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RESUMO: DETERMINAGAO DE OPIOIDES EM CABELO VIA

ELETROFORESE CAPILAR (CE)

A andlise quimica para a verificagdo do uso de drogas de abuso vem sendo
requisitada com o objetivo de identificar o usuario para que medidas de
prevencgao e controle possam ser tomadas uma vez que o seu uso esta atingindo
individuos de variadas faixas etarias e camadas sociais. O cabelo € uma matriz
biologica interessante de se trabalhar pois ndo requer cuidados especiais para
seu transporte e armazenamento e além disso € de dificil adulteragao.

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de
metodologias analiticas alternativas para a separacao de 15 opidides, em cabelo,
utilizando a eletroforese capilar (CE) . Foi desenvolvida uma metodologia de
extracao inédita para a digestao das amostras de cabelo utilizando-se a extragao
em fase sélida com cartucho de fase estacionaria trocadora de ions (MCX) os
extratos obtidos foram analisados via CE utilizando-se com eletrélito de
separagao tampao fosfato 20 mmol/l, pH 2,5; injecao eletrocinética da amostra (5
s/5 kV); 25 kV durante a analise; detecgao em 200 nm e 25 °C de temperatura.
As andlises foram feitas utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida de 75
um de didmetro interno, L; = 47 cm e L ¢ = 40 cm. A metodologia desenvolvida
e, especificamente validada para morfina, foi aplicada a um conjunto de 100
amostras da area clinica (cabelo de 35 pacientes sob medicacdo a base e de
morfina).

A validagdo do método proposto para a determinacdo de morfina em

amostras de cabelo apresentou boa linearidade (R > 0,99), valores de limite de



detecgao e quantificagdo da ordem de 0,064 mg/L (ou 0,12 ng de morfina/mg de
cabelo) e 0,214 mg/L (ou 0,37 ng morfina/mg de cabelo) respectivamente; com
precisdo e exatidao adequadas (erro relativo < 20%), valores de recuperagao
média de 81,19 % e com seletividade apropriada e especificidade Unica testada
para 4 principais interferentes (morfina-3pD-glicuronideo, nalorfina, clonidina e
codeina).

O nivel de morfina nas amostras de cabelo provenientes dos pacientes
selecionados (pacientes do Grupo da Dor do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo — HCFMUSP) variou de 1,3 a 18,4 ng de morfina/ mg
de cabelo.

Além disso, foram otimizadas 2 separagdes de misturas de opidides um
envolvendo os principiais opibides utilizados em clinica médica e outra contendo
esses mesmos opiaceos acrescida de seus metabdlitos. A primeira mistura de
padrées foi separada utilizando-se tampdo fosfato 20 mmol/l, pH 2,5. A
segunda mistura de padrées foi separada utilizando-se tampao fosfato 60

mmol/L, pH 2,5 contendo 8 mmol/L B-ciclodextrina + 4% metanol.



DETERMINATION OF OPIATES IN HAIR BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS (CE)
Abstract

This work describes a series of studies aiming at the determination of
opiates of clinical and forense importance using hair as an alternative
biological matrix and capillary electrophoresis (CE) as the technique of choice.
Electrolyte compositions were criteriously explored using CE in its diverse
modes of operation and the separation of 15 opiates and metabolites
(petidine, morphine, tramadol, naloxone, phentanyl citrate, alphentanil HCI,
suphentanyl citrate, 6-acetylmorphine, pentazocine, nalorphine, codeine, 6-
acetylcodeine, methadone, morphine-33-D-glucuronide, norphentanyl) was
accomplished in less than 14 min using as electrolyte, phosphate buffer 60
mmol/L, pH 2.5 with 8 mmol/L B-ciclodextrine and 8 % methanol in the
conditions: inj. 5 s/10 kV, 30 kV during analysis, detection 200nm and 20 °C.
Additionally, a comparative evaluation of the strategies for hair extraction and
pre-concentration of opiates to contemplate the concentration sensitivity
restrains of capillary electrophoresis have been investigated. Recoveries of
target analytes (petidine, naloxone, tramadol, fentanyl, alfentanyl and
sufentanyl) using liquid-liquid extraction and solid-phase extraction employing
a variety of solvents and stationary phases were estimated.

A novel, simple and reliable strategy for digestion and extraction of
morphine in hair was developed based upon acidic hydrolysis (45 °C, 12 h)
followed by solid-phase extraction in ion-exchange resin cartridges (MCX,
Supelco). Recoveries of morphine up to 81.4% were obtained with this

procedure.



Hair extracts were analyzed via CE using 20 mmol/L phosphate buffer at
pH 2.5, electrokinetic injection (5 kV, 5 s), 25 kV applied voltage, detection at
200 nm in a capillary with dimensions 75 um i.d., 47 cm total length and 40 cm
effective length. The methodology was validated with respect to precision (CV
< 20 %), accuracy (relative error < 20 %), linearity (r > 0.99), limit of detection
and quantification, 0.064 mg/L (0.12 ng of morphine per mg of hair) and 0.214
mg/L (0.37 ng of morphine per mg of hair), respectively, with appropriate
selectivity and specificity, tested for four major interfering compounds
(morphine-3BD-glucuronide, nalorphine, clonidine and codeine)

Hair analyses of over 100 samples from c.a. 35 patients (Grupo da Dor,
Hospital das Clinicas, Universidade de Sao Paulo, HC-FMUSP) suffering from
radicular or medullar lesion, receiving morphine by implantable intrathecal
systems were conducted. Levels of morphine in the patients hair was found in

the range of 1.3-18.4 ng/mg.
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QUE TIPO DE PESSOA VOCE QUER SER?

Olavo foi transferido de projeto.
Logo no primeiro dia, para fazer média com o novo chefe, saiu-se com
esta:
- Chefe, 0 senhor nem imagina o que me contaram a respeito do
Silva. Disseram que ele ...
Nem chegou a terminar a frase, e o chefe, aparteou:
-Espere um pouco, Olavo. O que vai me contar ja passou pelo crivo das
Trés Peneiras?
- Peneiras? Que Peneiras, Chefe?

- A primeira, Olavo, é a da VERDADE.
Voceé tem certeza de que esse fato € absolutamente verdadeiro?

- Nao. Nao tenho, nao. Como posso saber? O que sei foi 0 que me
contaram. Mas eu acho que...
E, novamente, Olavo é interrompido pelo chefe:
- Entdo sua historia ja vazou a primeira peneira.

Vamos entio para a segunda peneira que ¢ a da BONDADE. O que vocé
vai me contar, gostaria que os outros também dissessem a seu respeito?
- Claro que nao! Deus me livre, Chefe!

- diz Olavo, assustado.

- Entio, - continua o chefe - sua historia vazou a segunda peneira.
Vamos ver a terceira peneira, que é a da NECESSIDADE. Vocé acha
mesmo necessario me contar esse fato ou mesmo passa-lo adiante?

- Nao chefe. Pensando desta forma, vi que néio sobrou nada do que eu
iria contar - fala Olavo, surpreendido.

- Pois é Olavo! Ja pensou como as pessoas seriam mais felizes se

todos usassem essas peneiras? - diz o chefe sorrindo e continua:
- Da préxima vez em que surgir um boato por ai, submeta-o ao crivo

das Tres Peneiras:
VERDADE - BONDADE - NECESSIDADE
Antes de obedecer ao impulso de passa-lo adiante, porque:

PESSOAS INTELIGENTES FALAM SOBRE
IDEIAS
PESSOAS COMUNS FALAM SOBRE COISAS

PESSOAS MESQUINHAS FALAM SOBRE
PESSOAS

( Desconheco o Autor )




INDICE GERAL

indice de Tabelas

indice de Figuras

Capitulo 1

Introducgao

1.1 — Os opidides

1.2 — Classificacao dos opidides

1.3 — Principais opiaceos utilizados pelo homem e seus efeitos
terapéuticos e toxicoldégicos

Morfina

Codeina

Heroina

Pentazocina

Fentanil

Propoxifeno

Metadona

Naloxona

1.4 — Métodos analiticos utilizados para detectar e identificar as drogas
de abuso (farmacos opidides e demais classes)

1.5 — Eletroforese capilar: da origem aos dias atuais
1.5.1 — Instrumentacao utilizada em CE

1.6 — Fundamentos teéricos da CE

1.6.1 — O Fluxo eletrosmético

1.7 — Eletroforese capilar em solugao livre, cromatografia eletrocinética
micelar capilar e em meio ndo-aquoso

1.7.1 — Eletroforese em solugéo livre

1.7.2 — Cromatografia eletrocinética micelar capilar
1.7.3 — Eletroforese capilar em meio nao-aquoso
1.8 — Cabelo como matriz analitica de estudo

1.8.1 — Incorporagao das drogas no cabelo

1.8.2 - Amostragem

Coleta

Descontaminagao

Digestao e extragao

10
10
11
11
12
13

15
17
18
20
24

24
26
29
30
31
37
37
38
39



Capitulo 2

2 — Objetivos

Capitulo 3 — Instrumentagéo, materiais, métodos, reagentes e
amostras

3 — Materiais e reagentes

3.1 - Instrumentagéo

Equipamento de eletroforese capilar

Banho-maria

pHmetro

3.2 — Materiais utilizados na preparagao de solugdes e amostras
3.3 — Reagentes e solugdes

Capitulo 4 — Estudo sistematico de composicéo de eletrélitos para
separacao de opidides via CE

4.1 —-Mix A

4.1.2 — Condi¢gdes experimentais utilizadas no estudo de otimizagao do
mix A via FSCE

4.2 — Otimizagao da separagao do mix B

4.3 — Condi¢des experimentais utilizadas no estudo de otimizagao do
mix B via CE

4.4 - Conclusdes

Capitulo 5

5 — Estudo de metodologias de extragdo para a determinagao de
opidides via FSCE

5.1 - Introducgéo

5.2 — Estratégias para aumento de sensibilidade em eletroforese
capilar (CE) visando a determinac¢ao de tracos de analitos

5.3 — Enriquecimento e clean-up de analito por extragao liquido-liquido
(LLE): algumas consideragdes para uso em CZE

5.3.1 — Algumas consideragdes sobre a solucéo a ser injetada
5.4 — Extragao em fase sélida (SPE)

5.4.1 — Extracao em fase soélida de drogas em fluidos biolégicos
5.4.2 — Procedimentos de analise com cartuchos SPE

5.5 —~ Como os compostos sdo retidos na fase estacionaria?

44
45

45
46
46
46
46
46
47
54

54

56
56

70
71
72

72
73

75

80
81
82
82
83



5.5.1 — SPE - Fase Reversa

5.5.2 — SPE - Fase Normal

5.5.3 — Solventes utilizados para spe em fase reversa e normal
5.5.4 — SPE — Troca ibnica

5.6 — Microextracao em fase soélida (SPME)

5.6.1 — SPME e analise de drogas

5.7 — Extragao com fluido super critico (SFE)

5.8 - O conceito de recuperagéo

5.9 — Resultados e discusséo

5.9.1 — Extrag¢bes LLE

5.9.2 — Extragcdes SPE

5.10 — Cartuchos spe com fase estacionaria MCX
5.11 - Conclusées

Capitulo 6 — Validagao do método desenvolvido

6 — Validacdo do método desenvolvido

6.1 - Introducao

6.2 — Resultados e discusséo

6.2.1 — Método analitico otimizado

6.2.2 — Preparagao das amostras de cabelo
Linearidade

Recuperagao

Limite de deteccao e quantificacao

Preciséo e exatidao

Seletividade e especificidade

6.3 - Conclusdes

Capitulo 7 — Aplicagao do método desenvolvido
Aplicacao do método de desenvolvido e validado em amostras reais
7.1 - Introdugéo

7.2 — Avaliagao dos resultados obtidos com base nas informagées
clinicas disponiveis

7.3 - Conclusodes

Capitulo 8

8 — Capitulo 8

84
85
86
87
87
88
89
90
92
99
105
112
119
120
120
120
124
124
124
126
130
132
133
136
138
139
139
140
145

