Brasil, 2015). Entretanto, € possivel ajustar os procedimentos para
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se obter entre 10% e 30% de degradagdo, uma vez que em porcentagens mais altas pode ocorrer

a formacdo de produtos que ndo se formariam naturalmente.

1.5 REFERENCIAL TEORICO PARA DOSEAMENTO DE ANTIMALARICOS EM
COMPRIMIDOS

Na literatura cientifica héa diversos trabalhos que objetivam o doseamento dos farmacos
em formulagdes farmacéuticas e em plasma humano.

Em 2024, Souza e colaboradores publicaram um estudo de revisdo sobre a determinacao
de antimalaricos em formulagdes farmacéuticas e em plasma humano por Eletroforese Capilar
(CE, do inglés Capillary Electrophoresis) no periodo de 2000 a 2024 (Souza et al., 2024).
Avaliando os relatos e métodos existentes, as principais diferengas mencionadas estao nos
diferentes componentes do eletrélito de corrida (BGE, do inglés backgroud electrolyte), bem
como nos parametros instrumentais, como a voltagem e injecdo, além do tipo de detector
utilizado.

Amin e colaboradores (2013) publicaram um estudo de revisao sobre os métodos nao-
quirais desenvolvidos para analise de antimaldricos por CE em diferentes aplica¢des, como o
controle de qualidade de fArmacos, a analise forense, ¢ a analise de alimentos e ambiental (Amin
etal., 2013a).

Penna e colaboradores (2021) publicaram um estudo de revisao sobre a determinagao
de antimaldricos em formulagdes farmacéuticas e em plasma humano por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High-Perfomance Liquid Chromatography) no
periodo de 2010 a 2020 (Penna et al., 2021). Resende et al. (2019) publicaram um estudo de
revisdo sobre determinacdo de ATM e LUM em amostras biologicas no periodo de 2000 a
set/2018 (Resende et al., 2019). Em ambos os trabalhos as principais diferencas relatadas entre
os métodos estdo nos distintos preparos de amostras, principalmente para as amostras biologicas
(extragdo liquido-liquido, microextragdo em fase liquida, precipitacdo de proteinas e extragao
em fase solida), na composi¢ao da fase movel e no tipo de detector (UV ou espectrometria de
massas).

Lamalle e colaboradores (2012a) desenvolveram um método genérico por
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC, do inglés Micellar Eletrokinetic
Chromatography) para a separagdo de 15 antimalaricos, entre eles a PQN e o ATM, como
ferramenta de detecc¢do de falsificacdo de medicamentos (Lamalle et al. 2012). Uma vez que os

antimalaricos possuem valores de pKa diferentes, o grau de ionizacdo de cada um deles sera
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diferente em um mesmo pH, e, por isso, a vantagem da separagdo de compostos carregadores e
neutros em uma unica corrida fez com que a MEKC fosse adequada para o estudo. Para
encontrar a condi¢do de separagao adequada a todos os compostos, foi realizado um
planejamento de experimentos, considerando os quatro parametros que mais afetam a separagao
de todos os medicamentos: pH, concentragdo de dodecil sulfato de sédio (SDS, do inglés
sodium dodecyl sulfate), propor¢ao de acetonitrila (ACN) e temperatura.

O efeito do pH foi avaliado na faixa de pH de 5,0 a 10,0, uma vez que o sistema se
mostrou instavel em valores de pH fora dessa faixa. O SDS possui uma concentragdo micelar
critica de 8,2 mmol L! e em concentragdes superiores a 90 mmol L™! pode ocorrer aumento da
viscosidade e mudanca de fases, fazendo com que seu efeito foi estudado na faixa de 20 a 90
mmol L. A seletividade e a resolucdo podem ser aprimoradas com o uso de um solvente
organico como componente do BGE, e, para esse proposito, a propor¢ao de ACN foi avaliada
em diferentes percentuais, de 10 a 40%. Acima de 40% de ACN as micelas deixam de se formar
porque o meio nao € polar o suficiente para favorecer a agrega¢do micelar. O efeito da
temperatura foi estudado entre 20 °C e 35 °C para verificar se 0 método poderia ser aplicado
em laboratérios sem controle adequado de temperatura. Apos a avaliagdo do planejamento, a
condigio ideal foi fixada em eletrdlito composto por tampao fosfato em pH 6,6, 29 mmol L!
de SDS e 36% de ACN, analise realizada a 29 °C e deteccdo em 210 nm. Com esses parametros,
dois analitos apresentaram o mesmo tempo de migracdo, enquanto os outros 13 compostos
foram separados em menos de 10 minutos (Lamalle et al. 2012).

Nas proximas subsecoes serao apresentados os métodos analiticos relatados na literatura

que abordam a determinag¢ao de PQN, ATM e LUM em formulagdes farmacéuticas.

1.5.1 Primaquina

A Farmacopeia Brasileira indica um método volumétrico, a titulagio em meio ndo
aquoso com acido perclorico e determinagdo do ponto final potenciometricamente, para o
doseamento de PQN em matéria-prima e comprimidos (Brasil, 2024c).

A Farmacopeia Internacional descreve um método volumétrico, a titulagdo de nitrito
com solug¢do de nitrito de sodio como titulante para a determinacdo da PQN em matéria-prima
e comprimido (World Health Organization, 2024). Entretanto, todos esses procedimentos
descritos nas farmacopeias utilizam grandes quantidades de reagentes organicos e de volumes
de amostra, fatores que sdo prejudiciais a0 meio ambiente, ou apresentam elevado tempo de

duragao.
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Considerando técnicas analiticas de separacdo, ha poucos relatos utilizando a CE para o
doseamento de PQN em formula¢des farmacéuticas. Rodrigues descreve um método por
Eletroforese Capilar de Zona (CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis) para determinar
PQN e outros seis antimalaricos utilizando um BGE composto por 45 mmol L' de tamp3o
citrato (pH 4,5) com deteccao em 214 nm (Rodrigues, 2012).

Entretanto, ha relatos quanto ao uso da CE para separa¢do enantiomérica da PQN em
padrdes e em comprimidos (Németh et al., 2011; Elbashir et al., 2010, 2009a, 2009b, 2008; Du
et al., 2002a, 2002b; Zhang et al., 2002). Na Tabela 1 estdo reunidos os métodos encontrados
na literatura para a separacdo enantiomérica da PQN em solugdes padroes e comprimidos
utilizando a CE, nos tltimos 24 anos. A separacdo enantiomérica ¢ importante, principalmente
na industria farmacéutica, devido a diversos compostos apresentarem enantidmeros que podem
ter atividades biologicas distintas.

O primeiro método relatado foi a separagdo dos enantiomeros de PQN em comprimidos
utilizando um BGE composto por hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD) e tampao tris-
fosfato (pH 2,5) realizado por Elbashir e colaboradores (Elbashir et al., 2008). A condi¢ao ideal
foi alcancada apods avaliar o tipo e a concentragdo da ciclodextrina (CD), a composi¢ao do
tampao, a voltagem, a temperatura ¢ o modo de injecdo. Apds a validacdo do método, foi
aplicado a amostras reais e demonstrou ser mais adequado do que outros métodos previamente
relatados por Zhang et al., que apresentavam menor resolugao entre os pares de enantiomeros
e utilizavam derivados de CD que precisavam ser sintetizados (Zhang et al., 2002), e por Du et
al., que usava um capilar com revestimento duplo com polimeros, o polybrene ¢ o éacido
colominico (Du et al., 2002a, 2002b).

Nos trabalhos seguintes, o grupo de pesquisa focou no estudo da separagdo dos
enantidmeros de PQN e da quinocida, sua impureza, em comprimidos (Elbashir et al., 2009a,
2009b). Os experimentos foram realizados utilizando a mesma composi¢do de BGE
mencionada anteriormente, ¢ a separagao foi alcancada em menos de 5 minutos. Apds avaliar
os parametros de validag¢ao, o método foi aplicado a comprimidos contendo PQN. Os resultados
indicaram que o pico de quinocida foi identificado entre os picos dos enantidmeros de PQN, e
uma pequena concentracdo de quinocida foi encontrada nas amostras, mas estava em
conformidade com a legislacao (Elbashir et al., 2009a). Uma combinagao de CD foi utilizada
para complementar o estudo, em que a sulfato-p-CD (SU-B-CD) foi adicionada ao BGE, ja
composto por HP-y-CD, e o sistema eletroforético foi operado com polaridade invertida para
reduzir o tempo de migracdo. Essas condi¢des permitiram a separagdo dos pares de

enantiomeros conforme o aumento de pH de 3,0 para 4,0 (Elbashir et al., 2009a).
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Em seguida, outros trabalhos do mesmo grupo descrevem a separagdo de PQN e
quinocida utilizando B-CD ou éter 18-coroa-6 (18C6) como seletor quiral (Elbashir et al.,
2009b, 2010). O primeiro trabalho concentrou-se em investigar a interacao do analito com cada
seletor quiral para formar complexos de inclusdo, utilizando modelagem molecular
semiempirica e compreendendo o papel do reconhecimento quiral (Elbashir et al., 2010). Como
esperado, a alta estabilidade do complexo esta diretamente relacionada aos maiores tempos de
migracao dos analitos, ¢ a separacdo dos isdmeros foi obtida quando as estabilidades de
complexacdo de cada seletor quiral com os analitos apresentaram uma diferencga significativa.
Além disso, os complexos de inclusdo mais estaveis foram previstos para PQN com B-CD e
18C6 (Elbashir et al., 2010). O segundo trabalho focou na separa¢ao do PQN e quinocida em
comprimidos, utilizando o mesmo BGE otimizado anteriormente (Elbashir et al., 2009b). Ap6s
avaliar os efeitos de pH, tampao, concentragdes dos seletores quirais, temperatura, voltagem e
injecdo, o método desenvolvido foi validado e aplicado para determinar a impureza em
comprimidos contendo PQN. Os resultados indicaram que as amostras continham baixos niveis
de quinocida, em conformidade com a legislagao (Elbashir et al., 2009b). Todos esses métodos
sao exemplos da capacidade da CE para determinar impurezas e separar o ingrediente
farmacéutico ativo em comprimidos.

Por fim, Németh et al. (2011) desenvolveram uma abordagem de triagem com CD
derivadas neutras e anionicas utilizando a CZE-UV para separar os enantiomeros de PQN,
cloroquina, mefloquina e tafenoquina. O intervalo de concentragao dos seletores quirais variou
de 0,2 a 20 mmol L', e as CDs utilizadas foram as trés naturais, a-CD, B-CD e y-CD, seguidas
pelas CD derivadas, que podem ser observados na Tabela 1. O tipo e a concentragdo de CD
foram responsaveis pela resolugdo quiral e mobilidade dos analitos, por exemplo, nenhuma
enantioseparacao foi observada em concentragdes baixas de CD. Um pH igual ou inferior a 3,0
foi escolhido devido ao comportamento catidénico dos analitos e a mobilidade muito lenta do
fluxo eletroosmotico, o que evitou a adsor¢do desses compostos basicos a parede interna do
capilar. A carboxymethyl-a-CD (CM-0-CD), em pH 3,0, resultou em boa resolugdo e
seletividade para a PQN. Todas as enantioseparagdes foram realizadas em menos de 10 minutos
(Németh et al., 2011).

Até o momento, nao foram encontrados registros na literatura relatos evocando o uso da
injecdo pelo outlet, ou seja, quando o comprimento efetivo do capilar é reduzido, e por inje¢ao

multipla para a determinacdo de PQN por CZE-UV em formulagdes farmacéuticas.
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Tabela 1 - Métodos analiticos para a separacao enantiomérica de primaquina por Eletroforese Capilar, em ordem cronologica.

Analito Amostra Técnica Condigdes instrumentais LQeLD Referéncia
BGE: Tampio fosfato (20 mmol L', pH 4,0) e 9% m/v 4cido
PQN e 3 colominico Capilar: polybrene/4cido colominico duplamente Du et al.,
cloroquina Padrao CE-UV revestido, 50 cm x 50 pm d. i. (37,5 cm efetivo) Injegdo: 0,5 kg/cm? 0. m. 2002a
por 0,5 - 4,0 s Voltagem: +8 kV Temperatura: 16 °C Deteccao:
259 nm (PQN)
BGE: Tampdo fostato (20 mmol L, pH 2,9) e 3% m/v sulfato de
PQNe 3 condroitina C Capilar: polybrene/ sulfato de condroitina C Du et al.,
cloroquina Padrdo CE-UV duplamente revestido, 80 cm x 50 pm d. i. (67,5 cm efetivo) 0. m. 2002b
Injecdo: 0,5 kg/cm? por 0,5 — 4,0 s Voltagem: +20 kV
Temperatura: 20 °C Detecciao: 259 nm (PQN)
BGE: Tampio fosfato (40 mmol L', pH 9,0), 30 mmol L' SDS,
N 15 mmol L' mono-3-O-fenilcarbamoil-B-CD, 5% MeOH Capilar: Zhang et al.,
PQN Padrao MEKC-UV silica fundida 60 cm x 75 um d. i. (50 cm efetivo) Inje¢do: 15 kV f-m- 2002
por 5 s Voltagem: +15 kV Temperatura: 25°C Detec¢io: 214 nm
BGE: Solugio Tris-Fosfato (50 mmol L™, pH 2,5), 15 mmol L"! LQ: 0,05 nl;g/mL .
PQN Comprimidos CE-UV HP-y-CD Capilar: silica fundida sem revestimento 60 ¢cm x 50 pm LDp' agaoe;m O/S L Elbashir et
d. i. (52,5 cm efetivo) Injecao: hidrostatica, 6 s Voltagem: +15 kV (PQl.) E) O3mr§ I;lmL al., 2008
Temperatura: 25 °C Detec¢do: 254 nm ’(P,QZ) &
BGE: Solugdo Tris-Fosfato (50 mmol L™, pH 3,0), 15 mmol L .
PON ¢ Comprimidos ~ CZE-UV ~ HP-y-CD Capilary: silica fundida sem revestimento 35 cm x 50 pym ~ LQ: 4,5 ug/mL Elbashir et
quinocida d.i. (27,5 cm efetivo) Injecdo: hidrostatica, 10 s Voltagem: +16kV ~ LD: 3,0 ug/mL al., 2009a
Temperatura: 25 °C Deteccao: 254 nm
BGE: Acido fosforico (50 mmol L™, pH 3,0), 15 mmol L' B-CD ou .
PON ¢ Comprimidos ~ CZE-UV 45 mmol L' 18C6 Capilar: silica fundida sem revestimento 35 cm LQ: 1,57 ug/L Elbashir et
quinocida x 50 pm d. i. (27,5 cm efetivo) Injegao: hidrostatica, 25 s LD: 0,83 ug/L al., 2009

Voltagem: +15 kV Temperatura: 25 °C Detec¢io: 254 nm



PQN e
quinocida

PQN,
mefloquine,
cloroquina e
tafenoquina

Padrao

Padrao

CZE-UV

CZE-UV

BGE: Acido fosforico (50 mmol L', pH 3,0), 15 mmol L' -CD ou
45 mmol L' 18C6 Capilar: silica fundida sem revestimento 35 cm
x 50 pm d. i. (27,5 cm efetivo) Injegdo: hidrostatica, 10 s
Voltagem: +15 kV Temperatura: 25 °C Detec¢io: 254 nm
BGE: Tampio Fosfato (50 mmol L', com pH 3,0 quando CM-a-
CD, CM-B-CD e CM-y-CD ou pH 2,5 para as demais) com
diferentes CD: a-CD, B-CD, y-CD, DIMEB, TRIMEB, RAMEB,
HP-a-CD, HP-B-CD, HP-y-CD, succinil-p-CD, CM-a-CD, CM-§-
CD, CM-y-CD, CE-a-CD, CE-B-CD, CE-y-CD, SBE-a-CD, SBE-B-
CD, SBE-y-CD, SU-a-CD, SU-B-CD, SU-y-CD Capilar: silica
fundida 33,5 cm x 50 pm d. i. (25 cm efetivo) Injec¢do: 5 x 10° Pa
por 3 s Voltagem: +20 kV ou —15 kV na presenga de 20 mmol L™
de derivados de CD anidénicos Temperatura: 20 °C Detecc¢io:
220 nm

36

Elbashir et
f.m. al., 2010
0 m Nemeth et
T al., 2011

18C6: éter 18-coroa-6; BGE: background electrolyte; CD: ciclodextrina; CE: capillary electrophoresis; CE-a-CD: carboxietil-a-CD; CE-B-CD: carboxietil -3
CD; CE-y- CD: carboxietil -y-CD; CM-a-CD: carboximetil-a-CD; CM-B-CD: carboximetil-B-CD; CM-y-CD: carboximetil-y-CD; CZE: capillary zone
electrophoresis; DIMEB: dimetilated-B-CD; HP-a-CD: hidroxipropil-a-CD; HP-B-CD: hidroxipropil -p-CD; HP-y-CD: hidroxipropil-y-CD; LD: limite
dedeteccdo; LQ: limite de quantificagdo; MEKC: micellar eletrokinetic chromatography; MeOH: methanol; n. m.: ndo mencionado; PQN: primaquina; SBE-
a-CD: sulfobutil-a-CD; SBE-B-CD: sulfobutil-p-CD; SBE-y-CD: sulfobutil-y-CD; SDS: sodium dodecyl sulfate; SU-a-CD: sulfatada-a-CD; SU-B-CD:
sulfatada-p-CD; SU-y-CD: sulfatada-y-CD; TRIMEB: heptakis-(2,3,6-tri-O-methyl)--CD; UV: ultravioleta.
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1.5.2 Artemeter ¢ Lumefantrina

Para o ATM, as Farmacopeias Brasileira e Internacional indicam um método
cromatografico para a determinagdo em comprimidos € em solugdo injetavel, usando uma
mistura de acetonitrila e 4gua (62:38 v/v) como fase movel e deteccao em 216 nm (World Health
Organization, 2024; Brasil, 2024c¢). Para a LUM, ndo h4 relatos na Farmacopeia Brasileira. A
Farmacopeia Internacional recomenda um método volumétrico, a titulagdo em meio ndo-aquoso
com acido perclorico para o doseamento em comprimidos (World Health Organization, 2024).

Na Farmacopeia Internacional ¢ relatado um método cromatogréfico, utilizando a HPLC
para o doseamento simultaneo de ATM e LUM em comprimidos, utilizando uma elui¢cdo em
gradiente. Utilizando uma coluna C18 (15 cm x 3,9 mm), a fase movel A consiste em uma
mistura de 70% do reagente par i6nico e 30% de ACN, enquanto que a fase movel B ¢ uma
mistura de 30% do reagente par i6nico e 70% de ACN. O reagente par idnico ¢ formado por
uma mistura 1-hexanosulfonato de sédio e de di-hidrogenofosfato de sdédio (pH 2,3). A analise
¢ conduzida em cinco etapas, com volume de injecdo de 20 uL, e com deteccao em 210 nm até
28 minutos e depois ¢ trocada para 380 nm. Nesse sistema, o ATM possui um tempo de eluigao
de 19 minutos ¢ a LUM elui com 34 minutos (World Health Organization, 2024).

Todos esses procedimentos descritos nas farmacopeias utilizam grandes quantidades de
reagentes organicos ¢ de volumes de amostra, fatores que sdo prejudiciais ao meio ambiente.

Ha apenas um relato que descreve uma investigacdo sobre o uso de técnicas de
eletromigracdo para andlise da associagdo de ATM e LUM em formulagdes farmacéuticas.
Amin et al. (2013) desenvolveram um método por Cromatografia Eletrocinética em
Microemulsao (MEEKC, do inglés microemulsion electrokinetic chromatography), utilizando
injecdo pelo outlet, para a determinagdo de ATM e LUM em comprimidos 2-FDC (Amin et al.,
2013b). Os dois analitos foram extraidos do comprimido através de metanol acidificado com
acido fosforico, seguido da diluicdo do extrato na microemulsdo antes da injegdo para evitar
distarbios na linha de base. Apds otimizagdo das condi¢des de separagdo, a pirimetamina foi
selecionada como padrdo interno, as anélises foram realizadas em 214 nm, e o BGE consistia
de uma microemulsido formada por octano, 1-butanol, SDS e tampao borato, e deteccdo em
214 nm. Apds avaliar alguns parametros estatisticos, como seletividade, linearidade,
recuperagdo, precisdo, limites de detecgdo e quantificagdo, o método proposto foi aplicado a
comprimidos comerciais e foi considerado adequado para analisar ATM e LUM (Amin et al.,

2013b). Comparado ao método de HPLC, o método MEEKC apresenta algumas vantagens que
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o tornam uma alternativa para analisar esses compostos. No entanto, a composi¢do do BGE
ainda pode ser otimizada considerando os conceitos de Quimica Verde.

Foi reunido, na Tabela 2, o método mencionado anteriormente por Lamalle et al. (2012)
e 0 método descrito por Amin et al. (2013b) para a determinagdo de ATM e LUM utilizando a

CE, nos ultimos 24 anos.
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Tabela 2 - Métodos de doseamento de artemeter e lumefantrina por Eletroforese Capilar, em ordem cronolégica.

LQeLD Recuperacao
Analito Amostra Técnica Condig¢des Instrumentais Ref.
(mg L) (%)
PQN, ATM, artesunato,
. ) BGE: Tampdo fostato (10 mmol L', pH 6,6),
cloroquina, mefloquina, ]
o ' . 29 mmol L' SDS, 36% ACN Capilar: silica
amodiaquina, piperaquina, ) ] ) Lamalle
. o ) Padrdo e fundida sem revestimento, 48,5 cm x 50 pm d.i.
sulfadoxina, pirimetamina, o MEKC-UV ) n. m. 89,0-97,6% etal,
o ) comprimido (40 cm efetivo) Injecdo: 50 mbar x 5 s
quinine, halofantrine, 2012
Voltagem: +20 kV Temperatura: 29 °C
cinchonine, sulfalen,
. Detec¢do: 210 nm
atovaquone, proguanil
BGE: 0,81% m/m octano, 6,61% m/m 1-butanol, LQ: 548
3,31% m/m SDS, 89,27% m/m tampao borato (ATM), 6 Ami
min et
MEEKC- (10 mmol L") Capilar: silica fundida sem (LUM)
ATM, LUM Comprimido . . ) 99 -101% al.,
uv revestimento 30 cm x 50 um d.i. (10 cm efetivo) LD: 164 2013h
Injegao: 0,2 psi x 5 s Voltagem: -15 kV (ATM), 3
Temperatura: 25 °C Deteccio: 214 nm (LUM)

ACN: acetonitrila; ATM: artemeter; BGE: background electrolyte; LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificacdo; LUM: lumefantrina; MEEKC:
microemulsion electrokinetic chromatography; MEKC: micellar electrokinetic chromatography; n. m.: ndo mencionado; PQN: primaquina; SDS: sodium
dodecyl sulfate; UV: ultravioleta.
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1.6 ELETROFORESE CAPILAR

A CE ¢ uma técnica analitica de separagdao, que opera em meio liquido, baseada na
migracao diferenciada de compostos neutros, ions solvatados ou espécies ionizaveis, quando
submetidos a influéncia de um campo elétrico (Baker, 1995). A separacao ¢ conduzida em tubos
capilares de silica fundida preenchidos com solugdo eletrolitica e ocorre em funcao da diferenca
de mobilidade eletroforética entre os compostos.

Assim como outras técnicas cldssicas de separacdo, a CE oferece alta eficiéncia,
precisao, seletividade e versatilidade. Além disso, geralmente permite analises de curta duragao,
até mesmo com possibilidades abaixo de um minuto, sem comprometer a resolucdo e a
seletividade, o que aumenta a frequéncia analitica. E uma técnica de baixo custo, uma vez que
possui consumo em escala micro/nano de solventes e reagentes, e também menores volumes de
amostras sao introduzidos, o que se relaciona com os principios da Quimica Verde. Entretanto,
uma grande vantagem estd na possibilidade de anélise simultanea de cations e anions em uma

mesma analise (Moreira et al., 2023; Spudeit et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Baker, 1995).

1.6.1 Instrumentacio

O sistema de CE ¢ formado por uma fonte de alta tensdo, tubos capilares de teflon ou
de silica fundida (revestidos externamente com poli(imida), teflon ou poli(acrilato)), eletrodos
(geralmente de platina), reservatdrios (vials) para as solugdes e um detector adequado ao tipo
de andlise que se deseja realizar. Uma representagdo esquematica do sistema de CE pode ser
observada na Figura 5.

A fonte de alta tensdao ¢ responsavel por estabelecer um campo elétrico ao longo do
capilar, a partir da conexao com os eletrodos que ficam imersos nos dois reservatorios contendo
o eletrolito. O capilar é preenchido com a solugdo de eletrélito, atuando como um canal de
migracao, e suas extremidades também sdo imersas nos reservatorios com solucdo de eletrolito
para completar o contato elétrico. Além disso, o capilar ¢ mantido dentro de um cartucho sob
temperatura constante, para minimizar os efeitos térmicos (Tavares, 1996; Baker, 1995).

A alta resisténcia elétrica do capilar também permite campos elétricos elevados, pois
gera um aquecimento minimo, promovendo separagdes com alta eficiéncia e tempos de analise
curtos. O uso de tubos com dimensdes capilares possibilita a dissipacdo do efeito Joule, que ¢
a geracao de calor causado pela passagem de corrente elétrica (Spudeit et al., 2012; Queiroz,

Jardim, 2001). A combinacdo do uso de tubos capilares com didmetro interno reduzido e
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aplicacdo de altas voltagens, resulta em um aumento de eficiéncia e resolugdo, diminuindo o

tempo de analise (Spudeit et al., 2012).

Figura 5 - Representacao esquematica de um sistema de Eletroforese Capilar.
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Vial Vial
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Fonte: Adaptado de Souza et al. (2024).

1.6.2 Principios de separacao

As separagdes em CE ocorrem, com ou sem a presenga do fluxo eletroosmético (EOF, do
inglés electroosmotic flow), em fun¢do da diferenga de mobilidade eletroforética. O EOF ¢
resultante da interagdo entre o eletrdlito e a superficie do capilar, gerando um movimento
ordenado da solugdo sob a influéncia de um campo elétrico. Compostos com carga positiva
migram em dire¢do ao eletrodo de carga negativa (catodo), enquanto que os compostos com
carga negativa migram em diregdo ao eletrodo de carga positiva (anodo) (Baker, 1995).

Ao entrar em contato com a solugdo de eletrolito, a superficie interna do capilar adquire
carga através da ionizacdo ou da adsor¢do. Nos capilares sem revestimento interno, os grupos
silanoéis (Si-OH) da silica fundida sdo ionizados a grupos silanoatos (Si-O°) em solugdes com pH

maior que 3,0, e a superficie interna do capilar se torna negativamente carregada. Ao preencher
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o capilar com uma solu¢do de eletrélito, os cations dessa solucdo sdo atraidos para a superficie
do capilar, formando uma camada interna, denominada camada fixa. Entretanto, essa camada
nao possui cargas positivas suficientes para neutralizar as cargas negativas e assim uma segunda
camada de cations é formada, denominada camada moével. As camadas fixa e moével formam a
dupla camada elétrica. Ap6s o preenchimento do capilar com a solucdo de eletrdlito, € aplicada
uma diferenca de potencial nas extremidades do capilar e um campo elétrico ¢ estabelecido
tangencialmente a superficie. Dessa forma, ocorre um movimento unilateral dos cations
presentes na camada movel em diregdo ao eletrodo de carga negativa (catodo). Uma vez que os
cations sdo solvatados, ha o arraste do eletrdlito com eles, causando o EOF. E importante que o
EOF seja constante, pois influencia diretamente no tempo de migragdo dos compostos e na area
dos picos. Para isso, algumas propriedades da solugao eletrolitica devem ser avaliadas, como o
pH, concentragdo e forca idnica da solugao tampado, o aditivo organico, viscosidade e
temperatura (Tavares, 1996; Baker, 1995).

Em condi¢des normais, o EOF ocorre em direcdo ao eletrodo de carga negativa. O EOF
geralmente ¢ maior do que as mobilidades eletroforéticas dos compostos negativamente
carregados e estes sao deslocados em direcao ao detector, migrando com velocidade menor do
que o EOF. Compostos neutros ndo sdo influenciados pela mobilidade eletroforética e migram
na mesma velocidade que o EOF. Compostos positivamente carregados sofrem influéncia de
suas mobilidades intrinsecas e do EOF, migrando com velocidade maior do que o EOF. A
velocidade de migracao dos ions ¢ dependente da relagdo carga/raio de cada composto, ou seja,
um ion com raio menor ird migrar mais rapido do que um ion com raio maior, mas mesma carga
(Baker, 1999).

Na formagao da dupla camada elétrica, a distribuicdo dos ions ocorre de forma nao
homogénea e gera um gradiente de velocidade, denominado por velocidade eletroosmotica

(Veo ). A velocidade eletroosmoética é dada pela Equagdo 1, em cm s™':

Veo = Ueo E (D

onde u,, é a mobilidade eletroosmética (cm? V' s') e E é o campo elétrico (em V cm™).

Uma forma de mensurar o EOF em CE de solugdo livre ¢ através da injecdo de um
composto sem carga, ou seja, um marcador neutro. Existem diversos marcadores neutros, como
o metanol, fenol, acetona, benzeno ou piridina (Baker, 1995). A mobilidade eletroosmotica
(4eo) pode ser entdo determinada experimentalmente, definindo-se as dimensdes do capilar e

voltagem aplicada, de acordo com a Equacdo 2, em cm? V! s71:
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Lethot
= e— 2
Heo ==~ 2)

onde L,f € o comprimento efetivo do capilar (em cm), L, € 0 comprimento total do capilar

(em cm), t,, € o tempo de migracao do composto neutro (em min) e V ¢ a voltagem aplicada

(em V).

Sob influéncia de um campo elétrico, um composto carregado ird migrar através da

solugdo de eletrolito com uma velocidade eletroforética (Ve ), dada pela Equagdo 3, em cm st

Vep = Uep E 3)

onde U, € a mobilidade eletroforetica (cm? V' s e E é o campo elétrico (em V ecm™).

Para ions esféricos a mobilidade eletroforetica (p,,) € intrinseca do analito e

corresponde a sua velocidade em um campo elétrico unitario, conforme Equacio 4, em cm? V-

1 S_li

Vep q
17 = —= 4
° E  6mnr “)
onde v, € a velocidade eletroforética (em cm s, E é o campo elétrico (em V cm™), g é a carga
do analito (em C), n é a viscosidade da solugdo de eletrolito (N s m™) e ; é o raio hidrodinAmico

(em pm).

- , , . . . - . q .
Pela Equagdo 4, ¢ possivel inferir que quando maior for a razao carga/raio (r—), maior
i

sera a mobilidade eletroforética e, consequentemente, maior sera a velocidade do composto.
Compostos pequenos e com cargas altas tendem a migrar através do capilar mais rapidamente,
enquanto que compostos grandes € com cargas menores migram mais lentamente. Os
compostos neutros possuem mobilidade eletroforética igual a zero pois o valor de g na Equagado
4 ¢ zero (Baker, 1995).

A mobilidade observada do composto (u,ps) € dependente da sua mobilidade

eletroforética (i,p) € da mobilidade eletroosmdtica (i, ), conforme Equagio 5:
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Hobs = HMep T Heo (5)
onde i, ¢ a mobilidade eletroforética (cm* V' s™') e pg, ¢ a mobilidade eletroosmdtica (cm?

Vish.

Da mesma forma que a mobilidade eletroosmética (i, ), a mobilidade observada ((,ps)
pode ser calculada experimentalmente através da injecao de uma solucao contendo o analito,

definindo-se as dimensdes do capilar e da voltagem aplicada, conforme Equagio 6, em cm? V-

1 S-l:

Lethot

Uops = tV (6)

onde L.s € o comprimento efetivo do capilar (em cm), Lo, € 0 comprimento total do capilar

(em cm), t,, € o tempo de migragdo do composto (em min) e V ¢é a voltagem aplicada (em V).

Nesse contexto, € possivel calcular o valor da mobilidade eletroforética (u,) através da
Equacdo 5, uma vez que as mobilidades eletroosmética (1,,) € observada (¢,ps) sdo facilmente
calculados experimentalmente pelas Equagdes 2 e 6, respectivamente.

A velocidade e o sentido de migracdo dependem da relagdo carga-raio e da magnitude
das plg, € [ep. Os cations com maior carga € menor tamanho migram mais rapido, seguidos
pelos compostos neutros que se movem pelo capilar na mesma velocidade do EOF, e pelos
anions, que sao arrastados em direcao ao detector pelo EOF (Baker, 1995). A ordem de
migracdo dos compostos pode ser ilustrada na Figura 6, considerando a direcdo do EOF do

anodo (esquerda) para o catodo (direita).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da migragdo de cations (+), compostos neutros (N) e

anions (-), de diferentes tamanhos sob EOF normal e polaridade positiva.

#eo

e

- ° -
e >
Hep Hobs
>

Hep Hobs
) = P 0
-—

Hep Hobs

-— B —
#ep Hobs

«— e
Hep Hobs

-—— —

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O conceito de mobilidade efetiva (u.f) descreve a migragdo de eletrolitos fracos, que
existem sob duas formas quimicas em equilibrio: a forma ionizada (com mobilidade diferente
de zero) e a forma ndo-ionizada (com mobilidade zero). A mobilidade efetiva pode ser calculada
pela definicdo de Tiselius que considera que qualquer acido (i) presente em solugdo em
diferentes espécies (j), relacionadas através de um equilibrio 4cido-base, ird migrar em um
campo elétrico como um unico soluto, possuindo mobilidade efetiva dada pela Equacdo 7, em

cm? V! 57! (Tavares, 1996):

(Uep)i = Z(“Liﬂj.i) (7)
j

onde i representa um acido qualquer, j representa as diferentes espécies do acido i, a;; € a fragdo
de distribui¢do ou grau de ionizagdo de cada forma j, € y;;; € a mobilidade eletroforética de cada

espécie j (cm? Vs,
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Dessa forma, a mobilidade efetiva de um acido i esta relacionada a fragdo molar de cada
espécie j deste acido, bem como com a sua mobilidade eletroforética. Sabe-se que fragao de
distribuicao pode ser definida pela constante de dissociacao do analito, pKa, o que mostra uma
dependéncia indireta entre a mobilidade eletroforética ¢ o pH do meio, ou seja, com a
composi¢do o eletrolito. A curva de mobilidade efetiva versus pH (uep x pH), € um excelente
indicador da condi¢ao de pH mais favoravel para ocorrer uma separacao (Tavares, 1996).

Experimentalmente, a mobilidade efetiva pode ser calculada através de uma andlise
realizada sob determinadas condigdes experimentais, para cada analito. Os dados importantes
para o calculo sdao os tempos de migragao dos analitos € do EOF, além da voltagem aplicada e

das dimensoes do capilar, que sdo utilizados nas equagdes 2, 5 € 6 para os calculos de Ueq, Hep

€ Uoyps» TESpEctivamente.

1.6.3 Modos de separacao

A versatilidade da CE ¢ de grande relevancia devido a disponibilidade de diferentes
modos de separacdo, como a CZE, a MEKC, a MEEKC, a eletroforese capilar em gel, a
focalizacao isoelétrica capilar e a isotacoforese capilar (Baker, 1995). Na Figura 7 podem ser
observados os modos de separagdo em eletroforese capilar e suas principais caracteristicas.

A CZE ¢ o modo de separagdo mais utilizado. Apesar da sua aplicabilidade em
separagdes de cations e anions na mesma corrida, ndo ¢ adequado para a separacdo de
substancias neutras, que migram com a mesma velocidade do EOF. Na CZE, a amostra ¢
introduzida no capilar previamente preenchido com a solugdo de eletrolito, previamente
tamponado. Ao aplicar o potencial, gera-se um campo elétrico e os compostos migram em zonas
distintas em fun¢do da diferenca de suas mobilidades eletroforéticas. Uma separagao eficiente
dos analitos ¢ decorrente da maximizacao das diferencas entre as mobilidades eletroforéticas e

na minimiza¢ao das causas de alargamento de zona (Tavares, 1997; Baker, 1995).
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Figura 7 - Modos de separa¢do em Eletroforese Capilar e suas caracteristicas.

Organlcand
Inorganic ions
Neutral ———I——-
sTharge-to-ratio™y, e e——e————— Macromolecules
P o\n-/’_p;c_u;o__—“\ L serg;—:ation /\ ¢ %g:ohn;b{:mgr&boﬂ\ "
. . Mee oo =
Nmne——— ] \____TE‘“_"T____/ N TewE
NmmrE———— ; - compounds
Capilary Zoro B trophoresis,/ :
pillary Zone Elec sis/ ;
MEKC \ \ /f CEC
Mic?lﬁar Electrokipetic Capilar-ty
Cl mma[ograp@ electrochromatography /
CEIF { CIiTP
Gaptl[arylsoelectnchcusmg \, capillaryisotachophoresis /
S _ EEKC =
Amphoteric ! | Nﬂcrogrrg_u smr:: Elecatghokmem
| umpcnl!d ______ h omato F -
Hyy S. ‘-‘\\0 / Separationby \ caligiasd > Al s i enstog / Charged
{ isoelectric point ) // Discontinuous N, —° !, analytes
e i 1 /3 N 8 i, buffer system )
/ N / P ~ \
Macromolecules TN Bt et s
iz \\staum phase ) Pre-concentration
. S——— 4

\. interaction *._compounds

Fonte: Moreira et al. 2023.

O principio de separagdo na MEKC ¢ baseado na parti¢do diferencial dos analitos entre
a fase aquosa e uma fase micelar, também chamada de fase pseudoestacionaria micelar. A fase
pseudoestacionaria ¢ formada por um surfactante adicionado a solucdo de eletrolito, com
concentragdo acima da sua concentracao micelar critica, e quanto maior a fragao do analito que
interage com a micela, mais lenta serd sua migragao (Hancu et al., 2013).

Entretanto, compostos que sao apolares e lipofilicos tendem a nao ser bem resolvidos
pela MEKC e para contornar esse problema, Watari (1991) introduziu as microemulsdes nas
separagdes por CE, originando a MEEKC (Buchberger, 2016). A separaciao nessa técnica se
baseia na interag¢ao diferencial dos analitos entre a fase aquosa e uma fase pseudoestacionaria,
que ¢ composta por uma microemulsao. A microemulsdo ¢ um sistema termodinamicamente
estavel formada por uma fase aquosa e uma fase oleosa, que sao estabilizadas pela adi¢ao de
um surfactante e um co-surfactante. Com base em sua microestrutura, as microemulsdes podem
ser divididas em dois grupos: 6leo em adgua (O/A) e d4gua em 6leo (A/O). Em uma microemulsao
O/A, a mais comum e mais utilizada, as goticulas de 6leo se dispersam na fase aquosa com o
auxilio de surfactante e co-surfactante. A parte hidrofobica do surfactante se retine facilmente
em dire¢do as goticulas de dleo e a parte hidrofilica se ligam a fase aquosa, enquanto o co-
surfactante ¢ responsavel por ajustar o equilibrio hidrofilico-hidrofobico do surfactante,
reduzindo a tensdo superficial entre as fases. Para a microemulsdo A/O, a gota de agua se
posiciona dentro das micelas invertidas resultantes (Buchberger, 2016; Ryan et al., 2013; Yang

et al., 2013; Altria et al., 2003).
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A separagcdo em MEEKC ¢ obtida ndo apenas pela mobilidade do analito, mas também
pelos coeficientes de particdo do analito entre a fase aquosa e as goticulas da microemulsdo,
que combinam comportamentos eletroforéticos e cromatograficos. Nesses sistemas, a presenca
de uma fase oleosa oferece um volume de superficie hidrofobica maior, fazendo com que
compostos altamente hidrofobicos interajam com as gotas de 6leo mais facilmente do que com
micela na MEKC, por que possuem a estrutura menos rigida. A MEEKC apresenta uma maior
aplicabilidade pois permite a separagdo, simultaneamente, de compostos polares, apolares,

neutros e ionizaveis (Buchberger, 2016; Ryan et al., 2013; Yang et al., 2013; Altria et al., 2003).

1.6.4 Detectores

Aliada a diversidade de modos de separacao, a CE também possui a possibilidade de
utilizar vérios tipos de detectores, que sdo escolhidos de acordo com a sensibilidade e a
seletividade (Tavares, 1996).

A deteccao por UV ¢ a mais utilizada e requer a presenca de grupos cromodforos na
estrutura dos analitos. Para compostos que apresentam baixa ou nenhuma absortividade no UV,
pode ser realizada a detec¢do indireta pelo UV ou outros detectores. Na detecgdo indireta por
UV o eletrdlito deve conter um agente cromoforo em sua composi¢ao, com alta absortividade molar
em um comprimento de onda em que os analitos ndo absorvam. O sinal monitorado pelo detector ¢
o do cromoforo e quando o composto que ndo absorve passa pelo detector, ocorre uma redugdo na
absorbancia com, consequentemente, uma queda da linha base, apresentando um pico negativo
(Baker, 1995). Nem sempre o comprimento de onda mais adequado para a detec¢@o dos analitos é
o de maior absor¢ao do cromoforo, podendo ser ajustado a fim de obter maiores intensidades do
sinal (Colombara, 1996).