153
154
154



8 - Eletrocromatografia

8.1 — Aspectos operacionais da CEC

8.2 - Instrumentacgao

8.2.2 — Desenvolvimento de método utilizando CEC

8.3 Resultados preliminares obtidos utilizando-se colunas CEC
8.4 - Conclusdes

Capitulo 9 — Conclusdes gerais e perspectivas futuras

9 — Conclusdes gerais e perspectivas futuras

9.1 — Conclusdes Gerais

9.2 — Perspectivas Futuras

Anexo 1 — Eletroferogramas das amostras de cabelo analisadas

Anexo 2 — Curriculum Vitae

154
157
157
158
158
164
165
165
165
167
168
169



iINDICE DE TABELAS
Tabela 4.1- Varidveis experimentais e instrumentais utilizadas para a
otimizacao da separagéo do mix A
Tabela 4.2 — Variaveis analiticas e instrumentais exploradas para o estudo
de separacdo do mix B no modo FSCE
Tabela 4.3 — Variaveis instrumentais e analiticas exploradas para o estudo
de otimiza¢ao da separagcédo do mix B no modo MEKC
Tabela 4.4 — Variaveis instrumentais e analiticas exploradas para o estudo
de otimizagdo do mix B no modo NACE
Tabela 5.1 — Coeficientes de extracdo (Eg) como funcao da relagao de
volumes amostra/solvente de extracao
Tabela 5.2 — Processo de retencao de analitos
Tabela 5.3 — Caracteristicas dos solventes utilizados em spe
Tabela 5.4 — Polaridade dos solventes utilizados nas extracées LLE
Tabela 5.5 — Valores de pKa da mistura de padrées mix A
Tabela 5.6 — Valores de recuperagao obtidos para as extragdes LLE com
diclorometano para diferentes valores de concentracdo da matriz de
extracao
Tabela 5.7 — Parametros de estudo utilizados para a extragdo da mistura
de padrées mix A utilizando-se spe
Tabela 5.8 —Valores de recuperacgéo obtidos através das extragdes spe
Tabela 5.9 — Valores de recuperacdo obtidos para a amostra de cabelo
fortificada com mix A
Tabela 5.10 — Reprodutibilidade para a extragao spe de morfina utilizando-
se cartucho de troca ibnica MCX
Tabela 6.1 — Definicdo dos termos requeridos para validacdo de
metodologias
Tabela 6.2 — Faixa de linearidade do método desenvolvido
Tabela 6.3 — Porcentagem de recuperagéo obtida para morfina utilizando-
se spe com cartucho MCX
Tabela 6.4 — Limite de detecgédo e quantificagao obtidos para morfina
Tabela 6.5 — Preciséo e exatid&o intra-ensaio (n = 18)
Tabela 6.6 — Precisao e exatidao interensaios (n = 54)

Tabela 6.7 — Validagido do método com respeito a seletividade

54

57

64

66

77

83

86

99

101

103

105

111
117

118

122

128
131

133
135
135
136



Tabela 7.1 — Valores de concentragcdo de morfina encontrados nas 141
amostras analisadas

Tabela 7.2 — Informagdes clinicas disponiveis dos pacientes cujas 146
amostras de cabelo foram analisadas

Tabela 8.1 — Condi¢gbes analiticas exploradas para o teste de colunas CEC 159



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 - Estrutura dos principais opiaceos utilizados atualmente
Figura 1.2 - Representacdo esquematica de um sistema de
eletroforese capilar

Figura 1.3 — Representagdo do EOF em um capilar de silica fundida
utilizado em CE

Figura 1.4 — Representacao esquematica de uma micela aniénica
Figura 1.5 — Representagdo esquematica da migracdo de solutos
neutros (A) por eletrocromatografia micelar aniénica e na presenca de
uma fase auxiliar (B)

Figura 1.6 — Estrutura de um fio de cabelo

Figura 3.1 — Equipamento CE utilizado para a realizagao das analises
Figura 3.2 — Estrutura dos opidides que constituem o mix B

Figura 4.1 — Melhor separac¢ao obtida para o mix A

Figura 4.2 — Eletroferograma obtido para o mix B via CE, modo FSCE
Figura 4.3 — Eletroferogramas obtidos para o mix B comparando-se
analise na presenca e auséncia de Metanol (MeOH) no modo FSCE
Figura 4.4 — Eletroferogramas obtidos para o mix B utilizando-se
diferentes aditivos organicos

Figura 4.5 — Eletroferogramas obtidos para o mix B comparando-se
andlises feitas com tampao fosfato pH 2,5 em diferentes
concentragoes

Figura 4.6 — Eletroferogramas obtidos para o mix B variando-se a
espécie de ciclodextrina

Figura 4.7 — Separagées MEKC obtidas para o mix B

Figura 4.8 — Separagées NACE obtidas para o mix B

Figura 4.9 — Melhor condicao de separacgéo obtida para o mix B

Figura 5.1 — Representagao esquematica de um cartucho spe

Figura 5.2 — Esquema de extracao utilizando-se hidrélise alcalina
Figura 5.3 - Esquema de extragdo utilizando-se hidrélise acida

Figura 5.4 - Esquema de extragéo utilizando-se hidrélise em pH = 7,0

Figura 5.5 — Eletroferogramas obtidos para os testes extragédo de

21

26
28

33
45
51
55
58

60

61

65
67
69
83
92
93
94
95



hidrélise em diferentes pH’s

Figura 5.6 — Eletroferogramas obtidos para o teste de extracédo
utilizando-se procedimento sugerido por Tagliaro e colaboradores
Figura 5.7 — Esquema de extragao ilustrando os testes de extracéo
avaliados utilizando-se solugao padrao mix A 10 mg/L

Figura 5.8 — Eletroferogramas obtidos para as extra¢bes LLE

Figura 5.9 — Eletroferogramas obtidos para a extragdo LLE utilizando-
se diclorometano

Figura 5.10 — Eletroferogramas obtidos para os extratos spe utilizando-
se cartucho com fase estacionaria C4s

Figura 5.11 — Eletroferogramas obtidos para os extratos spe utilizando-
se cartucho com fase estacionaria CN

Figura 5.12 — Eletroferogramas obtidos para os extratos spe utilizando-
se cartucho com fase estacionaria NH>

Figura 5.13 — Eletroferogramas obtidos para os extratos spe utilizando-
se cartucho com fase estacionaria trocadora de ions (MCX)

Figura 5.14 — Estrutura quimica da fase estacionaria MCX

Figura 5.15 — Esquema de extracao spe utilizando-se fase estacionaria
trocadora de ions (MCX)

Figura 5.16 — Grafico de barras mostrando os resultados obtidos para
o estudo de extracdo efetuado utlizando-se o cartucho com fase
estacionaria trocadora de ions (MCX)

Figura 5.17 — Eletroferogramas obtidos para: A) mistura de padrbes
mix A 1 mg/L, B) amostra de cabelo de individuo nao-usuario de
opidides e C) amostra de cabelo de individuo ndo-usuario de opidides
fortificada com solugao padrdao mix A 1 mg/L .

Figura 6.1 — Detalhes do sistema de bomba intratecal, regido do corpo
onde ele é implantado e como é feita a recarga da solugao de morfina
Figura 6.2 — Esquema de extracdo utilizado para digestdo das
amostras de cabelo analisadas

Figura 6.3A — Curva de calibragédo para a faixa de concentragéo de 0,1
a1,5mg/L

Figura 6.3B — Curva de calibragéo obtida para a faixa de concentragédo

de 1,5 a 10 mg/L utilizada para a quantificacdo das amostras de

96

98

100
102

106

107

108

109

113
114

115

116

125

126

129

129



cabelo

Figura 6.3C — curva de calibragdo obtida para a faixa de 0,1 a 100
mg/L

Figura 6.4 — Eletroferogramas obtidos para o teste de seletividade
Figura 7.1 — Eletroferograma obtido para o extrato de cabelo de JANC
Figura 7.2 — Grafico de correlagdo para a morfina encontrada no
cabelo vs dosagem de morfina auto-administrada

Figura 7.3 — Grafico de correlagdo para morfina encontrada no cabelo
vs dosagem auto-administrada

Figura 7.4 - Grafico de correlagdo para concentracdo de morfina
encontrada no cabelo vs coloracao dos cabelos analisados

Figura 8.1 — Representacdo esquematica da origem do fluxo
eletrosmético (EOF) em um capilar de silica fundida com uma fase
estacionaria com grupos ionizaveis

Figura 8.2 — Eletrocromatograma obtido para uma mistura teste 100
mg/L

Figura 8.3 — Eletroferogramas obtidos utilizando-se uma coluna CEC
EP-75-30-3-C1s

Figura 8.4 — Eletrocromatograma obtido para a mistura de padrbes

mix A

130

137

144

149

150

151

156

160

161

162



CAPITULO 1

odo) 2424004213 B VHOMBOYOWOND PP -01AQYDIOQYT

)4



Capitulo-1 - Introducdo

1 - Introducdo

Drogas sdo substancias que alteram ou influenciam as fungdes do corpo
quando consumidas. Na medicina, as drogas s&o usadas no tratamento de
doencas, para obtencdo de diagndsticos, na cura e preven¢ao de doengas ou
para o alivio de sintomas. A maioria das drogas tem uma gama de agbes, das
quais uma ou mais podem ser terapéuticas; as ac¢des remanescentes séo
chamadas de efeitos colaterais, que s&o previsiveis e podem n&o ocorrer. A
fim de criar uma resposta terapéutica, uma concentracdo suficiente (nivel
terapéutico) da droga tem de atingir seu alvo e a dosagem deve ser monitorada
para se tentar conseguir esse ideal. Contudo, os regimes de dosagem s&o
projetados para a maioria dos pacientes e diferengas individuais podem causar
uma grande variagao na resposta esperada.

As drogas também podem se tornar parte da vida diaria. O consumo de
alcool, cha e café sdo exemplos do uso generalizado de drogas psicoativas.
Além disso, outras drogas psicoativas como a nicotina, a heroina e a maconha
podem ser usadas para alterar as fungdes do corpo. Entre as drogas
psicoativas mais utilizadas pelo homem, desde a Antiguidade, destaca-se um

grupo: os opidides.’

1.1- Os opidides

Os opidides constituem um grupo de farmacos semelhantes a morfina e

sd80 empregados principalmente como analgésicos, entretanto, possuem uma

vy Goldstein; L. Aronow & M. Kalman; “Principles of drugs action the basis of pharmacology”;
2% Ed., New York; A. Wiley Biomedical Health Publication; 1978.
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gama variada de outros efeitos farmacolégicos que serdo descritos mais
adiante.

Inicialmente a terminologia utilizada para esses farmacos foi a palavra
opiaceos para designar farmacos derivados do 6pio. Mais tarde, foi introduzido
o termo opidides para designar os farmacos de origem natural semi-sintética
que apresentavam ag¢des semelhantes a da morfina.? A palavra narcético caiu
no desuso da terminologia quimico-farmacolégica, embora tenha sido utilizada
por muitos anos para designar de narcoanalgésicos os farmacos semelhantes
a morfina. No contexto legal, o uso do termo narcético refere-se amplamente
as substancias que desenvolvem dependéncia, sendo sinbnimo de
entorpecentes.>

O conhecimento das propriedades terapéuticas e euforizantes do 6pio se
perde na obscuridade dos tempos e admite-se que o 6pio tenha sido utilizado
pelos sumerianos, antigos povos da Babilénia ha 4000 a.C. No entanto, foram
0s gregos os que mais difundiram as propriedades do vegetal. Quando as
propriedades terapéuticas do Opio (combater a dor e a diarréia) chegaram até
0s médicos arabes, estes foram responsaveis pela popularizagdo do uso
terapéutico no oriente Médio. Acredita-se também que os comerciantes arabes,
agindo como intermediarios, muito contribuiram para a difusdo do uso do épio
no Ocidente, as margens do Mediterraneo e, chegando até a China.

Apesar do uso milenar do 6pio, foi apenas no séc. XIX (1803) que um
farmacéutico alemé&o, Friedrich Sertuner, isolou o primeiro alcaldide natural do

opio, o qual determinou morfina.

’L.B. S. Valle; Farmacologia Integrada — Fundamentos Farmacolégicos da Terapéutica — Vol.
él”, Atheneu, Sdo Paulo, 1991.
S. Oga; “Fundamentos de foxicologia”, Atheneu Editora S0 Paulo Ltda., Sdo Paulo; 1996.
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Para produzir efeitos euforizantes e analgésicos, o opio costuma ser
usado sob a forma de goma de mascar ou de solucdo. Pode também ser
fumado em cachimbos especiais para obtencao de efeitos euforizantes, essa
forma de uso popularizou-se no Oriente por volta do século XVIII.

Nos Estados Unidos da América (EUA), o problema do vicio foi
acentuado pelo afluxo de trabalhadores imigrantes chineses, fumadores de
opio, pelo emprego generalizado da morfina nos soldados feridos na guerra
civil e pela disponibilidade irrestrita da droga. Os remédios utilizados para o
tratamento das complicagées mais comuns como diarréia, tosse, dores em
geral e também os sedativos e calmantes para criangas continham 6pio, seus
alcaldides ou derivados.

Em 1960, o niumero de mortes por superdose de narcéticos nos E.U.A.
foi de 300 e subiu para 1000 em 1970. Recentemente, no ano de 1991, o
numero de emergéncias e internagdes por drogas nos E.U.A. atingiu um total
de 398.349, sendo a heroina responsavel por 37.185 casos, ou 9,3 % dos
casos. Neste mesmo periodo, no Brasil, de um total de 3.071 internagdes, os
opidides foram responsaveis por 64 casos, ou seja 2 % dos casos. Deve ser
ressaltado que esses dados brasileiros n&o refletem, nem de longe, o numero
real de viciados em opidides e outras drogas, muito menos o numero de
pessoas que deveriam ser internadas por esse tipo de problema.*

O inicio da dependéncia a opidides pode se dar de duas formas
principais. Na primeira, mais rara, o individuo toma contacto com a droga
através de receita médica e persiste no seu uso, mesmo apds a cura da

doenga que motivou a prescrigdo, tentando convencer os médicos de que
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ainda necessita dela. Na segunda, mais frequente, o inicio se da por imitagéo,
ou “pressao do grupo” que ja séo usudrios ilegais. Dentro desse contexto,
varias sdo as razdes alegadas para se iniciar o uso da droga e um outro fator
importantissimo é a curiosidade do individuo aliada a disponibilidade e a
possibilidade de auto-administracdo; isso explica porque médicos e
enfermeiros tornam-se dependentes de drogas em maior propor¢éo que outros
proﬁssionais.5 O opidide de escolha, muito utilizado nos EUA atualmente, é a
heroina, administrada via endovenosa. No Brasil, no setor médico-hospitalar
devido a facilidade de manuseio ha muitos profissionais da saude que fazem
uso de opidides intravenosos (fentanil e homdlogos) e ha pouco tempo foi
anunciado nos meios de comunicacdo que a heroina comegou a entrar no
Brasil através da rotas internacionais de trafico que cortam o pal's.6

As doses utilizadas por usuarios ilegais s&o muito dificeis de se precisar,
em funcgao de varios fatores como efeito desejado, experiéncia do usuario com
aquela droga e mesmo o seu grau de pureza. No homem, uma dose inicial de
100 a 200 mg de morfina pode ser suficiente para provocar profunda sedagao,
depresséo respiratéria, anoxia e morte, porém, em individuos tolerantes, doses
de 4000 mg em 24 horas podem nao produzir efeitos adversos, evidenciando
assim , um alto grau de tolerancia.

Diferentemente de outras drogas, a tolerancia aos opidides se instala
rapidamente. Os opidides apresentam como caracteristica um alto grau de

tolerancia cruzada, independente da sua semelhanga quimica estrutural. Isso

‘S A Nappo & E. A. Carlini; Centro Brasileiro de Informagdes sobre drogas psicoativas,
SCEBRID, Sao Paulo, Boletin n°. 10/Setembro de 1992.
J. E. Murad; “Como enfrentar o abuso de drogas”, 4%. Edigdo, Belo Horizonte, Abrago, 1992.
Informagbes retiradas do site: www.imesc. sy goviinfedreg.aim (O IMESC é o Instituto de
Medicina Social e de Criminologia de Sao Paulo)
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significa que um usuario de heroina apresenta tolerancia tanto a morfina

quanto ao propoxifeno ou fentanil.

Do ponto de vista neurobiologico, as substancias pertencentes ao grupo
denominado opidides provocam marcante dependéncia, caracterizada por:

a) desejo, compulsdo ou necessidade incontrolaveis de continuar tomando o
farmaco e obté-lo sejam quais forem os meios;

b) tendéncia de aumentar a dose em funcéo da tolerancia;

C) a tolerancia é acompanhada, invariavelmente, pela dependéncia. A retirada
abrupta do farmaco causa sindrome de abstinéncia.

d) a sindrome de abstinéncia caracteriza-se por: agitagéo, ansiedade, bocejo,
transpiracéo, calafrio, febre, vomitos, respiracido ofegante, perda de apetite,
insOnia, hipertensdo, perda de peso, rinorreia e convulsbes. As pupilas
tornam-se dilatadas e estdo associadas aos sinais de hiperatividade do
sistema nervoso simpatico;

e) individuos tolerantes a morfina sdo também a heroina, metadona,
meperidina, porém nao ao alcool e barbituricos.

Em pacientes com dor, a morfina produz uma sensacéo de bem-estar e
tranquilidade (euforia); entretanto em individuos sem dor, a resposta a morfina
nem sempre € agradavel, produzindo, algumas vezes mal-estar geral,
sensacéo de ansiedade e medo (disforia).

Assim, a maioria das drogas abusadas pelo homem funciona como

recompensa, reforcando o comportamento que induzem & auto-administracdo.’

’S.E. Hyman & E. J. Nestler, “The molecular Foundation of psychiatry”, New York, American
Psychiatry Press Inc., 1993.
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1.2 -Classificacdo dos opidides

Os opioides podem ser classificados nos seguintes grupos:
a) alcaldides naturais do 6pio: morfina e codeina.
b) peptideos opidides: encefalina, beta-endorfina e dinorfina;
c) analogos sintéticos de alta poténcia analgésica: meperidina, metadona e
levofernol;
d) analogos sintéticos de baixa poténcia analgésica: propoxifeno;
e) analogos semi-sintéticos: heroina (diacetilmorfina), dionina e metopon;
f) antagonistas opidides: naloxona, nalorfina e levalorfam.
As estruturas dos principais opidides utilizados atualmente s&o
mostradas na Figura 1. No item 1.3 é feita uma breve descri¢do destas drogas

bem como seus principais usos terapéuticos.
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Figura 1.1 - Estruturas dos principais opidides utilizados atualmente.
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1.3 - Principais opidides utilizados pelo homem e seus efeitos

terapéuticos e toxicologicos

Morfina

A morfina é o protétipo dos opidides e tem sido usada na clinica médica
extensivamente, principalmente no combate a dor visceral e & dor intensa. Ela
€ bem absorvida pelas mucosas e solugdes de continuidade da pele. A via de
eliminagdo mais importante na excrecao da morfina é a renal cerca de 80 %
dela é excretada pela urina, 7 a 10 % pelas fezes e 3 a 6 % pelo ar expirado.

Quanto a velocidade, cerca de 80 % da morfina & excretada em 6 horas,
sendo eliminada quase que totalmente em 24 horas. Quanto a forma,
aproximadamente 7 % da morfina que € excretada na urina esta na forma livre,

e o restante na forma conjugada como morfina-3-glicuronideo.

Codeina

A codeina vem sendo usada ha mais de 150 anos como droga
antitussigena e analgésica, apresentando somente cerca de 1/10 da poténcia
analgésica da morfina.

A codeina é bem absorvida pelo trato gastrintestinal. Quanto a
distribuigéo, o nivel maximo de codeina e seus produtos de biotransformacéo e
de codeina livre no cérebro aparece dentro de 15 a 30 minutos apds

administracéo subcutanea.?
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Heroina

Foi introduzida no mercado pela Bayer® em 1898 como medicamento,
na esperanca de que a forma diacetilada da morfina continuasse efetiva contra
a tosse, sem os efeitos colaterais da morfina. Isso ndo aconteceu, além de
tornar-se, nos E. U. A., a droga de escolha dos farmacodependentes.

Tradicionalmente, no ocidente, a heroina é auto-administrada por via
intravenosa, entretanto, vem ocorrendo uma gradual mudanga na preferéncia
pela via de administracdo, tal como a intranasal e inalatoria (fumada). Isso se
deve a duas razbes: a primeira, de ordem técnica, pois a heroina inalada
oferece vantagens como rapida liberagdo da droga no sitio de agéo no cérebro
sem passar pelo figado. Além disso, fumar evita freqUentes superdoses,
sequelas de agulhas e infe¢des por virus de hepatite e, pior ainda, pelo virus
da AIDS (sigla inglesa para sindrome imuno-deficiéncia adquirida), o HIV (sigla
inglesa para virus da imuno-deficiéncia humana); a outra razdo € de ordem
econbmica. Com a queda nas vendas (devido talvez ao surto de AIDS), a
quantidade do produto e a qualidade melhoraram de tal forma a atrair mais
usuarios.

Devido a alta lipossolubilidade, a heroina € bem absorvida por todas as
vias (nasal, mucosas, retal, pulmonar) e deixa rapidamente a corrente
circulatoria, atingindo seu sitio de agdo no SNC (Sistema Nervoso Central).

A heroina é, talvez, a droga mais perigosa que existe sob o ponto de
vista de dependéncia. As vezes, poucos dias de uso podem levar o individuo a
dependéncia. O mais triste & que a heroina atravessa facilmente a placenta e
1 em cada 250 bebés de maes dependentes nascem também dependentes.

N&o é conhecido o exato mecanismo pelo qual a heroina provoca a morte, pois
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ela pode ocorrer dentro de poucos minutos apds 0 uso e nédo € devido aos

efeitos farmacolégicos tipicos dos opidides.?

Pentazocina

As diferencas entre opiaceos e opidides semi-sintéticos sdo minimas
quando se trata de intoxicagbes agudas, seus sinais e sintomas. Assim, a
pentazocina, um derivado benzomorfano, como analgésico € 3 a 4 vezes
menos potente que a morfina e esperava-se possuir um potencial minimo de
abuso.

A pentazocina, através da administracdo intravenosa, € largamente
usada na clinica, no controle de pacientes que apresentam dores agudas ou
cronicas, como no cancer, cblica espasmodica ou neuralgia. E fracamente
absorvida pelo trato gastrintestinal, cerca de 355 em relacdo a via parental.
Quanto a eliminagédo, menos de 13% de uma dose, no homem, aparece como
farmaco livre e 12 a 30% como glicuronato.

A pentazocina exerce suas principais acdes sobre o SNC e musculos

lisos.?

Fentanil

O fentanil foi introduzido na clinica no final da década de 60 como
anestésico/analgésico. E, no momento, a principal droga usada como
medicacdo pré-anestésica e como anestésico pds-cirurgico, sendo cerca de
200 vezes mais potente que a morfina; seu efeito é quase imediato e tem curta
duracéo. Embora ndo seja quimicamente similar a outros opidides,

clinicamente eles s&o equivalentes.?

10
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Propoxifeno

Estrutural e farmacologicamente relacionado com a metadona, o
propoxifeno foi introduzido na clinica, nos E. U. A, em 1957. Embora com
eficiéncia inferior a codeina e até mesmo ao acido acetilsalicilico (AAS), o
propoxifeno em formulagédo associada com AAS ou paracetamol, alcangou, no
final da década de 60, um verdadeiro sucesso comercial nos E. U. A. No final
da década de 60, um laboratério forense na Inglaterra indicava o propoxifeno
como a principal droga de abuso e causa de morte. Em 1978, somente um

hospital admitiu 130 pacientes intoxicados por auto-administracédo de
Distalgesic®; muitos se recuperaram e um dos pacientes permaneceu com

graves danos cerebrais. Durante os anos 80, nos paises nérdicos, através do
Instituto de Medicina Forense em Aarhos, Dinamarca, registraram-se 238
vitimas fatais e, em Oslo, na Noruega, 263, por narcético analgésico,

principalmente propoxifeno.2

Metadona

Quimicamente, a metadona difere bastante da morfina, porém, na acéo
e poténcia analgésica é bastante similar pois 7,50 mg de metadona equivalem
a 10,0 mg de morfina. Devido a dependéncia cruzada com opidides e maior
lentiddo no seu desenvolvimento comparada a morfina, a metadona é
empregada no tratamento de individuos dependentes de narcéticos
analgésicos, tanto na detoxicagido como nos programas de terapia substitutiva.
Apesar da metadona ser utilizada no tratamento da dependéncia a outros

opidides, ela ndo deixa de ser uma droga perigosa. °

11



Capitdo-1 - Introducdo

Naloxona

A naloxona é um derivado da hidromorfona, a N-alil-7,8-diidro-14-
hidroximorfinona que, apesar de ser um opidide, n&o é utilizada como droga de
abuso. Pelo contrério, a naloxona € um antagonista especifico sem qualquer
propriedade agonista, antagonizando sintomas que s&o provocados pelos
outros opidides. Assim, a naloxona reverte a agdo depressora respiratoria
provocada por opidides dando imediata protegao as vias aéreas e agindo sobre
outros sinais e sintomas como sonoléncia, vasodilatacao periférica, melhorando
o débito cardiaco. A naloxona € utilizada tanto na terapéutica das superdoses
de opidides quanto no diagndstico da intoxicacdo, pois precipita a sindrome de
abstinéncia nos individuos dependentes. Dada a sua lipossolubilidade ela é
rapidamente absorvida por todas as vias. Quanto ao mecanismo de agao, a
naloxona desloca os opidides dos seus sitios receptores a eles se ligando
imediatamente. Ao contrario da nalorfina e levalorfano, também antagonistas
opidides, ela antagoniza os efeitos sedativos, analgésico e ocular dos opidides
e favorece o aparecimento de efeitos narcoticos, quando precedida pela
administragé@o de algum opidide. Por ser um antagonista puro, a naloxona vem
substituindo todos os outros compostos no tratamento das intoxicagbes por

opidides. ?