Outros detectores que podem ser acoplados a CE sdo a espectrometria de massas (MS, do
inglés Mass Spectrometry) e o detector por condutividade, em que se tem o detector de
condutividade sem contato acoplado por capacitancia (C*D, do inglés capacitively-coupled

contactless conductivity detectors) (Silva, Lago, 1998; Zemann et al., 1998).

1.6.5 Métodos de Injecao

As amostras podem ser injetadas no capilar através de diferentes métodos, como a

injecdo hidrodindmica e a injecao eletrocinética. A injecdo hidrodindmica consiste na aplicagao
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de uma diferenca de pressdo entre o reservatorio de BGE e o da amostra, enquanto que na
injecdo eletrocinética a amostra € injetada através da aplicacdo de uma voltagem (Baker, 1995).

Uma vantagem da inje¢do hidrodindmica ¢ a possibilidade de realizar injegdes
individuais ou em sequéncia. Na inje¢ao individual, ¢ possivel realizé-la no modo convencional
ou inlet em que as amostras sdo introduzidas através da extremidade do capilar mais distante
ao detector. Quando as amostras sdo introduzidas através da extremidade do capilar mais
proxima do detector € chamado de injecao pelo outlet, ou por short-end injection. Esse modo ¢
aplicavel quando se deseja diminuir o tempo de anélise, aumentando a frequéncia analitica. Na
pratica, para a aplicacdo da injecdo pelo outlet é necessario colocar o reservatdrio da amostra
na posi¢do do outlet, aplicar pressdo negativa no reservatdrio de entrada na posi¢ao do inlet e
inverter a polaridade da voltagem, para inverter a dire¢cdo da migragdo dos compostos
(Nascimento et al., 2022; Spudeit et al., 2012; Glatz, 2013).

Na injecdo sequencial, conhecida por inje¢ao multipla é possivel analisar duas ou mais
amostras injetadas sequencialmente em uma mesma corrida, com a vantagem de reduzir as
variagdes que podem ocorrer no tempo de migragado entre diferentes corridas e, portanto, nas
areas do pico. Na pratica, € necessario a inje¢ao de um BGE espagador entre as amostras para
garantir que as zonas das amostras ndo se misturem, proporcionando uma resolugdo entre os
picos adequada. O tempo de injecdo do BGE espacador ¢ um parametro que deve ser otimizado
para promover uma melhor separagdo entre os picos. A inje¢do multipla também possui a
vantagem de reduzir o tempo de andlise, além de aumentar a frequéncia analitica do método
(Vitral et al., 2025; Nascimento et al., 2022; Spudeit et al., 2012; Amini et al., 2008).

Na Figura 8 podem ser observados os esquemas de injecdo para as injecdes

convencional, pelo outlet ¢ injecdo multipla
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Figura 8 - Modos de inje¢do de amostras em eletroforese capilar: inje¢do convencional, pelo
lado mais distante do detector (A), injegao pelo outlet, ou seja, pelo lado mais proximo do
detector (B), e injecdo multipla, pelo lado mais distante do detector (C).

A

0

CAPILAR
@ amostra

B

Q <

CAPILAR
@ umostra

INJECAD DETECCAO

CAPILAR

. amostra

@ eleirdlito

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.7 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos ¢ uma abordagem estatistica que tem sido amplamente
utilizada em estudos de otimizagdo de sistemas com duas ou mais varidveis, onde se deseja
entender a interacdo entre elas. A principal vantagem esta na obtencdo de resultados que
eventualmente ndo seriam alcan¢ados por métodos univariados, em funcao de ser necessario
um nuimero maior de ensaios para chegar na resposta ideal, aumentando também o tempo de
otimizagao do sistema (Barros Neto et al., 2010).

No caso de desenvolvimento de métodos por CE, a implementacdo de um planejamento

de experimentos ¢ de grande relevancia, uma vez que diversos parametros necessitam ser
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otimizados para alcangar uma adequada condi¢do de separacdo. Entre os pardmetros, tem-se a
composi¢ao e concentragdo do eletrolito, a voltagem, a temperatura, a pressdo e tempo de
injecdo da amostra e o tamanho e didametro do capilar.

O planejamento fatorial ¢ o modo mais simples de ser implementado, uma vez que ¢
preciso escolher os fatores (k) relevantes para o sistema e em seguida definir os niveis (N) em
que cada fator serd estudado, ou seja, os valores dos fatores que serdo empregados nos
experimentos, resultando em kN experimentos (Barros Neto et al., 2010).

Entretanto, ao aumentar a complexidade do sistema, pode ser invidvel realizar um
numero alto de experimentos. Para tornar mais facil a avaliacdo dos parametros do sistema,
existem os chamados planejamentos fatorial fracionados, como por exemplo, o planejamento
Box-Behnken. O planejamento Box-Behnken ¢ um planejamento fatorial fracionario especial
de trés niveis e k fatores, do tipo 3¥, em que a base ¢ o nimero de niveis e o expoente k ¢ o
numero de fatores (Ferreira et al., 2007). Pode ser aplicado quando se deseja obter informacdes
mais detalhadas sobre o sistema, pois menos experimentos sdo realizados, em comparagao a
um planejamento fatorial completo de 3 niveis e k fatores. O nimero de experimentos (gy)
¢ definido pela Equacdo 8. Por exemplo, para um planejamento Box-Behnken 3°, com triplicata
no ponto central, temos que k = 3, npc = 3 e um total de 15 experimentos (Ferreira et al.,

2007).

TlExp = Zk(k - 1) + an (8)

onde k ¢ o nimero de fatores e np- € o nimero de réplicas no ponto central.

1.8 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A validag¢ao de métodos analiticos é o processo que demonstra a adequabilidade de um
método analitico para um propdsito especifico. O processo de validagdo garante que o método
¢ confiavel, reprodutivel e fornece resultados precisos e consistentes para a analise de um
determinado composto. Uma vez que dados analiticos ndo confidveis podem levar a decisdes
incorretas e a prejuizos irreparaveis, € necessario garantir que o desenvolvimento de métodos
analiticos seja conduzido por uma verificagdo de qualidade, confiabilidade, comparabilidade e
rastreabilidade do método. A validagdao ¢, portanto, uma etapa relevante no controle de
qualidade e no desenvolvimento de métodos analiticos para atender demandas industriais,

académicas e regulatdrias (Ribani et al., 2004).
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Uma das principais referéncias internacionais para a validacdo de métodos analiticos,
especialmente na area farmacéutica, ¢ o ICH (International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use). O ICH ¢ uma organizagao
formada através de colaboragdes entre agéncias regulatorias e industria farmacéutica de varias
regides do mundo, especialmente os Estados Unidos, a Europa e o Japao (ICH, 2022), com a
finalidade de harmonizar os requisitos para o registro de medicamentos, objetivando a
eficiéncia e seguranca global no desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) apresentam resolugdes e
guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos INMETRO, 2020; Brasil, 2017).
De acordo com a ANVISA, “a validacao deve demonstrar que o método analitico produz
resultados confiaveis e ¢ adequado a finalidade a que se destina, de forma documentada e
mediante critérios objetivos” (Brasil, 2017). Além disso, um processo de validagdo deve ser
considerado quando hd novos desenvolvimentos de métodos, ou quando sdo realizadas
alteragdes em metodologias ja validadas, como inclusdo de novas técnicas e uso de diferentes
equipamentos (Brito et al., 2003).

Os parametros mais importantes para a validagdo de um método analitico incluem a
linearidade e faixa de trabalho, seletividade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e

quantificagdo, e a robustez (ICH, 2022; INMETRO, 2020; Brasil, 2017).

1.8.1 Seletividade

A seletividade ¢ definida como a capacidade do método em identificar ou quantificar o
analito, de forma inequivoca, na presenca de outros componentes da matriz da amostra, como
impurezas. A seletividade ¢ considerada, geralmente, como a primeira etapa no processo de
desenvolvimento e validagdo de um método. Ha diversos processos que podem ser
implementados para a avaliacdo da seletividade, como: comparacdo da matriz sem o analito
com a matriz adicionada com o analito, comparacdo do espectro do pico do padrdo com o
espectro do pico do analito na amostra (obtidos por detector UV ou MS), comparagdo do
coeficiente angular da curva analitica com adi¢do de padrao do analito na amostra com a curva

analitica somente dos padroes (Brasil, 2017; Ribani et al., 2004).
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1.8.2 Linearidade

A linearidade de um método ¢ definida como a capacidade de obter resultados analiticos
diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra, em uma determinada faixa de
trabalho (Brasil, 2017; Ribani et al., 2004). Entretanto, a concentracdo de uma amostra nao ¢
uma grandeza fisica observavel e para obté-la é necessario realizar medidas de outras grandezas,
como a absorc¢ao e condutividade. Logo, ¢ realizado o processo de calibragao, a fim de encontrar
uma funcao relacionando as medidas feitas com a concentra¢ao do analito desejada (Pimentel,
Barros Neto, 1996).

O processo de calibracdo ¢ dividido nas etapas descritiva e preditiva. Na etapa
descritiva, sao realizadas medi¢des de uma série de solugdes padrdes com concentracdes
conhecidas para obter um modelo matematico que relacione a grandeza medida com a
concentragdo do analito. Em seguida, na etapa preditiva, o modelo matematico construido ¢
utilizado para prever as concentracdes de outras amostras, considerando os seus respectivos
sinais analiticos (Pimentel, Barros Neto, 1996).

Recomenda-se que a linearidade seja estabelecida com a utilizagao de, no minimo, cinco
niveis de concentragdo diferentes, em triplicata (Brasil, 2017). O modelo matematico que
relaciona o sinal medido com a concentragdo do analito, muitas vezes é expresso como uma
curva analitica. A curva de calibragdo ¢ a representagdo grafica dos sinais analiticos medidos
pelo instrumento (y) em fungdo da concentracao do analito (x), que mostra uma relagao linear,

conforme Equagao 9 (Ribani et al., 2004; Pimentel, Barros Neto, 1996):

y=ax+b )
onde a ¢ o coeficiente angular, b € o coeficiente linear, y ¢ a variavel dependente e x ¢ a variavel

independente.

A estimativa dos coeficientes da curva de calibragdo (a ¢ b) e do coeficiente de
correlagdo (7) pode ser obtida através do método de regressao linear. Uma curva analitica bem
ajustada ¢ evidenciada pela obten¢do de um r proximo de 1,0, mostrando uma menor dispersao
do conjunto de pontos experimentais. Além disso, a relacdo linear descrita pela Equagao 9 so6 ¢
valida em uma determinada faixa de trabalho, que corresponde ao intervalo entre o valor

superior ¢ inferior do analito, que atenda aos requisitos de precisdo e exatidao (Ribani et al.,
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2004). Para a ANVISA, a faixa de trabalho deve ser entre 80% a 120% nos métodos para
determinagao do teor de farmacos (Brasil, 2017).

O método dos minimos quadrados ¢ um modelo de regressdao mais utilizado para realizar
o ajuste do modelo matematico aos dados coletados pois minimiza a soma dos quadrados das
diferengas entre os valores observados e previstos, que sdo chamados de residuos. A
implementa¢do do método dos minimos quadrados para tratamento estatistico dos resultados
exige que alguns pressupostos relacionados a natureza dos erros associados as medidas sejam
satisfeitos (Pimentel, Barros Neto, 1996).

O primeiro pressuposto diz que os erros nas medidas ocorrem devido a flutuagdes na
variavel dependente (y), neste caso, o sinal analitico. Essa hipotese € satisfeita quando as
solucdes padroes sao adequadamente preparados para a calibragdo, visando minimizar e evitar
possiveis erros adicionais ao processo. O segundo pressuposto diz que a variancia dos erros
deve ser constante ao longo de diferentes niveis de uma varidvel independente, e também ¢
chamado de homoscedasticidade. Essa hipotese ¢ satisfeita quando sdo realizadas
determinagdes repetidas auténticas de uma mesma solu¢ao padrao ou amostra, ou seja, cada
analise ¢ feita a partir de uma solugdo preparada independentemente, seguida da avaliagao
através de testes estatisticos, como o teste F.

O terceiro pressuposto diz que os erros ndo sdo correlacionados, ou seja, sdo
independentes. Essa hipotese ¢ satisfeita quando as solugdes padrdes sdo preparadas
separadamente e de forma semelhante em cada nivel de concentragao, além de realizar a analise
de forma aleatoria. Por fim, o quarto pressuposto diz que os erros devem seguir uma distribuicao
normal. Essa hipdtese pode ser verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (Pimentel, Barros Neto,
1996).

Apesar da relevancia do coeficiente de correlagdo (r), somente a sua avaliagdo ndo ¢
suficiente para a obter a validade do modelo e a significincia estatistica da curva ajustada, sendo
necessario a realizacdo da Analise de Variancia, com testes de falta de ajuste e de significancia
da regressao (Pimentel, Barros Neto, 1996) A Tabela 3 retine os elementos necessarios para a

implementa¢do da Analise de Variancia.
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Tabela 3 - Anélise de Variancia para o ajuste do modelo através do método dos minimos

quadrados.
Fonte Soma Quadratica (SQ) G.L. Média Quadratica (MQ)
Regressio SQre
SQpeq = Z , . -1 MQ,., = g
(reg) Qreg n; [(ye)L ym] p Qreg (p — 1)

Residuos (res) SQres = Z Z[Yij - (Ye)i]z n-p MQyes = %

alta de.ajuste SQfqj = Zni [(Ve)i = Yim]® m-p MQgq; =(mQ%])
(faj) P

2 S
Erro Puro (ep) SQep = z z(yij - yim) n-m MQ,, = &

(n—m)
Total SQ, = z z(yi,- — V)’ n-1

n; = nimero de repeticdes no nivel i; m = nimero de niveis distintos da variavel independente; n =
Y. n; = nimero total de medidas; p = nimero de parametros do modelo; o indice i indica o nivel da
variavel independente e o indice j indica as medidas repetidas da variavel dependente em um dado
nivel de x; o segundo somatorio das expressdes SQres, SQep € SQ; vai de j = 1 at€ j =n; € os outros
somatorios vdo de i = 1 até i = m; y,,, ¢ a média de todos os valores de y; y;,,, ¢ a média das
determinagdes repetidas no nivel i; G.L. sdo os graus de liberdade.

Fonte: (Pimentel, Barros Neto, 1996).

Sao estabelecidas duas hipdteses:

a) hipdtese nula: a equagdo da reta ¢ adequada para descrever os dados coletados;

b) hipotese alternativa: a equagdo da reta ndo ¢ adequada para descrever os dados

coletados.

Em seguida, sdo realizados os testes de falta de ajuste e o teste de significancia da
regressao. O primeiro teste, representado pela Equagao 10, verifica se existe uma relagao linear
dentro de cada nivel de concentragdo. O segundo teste, representado pela Equacdo 11, verifica
a existéncia de uma relagdo linear significativa entre as variaveis x e y (Pimentel, Barros Neto,

1996).
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MQfaj
F =
cal Mer (10)
MQreg
F.q1 = 11
cal MQres ( )

onde F,q; € 0 valor de F calculado, MQy,; € a média quadratica da falta de ajuste; MQ,, € a
média quadratica dos erros puros, MQ,..4 € a média quadratica da regressdo, € MQ,.s € a média

quadrética dos residuos.

Para que a hipdtese nula ndo seja rejeitada, indicando que o modelo matematico
construido pode ser utilizado para a quantificagdo da amostra, no teste de falta de ajuste o valor
de F.,; deve ser menor que o Fy,j, € no teste de significancia da regressao o valor de F,,; deve
ser pelo menos cinco vezes maior do que o F,;,. Esses resultados indicam que nao ha evidéncias
de falta de ajuste do modelo e que existe uma relagdo linear significativa entre as variaveis x e

y (Pimentel, Barros Neto, 1996).
1.8.3 Precisao

A precisdao de um método ¢ definida como a capacidade em avaliar a dispersdao dos
resultados obtidos entre as analises independentes e repetidas de uma amostra, de amostras
semelhantes ou de solugdes padrdes (Brasil, 2017; Ribani et al., 2004). E avaliada pelo desvio

padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation), conforme a Equagdo 12:

RSD(%) = % .100 (12)

onde s ¢ o desvio padrdo e X ¢ a média aritmética das medigoes.

A precisdo pode ser expressa pela repetibilidade, precisdo intermedidria ou
reprodutibilidade. A repetibilidade, ou precisdo intra-corridas, ¢ definida pela concordancia
entre os resultados de medidas sucessivas de um mesmo método, realizadas sob as mesmas
condigdes de medigdo, que podem ser o mesmo analista, mesmo procedimento, mesmo
instrumento ou em um pequeno intervalo de tempo. A ANVISA recomenda utilizar, no minimo,
nove determinacdes contemplando trés niveis de concentracdo em triplicata, ou, no minimo,
seis determinagdes a uma concentracdo proxima ao valor esperado. A precisdo intermediaria é
definida pela proximidade entre os resultados obtidos da analise de uma mesma amostra, dentro

do mesmo laboratorio devido, mas condi¢des diferentes, como diferentes dias, analistas ou
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equipamentos, ou até uma combinagdo destes fatores. O nimero de determinagdes necessarias
para avaliar a precisdo intermediaria segue a mesma recomendacao feita para a repetitividade.
A reprodutibilidade ¢ definida como a proximidade dos resultados obtidos da analise realizada
em laboratérios diferentes, ou seja, com diferentes analistas, equipamentos e laboratorios. E
aplicavel em estudos colaborativos ou na padronizacao de métodos analiticos (Brasil, 2017;

Ribani et al., 2004).
1.8.4 Exatidao

A exatidao de um método analitico ¢ definida como o grau de concordancia entre os
resultados individuais do método proposto em relagao a um valor de referéncia. A exatidao pode
ser avaliada por meio de trés processos: utilizagdo de materiais de referéncia certificados,
comparac¢do entre o0 método proposto e um método de referéncia, por ensaios de recuperacao e
por adi¢ao de padrao (Brasil, 2017; Ribani et al., 2004).

No processo de recuperagdo ¢ avaliada a proporcao da quantidade do analito, presente
ou adicionado na amostra, que ¢ extraida e passivel de ser quantificada. Também chamado de
fortificacdo, o procedimento de recuperacdo consiste na adi¢ao do padrdo do analito em uma
concentragdo conhecida a amostra. A recuperagdo ¢ expressa pela relagdo percentual da
quantidade medida do analito com a quantidade do padrdo do analito adicionado a amostra, de
acordo com a Equacdo 13 (Ribani et al., 2004). A ANVISA recomenda a utilizacdo de, no
minimo, nove determinac¢des contemplando trés niveis de concentragdo em triplicata e

preparadas de forma independente (Brasil, 2017).

_ Agyp + Ay

RO
% "

.100 (13)

onde Ay,p € a area do analito na amostra com adi¢ao do padrao, A4 ¢ a aréa do analito na

amostra e Ap ¢ a area do padrao.
1.8.5 Limites de deteccio e quantificacio

O limite de detecg¢ao (LD) ¢ definido como a menor concentragdo do analito presente
em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condi¢des
experimentais estabelecidas. O LD pode ser determinado pela relagao sinal/ruido, pelo método

visual ou pelo método baseado nos parametros da curva analitica. A relagdo sinal/ruido ¢
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determinada comparando os sinais medidos a partir de amostras em baixas concentracdes
conhecidas do analito com um branco (matriz isenta do analito) (Brasil, 2017; Ribani et al.,
2004).

O limite de quantificacdo (LQ) ¢ definido como a menor concentragdo do analito
presente em uma amostra que pode ser determinada, sob condig¢des experimentais estabelecidas.
O LQ pode ser determinado pelos mesmos métodos que o LD (Brasil, 2017; Ribani et al., 2004).

As Equagdes 14 e 15 expressam os valores de LD e LQ em fungao da relagdo sinal/ruido.

LD = 3 'Sb 'CA (14)
Hysx — Hyin
10.s,.C
LQ = p-La

Hysx — Hyin

(15)

onde s, ¢ o desvio padrdo da linha de base, C4 € a concentracdo do analito, H,,;5 ¢ a altura

maxima do pico do analito e Hjy ¢ a altura minima do pico do analito.
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2 OBJETIVOS

Nesta secao serdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos referentes ao trabalho

desenvolvido.

2.1 OBIJETIVO GERAL

Desenvolvimento, otimizagdo e validacdo de métodos analiticos por Eletroforese Capilar para

a determinacdo de primaquina, artemeter e lumefantrina em formulagdes farmacéuticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Desenvolver e otimizar um método analitico por Eletroforese Capilar de Zona com deteccao
por UV utilizando inje¢ado pelo outlet para determinagao de primaquina em comprimidos;

¢ Desenvolver e otimizar um método analitico por Eletroforese Capilar de Zona com detecgao
por UV utilizando inje¢do multipla para determinacdo de primaquina em comprimidos;

¢ Realizar o estudo de degradacao for¢ada da primaquina utilizando o método desenvolvido
por Eletroforese Capilar de Zona com detec¢do por UV utilizando injecao pelo outlet;

¢ Utilizar a Quimiometria através de planejamentos de experimentos para a otimizagao das
condi¢des instrumentais ¢ do eletrolito de corrida dos métodos para determinacdo da
primaquina;

¢ Avaliar figuras de mérito para a validagdo do método proposto;

¢ Desenvolver e otimizar um método analitico por Cromatografia Eletrocinética em
Microemulsdo com deteccdo por UV para determinacdo simultanea de artemeter e

lumefantrina em comprimidos de dose fixa combinada;
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3  MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do serdo apresentados os reagentes, as solugdes, os métodos e os instrumentos

utilizados durante o desenvolvimento do trabalho.

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes e os padrdes utilizados foram de grau analitico e a dgua foi purificada
pelo sistema de osmose reversa (Quimis — Diadema, Brasil).

Tris (Hidroximetil) Amino Metano P.A. (Tris), acido acético P.A. Glacial (HAc), acido
cloridrico P.A. (HCI), dodecil sulfato de sodio (SDS) foram adquiridos da VETEC (Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brasil). Alcool etilico P.A. (EtOH) foi adquirido na Sciavicco (Arraial
Velho, Sabar4, Minas Gerais, Brasil). Alcool metilico P.A. (MeOH) foi adquirido na Synth
(Diadema, Sao Paulo, Brasil) e na CRQ Produtos Quimicos (Diadema, Sao Paulo, Brasil).
Alcool isopropilico P.A. foi adquirido na Purion Quimica (Paulinia, SP, Brasil). Acetonitrila
P.A./A.C.S. (ACN) e hidréxido de sodio P.A. (NaOH) foram adquiridos na Neon (Suzano, Sao
Paulo, Brasil). Hexano P.A./A.C.S. foi adquirido da Synth (Diadema, Sao Paulo, Brasil).
Tetraborato de sodio decahidratado (TBS) e 1-butanol anidro foram adquiridos na Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos. Diclorometano P.A. (DCM) foi adquirido na
Alphatec (Macaé, Rio de Janeiro, Brasil). O detergente Extran® MA 02 neutro foi adquirido na
Merck S.A. (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil).

Primaquina Substidncia Quimica de Referéncia (Farmacopeia Brasileira,
Fiocruz/INCQS, lote Z2F01, CAS 90-34-6), padrao de lumefantrina (ACROS ORGANICS,
lote A0374685, CAS 82186-77-4) e padrao de artemeter (ACROS ORGANICS, lote A0413579,
CAS 71963-77-4) foram adquiridos e utilizados.

Os comprimidos de 15 mg de primaquina (lote 22081045) foram fornecidos pelo
Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos/FIOCRUZ) (Rio de Janeiro, Brasil). Os
comprimidos de 120 mg de lumefantrina e 20 mg de artemeter (lote NAA8641B), fabricados
pela Macleods Pharmaceuticals (India), foram importados e fornecidos pelo Instituto de
Tecnologia de Farmacos (Farmanguinhos/FIOCRUZ) (Rio de Janeiro, Brasil).

Os excipientes da formulagdo (celulose microcristalina, lactose monoidratada "spray
dried", estearato de magnésio, talco 325 mesh, croscarmelose sodica e fosfato tricalcico) foram

obtidos na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.



61

Solugdo estoque padrao de primaquina foi preparada em agua deionizada e estocada na
geladeira até o momento das andlises, na concentragdo de 1000 mg L™'. No dia da realizacio
das anélises foram feitas as dilui¢des adequadas. A cada semana de trabalho, uma nova solucao
era preparada.

Solugdes estoques padrdes individuais dos farmacos artemeter e lumefantrina foram
preparados em diferentes solventes e estocadas na geladeira até o momento das analises, nas
concentragdes de 5000 mg L para o artemeter e de 1000 mg L' para a lumefantrina. Os
solventes utilizados foram etanol, metanol e diclorometano. Para o preparo da lumefantrina em
etanol e metanol, foi utilizada 1% acido acético. Durante o desenvolvimento do método, uma
nova solu¢do estoque individual de artemeter foi preparada utilizando etanol e 1% de acido
acético. No dia da realizagdo das analises foram feitas as diluigdes adequadas. A cada semana
de trabalho, novas solugdes eram preparadas.

Solugio de NaOH foi preparada na concentragio de 1 mol L™! para os condicionamentos
do capilar inicial e entre corridas, e para o teste de degradacao forgada.

Solucdo de HCI foi preparada na concentragido de 1 mol L™ para os condicionamentos
do capilar entre corridas, e para o teste de degradacao forgada.

Solugdo de H>O> foi preparada na concentragdo de 5% v/v para o teste de degradagdo
forgada.

Solugdes de BGE Tris/HCl, em pH 2,0, foram preparadas nas concentragdes de
10/20 mmol L', 20/30 mmol L', 30/40 mmol L™, em 4gua deionizada, e estocadas na geladeira.

A solugdo estoque de tetraborato de sédio (TBS) foi preparada na concentragao de
120 mmol L', em 4gua deionizada, e armazenada em temperatura ambiente (~ 21 °C). No
momento do preparo da microemulsdo, foi realizada a dilui¢do para a concentracdo de
20 mmol L', em 4gua deionizada.

Solucdo da microemulsdo utilizada como BGE contendo 20 mmol L' de tampao TBS
(pH 8,7), 18% v/v de ACN, 0,8% m/m de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% m/m de SDS
foi preparada em um baldo volumétrico de 50 mL seguindo as etapas: a uma massa de 0,6 g de
SDS foram adicionados 0,4 g de hexano (volume), 10,5 mL de 1-butanol e 9,0 mL de ACN. Em
seguida, foram adicionados um volume de tampao TBS suficiente para completar o volume
final, e estar na concentragio de 20 mmol L. A solugio foi mantida em banho ultrassénico por
15 minutos, e em seguida, foi filtrada utilizando um filtro de seringa (membrana de PTFE
hidrofilico, 25 mm x 0,22 pm). A solugdo de microemulsdo foi armazenada em temperatura

ambiente (~ 21 °C).
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3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Nesta secdo serao apresentados os preparos de amostras de comprimidos para todos os

farmacos em estudo.

3.2.1 Preparo da amostra de primaquina para o doseamento

Vinte comprimidos, contendo 15 mg de primaquina, foram pesados e pulverizados em
almofariz e pistilo. Uma por¢ao do p6 dos comprimidos equivalente a 25 mg de primaquina foi
pesada e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 10 mL de 4gua
deionizada e a solu¢do foi mantida em banho ultrassonico por 15 minutos. Em seguida, o
volume do balao foi completado com 4agua deionizada. A concentragdo tedrica do firmaco nessa
condi¢do ¢ 1000 mg L!. Antes de ser injetada, a amostra foi filtrada em filtro de seringa

(membrana PTFE 0,45 um) e foram realizadas as dilui¢cdes necessdrias para cada teste.

3.2.2 Preparo da amostra de primaquina para o estudo da degradacio

A solugdo estoque padrao de PQN e os comprimidos de PQN foram submetidos a
diferentes condi¢des de estresse: alcalina, acida, neutra e oxidativa.

Uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque da amostra, preparada conforme descrito na
secao 3.2.1, foi transferida para um baldo volumétrico de 5 mL. O mesmo foi feito para a
solucao estoque padrao do farmaco. Para as condi¢des de hidrolise alcalina e acida, foram
adicionados, respectivamente, 2,5 mL de NaOH 1,0 mol L' ¢ HCI1 1,0 mol L™, e o volume foi
completado com agua deionizada. Para a hidrolise neutra, o volume foi completado com agua
deionizada. Para a condi¢ao oxidativa, foram adicionados 500 uL de H202 5% v/v, € o volume
foi completado com agua deionizada. As solugdes foram protegidas da luz e mantidas a
temperatura ambiente por 10 horas. Apds periodos especificos (2h, 4h, 6h, 8h e 10h), aliquotas
de 500 uL de cada solucdo foram retiradas, transferidas para vials e injetadas no equipamento

de CE.

3.2.3 Preparo da amostra de artemeter e lumefantrina para o doseamento

Vinte comprimidos, contendo 120 mg de lumefantrina e 20 mg de artemeter, foram

pesados e pulverizados em almofariz e pistilo. Uma por¢ao do pdé dos comprimidos equivalente
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a 100 mg de artemeter foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-
se 5 mL etanol e 100 pL de de acido acetico (1%) e a solugdo foi mantida em banho ultrassonico
por 15 minutos. Em seguida, o volume do balao foi completado com etanol. As concentragdes
teoricas dos farmacos nessa condi¢do sdo de 10000 mg L' de artemeter e 60000 mg L' de
lumefantrina. Antes de ser injetada, a amostra foi filtrada em filtro de seringa (membrana de

PTFE hidrofilico, 25 mm x 0,22 pm) e foram realizadas as dilui¢des necessarias para cada teste.

3.3 INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados em um equipamento de eletroforese capilar modelo
7100 CE (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) disponivel do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD, do
inglés, diode array detector), configurado nos comprimentos de onda de interesse (peak width >
0.1 min; 2 s response time; 2.5 Hz), e software para controle, aquisi¢ao e tratamento dos dados
OpenLAB CDS Chem Station Edition (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA).

Nos métodos otimizados para a primaquina, foi utilizado o capilar de silica fundida
revestido externamente com poli(imida) (série TSP) (Polymicro Technologies, Phoenix, EUA)
de 33,5 cm (25,0 cm de comprimento efetivo) x 50 um d.i. x 375 um d.e. A temperatura do
capilar foi mantida em 25 °C e as analises foram realizadas em comprimentos de onda de
265 nm.

Para o método de injecdo pelo outlet, a injecdo da amostra foi realizada na extremidade
do capilar mais proxima ao detector, pela inje¢do hidrodindmica, aplicando 50 mbar por 3 s.
Em seguida, o BGE também foi injetado sob as mesmas condicdes, € o sistema eletroforético
foi mantido a uma voltagem constante de +20 kV.

Para o método de inje¢do multipla as injecOes foram realizadas na extremidade do
capilar mais distante do detector, pela injecao hidrodindmica, aplicando 50 mbar por 3 s para
as amostras € 50 mbar por 18 s para o eletrélito espacador. Considerando seis como o nimero
de injec¢des otimizadas (ver a secdao 4.2), a injecao iniciou com a amostra e finalizou com o
eletrolito, sendo intercalada pelo eletrolito espagador. O sistema eletroforético foi mantido a
uma voltagem constante de +15 kV.

No teste inicial para o método de separacdo do artemeter e lumefantrina, a temperatura
do capilar foi mantida em 25 °C, as amostras foram injetadas hidrodinamicamente 25 mbar
durante 5,0 s, e o sistema de eletroforese foi operado sob polaridade normal, voltagem de +20 kV.

Foi utilizado capilar de silica fundida revestido com PTFE (série TSU) (Polymicro Technologies,
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Phoenix, EUA) de 48,5 cm (40,0 cm de comprimento efetivo) x 75 pum d.i. x 375 um d.e. As
analises foram realizadas em comprimentos de onda de 200 nm para o artemeter e 235 nm para
a lumefantrina. Durante o desenvolvimento do método o capilar foi trocado pelo capilar de silica
fundida revestido externamente com poli(imida) (série TSP) (Polymicro Technologies, Phoenix,
EUA) de 48,5 cm (40,0 cm de comprimento efetivo) x 50 um d.i. x 375 um d.e.

Os espectros UV-Vis foram realizados em um espectrofotdmetro modelo GENESIS™
140 Visible Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da
América) equipado com duplo feixe de fotodiodos de silicio, largura de banda espectral de
2 nm, faixa de comprimento de onda de 190 a 1100 nm, software proprio para salvar métodos,
relatorio e exportagdo de dados, adaptador Wi-Fi. Foram utilizadas cubetas de quartzo de

caminho optico igual a 1,0 cm.

3.4 PROCEDIMENTO PARA AS VALIDACOES DOS METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DA PRIMAQUINA

A seletividade foi verificada através de inje¢des do BGE, da 4agua, dos excipientes, do
padrio do firmaco na concentragio de 300 mg L', da amostra na concentragdo de 300 mg L',
e da amostra+padrdo, ambos na mesma concentracdo de 300 mg L'

Para avaliagdo da linearidade, foram construidas as curvas de calibracao para a
primaquina, em triplicata. As solu¢des foram preparadas diretamente no vial, a partir da adi¢ao
de aliquotas referentes a concentragdo desejada da solucao estoque padrdo de primaquina, com
auxilio da micropipeta devidamente calibrada, seguida da adi¢do de 4gua deionizada, com
volume total de 500 pL. Para o método com inje¢do pelo outlet, a curva foi avaliada em cinco
niveis de concentracdo: 240, 270, 300, 330 e 360 mg L' (80 a 120%). Para o método com
injecdao multipla, a curva foi avaliada em seis niveis de concentragdo: 240, 270, 300, 330, 360
e 390 mg L' (80 a 130%). As analises foram realizadas aleatoriamente, a normalidade foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade foi verificada pelo teste de
Levene.

A precisao (repetibilidade) foi verificada através da inje¢do de seis solugdes de
primaquina nas condi¢des otimizadas, preparadas diretamente no vial a partir da adi¢do da
aliquota referente a concentragio desejada (100 mg L) da solugdo estoque padrio de
primaquina, com auxilio da micropipeta devidamente calibrada, seguida da adi¢do de agua

deionizada, com volume total de 500 pL. Foram calculados os desvios padriao relativos
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considerando-se a area sob os picos. Para a precisdo intermediaria foram utilizadas doze
solugdes de primaquina e avaliada em dias diferentes.

A exatidao foi verificada através de ensaios de recuperagdo, com fortificagdo da amostra
com a solu¢do do padrao de primaquina, em trés niveis de concentragdo, em triplicata. As
solugdes foram preparadas diretamente no vial, em trés etapas: para o vial de padrao, foi
realizada uma diluicdo na concentracdo desejada a partir da solugdo estoque padrdo de
primaquina; para o vial de amostra, foi realizada uma dilui¢ao na concentracao desejada a partir
da solucao estoque de amostra; para o vial de amostra+padrao, foram realizadas dilui¢des nas
concentragdes desejadas a partir da solugao estoque padrdo de primaquina e da solugdo estoque
de amostra. Todas as dilui¢des foram feitas com auxilio da micropipeta devidamente calibrada,
seguida da adi¢ao de agua deionizada, com volume total de 500 uL. Para o método com inje¢ao
pelo outlet, foram selecionados os niveis de concentragdo: 240, 300 e 360 mg L' (80, 100 e
120%). Para o método com injecdo multipla, foram selecionados os niveis de concentragdo:
240, 300 € 390 mg L' (80, 100 e 130%).

Os limites de deteccao e de quantificagdo foram determinados pela relagdo sinal/ruido,
considerando o eletroferograma da amostra, em triplicata. As solugdes foram preparadas
diretamente no vial, a partir da adicdo de aliquotas referentes a concentracdo desejada
(300 mg L") da solugdo estoque padrio de primaquina, com auxilio da micropipeta

devidamente calibrada, seguida da adi¢do de agua deionizada, com volume total de 500 pL.

3.5 PROCEDIMENTO PARA OS PLANEJAMENTOS DE EXPERIMENTOS

O estudo das condi¢des instrumentais para o método com inje¢do pelo outlet foi
realizado através de um planejamento de experimentos do tipo fatorial completo 3% com
triplicata no ponto central, e sendo selecionados como fatores a concentragdo do BGE ¢ a
voltagem, com trés niveis para cada fator. As tabelas referentes ao planejamento podem ser
visualizadas na se¢ao 4.1.2.

O estudo das condigdes instrumentais para o método com inje¢do multipla foi realizado
através de um planejamento de experimentos Box-Behnken 3* com triplicata no ponto central,
e sendo selecionados como fatores o tempo de injecdo do BGE espacador, a voltagem e o
nimero de injegdes consecutivas, com trés niveis para cada fator. As tabelas referentes ao

planejamento podem ser visualizadas na se¢do 4.2.1.
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3.6 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Ao ser utilizado um novo capilar, este era condicionado inicialmente com purga de
solugdo de NaOH 1 mol L' por 20 minutos, seguido de dgua deionizada por 20 minutos e
solu¢do de eletrdlito por 15 minutos.

No inicio do dia de trabalho o capilar era condicionado com solu¢io de NaOH
1 mol L' por 15 minutos, 4gua deionizada por 15 minutos e solu¢io de eletrdlito por
10 minutos.

Ao final do dia, o capilar foi lavado com solu¢io de NaOH 1 mol L™! por 10 minutos e
dgua deionizada por 10 minutos, sendo mantido no cartucho fora do equipamento de
eletroforese capilar.

No método da primaquina, o condicionamento entre as analises foi realizado com purga
de solugio de NaOH 1 mol L™ por 1 minuto, purga de 4gua deionizada por 1 minuto, purga de
HCI 1 mol L por 1 minuto, purga de 4gua deionizada por 1 minuto e purga de eletrélito por
1 minuto.

No método do artemeter e lumefantrina o condicionamento entre as anélises foi realizado
com purga de solugio de NaOH 1 mol L™! por 1 minuto, purga de 4gua deionizadas por 1 minuto
e purga de eletrdlito por 1 minuto.

As micropipetas foram calibradas frequentemente para minimizar possiveis erros
sistematicos, de forma a nao prejudicar a exatidao e a precis@o. Os eletrodos de platina foram
lavados a cada nova semana de trabalho com alcool isopropilico por 15 minutos em banho
ultrassonico. Os prepunchers foram lavados em cada nova semana de trabalho com alcool
isopropilico por 15 minutos em banho ultrassonico. A cela de detec¢do (também denominada
alinhador pela Agilent Technologies) foi lavada a cada momento em que foi observado acimulo

de sujeira, também com alcool isopropilico por 15 minutos em banho ultrassénico.
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4  RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta se¢ao serao apresentados os resultados e discussdes referentes ao trabalho

desenvolvido considerando os objetivos anteriormente mencionados.

4.1 DESENVOLVIMENTO, OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
PARA DETERMINACAO DE PRIMAQUINA POR CZE-UV UTILIZANDO
INJECAO PELO OUTLET

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e discussdes referentes ao farmaco

primaquina utilizando injecao pelo outlet.

4.1.1 Selecdo do comprimento de onda

Inicialmente, foi realizado um estudo espectrofotométrico na regiao UV-Vis para
selecionar o comprimento de onda mais adequado para a deteccdo da PQN. Na Figura 9 ¢
apresentado o espectro de absor¢ao da PQN, em que pode ser observado dois comprimentos de
onda de maiores absor¢des, 206 e 265 nm. O comprimento de onda escolhido foi de 265 nm por

ser mais seletivo, sendo menos influenciado por possiveis interferentes.

Figura 9 - Espectro de absorc¢do da primaquina na concentracdo de 10 mg L',

1

Absorvancia
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w
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4.1.2 Otimizacao do eletrdlito e das condicdes eletroforéticas de analise

Na CZE, a etapa de otimizacdo do BGE ¢ fundamental para promover uma separacao
mais adequada e eficiente dos analitos, pois uma variagdo no pH do tampao constituinte do
BGE pode afetar o EOF ¢ a mobilidade efetiva do composto (i) (Spudeit et al., 2016; Tavares,
1996). A curva de mobilidade efetiva versus pH (uef x pH), discutida na secdo 1.6.2, ¢ um
método teorico bastante util para selecionar a faixa de pH adequada a separagao. Quando ha
mais de um composto, o ideal é que as mobilidades efetivas dos analitos sejam diferentes para
que a separagdo ocorra de forma eficiente. Por outro lado, para evitar o fenomeno da
eletrodispersao e para obter uma boa simetria dos picos se faz necessario que a mobilidade do
analito seja proxima da mobilidade do co-ion do tampao, que € escolhido através da avaliagao
da curva de mobilidade efetiva. A escolha do anion do BGE também ¢é importante, uma vez que
deve apresentar baixa absortividade molar perto do comprimento de onda do analito (Spudeit
et al., 2016; Oliveira et al., 2012; Manoel, 20011; Silva et al., 2007; Baker, 1995).