12



Capitildo-1 - Introducio

1.4 - Métodos analiticos utilizados para detectar e identificar as

drogas de abuso (fdrmacos opidides e demais classes)

Fazendo-se um levantamento bibliografico minucioso, nos ultimos 20
anos, varias metodologias analiticas tém sido desenvolvidas para a
determinac@o de farmacos de relevancia clinica e drogas de abuso. O maior
interesse na analise de farmacos presentes em fluidos e diferentes tecidos
biolégicos provém das areas farmacéuticas (analises clinicas e toxicologicas) e
da medicina legal. Os métodos analiticos que se destinam a quantificagéo de
farmacos e seus metabdlitos em amostras de origem bioloégica s&o importantes
na obtencdo de dados de biodisponibilidade, bioequivaléncia e
farmacocinética.®® Os métodos cromatograficos como HPLC (cromatografia
liquida de alta eficiéncia) e GC/GC-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas) sdo o0s mais utilizados para a determinagdo e
quantificacdo de drogas em individuos e em seus fluidos e tecidos biolégicos

10.11e 12 Entre as técnicas analiticas utilizadas

(sangue, uring, cabelo, etc).
para a separagdo e identificagdo de substadncias e, que vem rapidamente
crescendo e se desenvolvendo nas ultimas duas décadas, destaca-se a
eletroforese capilar (CE)."™ A CE teve um répido avanco desde a sua
implementagéo na década de 1980 e, atualmente, é largamente empregada na

industria farmacéutica e, a cada dia mais vem ganhando destaque em diversas

areas. A razio deste fendmeno € em virtude da CE ser uma técnica de facil

F Bressole; M. Audran; T. N. Pham; J. J. Vallon; J. Chromatogr. B; 687 {1996), 303.

D Levéque; C. Gallion-Renault; H. Monteil; F. Jehl; J. Chromatogr. B, 697 (1997), 67.

°s. Haérter, B. Jansen; C. Hiemke, M. Leal, H. Weiggmann; K. Unger; J. Chromatogr. B, 712
g1998) 253.

M A. Rogawski; R. J. Porter; Pharmacol. Rev., 42 (1990), 224.

L J. Brunner; J. T. Diprio; S. Feldman; J. Chromatogr 662 (1993), 98.

* M. F. M. Tavares; Quimica Nova, 19 (1996), 173.
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implementacédo e que oferece uma variedade de modos de separagdo, que
podem ser efetuados em uma Unica coluna capilar'® ,onde compostos presentes
nas mais diversas matrizes podem ser analisados'®.

A analise de drogas, tanto em formulagbes farmacéuticas como em
fluidos bioldgicos representa uma das areas de maior crescimento de uso da
CE. Um excelente review abordando o uso da CE na analise de drogas de
abuso foi feito por Lurie'®. Mas foi através do trabalho pioneiro de Weimberger
e Lurie'” publicado em 1991, que a CE consolidou-se definitivamente como
uma ferramenta viavel para a analise de drogas de abuso. Neste trabalho é
mostrada a separagdo e quantificagdo de impurezas acidas e neutras de
amostras ilicitas de heroina utilizando-se a CE como técnica analitica. O
conhecimento da composigdo das drogas apreendidas muitas vezes leva as
autoridades policiais ao descobrimento dos traficantes que sdo responsaveis
pela fabricacdo e comercializagdo ilegal de tais drogas. A partir desta
publicacédo inicial uma série de outros trabalhos foram publicados utilizando a
CE como técnica de separagao e identificacdo de farmacos e drogas abuso nas

mais diversas matrizes.

“K. D Altria;.; Capillary Electrophoresis Guidebook.principles, instrumentation, operation, and
applications; Methods in Molecular Biology, Series 52; Series Editor J. M. Walker; Humana
ft’_)ress, 1995.
s J. P.Landers,; Handbook of High Performance Capillary Electrophoresis; CRC Press, 1993.

I. 8. Lurie, Analysis of seized drugs by capillary electrophoresis — in “ J.A. Adamovics (ed.).
Analysis of Addictive and Misused Drugs”. Marcel Dekker, New York, 1994, 151.
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1.5 - Eletroforese Capilar: da origem aos dias atuais

A eletroforese é uma técnica analitica de separacdo de compostos
carregados sob a influéncia de um campo elétrico sendo empregada desde de
1930 até os dias atuais na analise de biomoléculas. Na eletroforese classica
solutos carregados sdo separados através do uso de um meio liquido condutivo
sobre uma superficie que permite o deslocamento da solugio de eletrdlitos e
dos solutos; caracteriza-se pelo uso de papel ou gel como superficie de
separagdo, com necessidade de manipulagéo intensiva e longos tempos de
analise. A maior limitagdo para a rapidez, eficiéncia e aumento da escala de
separacOes eletroforéticas é a incapacidade do papel ou gel em dissipar o calor
causado pela passagem de corrente através do meio condutor, o chamado
efeito Joule . Em tais condigbes, surgem gradientes de temperatura que
induzem a gradientes de densidade, que por sua vez podem causar
convecgdo. Os fluxos convectivos misturam as bandas ja separadas.

A CE segue os mesmos principios da eletroforese classica, porém, a
separacdo € conduzida em tubos capilares com dimensdes de 15 a 100 um de
didmetro interno e 30 a 100 cm de comprimento, preenchidos com um eletrélito
condutor e submetidos & agdo de um campo elétrico elevado.™"®

O uso de tubos com dimensdes capilares minimiza as limitagbes
relativas ao efeito Joule, uma vez que a geometria do capilar (elevada area
superficial interna relativa ao volume) favorece a dissipacédo de calor. Com

iSs0, a convecgdo € praticamente eliminada e, consequentemente, aumenta-se

a eficiéncia da coluna por permitir a aplicagdo de campos elétricos mais

' R. Weimberger; |. S. Lurie; Anal. Chem., 63 (1991), 823.
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elevados, 0 que também resulta em uma consideravel redugdo do tempo de
analise. O consumo de amostra e solventes também é reduzido.

Na década de 1980 foram registrados os primeiros trabalhos relativos a
CE'™'  destacando-se o trabalho de Terabe e colaboradores® que foi
responsavel pela introdugdo da cromatografia eletrocinética micelar (sigla
inglesa MEKC). Com o advento da MEKC a CE avangou ainda mais e fez com
que esta técnica ganhasse mais espaco e destaque entre as técnicas de
separagao e em diversas areas da Quimica Analitica, por possibilitar a analise
nao s6 de compostos carregados, mas também de compostos neutros entre si.

Na década de 1990 a CE vislumbrou o desenvolvimento da
eletrocromatografia capilar (CEC), que se caracteriza pelo uso de capilares
recheados com uma fase estacionaria e a solucdo de eletrélito & acrescida de
um solvente organico. A CEC funciona com uma espécie de interface entre a
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a CE ja que faz uso de duas fases,
uma estacionaria e outra liquida, a qual flui através do capilar devido ao fluxo
eletrosmaotico.

Mais recentemente, a CE alcangou a evolucdo tecnoldégica da
miniaturizagdo, caracterizada por separacbes eletroforéticas em microcanais
em tempos extremamente reduzidos.”’

A CE é uma técnica que pode ser operada com diferentes mecanismos
de separagdes e todos sdo executados utilizando-se a mesma coluna de
separagdo. Os diferentes modos de separagdo mais utilizados sdo a

eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés, Capillary Zone Electrophoresis) ou

'®F. E. P. Mikkers; F. M. Everaerts; Th. P. E. M. Verheggen, J. Chromatogr., 169 (1979), 11.
ZZJ. W. Jorgenson; K. D. Lukacs; J. Chromatogr., 218 (1981), 209
S. Terabe; K. Otsuka; K. Ichikawa; A. Tsuchiya; T. Ando; Anal. Chem., 56 (1984), 111.
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eletroforese capilar de solugédo livre (sigla inglesa FSCE); a cromatografia
eltrocinética micelar capilar (MEKC), eletroforese capilar em gel (CGE);
eletroforese capilar por focalizag&o isoelétrica (CIEF) e a isotacoforese capilar
(CITP).%

A separagdo de drogas de abuso € realizada principalmente nos modos
CZE e MEKC.® As matrizes de escolha geralmente sdo sangue e urina mas
poucos sdo os trabalhos utilizando o cabelo como matriz de interesse.

No presente trabalho foram utilizados 0s modos da eletroforese capilar
em solugao livre, cromatografia eletrocinética micelar (sigla inlgesa MECK) e
eletroforese capilar em meio ndo-aquoso no estudo da otimizacdo da
separacdo de duas misturas de padrdes de opidides. Os mecanismos de
separagado utilizados neste estudo serdo descritos nos proximos topicos em

maior detalhe apds a descri¢do da instrumentacao utilizada.

1.5.1 — Instrumentacéo utilizada em CE

Um esquema tipico de um sistema de um sistema CE é mostrado na
Figura 1.2. O sistema consiste de uma fonte de alta tensdo, um capilar |,
eletrodos (geralmente platina) e um detector apropriado. A fonte de alta tenséo
é conectada, através dos eletrodos de platina, a dois reservatérios contendo
uma solugéo de um eletrolito conveniente. O tubo capilar de silica fundida é
entdo preenchido com a solugdo, e serve como canal de migragéo. O sistema
de deteccdo é interfaciado a uma computador e os dados obtidos s&o

analisados através de programas graficos adequados. O sistema de

*''s. Beale; Anal. Chem., 70 {1998), 279R.

17



Capitulo-1 - Introducio

introducdo de amostra no capilar pode se dar de duas formas:
eletrocineticamente ou hidrodinamicamente. Na injecdo eletrocinética, um
gradiente de potencial é estabelecido entre as extremidades do capilar,
enquanto que na injecado hidrodinamica utiliza-se um gradiente de presséo, por

um tempo determinado.™

Light
Capillary Electrophoresis source

Computer
] S

Data In Photocathode
Dats Qut

Chart Recorder

=
Catodo 8 Anodo
r +

|

Time {riin)

Figura 1.2 — Representagao esquematica de um sistema CE.%

1.6 — Fundamentos teoricos da CE

O principio da separacdo em CE baseia-se nas diferentes velocidades
que um soluto apresenta, de acordo com 0 meio em que se encontra. A

velocidade de um soluto sob a influéncia de um campo elétrico é determinada
através da equacéo [1]:

Vclef = /Llelef X E |.1]

2 R. Kuhn; S. Hoffstetter-kuhn; “Capillary electrophoresis: principles and practice”, New YorK:
Springer Verlag, 1993, 375.
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Onde: veer € a velocidade eletroforética do ion;, wer € @  mobilidade
eletroforética e E 0 campo elétrico.
A mobilidade eletroforética (ueer) de um soluto varia conforme a sua

carga e tamanho e pode ser descrita através da seguinte equacéo:

Har = e 2
6z

Onde: ¢ € a carga do ion; n é a viscosidade da solugdo e r o raio do ion
hidratado.