Para a obtenc¢ao da curva de mobilidade efetiva da PQN, inicialmente foram calculadas
as suas mobilidades eletroforéticas (tpgn1 € Upgnz), através de injecdes de uma solugdo do
analito, com defini¢do prévia das dimensdes do capilar, da voltagem e da temperatura, em duas
condi¢des de pH diferentes, em pH 2,1 e pH 4,7. A partir dos valores do tempo de migracao do
analito e do EOF, as mobilidades eletroosmoticas (Uep1 € Heo2), Observadas (Upps1 € Uopsz) €
eletroforéticas (Upgn1 € Upon2) foram calculadas pelas Equagdes 2, 6 e 5, respectivamente.

Todos os parametros utilizados no calculo das mobilidades podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores dos parametros necessarios para os calculos das mobilidades

eletroforéticas da primaquina.

o tpon teo |4 Lror Les UpoN

(min) (min) kV) (cm) (cm) (x 103, cm? sV
2,1 1,72 3,41 20 33,5 25,0 20,2874
4,7 3,56 7,79 25 48.5 40,0 19,7216

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Na Figura 10 podem ser observados os eletroferogramas da PQN e do metanol nas duas
condig¢des de pH citadas anteriormente. Na Figura 9A o sinal em 1,72 min ¢é referente a PQN e
o sinal em 3,41 min ¢é referente ao EOF, enquanto que na Figura 9B o sinal em 3,56 min ¢

referente a PQN e o sinal em aproximadamente 8 min ¢ referente ao EOF.
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Figura 10 - Eletroferogramas da primaquina na concentragio de 100 mg L™! ¢ do MeOH em
BGE Tris/HCI 10/20 mmol L™ (pH 2,1) (A) e da primaquina na concentragio de 250 mg L' e
do MeOH em BGE acetato 20 mmol L' (pH 4,7) (B).

T A

8 mau

1] 1 2 3 4 5 &

Tempo (min}

——PQON 100 mg/lL ——MeCQH

12 mAu

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (min)
——PQON 250 mg/L —— MeOH

Condigdes: (A) BGE composto por Tris/HCI 10/20 mmol L' (pH 2,1); capilar TSP 33,5 cm
(25,0 cm) x 50 um d.i.; 25 °C; +20 kV; 30 mbar x 5 s; 265 nm. (B) BGE composto por tampao
acetato 20 mmol L (pH 4,7); capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 um d.i.; 20 °C; +25 kV;
30 mbar x 5 s; 265 nm.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A mobilidade efetiva da PQN foi calculada a partir dos valores das mobilidades

eletroforéticas (1pgn1 € Upgn2) € de suas respectivas fragdes de distribuigdo, de acordo com a
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Equagdo 7, onde ui corresponde a mobilidade eletroforética do analito. A curva de mobilidade
efetiva versus pH para a PQN, que pode ser observada na Figura 11, indica que em valores de
pH menores que 3,2 (pKa1) o composto esta na sua forma cationica com duas cargas positivas,
entre pH 4,0 ¢ 10,0, estd na sua forma catibnica com uma carga positiva, ¢ estard
predominantemente na sua forma neutra em valores de pH acima de 10,4 (pKa3). Na Figura 11B
pode ser observada a regido expandida da primeira inflexao da curva da primaquina, entre 19,6

e20,6 cm> Vsl

Figura 11 - Curvas de mobilidade efetiva versus pH para a primaquina e para os componentes
do eletrolito (A) e regido expandida da primeira inflexao da curva da primaquina, entre 19,6 ¢

20,6 cm? V' s (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Dessa forma, foi proposto a utilizagdo de um BGE com pH abaixo de 3,2 (pKa) do
farmaco, devido a sua predominancia na forma cationica com duas cargas, garantindo assim que
o analito estara ionizado durante a analise. Para as analises iniciais, foi utilizada uma soluc¢ao de
Tris/HCl na concentragio de 10/20 mmol L™, em pH 2,0. Com o objetivo de avaliar a capacidade
dessa solugdo eletrolitica na determinacdo do analito, também foram construidas as curvas de

mobilidade efetiva versus pH para os componentes do BGE: o Tris e o cloreto. Os dados para o
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calculo da mobilidade efetiva do Tris foram obtidos no software Peakmaster® (pKa = 8.0 e
uTris = 429,5 cm? V! s7') e para a mobilidade efetiva do cloreto os dados foram obtidos no
trabalho de Hirokawa et al. (1983) (pKa = -6,3 e uCl = -79,1 cm? V! s). As curvas de
mobilidade efetiva versus pH do cloreto e do Tris podem ser observadas na Figura 11.

Avaliando a curva de mobilidade efetiva dos componentes do BGE, verificamos que CI°
apresenta mobilidade constante em toda faixa de pH, uma vez que o HCI ¢ um eletrdlito forte
em solucdo, ou seja, a sua ionizagdo completa proporciona a nao alteracao na sua mobilidade
efetiva com varia¢des do pH. Para o Tris, hé variagdes na sua mobilidade efetiva em funcdo do
pH da seguinte forma: a espécie protonada (TrisH") é predominante em pH até 6,0, no intervalo
de pH de 6,0 a 9,0 ha um equilibrio entre a espécie protonada e a neutra (Tris), € por fim, a
espécie neutra se torna predominante em pH maior que 9,5. Além disso, o Tris apresenta baixa
absortividade molar no comprimento de onda do analito e mobilidade efetiva proxima a PQN,
com seus valores correspondentes a 29,5 e 19,7216 cm? V! 57!, respectivamente, o que contribui
para evitar a eletrodispersao e para obter uma boa simetria dos picos. Como anion da solugdo
eletrolitica, o cloreto possui a caracteristica adequada, uma vez que possui baixa absortividade
molar no comprimento de onda utilizado (Oliveira et al., 2012; Manoel, 2011).

As andlises iniciais foram realizadas com o BGE Tris/HCI em pH 2,0 na concentragdo
de 10/20 mmol L', em capilar de silica fundida revestido externamente com poli(imida) (série
TSP) com 33,5 cm de comprimento total (25,0 cm de comprimento efetivo) com 50 um d.i. e
375 um d.e. A temperatura do capilar foi mantida em 25 °C, com voltagem positiva de 20 kV,
inje¢do hidrodindmica de 30 mbar por 5 s, e deteccdo em 265 nm. O condicionamento entre as
analises foi realizado com purga de solug¢io de NaOH 1 mol L! por 30 segundos, purga de 4gua
deionizada por 30 segundos e purga de BGE por 30 segundos.

Na Figura 12 s3o apresentados os eletroferogramas da PQN na concentragao de
100 mg L' (linha preta), do BGE (linha laranja), do MeOH (linha azul) e da 4gua (linha verde)
quando se utiliza 10/20 mmol L™ de Tris/HCI em pH 2,0. O MeOH foi utilizado para identificar
o sinal referente ao EOF. Pode-se observar um pico em 1,7 min referente a PQN (linha preta) e
outro em aproximadamente 3,5 min referente ao EOF. Em meio 4cido, o EOF ¢ fraco pois os
grupos silanois no interior do capilar estdo protonados, e quando ha interagdo com o acido, os

grupos ficam neutros (formagao de —OH), diminuindo a movimentagao de cargas (Baker, 1995).
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Figura 12 - Eletroferogramas da PQN na concentra¢do de 100 mg L™, do BGE, da 4gua e do

MeOH.
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Condigdes: BGE composto por Tris/HCI 10/20 mmol L' (pH 2,0); capilar TSP 33,5 cm
(25,0 cm) x 50 pm d.i.; 25 °C; +20 kV; 30 mbar x 5 s (inlet); 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Com o objetivo de diminuir o tempo de migracao, foi feita a injecao pelo outlet, em que
o comprimento efetivo do capilar passou a ser de 8,5 cm, mantendo as condigdes instrumentais.
O tempo de migragcdo da PQN foi reduzido para 0,75 min. A fim de obter um pico mais fino e
simétrico, foi feita a mudanga na injecdo de 30 mbar por 5 s para 50 mbar por 3 s, conforme

pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13 - Eletroferogramas da primaquina na concentragio de 100 mg L', e injecdo

hidrodinamica, pelo outlet, 30 mbar por 5 s e 50 mbar por 3s.
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Condigdes: BGE composto por Tris/HCl 10/20 mmol L' (pH 2,0); capilar TSP 33,5 cm
(25,0 cm) x 50 um d.i.; 25 °C; +20 kV; 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Em seguida, foi realizado um planejamento fatorial completo 3% com o objetivo de
verificar a melhor condigdo de andlise. Considerando trés niveis e dois fatores, foram
selecionados como fatores a concentracdo do BGE e a voltagem, com trés niveis para cada fator,

que podem ser vistos na Tabela 5. A matriz de planejamento é mostrada na Tabela 6.

Tabela 5 - Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 32 para o estudo de otimizagdo

das condigdes eletroforéticas do método com injecao pelo outlet.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Concentra¢do do BGE Tris/HCI (mmol L) 10/20 20/30 30/40
Voltagem (kV) 20 25 30

Fonte: Elaborada pela autora (2024).



Tabela 6 - Matriz de planejamento fatorial 32 para o estudo de otimizacio das condigdes

eletroforéticas do método com injecdo pelo outlet.

Concentragao do

Ensaio BGE Tris/HCI Voltagem Area
(mmol L) V) (min)

1 q q 242
2 0 1 2233
3 1 B 19,78
4 q 0 17,94
5 0 0 14,39
6 1 0 11,29
7 1 1 11,91
8 0 1 9,75
9 1 1 10,09
10 0 0 14,94
1 0 0 14,83

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

74

Na Figura 14 podemos observar todos os eletroferogramas referentes ao planejamento,

incluindo a triplicata no ponto central.
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Figura 14 - Eletroferogramas dos ensaios do planejamento fatorial 3%, referente ao método com

injecdo pelo outlet, e primaquina na concentragio de 100 mg L.

A: BGE Tris/HCI 10/20 mM, 20 kv

B: BGE Tris/HCI 20/30 mM, 20 kv

C: BGE Tris/HCI 30/40 mM, 20 kV

2 3 2
E || £ H £ ||
put | b | | a
. . SR PN, | S — . _|| e
a 05 1 15 2 (1] 05 1 15 2 0 [!:5 1 1.5 2
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
D: BGE Tris/HC! 10/20 mM, 25 kV E: BGE Tris/HCl 20/30 mM, 25 kV F: BGE Tris/HCl 30/40 mM, 25 kv
|
2 I 2 “| 2 :
£ | E | 0
2 | l 2 || o I
W e S | |I S | R -
1] 0.5 1 15 2z ] 05 1 15 2 1] 0.5 1 15 2
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
G: BGE Tris/HCI 10/20 mM, 30kV H: BGE Tris/HCI 20/30 mM, 30 kV I: BGE Tris/HCI 30/40 mM, 30 kV
-
=2 =2 2
=z A I =z
E | E f E f
o I B f 5 f
| l._ | lL_ | |
— o - e L - N
o D.IS 1 15 2 0 UTE 1 15 2 0 0.5 1 L5 2
Tempo (min) Tempo [min) Tempo (min)
J: BGE Tris/HCI 20/30 mM, 25 kV K: BGE Tris/HCl 20/30 mM, 25 kV
E I e f
L <
£ || £ ||
3 I |
1 1
| S S — L =
0 0?5 1 15 2 tI) s 1 15 2

Tempo [min)

Tempo [min)

Condigdes: capilar TSP 33,5 cm (25,0 cm) x 50 um d.i.; 25 °C; 50 mbar x 3 s (outlet); 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

De forma geral, em todos os ensaios foi possivel observar o sinal referente a PQN e a

resposta do planejamento foi uma avaliagdo dos valores da éarea do pico, bem como a

intensidade do sinal, uma vez que o tempo de migragdo em todos os ensaios foram abaixo de 1

minuto. Na Tabela 6 podem ser observados os valores das areas referentes a cada ensaio. Os

ensaios que apresentaram maiores valores de area do pico e maior intensidade do sinal foram

os ensaios A, B e C. As condi¢des dos ensaios A, B e C sdo 10/20 mmol L! Tris/HCI com
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+20 kV, 20/30 mmol L Tris/HCI com +20 kV, e 30/40 mmol L™ Tris/HCl com +20 kV,
respectivamente.

Com o objetivo de definir qual a condicdo mais adequada, foi realizado um estudo de
repetibilidade dos ensaios A, B e C, através de dez injeg¢des consecutivas do padrao do farmaco
na concentragio de 100 mg L. Na Tabela 7 sdo mostrados os valores de média e de desvio

padrdo relativo, considerando as areas dos picos.

Tabela 7 - Estudo de repetibilidade dos ensaios A, B e C do método com inje¢do pelo outlet.

Ensaio A Ensaio B Ensaio C
Média da area do pico* 21,81 22,01 19,39
RSD (%)* 9,47 2,75 7,72

*(n =10)
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Pela Tabela 7 podemos observar que o ensaio B apresentou menor valor de RSD do que
os ensaios A e C, fato que ¢ ilustrado pelos eletroferogramas das dez injegoes, Figura 15,
indicando uma menor variabilidade nas inje¢des. Neste contexto, o ensaio B foi escolhido como
condi¢do adequada para analise da PQN.

Entretanto, observando os eletroferogramas do ensaio B na Figura 15, ainda havia
pequenas variacdes quanto a area e o tempo de migragdo do composto. Dessa forma, para
diminuir a variagdo no tempo de migracdo e evitar alargamento do pico, garantindo a
repetibilidade, foi feita a injecdo de BGE apds a injecdo da amostra, na mesma condi¢do de
50 mbar por 3 s. Além disso, no condicionamento entre as analises foi acrescentado um purga
com solugdo de 1 mol L' de HCI para evitar que cations se liguem aos grupos silandis nas
paredes do capilar e alterem o EOF, influenciando também no tempo de migracdo. O novo
condicionamento entre corridas consistiu em purga de solugdo de NaOH 1 mol L! por 1 minuto,
purga de dgua deionizada por 1 minuto, purga de HCI 1 mol L! por 1 minuto, purga de dgua
deionizada por 1 minuto e purga de BGE por 1 minuto.

Em seguida, foi feito um novo estudo de repetibilidade, considerando essas novas
condigdes. Na Figura 16 podem ser observados os eletroferogramas das dez injecdes
consecutivas de padrio de PQN na concentragio de 100 mg L. As implementacdes das
alteracdes foram satisfatorias, ocorrendo diminuicdo na variagdo do tempo de migragdo,

mantendo em aproximadamente 0,6 min.
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Figura 15 - Eletroferogramas do estudo de repetibilidade dos ensaios A, B ¢ C do método com

inje¢do pelo outlet, e primaquina na concentragio de 100 mg L.

Ensaio A (BGE Tris/HCI 10/20 mM, 20 kV)

14 mAU

o 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1.4 1,6 1,8 2
Tempo (min)

Ensaio B (BGE Tris/HCl 20/30 mM, 20 kV)

14 mau

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 12 14 16 1,8 2
Tempo (min)

Ensaio C (BGE Tris/HCl 30/40 mM, 20 kV)

14 malU

1] 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 18 2
Tempo (min)

Condig¢des: capilar TSP 33,5 cm (25,0 cm) x 50 um d.i.; 25 °C; +20 kV;
50 mbar x 3 s (amostra ¢ BGE) (outlet); 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 16 - Eletroferogramas do estudo de repetibilidade apds condicionamento com purga de
HCI 1 mol L', do método com injecdo pelo outlet e primaquina na concentragio de

100 mg L.

14 mAU

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
Tempo (min)

Condi¢des: BGE Tris/HCI 20/30 mmol L' (pH 2,0); capilar TSP 33,5 ¢m (25,0 cm) x 50 um
d.i.; 25 °C; +20 kV; 50 mbar x 3 s (amostra ¢ BGE) (outlet); 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O método desenvolvido e otimizado possui as seguintes caracteristicas: capilar de silica
fundida revestido externamente com poli(imida) (serie TSP) com comprimento total de 33,5 cm
(25,0 cm efetivo) e 50 um d.i. x 375 pm d.e.; temperatura do capilar mantida em 25 °C, voltagem
positiva de 20 kV; injecdo hidrodinamica de 50 mbar por 3 s para as amostras e para o BGE;
BGE constituido por tampao Tris/HCI na concentragio de 20/30 mmol L' em pH 2,0; detecgdo
em 265 nm. O condicionamento entre corridas foi estabelecido em purga de solugdo de NaOH
1 mol L por 1 minuto, purga de 4gua deionizada por 1 minuto, purga de HCI 1 mol L™ por
1 minuto, purga de dgua deionizada por 1 minuto e purga de solu¢do de BGE por 1 minuto.

O método desenvolvido apresenta um tempo de migragao da PQN de 0,6 min e um tempo
total de analise de 6,1 min, considerando o tempo de corrida e o tempo de condicionamento entre
corridas. Uma vez que uma amostra pode ser analisada em uma unica corrida, dentro de uma

hora de aplicacdo do método, 9 inje¢des podem ser realizadas.
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4.1.3 Validacao do método analitico

Os parametros linearidade, seletividade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite
de quantificagdo foram avaliados através de ensaios com as solugdes padroes e amostra (ICH,

2022; INMETRO, 2020, Brasil, 2017, Ribani et al., 2004).

4.1.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da realizagdo de injecdes do BGE, da
agua, dos excipientes, do padrao de PQN, da amostra, e da amostra + padrao de PQN. O padrao
foi injetado na concentragdo de 300 mg L' de PQN, e a amostra também foi preparada na
mesma concentragdo. A Figura 17 apresenta os eletroferogramas para a avaliagdo da
seletividade. Nos eletroferogramas da agua, do BGE e dos excipientes ndo foram observados
nenhum pico, enquanto que nos demais eletroferogramas hid o pico da PQN em,
aproximadamente, 0,6 min. O método, portanto, ¢ seletivo pois ha somente o sinal referente ao

farmaco desejado.

Figura 17 - Avaliacdo da seletividade do método com injecao pelo outlet.

F

]
=y
£
(]
(4]

T T T T T = T T T S I =SS =

0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8 2

Tempo (min}
— BGE Agua ——— Excipientes Padrdo Amostra ——— Amostra+Padro

Condi¢des: BGE Tris/HCI 20/30 mmol L' (pH 2,0); capilar TSP 33,5 cm (25,0 ¢cm) x
50 um d.i.; 25 °C; +20 kV; 50 mbar x 3 s (padrao/amostra ¢ BGE) (outlet); 265 nm;
concentragio de 300 mg L™! para o padrdo e amostra.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4.1.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construc¢ao da curva analitica com cinco
niveis de concentragdo, na faixa de 80 a 120% em relacao a concentragao do analito na amostra
(Brasil, 2017, Ribani et al., 2004). A partir da solugdo estoque de difosfato de PQN na
concentra¢io de 1000 mg L' foram feitas as dilui¢des necessarias para obter as concentragdes
descritas na Tabela 8, cada nivel em triplicata. As solucdes foram injetadas e analisadas no
equipamento de CE de forma aleatoria. A Tabela 8 também apresenta os valores das areas dos
picos de cada réplica e de RSD. Todos os valores de RSD foram inferiores a 5% (INMETRO,
2020).

Tabela 8 - Valores de area e RSD (%) para obtengdo da curva analitica da primaquina no

método de inje¢do pelo outlet.

Faixa de Concentragao Area Média £ RSD
concentragao (mg L) (min) (%)

87,5

80% 240 85,7 87,33 +£1,78
88,8
100,3

90% 270 97,7 100,13 + 2,35
102,4
110,5

100% 300 110,0 111,23 + 1,54
113,2
120,7

110% 330 121,3 121,20 + 0,38
121,6
1282

120% 360 136,0 132,67 + 3,03
133,8

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O método dos minimos quadrados foi utilizado para obten¢do da curva analitica, e dos
valores dos coeficientes angular, linear e de correlagdo. A curva obtida tem equacao
y =0,3724x — 1,22 e r = 0,9917. O valor do coeficiente de correlagdo ¢ proximo de 1,0,
indicando que o ajuste feito pelo modelo € satisfatorio. A Figura 18 ilustra a curva analitica da

PQN no método de injecao pelo outlet.
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Figura 18 - Curva analitica da primaquina no método de inje¢ao pelo outlet.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O modelo de regressao proposto s6 pode ser utilizado se sua linearidade for verificada
e se nao apresentar evidéncias de falta de ajuste. Nesse caso, se faz necessario a realizacao de
testes de significancia da regressdo e de falta de ajuste. Esses testes foram feitos através da
analise de variancia, conforme os calculos descritos por Pimentel e Barros Neto (1996) na se¢ao
1.8.2. Na avaliac¢do da significancia da regressao, o valor de F,,; deve ser pelo menos cinco
vezes maior do que o F;,, para que exista uma relacdo linear entre as varidveis. Ja para a
avalia¢do da falta de ajuste, o valor de F,,; deve ser menor do que o F;,;, para que ndo haja
evidéncias de falta de ajuste do modelo. Além disso, os pressupostos de normalidade,
homocedasticidade e independéncia também foram avaliados. O pressuposto da independéncia
foi satisfeito devido as solugdes dos padrdes terem sido injetadas de forma aleatoria. Os testes
de Shapiro-Wilk e de Levene foram utilizados para avaliar a normalidade e a
homocedasticidade, respectivamente, sendo que, para ambos os testes, o valor-de-p deve ser
maior que 0,05. Na Tabela 9 podem ser vistos os resultados estatisticos para os testes de

significancia da regressao e falta de ajuste, além da verificacao dos pressupostos.



82

Tabela 9 - Resultados estatisticos para o modelo de regressao utilizado para ajuste do modelo

do método com injecao pelo outlet.

F, 0,79
Falta de ajuste cat
Foup 3,71
o . F.al 714,41
Significancia da regressao
F 4,67
tab
Normalidade > (0,100
o valor-de-p
Homocedasticidade 0,530

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Observando os resultados estatisticos da Tabela 9, nao ha falta de ajuste no modelo a
95 % de confianga, uma vez que F.,; < Fy,p € 0 modelo apresenta uma relacdo linear, ou seja,
regressao significativa, pois F.4; > Fyqp. Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade
também foram satisfeitos pois os valores-de-p foram maiores do que 0,05, indicando que os

dados seguem uma distribui¢do normal e sdo homocedasticos.

4.1.3.3 Precisdo

A repetibilidade do método foi avaliada através do RSD de seis medidas sucessivas da
amostra, considerando-se a area sob os picos do analito, obtendo valor de RSD = 1,15%. A
precisdo intermediaria foi avaliada através do RSD de doze medidas sucessivas da amostra, em
termos da area do analito, em dois dias distintos, obtendo valor de RSD = 2,29%. Os valores de
RSD foram inferiores a 5%, indicando que o método apresenta boa precisao (INMETRO, 2020).

O preparo da amostra para a avaliacao da precisao foi realizado de forma auténtica.

4.1.3.4 Exatiddo

A exatidao do método foi avaliada através de ensaios de recuperagao, com fortificacao
da amostra com solucdes dos padrdes, em trés niveis de concentragdo em triplicata. Os niveis
de concentragdo escolhidos foram 80, 100 e 120% da curva analitica, que correspondem as
concentragdes de 240, 300 e 360 mg L, respectivamente. Na Tabela 10 podem ser observados
as porcentagens de recuperagdo médias. Os valores sdo satisfatérios e estdo dentro da faixa

aceitavel para recuperagdo, 90 a 110% (ICH, 2022; INMETRO, 2020).
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Tabela 10 - Porcentagem de recuperagdo média para a primaquina pelo método com inje¢do

pelo outlet.

Concentragdo (mg L™') Recuperagdo (%)

240 91,14 +£3,03
300 99,78 + 2,88
360 99,08 £ 0,58

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.1.3.5 Limites de Detecgdo e de Quantificagcdo

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ) foram avaliados pela relagdo
sinal/ruido, considerando as Equacdes 14 e 15. As amostras foram preparadas em triplicatas
autenticas e o valor médio para o LD é de 2,20 mg L', enquanto que o valor médio para o LQ
¢ de 7,34 mg L. Ambos os valores foram menores do que as concentragdes do primeiro ponto

da curva, 240 mg L', mostrando a boa sensibilidade do método.

4.1.4 Quantificacdo de primaquina em comprimidos

Amostras de comprimido de PQN, contendo 15 mg do principio ativo, foram analisadas
em triplicatas auténticas, pelo método desenvolvido e otimizado por CZE-UV com inje¢do pelo
outlet, considerando o modelo de regressao implementado, discutido na se¢do 4.1.3.2, expresso
pela equacao dacurvay = 0,3724x — 1,22 e r = 0,9917. Os resultados podem ser observados
na Tabela 11. O teor encontrado de 94,90% esta dentro da faixa aceitavel, de 90-110%, ou seja,

a massa do principio ativo encontrada no medicamento ¢ proxima ao valor declarado no rétulo

(BRASIL, 2024c; ICH, 2022; INMETRO, 2020).
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Tabela 11 - Quantificagdo de primaquina em comprimidos pelo método com injegdo pelo

outlet.
Valor encontrado  Valor declarado  Média Teor
Réplica
(mg) (mg) (mg) (%)
1 14,22
2 14,02 15,00 14,23 94,90
3 14,45

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.1.5 Determinacio de produtos de degradacio da primaquina

Um estudo de degradacao forgada foi realizado para demonstrar a aplicagdo qualitativa
do método por CZE-UV com injecdo pelo outlet além da dosagem do IFA em formulagdes
farmacéuticas. Na Figura 19 podem ser observados os eletroferogramas do estudo de
degradacao em comprimidos de PQN (A) e os espectros UV correspondentes (B).

Conforme descrito na se¢do 3.2.2, a solugao estoque padrao de PQN e os comprimidos
de PQN foram submetidas as seguintes condi¢des de estresse: hidrolise alcalina, hidrdlise acida,
hidrolise neutra e oxidagdo. Apos periodos especificos (2h, 4h, 6h, 8h e 10h), aliquotas de cada
solugdo foram retiradas, transferidas para vials e injetadas no equipamento de CE,
imediatamente apos completar o periodo de tempo desejado. Os resultados descritos a seguir
sdo referentes ao periodo de tempo, para cada condi¢do em estudo, em que foi possivel observar
o primeiro sinal de degrada¢do do farmaco.

Ap6s duas horas, picos de produtos de degradagdo foram observados nas condi¢des de
hidrolise alcalina e acida (PD1 e PD2, respectivamente), com tempos de migracao maiores que
o pico de PQN, em seus respectivos eletroferogramas, tanto no padrao de PQN quanto nos
comprimidos. No entanto, os picos na hidrélise alcalina apresentaram tempos de migragdo
menores que o pico de PQN em condigdes aquosas (linha preta). Na presenca de H202 5% v/v,
um produto de degradacdo (PD3) foi observado em 1,15 min, apds 6 horas. Nenhuma
degradacdo foi detectada em condigdes neutras em nenhum momento. Esses resultados
demonstram que uma técnica de separacao € essencial para realizar esse monitoramento, uma
vez que o método tradicional de espectrofotometria UV-Vis fornece informagdes com espectros

sobrepostos.
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Figura 19 - Eletroferogramas do estudo de degradagado for¢ada da primaquina em diferentes

condi¢des de estresse (A) e espectros de absorcao UV referentes aos produtos de degradagao

(PD) (B).
A 4
=2
=T,
=
o
o~
T T T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Tempo (min)
dgua ---- NaOH1molLl?(2 horas) - - - H,0,5%v/v(6 horas) — -- HCl1molL?(2horas)
B 30
25
20
< 15

10

210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410

Comprimento de onda (nm)

——PQN ====:PD1 —:=PD2 = ==PD3

Condigdes: BGE Tris/HCI 20/30 mmol L (pH 2,0); capilar TSP 33,5 ¢cm (25,0 cm) x 50 um d.i.; 25
°C; +20 kV; 50 mbar x 3 s (padrdo/amostra ¢ BGE) (outlet); 265 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.2 DESENVOLVIMENTO, OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
PARA DETERMINACAO DE PRIMAQUINA POR CZE-UV UTILIZANDO
INJECAO MULTIPLA

Nesta secdo serdo apresentados os resultados e discussdes referentes ao farmaco

primaquina utilizando inje¢do multipla.
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Com o objetivo de aumentar a frequéncia analitica, ou seja, aumentar a quantidade de
analises completas o método analitico consegue realizar em um determinado periodo de tempo,
foi feita a otimizagdo de um método considerando injegao multipla, partindo das condigdes
otimizadas no método pelo outlet. Ha alguns trabalhos na literatura que relatam o uso desse tipo
de injecao em CE (Vitral et al., 2025; Nascimento et al., 2022; Ly et al., 2022; Saoi et al., 2019;
Kuehnbaum et al., 2013; Amini et al., 2008).

4.2.1 Otimizac¢ao das condic¢oes eletroforéticas de analise

Para verificar qual a melhor condi¢do de andlise foi realizado um planejamento Box-
Behnken 33, que é um planejamento fatorial incompleto de trés niveis e trés fatores. Foram
selecionados como fatores o tempo de injecdo do BGE espagador, a voltagem e o nimero de
injecdes consecutivas, com trés niveis para cada fator, que podem ser vistos na Tabela 12. As
demais condi¢des instrumentais foram as mesmas otimizadas para o método pelo outlet, porém
a realizacao de inje¢ao multipla foi feita com injecao no modo tradicional, ou seja, pelo inlet.

A resposta do planejamento foi a combinagao entre uma avaliagdo qualitativa do perfil
de separacdo dos picos e uma avaliagdo quantitativa através do calculo da estatistica de resolucao
cromatografica (CRS, do inglés Chromatographic Resolution Statistics) (Nascimento et al,
2022, Zhu et al., 2012; McGuffin e Tavares, 1997). Esse parametro ¢ relevante nesse caso pois
possibilita avaliar e estudar a resolucdo de todos os picos presentes em cada eletroferograma
simultaneamente, relacionando-a com o tempo de analise. O CRS foi calculado através da

Equacdo 16, sendo que o menor valor de CRS esta correlacionado com a melhor separacao.

- R? t
l,l+12 ._n (16)
= (Tl - 1)Rmed n

-1
CRS = {nz [ (Rivi+1 B ROt)z
= L(R

2
Li+1 — Bmin)” Riit1

onde R; ;11 € a resolugdo entre pares de picos adjacentes, R4 ¢ a resolugdo media entre os
pares de picos, R,; ¢ a resolucdo ideal ou desejada (1,5), Ry, € a resolucdo minima aceitavel
(1,0), t,, € o tempo de migragdo do ultimo pico e n é o niimero de picos (3, 6 ou 9). A resolucdo

foi calculada utilizando a largura a meia altura.

A matriz de planejamento ¢ mostrada na Tabela 13 junto com os valores de CRS para
cada ensaio. Nas Figura 20 podemos observar todos os eletroferogramas referentes ao

planejamento, incluindo a triplicata no ponto central (ensaios 13, 14 e 15).
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Tabela 12 - Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial Box-Behnken 33 para o estudo

de otimizag@o das condicdes eletroforéticas para o método com injecao multipla.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Tempo de injecdo do BGE espacador (s) 12 15 18
Voltagem (kV) 15 20 25
Numero de injecdes 3 6 9

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Tabela 13 - Matriz de planejamento Box-Behnken 3° para o estudo de otimizacio das

condi¢des eletroforéticas para o método com inje¢do multipla.

Tempo de inje¢do do  Voltagem  Numero de

Ensaio CRS
BGE espagador (s) kV) injecoes

1 -1 -1 0 100,82
2 1 -1 0 1,08
3 -1 1 0 2043,37
4 1 1 0 16,98
5 -1 0 -1 1646,25
6 1 0 -1 0,45
7 -1 0 1 5900,22
8 1 0 1 3123,57
9 0 -1 -1 0,61
10 0 1 -1 14,41
11 0 -1 1 28,45
12 0 1 1 6121,05
13 0 0 0 0,58
14 0 0 0 0,65
15 0 0 0 2,14

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 20 - Eletroferogramas dos ensaios do planejamento Box-Benhken 37, referente ao

método com inje¢do miltipla, com a primaquina na concentragdo de 100 mg L.
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Condi¢des: BGE Tris/HCI 20/30 mmol L' (pH 2,0); capilar TSP 33,5 cm (25,0 cm) x 50 pm d.i.;
25 °C; 50 mbar x 3 s (amostra); 265 nm; concentragdo de 300 mg L™ para o padrdo e amostra.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Observando os eletroferogramas na Figura 20, na aplicacdo da voltagem de +25 kV

(ensaios 3, 4, 10 e 12) ocorreu uma diminuicdo do tempo de andlise, abaixo de 1,5 min, e
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promoveu um perfil de separagdo, de forma qualitativa, com menor resolucdo entre os picos,
com alturas entre os sinais diferentes, além de menores valores de areas. Essas consideracdes
podem ser corroboradas pelo valor de CRS muito maior que 1 dos ensaios 3, 4, 10 e 12.

Nos ensaios com a voltagem intermediaria de +20 kV (ensaios 5, 6, 7, 8, 13, 14 e 15)
todos os sinais foram obtidos abaixo de 2 min, independente do tempo do eletrdlito espagador e
do nimero de injecdes. De forma qualitativa, esses ensaios apresentaram resolucao entre os picos
adequada, maiores valores de areas do que os ensaios com voltagem maior, porém ainda ha em
alguns ensaios diferencas nas alturas dos sinais. Essas consideragdes podem ser corroboradas
pelo valor de CRS muito maiores de 1 dos ensaios 5, 7, 8, e proximos de 1 dos ensaios 6, 13, 14
e 15.

Nos ensaios com a voltagem menor de +15 kV (ensaios 1, 2, 9, 11) € perceptivel o
aumento no tempo de migracao para proximo de 2,6 min, além maior resolucao e simetria entre
os picos quando sdo realizadas 6 inje¢des (ensaios 1 e 2). Qualitativamente, quando sio
realizadas 3 ou 9 injecdes, ha uma diminui¢do na simetria dos picos. Entretanto, essas
observagoes diferem dos valores de CRS obtidos, uma vez que os ensaios 2 € 9 possuem valor
de CRS proximos de 1 e os ensaios 1 e 11 possuem valores de CRS acima de 1.

Além disso, ao aumentar o tempo do eletrdlito espacador para 18 s (ensaios 2,4, 6 ¢ 8) ¢
notavel o aumento do tempo de andlise, atingindo cerca de 2,6 min, na condicdo em que a
voltagem é menor, +15 kV (ensaio 2) e, de menor que 2 min, nas condigdes com voltagem de
+20 kV (ensaio 6 ¢ 8).

Os valores de CRS abaixo de 1 foram obtidos para os ensaios 6 (0,45), 13 (0,58), 9 (0,61)
e 14 (0,65), respectivamente. O ensaio 2 apresentou valor de CRS préximo de 1 (1,08). Os
demais ensaios possuem CRS acima de 2.

Nesse contexto, os ensaios 2, 6, 9, 13 e 14 foram selecionados para realizar um estudo
de repetibilidade com o objetivo de definir a melhor condigdo de andlise, através de 6 injecdes
consecutivas do padrio do fArmaco na concentragdo de 100 mg L!. As Tabelas 14, 15,16, 17 e
18 mostram os valores de area para cada sinal, bem como o valor de 4rea média e o desvio

padrao relativo (RSD).
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Tabela 14 - Estudo de repetibilidade para o ensaio 2 do método com inje¢ao multipla.

Repeticio Areado Areado Areado Areado Areado Areado Média RSD

pico 1 pico 2 pico 3 pico 4 pico 5 pico 6 (%)

1 47,45 50,43 50,10 49,87 49,94 49,04 49,47 2,21

2 47,17 49,01 49,68 49,51 49,69 48,30 48,99 2,13

3 47,32 49,97 49,48 49,17 49,14 47,34 48,74 2,31

4 47,78 49,17 49,77 49,17 49,55 47,16 48,76 2,15

5 47,38 48,82 48,77 48,34 48,52 46,06 47,98 2,25

6 46,78 48,48 48,32 47,85 47,89 45,54 47,48 2,36
Média 47,31 49,41 49,35 48,98 49,12 47,24
RSD (%) 0,70 1,48 1,36 1,53 1,59 2,78

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Tabela 15 - Estudo de repetibilidade para o experimento 6 do método com inje¢ao multipla.

Area do pico

Area do pico

Area do pico

Repeticao . 5 ; Meédia RSD (%)
1 22,50 24,89 23,86 23,75 5,04
2 22,92 27,94 21,44 24,10 14,14
3 22,53 21,77 17,05 20,45 14,52
4 19,48 22,01 16,70 19,40 13,68
5 22,00 25,68 19,49 22,39 13,92
6 26,51 28,18 22,63 25,77 11,05
Meédia 22,66 25,08 20,19
RSD (%) 9,97 11,07 14,60

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Tabela 16 - Estudo de repetibilidade para o experimento 9 do método com inje¢ao multipla.

Area do pico

Area do pico

Area do pico

Repeticao . 5 ; Me¢dia RSD (%)
1 46,46 49,56 48,61 48,21 3,30
2 38,66 40,30 41,96 40,30 4,09
3 41,98 40,82 38,74 40,51 4,06
4 55,70 56,90 53,57 55,39 3,05
5 54,89 57,32 52,90 55,04 4,01
6 54,16 55,41 52,35 53,97 2,85
Média 48,64 50,05 48,02
RSD (%) 15,06 15,70 13,06

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Tabela 17 - Estudo de repetibilidade para o experimento 13 do método com injecao multipla.

Repeticio Areado Areado Areado Areado Areado Areado Média RSD

pico 1 pico 2 pico 3 pico 4 pico 5 pico 6 (%)

1 37,02 32,80 33,72 33,88 33,30 31,65 33,73 5,33

2 37,67 37,67 37,84 37,33 37,61 35,94 37,34 1,90

3 38,44 37,76 34,40 37,23 37,59 36,03 36,91 3,96

4 37,39 37,01 35,55 34,61 37,79 36,10 36,41 3,32

5 37,18 36,41 36,86 37,01 37,64 35,92 36,84 1,64

6 36,06 35,69 32,84 33,37 34,32 32,46 34,12 4,39
Média 37,29 36,22 35,20 35,57 36,38 34,68
RSD (%) 2,10 5,11 5,43 5,11 5,53 591

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Tabela 18 - Estudo de repetibilidade para o experimento 14 do método com injecao multipla.

Repeticio Areado Areado Areado Areado Areado Areado Média RSD
pico 1 pico 2 pico 3 pico 4 pico 5 pico 6 (%)
1 30,89 34,29 33,52 32,53 32,40 31,04 32,45 4,12
2 32,71 33,57 31,94 30,75 31,25 29,43 31,61 4,64
3 33,29 34,34 36,41 36,55 32,60 30,65 33,97 6,73
4 20,59 23,34 23,34 23,33 23,30 18,84 22,12 8,80
5 22,82 22,83 24,33 24,08 24,61 20,54 23,20 6,50
6 22,72 24,95 26,78 26,78 27,03 19,91 24,69 11,60
Média 27,17 28,88 29,39 29,00 28,53 25,07

RSD (%) 21,08 19,81 18,13 17,84 14,37 23,38
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Avaliando as Tabelas 14, 15, 16, 17 e 18, o ensaio 2 apresentou maior precisao entre os
sinais, tanto entre os picos no mesmo eletroferograma quanto entre as repeticdes consecutivas.
Dessa forma, as condi¢des do ensaio 2 foram selecionadas adequadas para a analise da PQN
utilizando inje¢do multipla.

O método desenvolvido e otimizado possui as seguintes caracteristicas: capilar de silica
fundida revestido externamente com poli(imida) com comprimento total de 33,5 cm (25,0 cm
efetivo) e 50 um d.i. x 375 pm d.e.; temperatura do capilar mantida em 25 °C, voltagem positiva
de +15 kV; injecao hidrodindmica de 50 mbar por 3 s para as amostras e 50 mbar por 18 s para
o BGE espagador; BGE constituido por tampao Tris/HCI na concentra¢io de 20/30 mmol L' em
pH 2,0; deteccdo em 265 nm. O condicionamento entre corridas foi estabelecido em purga de
solucdo de NaOH 1 mol L™ por 1 minuto, purga de 4gua deionizada por 1 minuto, purga de HCI
1 mol L™ por 1 minuto, purga de 4gua deionizada por 1 minuto e purga de solu¢io de BGE por
1 minuto.

O método desenvolvido apresenta um tempo total de analise de 11,1 min, considerando o
tempo de corrida e o tempo de condicionamento entre corridas. Uma vez que seis amostras
podem ser analisadas em uma tnica corrida, resultando em uma sextuplicata auténtica em menos

de 3 min, dentro de uma hora de aplicacao do método, 32 inje¢des podem ser realizadas.
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4.2.2 Validacio do método analitico por injecio multipla

Os parametros linearidade, seletividade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite

de quantificagdo foram avaliados através de ensaios com as solugdes padroes e amostra (ICH,

2022; INMETRO, 2020, Brasil, 2017, Ribani et al., 2004).