Quando ocorre a separagdo, os ions se movem em dire¢do ao eletrodo
de carga contraria e atravessam o detector. A mobilidade de um ion é
determinada pelo seu tamanho e carga idnica (equagao 2). Um ion pequeno
se movera mais rapido que um ion maior com a mesma carga. Similarmente,
um ion com duas cargas se movera mais rapidamente que um ion com
somente uma carga e de tamanho equivalente. Dessa forma, quando se separa
uma mistura tedrica de ions com diferentes tamanhos e cargas, os menores e
mais altamente carregados serdo primeiramente detectados. Moléculas

neutras tém mobilidade eletroforética igual a zero.™

* F. Tagliaro; W. F. Smyth: S. Turrina; Z. Deyl; M. Marigo; Forensic Sci. Int., 70 (1995), 93.
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1.6.2 — O Fluxo Eletrosmoético

Além da migragéo eletroforéetica dos ions, outro fendbmeno de migragéo
ocorre, a eletrosmose, ou seja, o fluxo de solugdo induzido pelo campo elétrico
0 qual confere a técnica de CE parte de suas caracteristicas de alta
eficiéncia.®® O fluxo eletrosmético (EOF, do inglés, eletrosmotic flow) é inerente
as espécies presentes no meio, isto &, cations migram em direcdo ao catodo
(eletrodo negativo) e os anions migram em direcdo ao anodo (eletrodo
positivo). O EOF é a forga motriz nas separag¢des por CE. Este fluxo origina-se
no anodo, segue em dire¢do ao catodo e bombeia eficientemente os ions do
soluto ao longo do capilar.”

O EOF ocorre em razéo da dissociacéo do grupos silandis acidos (SiOH)
presentes na parede interna do capilar quando em contato com 0 meio aquoso
tamponado (eletrdlito).” Em condi¢cdes de pH alto, os grupos silandis estdo
dissociados sob a forma de silanoatos (SiO’), que resulta em uma superficie
carregada negativamente. Nestas condi¢gbes (Figura 3) cations presentes em
solugéo (contra-ions) se organizam proximos a superficie da parede do capilar
(camada fixa). Como estes contra-ions ndo sao suficientes para neutralizar a
carga negativa da superficie da parede, uma nova camada de cations €&
iguaimente atraida (camada mdvel). As camadas fixa e mdvel formam uma
dupla camada do modelo de dupla camada elétrica de Gouy-Chapman-Stern-

Grahame.

;g Figura retirada do site: . . covndee. oo
M. F. M. Tavares, Quimica Nova, 20 (1997) , 493.
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anode

Fluxo Eletroosmotico (EOF})

Figura 1.3 — Representacao do EOF em um capilar de silica fundida

utilizado em CE.

Com a aplicagdo de um potencial através do sistema ilustrado na Figura
1.3, a camada maovel é arrastada em dire¢do ao catodo em fungdo da atracdo
eletrostatica. As moléculas de agua de solvatacdo dos cations também se
movem e originam um fluxo de solu¢do ao longo do capilar, que serve como
canal de migracdo denominado fluxo eletrosmdatico.

Dentro do tubo capilar, o EOF é caracterizado por um perfil linear
constante de velocidade, n&o contribuindo, portanto, para o alargamento das
bandas. Esta peculiaridade distingue a CE dos métodos cromatograficos em
fase liquida, que apresentam uma variacdo parabdlica para o perfil radial de
velocidade dentro da coluna, caracteristico do fluxo induzido por pressao.
Além disso, o EOF, em geral, de grande, magnitude é responsavel pela

conducdo dos solutos, sem distingdo de carga, na direcdo do detector,
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permitindo assim a analise simultdnea de amostras contendo solutos
catidnicos, neutros e aniénicos.”

A magnitude do EOF pode ser expressa em termos de velocidade (Vecr)

ou mobilidade (ueor):

B g6 CE 3]

Venr =
EOF 472_77
ou
£€06 [4]
Hrop =~ -
47n

onde: ¢ € a constante dielétrica da solugao; ¢ € a permissividade do vacuo; { é
potencial zeta; E € o campo elétrico e n € a viscosidade da solugdo tampéo.

A velocidade € dependente do pH e da concentragdo da solugdo de
eletrélitos (os quais influenciam o potencial zeta) e, em menor intensidade da
tenséo aplicada, da temperatura e de modificagbes quimicas da parede interna
do capilar. Em pH baixo (3,0 a 4,0) a ionizacao dos grupos silandis & pequena,
o potencial zeta é reduzido e o EOF ¢ insignificante. Em pH abaixo de 2,0 ndo
ha EOF em capilares de silica fundida, pois a maioria dos grupos silandis esta
protonada. Em pH alto os grupos silandis estdao completamente dissociados, o
que aumenta o potencial zeta e, consequentemente, a velocidade do EOF é
alta. A presenca do EOF permite a separagéo e detecgéo de cations e anions
em uma mesma analise, ja que é suficientemente forte em pH 7,0 e, acima
deste, consegue-se arrastar anions para o catodo.”® Se a temperatura ndo é

controlada, 0 aumento da concentracdo da solugdo tampao pode causar um
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aumento no EOF pelo aumento da corrente, que consequentemente, aumenta
a temperatura, reduzindo a viscosidade do meio.®

A velocidade do EOF (veor, cm/s) pode ser medida através do tempo de
migracdo, em segundos, de um composto neutro (tmn) conhecido como
marcador neutro (metanol em geral é utilizado), que pode ser adicionado a
amostra ou injetado diretamente em um capilar de comprimento efetivo (Ler)

conhecido através da equacéo:

Veor = 'R [3]

A mobilidade eletrosmética (ueor, cm?V's") pode ser calculada

dividindo-se a velocidade eletroosmatica pelo campo elétrico (E), em Volts/cm:

\%
Heor = % [6]

Valores tipicos de peor estao entre 10° a 10*em? V's™.

O movimento liquido ou aparente das espécies carregadas presentes
dentro de um capilar € a soma do EOF com a migracgéo eletroforética individual
de cada soluto. Primeiramente eluem os cations por possuirem migrag&o
eletroforética na mesma diregdo do EOF e os anions, mais lentamente, devido
ao seu movimento eletroforético ser oposto ao EOF. %

Uma vez conhecidos ou medidos experimentalmente (dados de um

eletroferograma) e demais parametros instrumentais torna-se possivel calcular

**D. R. Baker; “ (' apillary electrophoresis”, New York: John Wiley & Sons, 1995, 244,
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a mobilidade aparente (uap) de um determinado analito conforme a equagéo
dada a seguir:

[7]

onde: Li= comprimento total do capilar; Ler = comprimento efetivo do capilar; ty

= tempo de migracdo e V =tenséo (V).

1.7 - Eletroforese capilar em solucédo livre, cromatografia

eletrocinética micelar capilar e eletroforese capilar em meio ndao-

aquoso

1.7.1 - Eletroforese capilar em solucao livre

A eletroforese capilar em solugdo livre (free solution capillary
electrophoresis, FSCE ou capillary zone electrophoresis, CZE, como € ainda
comumente conhecida) € um dos modos de separacdo eletroforética mais
usados na pratica, provavelmente em razdo da facilidade de sua
implementagdo e otimizagdo de condi¢bes. Em FSCE, o tubo capilar é
simplesmente preenchido com um eletrélito, geralmente com caracteristicas
tamponantes. A separagdo ocorre como resultado de duas estratégias:
maximizar as diferengas entre as mobilidades efetivas dos solutos € minimizar
as causas de alargamento das zonas.

As equacgdes tradicionais que descrevem resolucao (R), eficiéncia (N) e
tempo de migragéo (tm) em FSCE incorporam o fendmeno de difusdo como

unica causa de alargamento das zonas, e podem ser escritas como:
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%
1 A% ’
R = — Hap+ 8
4\/5 (/Llap Iu i I{D(ﬂmédia + #EOF)j [ ]

N — Lef (luelef + /uEOF) ® V [9]
2DL,
. — LefL! [1 0]
(Koot + Hgor)

onde pap © ugp+1 S80 as mobilidades aparentes de dois solutos eluindo em
posicbes adjacentes, umeda € a mobilidade média dos solutos, peer € a
mobilidade eletroforética do soluto i, peor € a mobilidade do fluxo
eletroosmético, V é a diferenca de potencial aplicada, D é a média dos
coeficientes de difusdo dos dois solutos, L; € o comprimento total do capilar e
Lefe € a distancia do ponto de injecéo a posi¢ao do detector.

As equacgdes 8 a 10 indicam que o uso de tensdes elevadas € vantajoso,
pois implica em um ganho de resolugéo e eficiéncia, assim como na diminui¢do
do tempo de analise. Outra observacdo pertinente € que, em separagdes
dificeis, a resolugdo de pares de solutos eluindo muito préximos pode ser
melhorada pelo ajuste da magnitude do fluxo eletrosmético. Quando a
mobilidade eletrosmotica for aproximadamente igual, mas de sinal oposto a
mobilidade dos solutos, um ganho de resolugio € alcangado (equacgao 8). As
penalidades para este tipo de estratégia, no entanto, sdo: perda de eficiéncia

(equagao 9) e aumento consideravel do tempo de analise (equacéo 10)."
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1.7.2 - Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC)

A MEKC foi introduzida por Terabe e colaboradores em 1984.%° Neste
modo um surfactante ibnico (detergente) € adicionado a solugéo de eletrdlitos.
As moléculas do surfactante, em quantidade apropriada, formam micelas. As
micelas sdo formadas por um grupo hidrofébico orientado para o centro do
agregrado e o grupo carregado, que se orienta para fora do agregrado. Uma
representacao esquematica de uma micela anidnica é mostrada na Figura 1.4 e
uma representacdo esquematica do principio de separagdo do modo MEKC é

llustrado na Figura 1.5.

—rvy ld=— CAMADA
DE STERN

- =

-

DUPLA CAMADA
DE COUY-CHAPMAN

Figura 1.4 - Representagao esquematica de uma micela anidnica.
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t

A micela é envolvida pela camada de Stern que contém o0s grupos
ibnicos e também 50 a 80% dos contra-ions, conferindo & micela uma carga
residual positiva ou negativa em funcdo da carga das cabecgas. A camada de
Stern é envolvida por uma dupla camada elétrica difusa, denominada de dupla
camada de Gouy-Chapman, e que contém os restantes dos contra-ions

solvatados.?’

D, Attwood.; A.T. Florence,. “Surfatants Systems. Their Chemistry, Pharmacy and Biology”,
Chapman and Hall, London, 1983.
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Figura 1.5 — Representag¢ao esquematica da migracao de solutos neutros
por cromatografia eletrocinética micelar aniénica (A) e na presencga de
uma fase auxiliar (B). Detalhe mostrando monémeros e micelas de SDS,
ciclodextrinas e a interagcao de diversos solutos neutros com ambas as
fases. Um soluto nao-retido pela micela migra com velocidade do fluxo
eletrosmotico, vosm (Veor)- A velocidade eletroforética da micela é vem

enquanto que sua velocidade aparente final é vy.

Os agentes tensoativos adicionados ao eletrélito de corrida funcionam
como uma fase pseudo-estaciondria propiciando assim a formagdo de um

sistema cromatografico de duas fases. O eletrdlito representa a fase
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estacionaria, a qual é transportada eletrosmoticamente sob a¢do do campo
elétrico, enquanto que as micelas representam a fase secundaria, a qual é
transportada por uma combinacgio de eletroforese e eletroosmose. A partigéo
diferenciada de solutos neutros entre estas duas fases é responsavel pela
seletividade da separagdo. Problemas de coeluicdo em MEKC sdo em parte
solucionados pela adi¢do de uma fase complexante auxiliar: as ciclodextrinas.
Toda uma classe de separacdes que faz uso de ciclodextrinas de diferentes
tamanhos pertence a esta categoria, e vem sendo referida como MEKC-CD.
Sendo neutras as ciclodextrinas migram com a velocidade eletrosmética. A
particido diferenciada de solutos entre a micela e a cavidade da ciclodextrina

produz a seletividade extra requerida.®®

1.7. 3 — Eletroforese capilar em meio ndo-aquoso

Em relagéo a eletroforese capilar convencional, a eletroforese em meio
ndo-aquoso (NACE, do ingles non-aqueous capillary electrophoresis) explora
uma série de propriedades fisico-quimicas que o0s solventes oferecem para
controle de fluxo eletrosmético (EOF) e da migracéo do analito.?

As aplicagdes da CE em meio ndo-aquoso vem se tornando bastante
frequentes nos Ultimos anos e inimeras tém sido as aplicagdes desta técnica
para a separagao e identificacdo de solutos nas mais diversas matrizes e
solutos que ndo possuem carga.”® As separacdes em NACE tém sido
empregadas com bastante sucesso na analise de drogas para teste de

pureza™®, separacdes quirais” entre muitas outras™

M L. Riekkola; M. Jussila; S. P. Porras; |. E. Valko; J. Chromatogr. A, 892 (2000), 155.
J L. Miller; M. G. Khaledi; D. Shea; Anal. Chem., 69 (1997), 1223.
. Bjornsdottir; S. H. Jansen; J. Chromatogr. A, 711 (1995), 313.
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No capitulo 4 serdo mostrados os resultados obtidos referente ao uso
dos modos FSCE, MEKC e NACE no estudo da separacéo de duas misturas
de padrées de opidides: o mix A e o mix B cujos constituintes foram

identificados no Capitulo 3.

1.8 — Cabelo como matriz analitica de estudo

Os primeiros trabalhos de analise de cabelo foram publicados por
Hoppe™ no século XVIII (1858), onde o As foi determinado em cabelos de
cadaveres com aproximadamente 11 anos de sepultamento. Mas sé foi no ano
de 1979, com uma publicacdo de Baungartner* , que a andlise de drogas de
abuso em cabelo tornou-se destaque na area cientifica. Ele determinou os
niveis de concentracdo de opidides no cabelo humano através de uma
extracdo com metanol utilizando radioimunoensaio (RIA).

O cabelo € um substrato interessante para a investigagdo do uso de
drogas de abuso, pois diferentemente dos demais materiais biologicos, o
cabelo exibe um grande periodo de deteccdo dos analitos.®*°" Varios
estudos tém sido desenvolvidos para verificar o uso de drogas de abuso ilicitas
em cabelo, tais como heroina e cocaina e seus produtos de biotransformacgéo,
que podem ser identificados meses ou anos apds seu uso.® Além disso, o

cabelo € uma fonte de amostragem que apresenta inimeras vantagens: a

F Wang; M. G. Kaledi; Anal. Chem.; 68 (1996), 3460.

M Jussila; S. Palonen; S.P. Porras; M -L. Riekkola; Electrophoresis, 21 (2000), 586.

H Sachs; Forensic Sci. Int, 84 (1997), 7.

“A M. Baumgartner; P. F. Jones; W. A. Baumgartner; C. T. Black; The Journal of Nuclear
Medlcme 20 (1979), 748.

A M. B. Barreira; S. S. Rossi; Forensic Sci. Int., 70 (1995), 203.

C Jurado; C. Rodnguez—V:cente M. Menendez M. Repetto; Forensic Sci. Int., 84 (1997), 61.

P kintz; P. Mangin; Forensic Sci. Int.; 70 (1995), 3.

%3, Magura; R. C. Freeman; Q. Slddql D. S. Lipton; int. J. Addict., 27 (1992), 51.
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coleta das amostras de cabelo € um processo simples, n&o invasivo, sendo
dificil sua adulteracdo. Ndo sdo necessarias condigdes especiais de transporte
€ armazenamento, pois as amostras de cabelo sdo estaveis por um longo
periodo de tempo.® Existe ainda a possibilidade de se obter uma segunda
amostra, similar e correspondente a anteriormente coletada, para a realizag&o
de uma posterior andlise se necessario.*

A metodologia utilizada para a identificacdo de drogas de abuso
compde-se de duas etapas: primeiramente € realizada uma triagem prévia,
onde sao utilizados métodos imunologicos, seguida de uma técnica de
confirmagdo, como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/MS), que é a técnica mais citada na literatura especializada para a

identificacdo de opidides em cabelo, assim como outras drogas de abuso.”

1.8.1 - Incorporacéo das drogas no cabelo

Os fios de cabelo originam-se de pequenas organelas chamadas
foliculos capilares localizados na epiderme, 3 a 4 cm abaixo da membrana
epitelial. Estdo proximos e associados as glandulas secretoras: a sebacea, a
sudoripora e a apocrina. As secrecbes produzidas por estas glandulas nutrem
os fios de cabelo, sendo possiveis veiculos para a transferéncia de drogas para

a estrutura capilar.*?

® T, Cairms; D. J. Kippemberge; A. A. M. Gordon; “Hair anaiysis for detection of drugs of
abuse”. In S. H. Y. Wong; “Analytical therapeutical drug monitoring and toxicology”. Boca Raton:
CRC Press, 1997, 237.

A A M. Chasm A. F. Midio; Rev.Farm. bioquim. S. Paulo, Sdo Paulo, 27 (1991), 1.

A Polentini; C. Stramesu C. Vignali; M. Montagna; Forensic Sci. Int., 84 (1997), 259.

v Cirimele; P. Kintz; P. Mangin; Biomedical Chromatography, 10 (1996), 179.
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Cada fio de cabelo é constituido de trés estruturas celulares distintas: a
cuticula, o cortex e a medula.®® A cuticula externa é composta por uma Unica
camada de células alongadas justapostas. A cuticula envolve o cortex central
composto por células queratinizadas longas, formando fibras alongadas, que se
mantém unidas através de um cimento quimico especial. Nas células corticiais,
s80 encontrados granulos pigmentares chamados de melanina, responsaveis
pela cor dos fios de cabelo, dos olhos e da pele de cada individuo. A medula se
localiza na regido central do pelo, e pode ndo estar presente se este for muito
fino. E observada em fios de cabelo mais espessos.

Na Figura 1.6 é mostrada esquematicamente a estrutura de um fio de

cabelo.

“ M. A Huestis; E. J. Cone; “Alteernative testing matrices”. In S. B. Karch; "Drug abuse
Handbook”, Boca Raton: CRC Press, 1998, 799.
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Figura 1.6 — Estrutura de um fio de cabelo.”

O ciclo de vida do fio de cabelo humano consiste de trés fases; a
anagena, a catagena e telégena. A fase anagena é a de crescimento do fio de
cabelo permanecendo por dois a trés anos. Durante esse periodo a média de
crescimento é de 0,3-0,4 mm/dia (0,9 — 1,2 cm/més) e os capilares sanguineos
que envolvem o foliculo fornecem nutrientes e outras substancias exogenas,
como tragcos de metais, drogas, farmacos, etc. Essas substancias exdgenas
sao incorporadas ao fio de cabelo, e pressupde-se, que com seu crescimento
sejam transportadas ao longo dos fios.*

A segunda fase chamada de catagena é de transicdo entre o

crescimento ativo e a fase de repouso. Sua raiz torna-se queratinizada,

* R. O. Bost; Forensic Sci. Int., 63 (1993), 31.
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formando uma unica estrutura, e comeca a se separar do bulbo ou papila.
Apbs esse estagio, cessa o crescimento dos pelos, sendo a fase de repouso,
conhecida como teldgena podendo durar de dois a trés meses. Durante esse
periodo, os pelos sdo facilmente removidos se puxados. Comeca entdo a
ocorrer o crescimento de um novo fio de cabelo, na papila pilosa, sendo
expulso o fio em repouso. ™

O modelo geralmente proposto para explicar o mecanismo de
incorporagdo de drogas no cabelo € a difusdo passiva da droga através da
corrente sanguinea durante seu crescimento na base do foliculo. Ou ainda as
drogas podem ser incorporadas ao cabelo através das secregbes das
glandulas apdcrinas e sebaceas ou através da contaminacdo ambiental. *®

O mecanismo pelo qual a droga & depositada nesta matriz e a
estabilidade das ligagdes quimicas da droga nos sitios ligantes € um dos
fatores importantes para a interpretagdo dos resultados obtidos quando séo
analisadas amostras de cabelo.”* Em relacdo aos possiveis sitios de ligacdo
de drogas, trés componentes da estrutura capilar podem ser considerados:
proteinas, lipideos e melanina. Em alguns estudos foram evidenciados que os
principais responsaveis pela interacdo das drogas nos cabelos sdo a melanina
e as proteinas. A quantidade de melanina presente nos cabelos € um fator
relevante na determinagédo de drogas nesta matriz, devido a diferencas

individuais. Em cabelos escuros encontra-se maior concentragéo de melanina,

quando comparados com cabelos claros ou brancos.

4
4
4

L. Handersen; Forensic Sci. int., 63 (1993), 19.
J. Cone; Ther. Drug Monitor., 18 (1996), 438.
Pétsh; G. Skopp; M. R. Moeller; Forensic Sci. Int., 84 (1997), 25.

~ o O

G.
E.
L.
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Outro fator importante a ser considerado € a estrutura molecular da
droga estudada assim como suas propriedades fisico-quimicas.® Forcas
eletrostaticas e forcas de Van der Waals também sao significativas na
interacéo droga/melanina. Presume-se que formas catidnicas das drogas séo
atraidas pelos sitios aniénicos da melanina (possivelmente em grupos
carboxilicos ionizados). Forgas secundarias, tais como for¢as de Van der
Waals, provavelmente estdo presentes na atragcdo entre as estruturas
aromaticas das drogas e o nucleo aromatico indol da melanina. Os opidides e
a cocaina sao compostos que apresentam em sua estrutura esses
grupamentos funcionais.™

Os principais conceitos bioquimicos, citados por Potsch e
colaboradores®, para o entendimento da incorporacdo das drogas e
conservacao de farmacos e seus produtos de biotransformacéo durante a
formacéo das fibras capilares, s&o baseados no transporte biolégico através
das membranas celulares, principios de biotransformagcdo de drogas e
afinidade da substéncia a melanina. A rapida proliferagdo celular é associada
com a alta atividade metabdlica no foliculo capilar. Isso se deve a presenca de
inimeras enzimas capazes de promover reacdes de biotransformacdo das
substancias presentes. A permanéncia das drogas na estrutura capilar pode
ser explicada pela interacdo entre a droga e as proteinas presentes na fibra
queratinizada.

Alguns processos quimicos, como descoloragdo, permanente e
tingimentos geralmente séo realizados com o objetivo de modificar a aparéncia

dos cabelos. Os cosméticos utilizados atuam destruindo ou modificando

“® Y. Nakahara; K. Takahashi; R. X. kikura; Biol. Pharm. Bull., 18 (1995), 1223.
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estruturas que constituem os fios de cabelo. Os ingredientes desses produtos
podem também reagir com moléculas de drogas presentes no cabelo e
degrada-las, causando alteragdes nos locais onde provavelmente ocorra
deposicdo da droga, ou em seus sitios de ligagdo (melanina, proteinas,
lipideos).*

Um histérico sobre o uso de produtos cosméticos com intensidade sobre
a estrutura capilar deve ser considerado na realizac&o de analises de drogas
em cabelo. Alguns estudos demonstram que tratamentos cosméticos que
levam a uma perda de melanina, como a descoloragéo, afetam a quantidade da
droga consumida nos cabelos, provando que um dos principais fatores na
incorporaga@o de drogas nos cabelos é a afinidade pela melanina.

Varias questdes relacionadas a analise para identificagdo de opidides e
outras substancias nos cabelos ainda nao estdo totalmente esclarecidas.
Fatores como a influéncia de tratamentos cosméticos na concentracdo da
droga, a possibilidade de contaminagéo externa e a difusdo através dos fios
podem interferir na analise. Uma grande preocupacdo para os analistas € o
tempo em que as substancias se incorporam nos cabelos apds sua

administrac&o e o periodo em que neles permanecem.®

* G. skopp; L. Pétsh; M. R. Moeller; Forensic Sci. Int., 84 (1997), 43.
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1.8.2 - Amostragem

Coleta

N&o ha referéncias na literatura sobre uma padronizagéo em relagao ao
procedimento de coleta de amostra de cabelo. Ha um consenso entre os
estudiosos na area, que elegem como melhor local para a coleta dos cabelos, a
regido do vértice posterior, situada na regido distal da cabeca. Esta regiao
comparada com outras regides da cabeca é a escolhida pois tem menor
variabilidade no crescimento capilar, 0 numero de fios € mais constante e o
cabelo esta menos sujeito a interferéncias individuais, como sexo e idade. Além
disso, a coleta realizada nesta regido é menos aparente, esteticamente.®*2°%

Deve-se considerar também questdes éticas em relacdo a coleta.
Realizada na regido do vértice posterior apresenta menos problemas do que
em outras regides corpdreas. Amostras de cabelo oferecem menor invasao de
privacidade na coleta que amostras de urina." E uma tarefa relativamente
simples, podendo ser realizada em publico, em um tempo minimo, se
comparada a coleta de urina.>

Os cabelos coletados devem pesar de 50 a 200 mg conforme relatos de
recentes publicacbes. Como existem diferencas individuais em relacdo a

espessura e comprimento dos fios, ha dificuldade em estabelecer a quantidade

necessaria de fios de cabelo para a analise.

W R. Reid et al.; J. Toxicol. Clin. Toxicol., 34 (1996), 685.