4.2.2.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da realizagdo de injecdes do BGE, da
agua, dos excipientes, do padrao de PQN, da amostra, e da amostra + padrao de PQN. O padrao
foi injetado na concentragdo de 300 mg L' de PQN, e a amostra na concentracio de
315 mg L!. Na Figura 21 sdo apresentados os eletroferogramas para a avaliagdo da seletividade
Nos eletroferogramas da dgua, do BGE e dos excipientes nao foram observados nenhum pico,

enquanto que nos demais eletroferogramas ha os picos referentes a PQN, a partir de 1,3 min. O

método, portanto, ¢ seletivo pois ha somente o sinal referente ao fArmaco desejado.

Figura 21 - Avaliacao da seletividade do método com injecao multipla.
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Condig¢des: BGE Tris/HCI 20/30 mmol L (pH 2,0); capilar TSP 33,5 cm (25,0 cm) x 50 um
d.i.; 25 °C; +15 kV; 50 mbar x 3 s (padrao/amostra) e 50 mbar x 18 s (eletrolito espacador);
265 nm; concentragdes de 300 mg L' e 315 mg L' para o padrio e amostra, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4.2.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da constru¢do da curva analitica com seis
niveis de concentragdo, na faixa de 80 a 130% em relacao a concentragao do analito na amostra
(Brasil, 2017, Ribani et al., 2004). A partir da solugdo estoque de difosfato de PQN na
concentra¢io de 1000 mg L™ foram feitas as dilui¢des necessarias para obter as concentracdes
descritas na Tabela 19, cada nivel em triplicata. As solucdes foram injetadas e analisadas no
equipamento de CE de forma aleatoria. A Tabela 19 também apresenta os valores das areas dos
picos de cada réplica e de RSD. Todos os valores de RSD foram inferiores a 5% (INMETRO,
2020).

Tabela 19 - Valores de area e RSD (%) para obteng¢do da curva analitica da primaquina no

método com injecdo multipla.

Faixa de Concentragao Area Média = RSD
concentragio (mg L) (%)

98,97

80% 240 95,81 95,12 +3,41
91,59
125,14

90% 270 130,09 127,80 £ 1,95
128,16
145,51

100% 300 156,44 156,16 + 6,73
166,53
197,92

110% 330 181,96 185,90 + 5,71
177,81
191,62

120% 360 208,85 200,14 4,31
199,96
237,36

130% 390 237,77 236,77 £ 0,59
235,18

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O método dos minimos quadrados foi utilizado para obten¢do da curva analitica, e dos
valores dos coeficientes angular, linear e de correlacdio. A curva obtida tem equagdo

y = 0,9095x — 119,52 e r = 0,9877. O valor do coeficiente de correlagdo ¢ proximo de 1,0,
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indicando que o ajuste feito pelo modelo ¢ satisfatorio. A Figura 22 ilustra a curva analitica da

PQN no método de inje¢cdo com injecao multipla.

Figura 22 - Curva analitica da primaquina no método de injecdo com injecao multipla.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O modelo de regressdo proposto s6 pode ser utilizado se sua linearidade for verificada
e se ndo apresentar evidéncias de falta de ajuste. Nesse caso, se faz necessario a realizacdo de
testes de significancia da regressdo e de falta de ajuste, conforme foi realizado no método com
injecdo pelo outlet. Além disso, os pressupostos de normalidade, homocedasticidade e
independéncia também foram avaliados. O pressuposto da independéncia foi satisfeito devido
as solugoes dos padroes terem sido injetadas de forma aleatdria. Os testes de Shapiro-Wilk e de
Levene foram utilizados para avaliar a normalidade e a homocedasticidade, respectivamente,
sendo que, para ambos os testes, o valor-de-p deve ser maior que 0,05. Na Tabela 20 podem ser
vistos os resultados estatisticos para os testes de significancia da regressdo e falta de ajuste,

além da verifica¢do dos pressupostos.
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Tabela 20 - Resultados estatisticos para o modelo de regressao utilizado para ajuste do

modelo do método com inje¢do multipla.

F, 1,61
Falta de ajuste cat
Foub 4,12
o . F.qr 370,08
Significancia da regressao
F 6,12
tab
Normalidade > 0,100
valor-de-p
Homocedasticidade 0,461

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Observando os resultados estatisticos da Tabela 20, ndo ha falta de ajuste no modelo a
95 % de confianga, uma vez que F,.;; < F;,p € 0 modelo apresenta uma relagdo linear, ou seja,
regressao significativa, pois F.q4; > Fiqp. Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade
também foram satisfeitos pois os valores-de-pes foram maiores do que 0,05, indicando que os

dados seguem uma distribuicao normal e sao homocedasticos.

4.2.2.3 Precisdo

A repetibilidade do método foi avaliada através do RSD de seis medidas sucessivas da
amostra, considerando-se a area sob os picos do analito, obtendo valor de RSD = 3,56%. A
precisdo intermedidria foi avaliada através do RSD de doze medidas sucessivas da amostra, em
termos da area do analito, em dois dias distintos, obtendo valor de RSD = 2,97%. Os valores de
RSD foram inferiores a 5%, indicando que o método apresenta boa precisao (INMETRO, 2020).

O preparo da amostra para a avaliacdo da precisdo foi realizado de forma auténtica.

4.2.2.4 Exatiddo

A exatidao do método foi avaliada através de ensaios de recuperacao, com fortificagdao
das amostras com solugdes dos padrdes, em trés niveis de concentragao em triplicata. Os niveis
de concentragdo escolhidos foram 80, 100 e 130% da curva analitica, que correspondem as
concentragdes de 240, 300 e 390 mg L, respectivamente. Na Tabela 21 podem ser observados
as porcentagens de recuperagdo médias. Os valores sdo satisfatérios e estdo dentro da faixa

aceitavel para recuperagdo, 90 a 110% (ICH, 2022; INMETRO, 2020).



97

Tabela 21 - Porcentagem de recuperagdo média para a primaquina pelo método com injegao

multipla.

Concentragdo (mg L'')  Recuperagdo (%)

240 101,13 + 3,28
300 106,69 + 5,67
390 108,29 + 3,83

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.2.2.5 Limites de Detecgdo e de Quantificagcdo

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ) foram avaliados pela relagdo
sinal/ruido. As amostras foram preparadas em sextuplicatas auténticas e o valor médio para o
LD é de 0,53 mg L', enquanto que para o LQ ¢é de 1,77 mg L"'. Ambos os valores foram
menores do que as concentragdes do primeiro ponto da curva, 240 mg L™, mostrando a boa

sensibilidade do método.

4.2.3 Quantificacdo de primaquina em comprimidos

Amostras de comprimido de PQN, contendo 15 mg do principio ativo, foram analisadas
em sextuplicatas auténticas, pelo método desenvolvido e otimizado por CZE-UV com injecao
multipla, considerando o modelo de regressao implementado, discutido no item 4.2.2.2, expresso
pela equagdo da curva y = 0,9095x — 119,52 ¢ r = 0,988. Os resultados podem ser
observados na Tabela 22. O teor encontrado de 99,81% esta dentro da faixa aceitavel, de 90-

110%, ou seja, a massa do principio ativo encontrada no medicamento ¢ proxima ao valor

declarado no rotulo (INMETRO, 2022).
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Tabela 22 - Quantificagdo de primaquina em comprimidos pelo método com inje¢do multipla.

Valor encontrado  Valor declarado  Média Teor
Réplica
(mg) (mg) (mg) (%)

1 15,23

2 15,26

3 15,05
15,00 14,97 99,81

4 14,91

5 14,76

6 14,61

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

43 COMPARACAO ENTRE OS METODOS PARA DETERMINACAO DE
PRIMAQUINA POR CZE-UV

Os dois métodos otimizados e desenvolvidos para a determinagdo da primaquina foram
devidamente validados e aplicados para a quantificagdo do farmaco em amostras de
comprimidos. De forma geral, ambos mostraram que podem ser utilizados como um método de
rotina para controle de qualidade do medicamento.

Pensando na frequéncia analitica, o método com injecao pelo outlet possui um tempo de
migracao menor para a PQN, com um tempo total de anélise de 6,1 min, considerando o tempo
de corrida e o tempo de condicionamento entre corridas. Dessa forma em uma hora de aplicacio
do método € possivel realizar 9 injegdes. Ja no método de inje¢ao multipla, ¢ possivel realizar 6
injecdes consecutivas da PQN, com um tempo total de analise de 11,1 min, considerando o
tempo de corrida € o tempo de condicionamento entre corridas. Logo, o considerando que 6
amostras podem ser analisadas em uma unica corrida, em menos de 3 min, dentro de uma hora
de aplicagdo do método, podem ser realizadas 32 injeg¢des, com sextuplicatas auténticas em cada
corrida.

Em termos de quantifica¢do do principio ativo, o método com inje¢do multipla foi mais
exato que o método com injegdo pelo outlet, ou seja, os resultados encontrados foram mais
proximos do valor verdadeiro da concentracdo declarada no rotulo do comprimido. Além disso,
os limites de quantificagdo e de deteccdo foram mais baixos no método com inje¢do multipla,
indicando que o método possui maior sensibilidade para detectar e quantificar a PQN em

concentracdes muito baixas.
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O uso do método com inje¢do multipla pode ser interessante em aplicacdes que
demandam analises de controle de qualidade de diferentes marcas do medicamento ou até de
lotes diferentes da mesma formulagdo. Em contrapartida, quando se deseja dosar apenas uma
formulacao e obter resultados mais rapidos, o0 método com injecao pelo outlet ¢ uma escolha
mais assertiva.

Os métodos desenvolvidos para a PQN foram publicados na forma de artigo cientifico
na Journal of Separation Science, em novembro de 2024: SOUZA, J. C. Q., CHELLINI, P. R.,
SOUZA, M. V. N., OLIVEIRA, M. A. L. Primaquine Analysis in Pharmaceutical Formulation
Using Multiple and Short-End Injections by Capillary Zone Electrophoresis-Ultraviolet
Detection.  Journal of  Separation  Science, v. 47, n. 22, 2024. DOL
https://doi.org/10.1002/jssc.70026

4.4 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
LUMEFANTRINA E ARTEMETER POR MEECK-UV

Nesta se¢do serdo apresentados os resultados e discussdes referentes aos farmacos

lumefantrina e artemeter.

4.4.1 Selecao do comprimento de onda e escolha do solvente

Um estudo espectrofotométrico na regido UV-Vis foi realizado para selecionar o
comprimento de onda mais adequado para a detec¢ao dos analitos e para a escolha do melhor
solvente.

Na Figura 23 sdo apresentados os espectros de absor¢do da LUM em diferentes solventes,
na concentragio de 10 mg L. A solugdo de LUM em DCM (linha vermelha) e em DCM +
MeOH (linha verde) apresentaram menor absor¢ao quando comparadas com as demais solugoes.
As solugdes de LUM em MeOH + 1% acido acético (linha azul) e de LUM em EtOH + 1% 4cido
acético (linha roxa) apresentaram espectros similares. A fim de minimizar o uso de solventes
organicos sem perder informagdo, optou-se pelo uso do EtOH + 1% de acido acético como
solvente da LUM. Foram observados maximos de absor¢ao nos comprimentos de onda de 235,
265 e 302 nm. O comprimento de onda escolhido foi de 235 nm, por ser mais seletivo e possuir
maior absor¢ao do que em 265 e 302 nm. A utilizagdo de 1% de acido acético no solvente ocorre

devido a melhora na solubilizagdo da LUM (Siqueira, 2019; César, 2009; César et al., 2008).
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Figura 23 - Espectro de absor¢do da lumefantrina na concentragdo de 10 mg L.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Na Figura 24 sdo apresentados os espectros de absor¢ao do ATM em diferentes solventes,
na concentragdo de 1000 mg L™!. O ATM apresenta baixa absortividade e por isso foi necessaria
uma alta concentragdo. A solugdo de ATM em DCM + MeOH (linha verde) apresentou menor
absor¢do quando comparadas com as demais solucdes. A solugdo de ATM em DCM (linha
vermelha) apresentou méaximo de absor¢ao em aproximadamente 230 nm, enquanto que a
solucao de ATM em MeOH (linha azul) tem maximo de absor¢ao em aproximadamente 220 nm,
e a solucdo de ATM em EtOH (linha rosa) possui méximo de absor¢do em 200 nm. Quando ha
mudangas na absor¢do, neste caso devido aos diferentes solventes, ocorre o deslocando para
comprimentos de onda maiores, fendmeno conhecido por deslocamento batocromico. A fim de
minimizar o uso de solventes organicos sem perder informagao, optou-se pelo uso do EtOH para

solubilizar o ATM, com comprimento de onda de 200 nm.
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Figura 24 - Espectro de absor¢do do artemeter na concentragio de 1000 mg L.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.4.2 Otimizacao do eletrolito e das condicoes eletroforéticas

Devido a auséncia de grupos ionizaveis na estrutura do ATM, ¢é necessario a utilizacao
dos modos de CE em que seja possivel analisar compostos neutros, ou seja, a MEKC ou a
MEEKC. A LUM ¢ um composto altamente lipofilico e juntamente com o ATM, apresentam
baixa solubilidade em solventes aquosos, mesmo na presenga de tensoativos. Dessa forma, a
MEEKC ¢ uma técnica adequada para analises de compostos lipofilicos devido a utilizagdo de
uma microemulsdo no BGE.

Foi proposto entdo testar o BGE utilizado por Yin e colaboradores (2008), constituido
por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v de hexano, 21% v/v de
1- butanol e 1,2% v/v de SDS (Yin et al., 2008). Inicialmente, foi utilizado o capilar de silica
revestido com PTFE (serie TSU) para evitar possiveis interagdes entre os solventes organicos e
o revestimento de poli(imida). As demais condi¢des instrumentais foram: capilar de 48,5 cm de
comprimento total (40,0 cm efetivo) 75 pm d.i. x 375 pm d.e., 25 °C, +20 kV, 25 mbar por 5 s,
condicionamento entre as analises com purga de NaOH por 2 minutos, purga de agua por
2 minutos e purga de BGE por 2 minutos. A solugdo estoque do padrao de ATM foi preparada
em EtOH na concentracdo de 5000 mg L' e diluida, em BGE, para duas concentragdes, 1000 e
2000 mg L, para confirmagdo do sinal. A solugio estoque do padrio de LUM foi preparada

em EtOH + 1% 4cido acético, na concentracio de 1000 mg L' e diluida, em BGE, para
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500 mg L' e o sinal foi confirmado pela comparagio do espectro UV obtido no equipamento
de CE com o espectro UV obtido no espectrofotometro.

As solugdes foram injetadas individualmente e posteriormente foi preparada uma
solucao mistura padrao com os dois farmacos nas concentragdes previamente descritas. Nas
Figuras 25, 26 e 27 podem ser observados todos os eletroferogramas obtidos, assim como os
espectros de absor¢ao dos analitos.

Pela Figura 25, o ATM na concentra¢do de 1000 mg L', em 200 nm, possui uma area
de 27,3140 min e tempo de migracdo de 10,56 min. Ao aumentar a concentracao para
2000 mg L', a area atinge o valor de 62,7903 min e o tempo de migragdo ¢ de 10,25 min. Logo,
através do aumento da area do pico, é possivel afirmar que o sinal é observado ¢ referente ao

ATM.

Figura 25 - Eletroferogramas do artemeter nas concentra¢des de 1000 mg L™! (linha verde

escuro) e de 2000 mg L (linha verde claro) e espectro UV.

'
—— ATM 1000 mg/L (200 nm)

ATM 2000 mg/L {200 nm)
—— BGE (200 nm)
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{
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Condi¢des: BGE composto por 20 mmol L de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 75 pm
d.i. x 375 um d.e.; 25°C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra ¢ BGE); 200 nm; solubilizado em
EtOH e diluido em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

Pela Figura 26, a LUM na concentragdo de 500 mg L', em 235 nm, possui uma érea de
207,3550 min e tempo de migracdo de 11,86 min. Ao comparar o espetro UV obtido pelo

equipamento de CE com o espectro UV obtido pelo espectrofotometro (Figura 23), é possivel
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observar que sdo idénticos, afirmando que o sinal observado no eletroferograma ¢ referente a

LUM.

Figura 26 - Eletroferogramas da lumefantrina na concentra¢io de 500 mg L™! e espectro UV.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 75 pm
d.i.; 25°C; +20 kV; 25 mbar x 5s (amostra ¢ BGE); 235 nm; solubilizada em EtOH + 1% acido

acético e diluido em BGE.
Elaborada pela autora (2024).

Pela Figura 27, era esperado observar um sinal préximo de 10 min que seria referente
ao ATM e outro sinal préximo de 12 min referente a LUM. Entretanto, na mistura de padrdes
ndo foi possivel identificar o sinal referente ao ATM. Uma possivel causa para tal fato ¢ a
concentragdo de LUM estar muito alta comparada a concentracdo do ATM, o que influencia na
visualizagao do sinal do ATM devido a LUM ter maior absortividade do que o ATM. Os

proximos passos foram realizados com o intuito de melhorar o sinal do ATM.
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Figura 27 - Eletroferograma da mistura de padrdes nas concentragdes de 1000 mg L™! para o
artemeter ¢ 500 mg L' para a lumefantrina.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 75 pm
d.i.; 25°C; +20 kV; 25 mbar x 5s (amostra e BGE); 200 € 235 nm; ATM solubilizado em EtOH,
LUM solubilizada em EtOH + 1% 4cido acético e ambos diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

Nesse sentido, foi preparada e injetada uma nova mistura de padrdes, com as
concentragdes de 1000 mg L' para ATM e de 50 mg L! para a LUM. Ao injetar a LUM
separadamente, foi observado um sinal semelhante a Figura 26, mas de menor area e
intensidade, como era esperado.

Na Figura 28 ¢ possivel observar os eletroferogramas da mistura de padrdes nos
comprimentos de onda de 200 nm e 235 nm. O ATM na concentracdo de 1000 mg L', em 200
nm, possui area de 29,4302 min e tempo de migragdo de 10,557 min, enquanto que a LUM na
concentra¢io de 50 mg L™, em 235 nm, possui uma 4rea de 67,9857 min e tempo de migracio
de 12,34 min.

Dessa forma, as condi¢des instrumentais consistem em capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm)
x 75 pm d.i. x 375 pm d.e., temperatura de 25 °C, voltagem positiva de 20 kV, injecao
hidrodinamica de 25 mbar por 5 s, e detecgdo em 200 nm e 235 nm. O condicionamento entre
corridas foi realizado com purga de NaOH, agua e BGE por 2 minutos cada. O BGE é composto
por 20 mmol L de tampdo borato (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v de hexano,
21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS.
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Figura 28 - Eletroferogramas da mistura de padrdes nas concentra¢des de 1000 mgL! para o

artemeter e 50 mg L' para a lumefantrina.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 75 pm
d.i.; 25 °C; 420 kV; 25 mbar x 5 s (amostra ¢ BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM solubilizado em
EtOH, LUM solubilizada em EtOH + 1% acido acético e ambos diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

A fim de avaliar a influéncia do diametro do capilar no tempo de migracao, foi realizada
a troca do diametro interno do capilar de 75 um para 50 pum. Para verificar o comportamento
dos analitos nessa nova condicao, foram injetadas novamente as solugdes dos analitos, diluidas
em BGE, nas concentragdes de 1000 mg L™! de ATM e de 50 mg L' de LUM. Na Figura 29 sio
apresentados os eletroferogramas dos analitos injetados separadamente, e na Figura 30 pode ser
observado o eletroferogramas da mistura de padroes.

Pela Figura 29, o sinal do ATM na concentragio de 1000 mg L™! em 200 nm e no capilar
de TSU 50 pum, possui uma area de 12,2948 min e tempo de migragao de 12,16 min. Ja o sinal
da LUM na concentragdo de 50 mg L', em 235 nm e no capilar de TSU 50 pm, possui uma
area de 31,3044 min e tempo de migragdo de 14,23 min. Para ambos os analitos foram
observados diminui¢do na area e aumento no tempo de migragdo quando comparados com os

resultados obtidos no capilar TSU 75 um.
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Figura 29 - Eletroferogramas do artemeter na concentragio de 1000 mg L' ¢ da lumefantrina
na concentragio de 50 mg !, no capilar de 50 um.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i.; 25 °C; 420 kV; 25 mbar x 5 s (amostra ¢ BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM solubilizado em
EtOH, LUM solubilizada em EtOH + 1% acido acético e ambos diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

Para a mistura de padrdes, na Figura 30, o sinal do ATM possui area de 12,4281 min e
tempo de migracdo de 11,81 min, e o sinal da LUM possui area de 13,808 min e tempo de

migrac¢ao de 13,81 min. Foi percebido uma diminuicao do sinal da LUM.
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Figura 30 - Eletroferogramas da mistura de padrdes nas concentra¢des de 1000 mg L™! para

artemeter e 50 mg L' para lumefantrina, no capilar de 50 pm.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSU 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i.; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra e BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

Até o momento, estava sendo utilizado o capilar TSU de 50 pm. Entretanto, foi
observado durante as analises que esse capilar estava sofrendo quebras constantes, ocasionando
oscilagdo na corrente. Por esse motivo, optou-se por continuar o desenvolvimento do método
com o capilar de silica fundida revestido externamente com poli(imida) (série TSP) de 50 pm.
Apesar dos valores de area e tempo de migracdo tenham sido melhores no capilar de 75 pm,
nao foi possivel utilizar o capilar TSP de 75 um por ndo estar disponivel para uso no laboratoério
no periodo em que o projeto estava sendo desenvolvido. Nessa etapa do desenvolvimento do
método, optou-se por preparar uma nova solucao estoque de ATM utilizando o mesmo solvente
da LUM, ou seja, o padrao foi solubilizado em EtOH + 1% de 4cido acético. Essa mudanca foi
necessaria devido ao preparo da amostra, que sera relatado nas proximas paginas.