'R L. Comlssans “Cocaine Phamacology and Toxicology”. In: K. K. Redda ef all., “Cocaine,
marijuana, designer drugs: chemistry, pharmacology and behaviour”., Boston: CRC Press,
1989 71.

J P Goullé; P. Kintz; Anal. Biol. Clin., 55 (1997), 435.

C M. Selavka; F. Rieders; Forensic. Sol Int., 70 (1995), 155.

M. J. Welch; Forensic Sci. Int., 63 (1993), 295.
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Os cabelos crescem em média 1 a 1,5 cm por més, podendo-se entéo
estimar o periodo em que o individuo fez uso da substancia, através da analise
do cabelo segmentado nessas medidas a partir da extremidade mais proxima
da raiz c:apilar.48 Sugere-se um segmento com 3 cm de comprimento, medidos
a partir da raiz, para procedimentos de triagem. Dessa forma, obtém-se
informacdes relativas a trés meses do uso da droga, anteriores a coleta do
material, podendo-se provar a abstinéncia recente.®

Levando-se em conta a variacao dos niveis de crescimento dos cabelos,
estes resultados ndo devem ser usados para determinar um periodo preciso de
exposicdo. Quanto mais distante da raiz capilar, maiores cuidados devem ser
tomados na interpretacdo dos resultados quantitativos nas secgdes individuais.

Vale a pena ressaltar que o cabelo em si € uma estrutura estavel.
Muitos problemas associados a outros materiais bioldgicos, como transporte,
armazenamento, adulteracdo e preservacdo podem ser evitados, sendo esta

também uma vantagem em utilizar o cabelo como espécime bioIc’>gic;o.55

Descontaminaciao

Como o cabelo pode sofrer contaminacdo externa, € necessario um
procedimento de descontaminagdo prévio a analise, para eliminar os possiveis
interferentes depositados.>® >’

Esse procedimento de descontaminagdo € tambéem importante na

remocdo de tratamentos cosméticos, os quais podem originar residuos

22 M. Martinez and col* J. Anal. Toxico., 17 (1993), 138.
o WI L. Wang; E. J. Cone; Forensic Sci. Int., 70 (1995), 13.
D. L. Blank; D. A. Kidwell; Forensic Sci. Int., 70 (1995), 13.
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Inadequados para analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC/MS) e para eletroforese capilar.>®

A International Society of Hair Testing recomenda que o processo de
descontaminacao deve consistir em uma lavagem inicial com um solvente
organico, uma segunda com agua ou uma solucdo tampdo e uma terceira
lavagem com um solvente organico.>

Os procedimentos de lavagem devem ser efetivos na remocé&o da
contaminagdo externa, mas ndo dos componentes presentes no interior dos
cabelos.™ Segundo Kintz e Mangin®', solugées tampado ou solventes organicos
usados nos processos de descontaminacdo sdo também usados para a
solubilizagéo das drogas nos cabelos, podendo estas ser extraidas.

Para solucionar esses problemas s&o propostos alguns critérios,
estabelecendo relagdes entre as concentragdes encontradas nas solu¢des de
lavagem e aquelas encontradas apds a digestdo dos cabelos.® Alguns
pesquisadores propdem a determinacédo de produtos de biotransformacio da
substéncia para evidenciar seu consumo, garantindo maior confiabilidade ao

resultado encontrado.®

Digestido e extracio

O cabelo &€ uma amostra sélida e muitos laboratérios efetuam sua

digestdo antes dos demais procedimentos analiticos. Preconiza-se o uso de

%D.A. Kidwell; D. L. Blank; Comments on the papeer by W. A. Baumgartneer and V. A. Hill:
gample preparation techniques. Forensic Sci. Int., 63 (1993), 137.

Somety of hair Testing; Forensic Sci. Int., 63 (1997) 3.

°w. A. Baumgartner and col.; Comments on the paper by D. L. Blank and col.: external
contamination of hair cocaine na issue in forensic interpretation. Forensic Sci. Int., 63 (1993),
157

®" G. Koren and col.; ;J. Clin. Pharmacol., 32 (1992), 671.
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4cidos e bases fortes para a digestd0.”” Sabe-se que solugbes alcalinas
promovem a hidrélise da heroina ou 6-monoacetilmorfina em morfina, podendo
nao refletir corretamente a concentrag&o de cada analito presente na amostra.
E necessario tomar precaucdes para evitar essas transformagdes pois podera
ocorrer perda do analito durante a digest&o.®

A solubilizagdo das substéncias presentes no cabelo pode ser feita
através da hidrolise quimica, acida ou alcalina, da hidrélise enzimatica, ou
ainda da extracao direta com solventes.®

A digestdo e extragdo dos analitos realizada em meio &cido, com acido
cloridrico (HCI) é o procedimento mais empregado.®®®" A digestdo em meio
alcalino, com hidréxido de sodio (NaOH) é pouco utilizada, quando se pretende
identificar a presenca de cocaina e opidides e seus produtos de
biotransformacao.®

Os cabelos segmentados em pequenas particulas podem melhorar a
recuperacdo de duas a trés vezes. A recuperagcdo em uma extragcao direta de
cabelos segmentados € menor do que em cabelos pulverizados, independente
das propriedades de permeabilidade do cabelo em relagido ao solvente de
extracdo. Segundo Eser e colaboradores®, a recuperacdo dos analitos é
melhor quando se analisam cabelos pulverizados comparando-os com cabelos

segmentados.

®2p. A Kidwell; J. Forensic. Sci., 38 (1993), 272.

2
SW.A. Baungartner and col., Forensic Sci. Int., 63 (1993), 121.

* J. Klein and col.; Ther, Drug Monit., 16 (1994}, 37.

Z O. Curcuruto et all.; Rapid Comm. Mass Spectrom., 6 (1992), 434.
7

3

9

;D DD

% D. Fritch and col.; J. Anal. Toxicol., 16 (1992), 112.

A. C. Springfield and col., Forensic Sci. Int., 63 (1993), 269.

M. R. Moeller; J. Chromatogr. C, 580 (1992), 125.

H. P. Eser; L. Potsch; G. Skopp; R. M. Manfred, Forensic Sci. Int., 84 (1997), 271.
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Existem na literatura especializada numerosos meétodos para extrair
substancias presentes nos cabelos. >58¢ 0 Alem da estabilidade do
analito, um dos requisitos para um procedimento de extragdo apropriado é que
o solvente utilizado alcance as diversas partes do cabelo onde tais substancias
encontram-se presentes. O método mais adequado parece ser a completa
digestdo do cabelo. Entretanto, para muitas substancias, a digestdo do cabelo
€ probleméatica, em muitos casos impossivel, devido a instabilidade do analito
em condigdes quimicas necessdrias para a digestédo da amostra.®*

Varios processos quimicos empregados nos cabelos podem impedir a
recuperagcdo das drogas ou destrui-las completamente.  Processos de
descoloracdo dos cabelos geralmente feitos sob condigcbes fortemente
alcalinas, podem degradar as substancias existentes no cabelo.”

Um procedimento de extracdo em fase sélida, destruindo-se as fibras
Capilares mecanicamente pode ser uma alternativa. Esse método pode ser
produzido pela pulverizagdo das fibras ou pelo aumento da superficie de
contato por banho de ultra-som das amostras de cabelo em solventes
organicos.

Eser e colaboradores™ encontraram melhores resultados na
recuperacdo de drogas — opidides, cocaina e benzoilecgonina -, quando
realizados processos de extracdo aquosos com metanol, em amostras de
cabelo.

Os requisitos do solvente para a extragdo das drogas séo:

- Deve alcangar os sitios onde as moléculas da droga estdo particularmente

localizadas;

° C. Offidani; S. Strano-Rossi; M. Chiarotti: Forensic. Sci. Int., 63 (1993), 171.
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- N&o deve decompor os analitos;
- Deve ter um &timo coeficiente de particdo solvente/cabelo, de acordo com
os principios de extragdo em fase solida.

Estudos de difusdo de corantes provaram que os solventes organicos
ndo penetram na matriz capilar queratinizada com a mesma magnitude que as
moléculas de agua. Embora, muitas drogas em sua forma ndo ionizada
dissolvam-se melhor em metanol, moléculas de agua s&do capazes de alcancar
todas as estruturas do cabelo queratinizado e capacitar a difusdo da fase
capilar e de forma eficiente.”

Considerando o conceito bioquimico de incorporagdo de drogas, a
ligacdo das moléculas das drogas pode ocorrer com o complexo da membrana
celular, com granulos de melanina, e com proteinas capilares. O complexo da
membrana celular € altamente exposto quando os cabelos s&o pulverizados.
De todos os alcoois, o metanol é reconhecido como o melhor para penetrar o
material queratinizado. Portanto, é recomendavel a recuperacédo de drogas
utilizando metanol e solucdes aquosas.®

Processos de extracdo aquosos em cabelos segmentados, e a eluigéo
em metanol permitem uma razoavel triagem para evidenciar 0 uso de drogas.
Neste aspecto, a analise de cabelo fornece resultados preferencialmente
semiquantitativos e quantitativos. Isso deve ser ressaltado, para que uma
recuperacdo completa da droga existente no cabelo seja considerada
diferente. E necessario, para cada substancia em particular, um processo de
extracéo altamente especifico. Muitos fatores devem ser considerados para a

escolha da melhor metodologia de extragdo de drogas em cabelo; Chiarotti,

v Cirimele; P. kintz; O. Mangin; J. Anal. Toxicol., 20 (1996), 555.
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em um trabalho de revisdo sobre extragdo de drogas em cabelo enumera
estes fatores. ™

Pichini e colaboradores’ avaliaram diferentes processos de digestdo e
extracdo para opidides em amostras de cabelo, utilizando meio &acido,
metanolico e meio aquoso. Relataram que diferentes concentragbes de
opidides foram encontradas quando submetidos aos métodos estudados e que
a diferenca nos resultados da relacédo entre a 6-monoacetilmorfina e morfina
ocorre devido ao fendmeno de hidrdlise durante o processo de extragéo.
Segundo esses pesquisadores ndo existe um método ideal de digestdo e
extracdo. Deve ser escolhido de acordo com o objetivo de analise a ser
atingido, a substancia que se pretende identificar e a relagédo custo/beneficio.
Concluem que a digestdo realizada em meio acido promove uma melhor
recuperagao dos analitos.

No presente trabalho diferentes metodologias de descontaminacéo,
digestéo/extragdo de amostra foram testadas e avaliadas para a analise de
opidides em cabelo via CE. No Capitulo 5 (estudo de metodologias de
extragcdo de drogas em fluidos bioldgicos) serdao mostrados e discutidos em
maiores detalhes os resultados obtidos durante procedimentos de extracio
diversos e qual foi o método de digestdo de escolha utilizados para a

quantificagdo de morfina e dos demais opidides utilizado em clinica médica.

"> L. Pétsh: G. Skoop; M. R. Moeller; Forensic. Sci. Int., 84 (1997), 25.

M. Chiarotti; Forensic Sci. Int., 63 (1993), 61.

*'s. Pichini and col.; Annual Meeting of Internatioan Association of Forensic Toxicologists 35,
Padova, 1997, Proceedings, Padova, University of Padova, 1997, 665.
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2 — Objetivos

A grande maioria dos trabalhos publicados objetivando a determinagéo
de drogas de abuso como os farmacos opidides em cabelo tém sido feitos
utilizando-se a técnica de cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometria de massas (MS) e/lou HPLC que s&o técnicas bem
estabelecidas e que fornecem resultados confiaveis. A CE comparativamente
a GC e HPLC ainda é uma técnica relativamente nova e ndo s&o muitos os
trabalhos encontrados em literatura mostrando o quéo Util e poderosa é a CE
como técnica analitica para a determinagéo de drogas, ndo sé opiaceos, mais
uma gama muito variada de outras drogas. Porém uma grande dificuldade
encontrada para determinacao e identificagdo de opiaceos em cabelo via CE
foi a adaptagdo de uma metodologia de digestdo de amostra ja existente e
utilizada por uma das técnicas acima citadas. Foram inumeros os
procedimentos de extracdo/digestdo de amostra testados para a elaboragdo
deste trabalho que objetivava ndo s6 o uso da CE, como também da CEC,
como técnicas alternativas para a determinacgao de opidides em cabelo.

Dessa forma este trabalho teve como principais objetivos:

1 — Desenvolver uma metodologia de extracao/pré-concentragdo de opidides
em amostras de cabelo.

2 — Desenvolver uma metodologia CE para a separacdo e identificacdo de
opiodides de diferentes classes em amostras de cabelo.