Nesse contexto, por ter mudado novamente o capilar, os padrdes foram injetados
individualmente, bem como a mistura de padrdes, a fim de confirmar seus comportamentos no
novo capilar. Na Figura 31 sdo apresentados os eletroferogramas dos padrdes individuais e na
Figura 32 ¢ possivel observar os eletroferogramas da mistura de padrdes no capilar TSP de

50 pm.
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Pela Figura 31, o sinal do ATM na concentragao de 1000 mg/L, em 200 nm e no capilar
de TSP 50 pm, possui uma area de 12,5801 min e tempo de migragdo de 14,44 min. J4 o sinal
da LUM na concentragdo de 100 mg/L, em 235 nm e no capilar de TSP 50 um, possui uma area
de 72,4597 min e tempo de migragdo de 17,11 min. E importante ressaltar o aumento no tempo
de migracdo de ambos os analitos nesse capilar. J4 na mistura de padrdes, Figura 32,

observamos o mesmo comportamento, com valores de area e tempo de migragado similares.

Figura 31 - Eletroferogramas do artemeter na concentracio de 1000 mg L™! e da lumefantrina

na concentragio de 100 mg L', no capilar TSP de 50 pm.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i.; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra e BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).
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Figura 32 - Eletroferogramas da mistura de padrdes nas concentra¢des de 1000 mg L™! para

artemeter e 100 mg L' para lumefantrina, no capilar de 50 um.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pym
d.i.; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra e BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

Com a defini¢ao do capilar, foi realizado o estudo do perfil de separagao dos analitos na
amostra. Dessa forma os comprimidos de 2-FDC contendo 20 mg de ATM e 120 mg de LUM
foram preparados conforme descrito na se¢do 3.2.3. A amostra foi preparada em EtOH + 1%
4cido acético, posteriormente diluida em BGE na concentracdo de 1000 mg L' de ATM,
estocada em freezer.

Na Figura 33 podem ser observados os eletroferogramas da amostra nos comprimentos
de onda de 200 e 235 nm. Pela Figura 33, o sinal do ATM na concentra¢do de 1000 mg L™, em
200 nm, possui uma area de 10,6026 min e tempo de migragao de 13,65 min. J4 o sinal da LUM
na concentragio de 60000 mg L', em 235 nm, possui uma 4rea de 629,407 min e tempo de

migrac¢ao de 16,45 min.
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Figura 33 - Eletroferogramas da amostra de comprimidos 2-FDC nas concentragdes de

1000 mg L' para artemeter e 6000 mg L' para lumefantrina, diluida em BGE.
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i.; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra e BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).

A fim de melhorar o sinal do ATM, foram realizadas analises da amostra, na
concentra¢io de 1000 mg L' de ATM, em diferentes solventes (Yu et al., 2012), que sdo: em
BGE, em EtOH, em TBS 10 mmol L', em TBS 10 mmol L' + 10% EtOH, em TBS
10 mmol L'+ 10% ACN, em TBS 20 mmol L', em TBS 20 mmol L' + 10% EtOH, e em TBS
20 mmol L' + 10% ACN.

Nas Figuras 33 (BGE) e 34 podem ser observados os eletroferogramas da amostra de
2- FDC diluida em diferentes solventes para inje¢do no equipamento de CE. Todas as inje¢des
foram feitas na mesma concentragdo de 1000 mg L' de ATM e 6000 mg L' de LUM. Na Tabela
23 ¢ possivel verificar os valores de area e de tempo de migracdo para os analitos, nos seus

respectivos comprimentos de onda, em diferentes solventes.
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Tabela 23 - Valores de area e tempo de migragao para o artemeter ¢ a lumefantrina em

diferentes solventes.

, Tempo de , Tempo de
Area ATM Area LUM
Solvente . migragao ' migragao
(min)? . (min)"® .
ATM (min)* LUM (min)®
BGE 10,6026 13,65 629,407 16,45
EtOH 4,1283 12,717 1027,14 15,138
ACN 3,9927 12,33 968,114 14,678
TBS 10 mmol L! 9,43085 13,40 64,3484 15,935
TBS 10 mmol L +
15,181 13,42 10,018 15,948
10% EtOH
TBS 10 mmol L +
15,169 13,35 - -
10% ACN
TBS 20 mmol L! 13,4071 12,61 33,4504 14,539
TBS 20 mmol L +
13,5419 13,386 18,4237 15,87
10% EtOH
TBS 20 mmol L +
14,6308 13,266 17,4971 15,716
10% ACN

¢ dados em 200 nm; ® dados em 235 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Analisando a Tabela 23, mesmo que a area da LUM tenha aumentado em EtOH e ACN,

nao ¢ viavel trabalhar com esses solventes, visto que a area do ATM sofre uma diminuigao. Ja

para quando sdo utilizados o TBS nas concentragdes de 10 e 20 mmol L', ha um aumento no

sinal do ATM, mas uma diminui¢ao drastica no sinal da LUM, o que também nao ¢ favoravel.

Dessa forma, optou-se por continuar com a diluida em BGE. Além disso, ao adicionar o TBS

na amostra, a nova solucdo fica com aspecto turvo, e ha precipitacdo da amostra.
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Figura 34 - Eletroferogramas da amostra de comprimidos 2-FDC nas concentragdes de
1000 mg L™! para artemeter e 6000 mg L™! para lumefantrina, diluida em EtOH (A), em ACN
(B), em TBS 10 mmol L' (C), em TBS 10 mmol L' + 10% EtOH (D), em TBS 10 mmol L-!

+10% ACN (E), em TBS 20 mmol L' (F), em TBS 20 mmol L' + 10% EtOH (G), e em TBS
20 mmol L' + 10% ACN (H).
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 um
d.i..; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra ¢ BGE); 200 e 235 nm; ATM ¢ LUM solubilizados

em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE.

Elaborada pela autora (2024).
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Com a amostra diluida em BGE, foi realizado um estudo de repetibilidade com diferentes
sequéncias de condicionamentos entre corridas, a fim de verificar a precisdo do método. Nesse
sentido, a amostra foi preparada e injetada trés vezes consecutivas, utilizando o mesmo BGE
para as analises. Os valores médios das areas dos sinais dos fArmacos, bem como o valor médio
do tempo de migra¢do podem ser verificados a Tabela 24. Foram realizadas as seguintes
sequéncias de condicionamentos entre corridas:

1) 1 min NaOH, 1 min H>O, 1 min BGE;

2) 2 min NaOH, 2 min H>O, 2 min BGE;

3) 3 min NaOH, 3 min H>O, 3 min BGE;

4) 1 min NaOH, 1 min H>O, 1 min EtOH, 1 min H>O, 2 min BGE;

5) 1 min NaOH, 1 min H>O, 1 min ACN, 1 min H>O, 2 min BGE;

Tabela 24 - Valores de area média e tempo de migragdo médio, associados aos seus RSD,

para o artemeter e lumefantrina, em diferentes condicionamentos entre corridas.

, Tempo de ) Tempo de
Area ATM ] Area LUM ]

) migragao ) migragao

(min)? ' (min)® '
ATM (min)* LUM (min)®

Condicionamento  Valor médio 12,01 11,08 179,00 12,96
entre corridas 1 RSD 5,134 1,3177 22124 1,3542
Condicionamento  Valor médio 14,202 10,926 270,678 12,778
entre corridas 2 RSD 16,2494 0,4825 18,4850 0,4936
Condicionamento  Valor médio 13,433 10,919 260,782 12,736
entre corridas 3 RSD 7,4820 0,1614 12,4087 0,1962
Condicionamento  Valor médio 13,213 10,763 361,084 12,533
entre corridas 4 RSD 13,2494 0,2547 15,5118 0,3746
Condicionamento  Valor médio 13,168 10,429 269,638 11,821
entre corridas 5 RSD 19,0261 0,2136 18,6789 0,2263

@ dados em 200 nm; ® dados em 235 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O condicionamento entre corridas 1 (1 min NaOH, 1 min H>O, 1 min BGE) foi aquele
que teve menor variagdo, com menores valores de RSD para as areas dos sinais. Dessa forma,

essa condicao foi escolhida para continuar o desenvolvimento do método.
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Entretanto, ao fazer um novo estudo de repetibilidade com o condicionamento entre
corrida 1, por dez vezes consecutivas, as variagdes das areas ficaram com RSD acima de 10%,
como pode ser observado na Tabela 25. Nesse teste, o0 mesmo eletrolito foi utilizado para a

aplicacdo de voltagem em todas as 10 repetigdes.

Tabela 25 - Valores de area e tempo de migragao para cada repeticao, e valores médios de
area e tempo de migragdo, e RSD, para o artemeter e a lumefantrina, diluidos em BGE,

utilizando o condicionamento entre corridas 1.

. Area ATM  Tempo de migragio ~ Area LUM  Tempo de migragdo
Repeti¢io

(min)? ATM (min)? (min)® LUM (min)®
1 10,8445 10,4210 80,0429 11,7320
2 11,7126 10,2720 77,0181 11,5640
3 11,1855 10,1970 87,0904 11,4890
4 11,6301 10,1700 89,9300 11,4690
5 14,7874 10,1410 113,0080 11,4470
6 12,7475 10,1210 178,6450 11,4300
7 12,0435 10,0980 113,6550 11,4050
8 10,9839 10,0640 132,1000 11,3690
9 10,1194 10,0790 128,8300 11,3850
10 11,7021 10,0670 154,4060 11,3720
Média 11,78 10,16 115,47 11,47
RSD 10,8541 1,0986 29,1009 0,9689

¢ dados em 200 nm; ® dados em 235 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A variagdo na area indica que € necessario trocar o eletrolito em toda corrida, ou a cada
3 corridas (RSD = 3,89% para area do ATM e RSD = 6,35% para a area do LUM, para trés
corridas). Entretanto, trocar o eletrolito a cada corrida fica invidvel do ponto de visto de
posicdes no carrossel (nesse caso, 48 posicdes). Outra opgdo seria utilizar o sistema de
replenisment, porém o BGE ¢ composto por surfactante e TBS, que a longo prazo, pode causar
entupimento nos tubos e, consequentemente, o mal funcionamento do equipamento. Além
disso, acarretaria um tempo extra de limpeza dos tubos, o que aumentaria o tempo de analise,

uma vez que € necessario despressurizar todo o sistema para repor as garrafas de replenishment.



115

Logo, optou-se por testar uma nova condi¢do de solvente para diluir amostra para
injecao: BGE + 1% de acido acético. Essa condicdo ¢ semelhante ao preparo dos padrdes e da
amostra, entretanto ¢ feito com EtOH. A justificativa de adicionar o acido acético ¢ melhorar a
solubilidade dos farmacos frente aos excipientes do comprimido. Nas Figuras 35 e 36 podem
ser observados os eletroferogramas das injegdes dos padroes e da amostra diluidos em BGE +
1% de acido acético, respectivamente.

Pela Figura 35, o sinal do ATM na concentracdo de 1000 mg L', em 200 nm, possui
uma area de 14,4014 min e tempo de migracdo de 14,004 min. Ja o sinal da LUM na
concentracdo de 50 mg L', em 235 nm, possui uma area de 63,0702 min e tempo de migracio

de 16,91 min.

Figura 35 - Eletroferogramas da mistura de padrdes nas concentra¢des de 1000 mg L™! para

artemeter e 50 mg L! para lumefantrina, diluida em BGE + 1% de 4cido acético.

+ —— ATM 1000 mg/L {200 nm)

——LUM 50 mg/L (235 nm)
—— BGE+1%ELOH (200 nm)

80 mAU

Tempo (min)

Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i..; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra e BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE + 1% acido acético.

Elaborada pela autora (2024).

Pela Figura 36, o sinal do ATM na concentracao de 1000 mg/L, em 200 nm, possui uma
area de 12,1869 min e tempo de migragao de 14,097 min. Ja o sinal da LUM na concentracao

de 6000 mg/L, em 235 nm, possui uma area de 1076,4 min e tempo de migracao de 17,219 min.
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Figura 36 - Eletroferogramas da amostra de comprimidos 2-FDC nas concentragdes de

1000 mg L' para artemeter e 6000 mg L' para lumefantrina, diluida em BGE + 1% de 4cido

acético.
* ——200 nm [
—_—235 nm
—— BGE+1%EtOH {200 nm)
o
=
£
o
o0
gy
‘v—x\J
T T T T T T T T 1
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Condigdes: BGE composto por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v
de hexano, 21% v/v de 1-butanol e 1,2% v/v de SDS; capilar TSP 48,5 cm (40,0 cm) x 50 pm
d.i..; 25 °C; +20 kV; 25 mbar x 5 s (amostra ¢ BGE); 200 ¢ 235 nm; ATM e LUM solubilizados
em EtOH + 1% acido acético e diluidos em BGE + 1% acido acético.

Elaborada pela autora (2024).

Dessa forma, uma nova solugao amostras foi diluida, em BGE + 1% acido acético, ¢
injetada por 10 vezes consecutivas, ainda utilizando o mesmo eletrolito para todas as analises.
Pelos eletroferogramas, podemos observar que houve um pequeno aumento no sinal da LUM,
e 0 do ATM permaneceu sem muitas alteragdes. Além disso, houve um aumento do tempo de
migragdo para ambos os fArmacos. Porém, mesmo com o aumento do tempo de migracao, essa
condi¢do se mostrou promissora devido ao baixo RSD das areas dos sinais mesmo sem trocar
o eletrolito a cada uma ou trés corridas. Na Tabela 26 podem ser observados os valores das
areas dos sinais dos fAirmacos, os valores dos tempos de migragdo, bem como os valores médios

de cada parametro, considerando 10 injecdes consecutivas.
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Tabela 26 - Valores de area e tempo de migragdo para cada repeticao, e valores médios de
area e tempo de migracdo, e RSD, para o artemeter e a lumefantrina, diluidos em BGE + 1%

acido acético, utilizando o condicionamento entre corridas 1.

Area ATM Tempo de Area LUM Tempo de
Repetigao migracio ATM migracdo LUM
(min)? (min)®

(min)? (min)®

1 12,9300 14,5400 1301,1600 17,7810

2 14,8335 14,3900 1265,9400 17,6090

3 14,0305 14,3240 1274,2800 17,5750

4 14,2766 14,1720 1321,9700 17,3820

5 14,2648 14,1020 1263,5700 17,2700

6 14,3049 14,0720 1242,1700 17,2690

7 14,5614 14,0450 1166,2500 17,2250

8 13,6775 13,7820 1157,7200 16,8470

9 12,7695 13,7500 1238,0000 16,7880

10 12,6092 13,7440 1122,2800 16,7460
Média 13,83 14,09 1235,33 17,25
RSD 5,7279 1,9600 5,3097 2,0859

¢ dados em 200 nm; ® dados em 235 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Avaliando os resultados de area do sinal, ao considerarmos as seis primeiras corridas,
temos valores de RSD de 4,49% para o ATM e RSD = 2,25% para a LUM. Isso indica que o
eletrélito pode ser usado por 6 corridas sem que a repetibilidade seja afetada, uma vez que
pequenas variagdes no pH ou na concentragao dos componentes podem ocasionar mudangas na
area e no tempo de migracao, devido a aplicagdao da voltagem em toda corrida.

O método desenvolvido e otimizado possui as seguintes caracteristicas: capilar de silica
fundida revestido externamente com poli(imida) (serie TSP) com comprimento total de 48,5 cm
(40,0 cm efetivo) e 50 um d.i. x 375 pm d.e.; temperatura do capilar mantida em 25 °C, voltagem
positiva de +20 kV; inje¢do hidrodindmica de 25 mbar por 5 s para a amostra e BGE; BGE
constituido por 20 mmol L' de TBS (pH 8,7), 18% v/v de acetonitrila, 0,8% v/v de hexano,
21% v/v de 1-butanol ¢ 1,2% v/v de SDS; detec¢do em 200 e 235 nm. O condicionamento entre
corridas foi estabelecido em purga de solugio de NaOH 1 mol L! por 1 minuto, purga de agua

deionizada por 1 minuto, purga de solu¢do de BGE por 1 minuto. O solvente da amostra consiste
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em EtOH + 1% de 4cido acético e ¢ diluida, para inje¢ao no equipamento de CE, em BGE + 1%

de acido acético.
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5  CONSIDERACOES FINAIS

O doseamento dos farmacos utilizados no tratamento da Malaria possui uma grande
importancia para o monitoramento terap€utico ¢ na garantia da qualidade das formulagdes
farmacéuticas disponibilizadas para a populacdo. A administracdo de uma dose incorreta desses
medicamentos oferece riscos ao paciente, como o aumento nos efeitos colaterais, na toxicidade,
e ocasionando uma ineficacia terapéutica, além de contribuir para a resisténcia do parasita.
Dessa forma, o desenvolvimento de métodos analiticos e bioanaliticos que sejam simples,
rapidos e que estejam em concordancia com a Quimica verde sdo essenciais para o controle de
qualidade em analises de rotina, visando, a longo prazo, combater o aumento dos casos da
doenga no pais.

Dessa forma, foi desenvolvido, otimizado e validado um método analitico para a
determina¢do de primaquina em formula¢des farmacéuticas por eletroforese capilar de zona
com deteccao por UV e com injecdo pelo outlet, resultando em um tempo de migracio de 0,6
minutos. Durante a otimizag¢do foi utilizado o planejamento fatorial 3% para encontrar as
condigdes instrumentais mais favoraveis para uma boa resolu¢do do pico. A validacao foi
realizada avaliando-se os parametros de linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de
detecgdo e limite de quantificagdo. Todos os resultados se mostraram satisfatorios, dentro dos
limites preconizados pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA. O método foi
aplicado em comprimidos de primaquina, sendo obtido teor de 94,90 %.

Em seguida, foi desenvolvido, otimizado e validado um método analitico para a
determina¢do de primaquina em formula¢des farmacéuticas por eletroforese capilar de zona
com detecgdo por UV e com injecdo multipla, totalizando uma sextuplicata auténtica. Durante
a otimiza¢do foi utilizado o planejamento Box-Behnken 3° para encontrar as condi¢des
instrumentais mais adequadas para boas resolugdes dos picos consecutivos. Em seguida, o
método também foi validado conforme o método anterior, e todos os resultados se mostraram
satisfatorios, dentro dos limites preconizados pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da
ANVISA. O método foi aplicado em comprimidos de primaquina, obtendo teor de 99,81 %.

Além da primaquina, a associacdo artemeter-lumefantrina também foi estudada,
considerando que formulagdes farmacéuticas que possuem dois ou mais farmacos em
proporgdes fixas sdo produtos que trazem desafios para a industria farmacéutica, uma vez que
¢ necessario garantir a qualidade, sem afetar o tratamento. No caso de comprimidos de dose
fixa combinada, a maior dificuldade analitica se encontra na quantificacdo simultdnea dos

farmacos, visando o controle de qualidade do teor do produto acabado.
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Nesse contexto, foi realizado o desenvolvimento ¢ otimizagdo de um método analitico
por cromatografia eletrocinética em microemulsdo com detecgdo UV para a determinacgao
simultanea de artemeter e lumefantrina em comprimido de dose fixa combinada. A baixa
solubilidade e a alta lipofilicidade dos farmacos sdo os principais aspectos desafiadores para
implementa¢do de um método de doseamento.

As perspectivas futuras envolvem a otimizacdo de um método analitico por
cromatografia eletrocinética em microemulsdo utilizando o detector por condutividade (C*D)
para o doseamento de artemeter e lumefantrina, além da aplicagao dos métodos propostos em

amostras de plasma humano, como forma de obter métodos bioanaliticos.
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metaboloma da urina para o diagndstico da COVID-19”.
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ANVISA.
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