3 — Validar o métodos desenvolvido especificamente para morfina.

4 — Aplicar o método desenvolvido e devidamente validado na analise de

amostras reais.
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3 - Instrumentacdo, materiais, métodos, reagentes e amostras

3.1 - Instrumentacdo

Equipamento de eletroforese capilar

Para a realizagao das analises CE foi utilizado um equipamento de
eletroforese capilar Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA) equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD) de 190 a 600 nm, fonte de alta tensdo de 0
+ 30kV, controlador de temperatura por circulacdo de ar, controle do
equipamento e aquisicdo de dados através do software Chemistation CE

(versao 5.0 ver. A.08.03) da Agilent. Na Figura 3.1 é mostrada uma foto do

equipamento utilizado.

Figura 3.1 — Equipamento de CE utilizado para a realizagdo das analises

45



Capitulo-3 - Ingtrumentacdo; materiaily, métodosy; reagentes e amostray

Banho-maria

Um banho-maria modelo 550 (Fisaton, SP), com controlador de

temperatura de 30-110°C foi utilizado.

pHmetro

Um pHmetro DM (Digimed, SP) com eletrodo de vidro combinado

Ag/AgCl foi utilizado para a determinacdo de pH das solugbes preparadas.

3.2 - Materiais utilizados na preparacao de solucdées e amostras

a) micropipetas volumétricas da Gilson: 0-250 ulL; 200-1000 pL e 1000-5000
pl.

b) funil de separagéo de 25 ul.

c) Placas de Petri descartaveis.

d) luvas e bisturis descartaveis para o manuseio das amostras de cabelo.

e) baldes volumétricos de 5, 10, 25, 50 e 100 mL.

f) cartuchos para extragdo em fase sélida (SPE) com fases estacionarias: CN
(ciano), amino (NH), C1s (ocatadecil silica) (Strata, Phenomenex, Labtron,
Brasil), e cartuchos de troca idnica (Oasis MCX, Waters Corp., Milford, MA,
E.UA)

g) barras magnéticas para agitacédo.

h) vials de 1 e 150 uL.

1) unidades Filtrantes Millex (Dr. Millex, Millipore, SP) de 0,22 um e

0,45 um.

J) Seringas descartaveis.

K) Tubos eppendorf de 2 mL.
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I} capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA) de
75 um de didmetro interno e 360 um de diametro externo.

m) Manyfold Supelco Vispred™ DL (Supelco, Sigma-Aldrich Family, Sé&o

Paulo) , 12 portas.

3.3 - Reagentes e solucdes

Os solventes organicos utilizados para a preparacdo de solugédo padréao
de opidides, empregados nos testes de extragao foram todos de grau HPLC,
obtidos da Merck.

Foi utilizada agua desionizada (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA,
E.U.A)) para a preparagdo de solucbes de acidos e bases assim como das
solugbes tampao. A seguir sdo descritas as solugdes utilizadas durante a

realizac&o deste trabalho.

= Solug¢do concentrada de NaOH, 1 mol/L
Foram dissolvidos 4 g de NaOH (Reagente PA — Aldrich, Sigma-Aldrich
Family, SP) em 100 mL de agua desionizada e a solucdo foi armazenada em

frasco de polietileno.

= Solug¢édo de HCI 3,0 mol/L

Foram preparados 100 mL de uma solugdo estoque de 3,0 mo/IL
utilizando-se 29,53 mL do reagente concentrado (HCI PA Merck, t=32 %, d =
1,16 g/L) utilizando-se agua desionizada. A solugéo foi armazenada em frasco

de polietileno e mantida a temperatura ambiente.
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= Solugdo tampao de acido fosférico/monofosfato de soédio
(H:PO4/NaH,PO,)

Esta solugéo sera identificada a partir desta secao pela sigla TF.

Foram preparados 250 mL de uma solugao estoque TF 100 mmol/L com
pH 2,5, Estas solugdes foram preparadas através da diluicdo/ dissolugéo
adequadas dos reagentes HzPO4 (Merck, grau PA,1 = 85 % e d = 1,95 g/L)
NaH,PQO4 (Sigma-Aldrich, grau PA ) segundo a equacdo de Handersen-
Halsebach. O pH foi medido com o uso de um pHmetro.  Foram utilizados
2,09 g de NaH.,PO4 e 0,5 mL de HzPO4 concentrado. A solugdo obtida foi

acondicionada em frasco de polietileno e mantida sob refrigeracéo.

= Solugdo tampao de tetraborato de sédio (NaB;0;*10H,0)
Esta solugao sera identificada a partir desta secao através da sigla TBS.
Fol preparada uma solucdo estoque de TBS 100 mmol/L a partir da
dissolugéo de 9,53 g de Na,B407*10H,0 (Sigma-Aldrich, grau PA) em 250 mL
de H>O. A solugéo foi armazeda em um frasco de polietileno e mantida sob

refrigeragao.

=>Solugbes de dodecilsulfato de sédio (SDS) e ciclodextrinas

Foram preradadas 100 mL de solu¢&o 100 mmol/L de SDS através da
dissolugdo de 2,88 g do reagente padrdo (SDS grau PA, Merck). A solucéo
obtida foi acondicionada em frasco de polietileno.

Foram utilizadas ciclodextrinas com diferentes graus de substituicdo («,
B, d-ciclodextrinas) de diferentes procedéncias (Merk e Beckman). Como

tratam-se de reagentes caros e vendidos em pequenas quantidades (250 mg a
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Capitulo-3 - Inglrumentacdo, maleriaiy, metodos, reagentes e amostroy

1 g) os eletrolitos de corrida que utilizaram estes reagentes foram preparados
em pequeno volume (5 mL) pesando-se a massa necessaria (em mg) para a

concentragao requerida, diretamente no bal&o de preparo do eletrdlito.

= Padrées de opidides

Padrées de diferentes classes de opidides foram adquiridos juntos a
Radian (Austin, Texas, E.U.A.). Estes padrdes s&o comercializados como
solugdes metandlicas ou em acetonitrila e acondicionadas em ampolas de de
vidro (vidro ambar) na concentracdo de 1000 mg/L. Foram preparadas
solucdes estoque em metanol de 100 mg/L de cada um dos padrées. Estas
solugdes foram acondicionadas em frascos ambar de 5 mL e mantidas sob
refrigeracdo (-12°C). Além disso, todos os reagentes foram protocolados na
seg&o de protocolo do Instituto de Quimica para a oficializagdo do seu uso no
presente trabalho de pesquisa.

Solugbes de trabalho foram preparadas com as seguintes
caracteristicas:
1 — mix A: contém os padrdes dos principais opiaceos utilizados em clinica
médica: petidina (meperidina), morfina; tramal, naloxona, citrato de fentanila,
alfentanil HC! e citrato de sufentanila. Para esta mistura de padrbes foi
realizado o estudo de validac&o segundo o Protocolo ICH — Q 2B Novembro de
96 para a separagéo FSCE otimizada.
2 — mix B que contém os seguintes padrbes de opiaceos: petidina (meperidina),
6-acetil-morfina, morfina-3p-glucuronideo, morfina, codeina, tramal, naloxona,

metadona; pentazocina, nalorfina, 6-acetil-codeina, citrato de fentanila,
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Capitulo-3 - Ingtrumentacdo, maleriaiy, wmélodos, reagentey e omostros

alfentanil HCI, citrato de sufentanila e norefentanil. A estrutura destes opiaceos

é mostrada na Figura 3.2.
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HO No i HO
2-MORFINA 10 - NALAORFINA
6 |
\\\ ) //"}\/ i
1 ¥ =t NTTCHy —CH=—CH,
SN (0]
? e S ”
0 Hi CH3_C
(8) - 6-ACETILMORFINA
CH3
0] 13- METADONA
_ __ — _ .

o
I

CH37C—0  (12) 6. ACETILCODEINA

4 - NALOXONA

Figura 3.2 — Estruturas dos opidides que constituem a mistura de

padroes mix B.
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Capitulo-3 - Ingtrumentacdo; maleriais, métodos, reagentes e cuwmnostros

— Amostras de cabelo

Amostras de cabelo da regido do vértice posterior da cabega, de um
grupo de pacientes, do Grupo da Dor do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) foram selecionados para
a realizagdo deste estudo foram coletadas. Apods a coleta, as amostras foram
armazenados em saquinhos plasticos individuais, identificados através das
iniciais dos nomes de cada individuo. Qutros dados de identificacdo foram:
idade, sexo e cor do cabelo. Antes do uso as amostras eram picotadas com o
auxilio de um bisturi cirargico descartavel sendo manipuladas sempre com o
uso de luvas descartaveis.

Inicialmente foi feito um poo/ de cabelo com amostras dos diferentes
individuos. Este pool foi utilizado na realizacdo dos testes de extragdo

(Capitulo 5).
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= Condicionamento de capilares

Colunas capilares novas, antes de serem utilizadas foram lavadas
previamente com NaOH 1,0 mol/L por 25 min, agua desionizada por 20 min e
por ultimo com o eletrdlito de corrida por 25 min. Durante a realizacdo das
analises, a coluna capilar era lavada com o eletrélito de corrida por 3 min entre

cada analise efetuada.
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Capitulo-4 - Egudo sistemdtico-de composicdo de eletrdlito-porav separacdo
de opidides via CE

4 - Estudo sistematico de composicao de eletrolitos para

separacdo de opioides via CE

4.1 - Mix A

O mix A, como foi descrito no capitulo 3, é constituido pelos principais
opidides utilizados em clinica médica: petidina; morfina, tramal; naloxona;
citrato de fentanila, alfentanil HCI e citrato de sufentanila 1 mg/L.

O estudo de separacdo desta mistura de padrdes foi feito utilizando-se o

modo FSCE.

4.1.2 - Condicées experimentais utilizadas no estudo de

otimizacdo do mix A via FSCE

Na Tabela 4.1 sdo mostradas as condi¢cbes experimentais utilizadas no

estudo de otimizac&o do mix A.

Tabela 4.1 — Variaveis experimentais e instrumentais utilizadas para a

otimizagao da separagao do mix A

Deteccgéo capilar eletrdlito injecdo tenséo

1; 5e 10 s/ 50mBAr

TF*
200nm | Ly=47cm | 10 a 20 mmol/L 20 a 30 kV
e pH 2,5 (intervalos de
Mix A Lete = 40 cm 5 kV)
1 mg/L
1, 5e10
s/ 5kV

TF = tampao fosfato, preparagio da solugdo conforme descrigdo no Capitulo 3

A melhor separacgéo obtida para o mix A é ilustrada na Figura 4.1.
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de opidides viow CE

mAU

1,0 3 4 6

Tempo, min.

Figura 4.1 — Melhor separag¢ao obtida para o mix A 1 mg/L via CE.
Condigdes de analise: FSCE utilizando TF 20 mmol/L, pH 2,5, inj. 5 s/5 kV,
25 kV durante a analise, 200 nm, 25 °C. Os picos referem-se a 1)petdina,
2)morfina, 3)tramal, 4) naloxona, 5) citrato de fentanila, 6)alfentanil HCI e

7)citrato de sufentanila.

Pode-se verificar através da Figura 4.1 que foi obtida a separacao

completa para os componentes do mix A na linha de base.
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Capitulo-4 - Estudo sistematico-de composicaode eletrolito-porar seporacdo-
de opidides viow CE

4.2 - Otimizacdo da separacdo do mix B

O mix B, como foi descrito no capitulo 3, constitui uma mistura com 15
opidides entre eles os principais opidides utilizados em clinica médica (mix A),
alguns antagonistas e os principais metabdlitos da morfina, codeina e fentanis.
As estruturas dos opidides que constituem esta mistura é mostrada na Figura
3.2. do Capitulo 3.

No estudo de separagcdo do mix B foram utilizados 3 modos da CE: a
MECK (cromatografia eletrocinética micelar); a FSCE (eletroforese capilar em
solugao livre) e a NACE (eletroforese capilar em meio ndo aquoso). Todos
estes modos de separacdo foram abordados em detalhes no capitulo

introdutério.

4.3 — Condicées experimentais utilizadas no estudo de otimizacdo

do mix B via CE

Nas Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4 sdo dadas as informacbes a respeito dos
modos de CE explorados para a otimizagdo da mistura de padrbes mix B.
Nesses estudos foi utilizada uma solugdo na concentragdo de 5 mg/L.

O procedimento de analise em meio n&o-aguoso proposto para a
separagdo de padrbdes mix B foi feito com base em um trabalho encontrado na
literatura onde é feita a separacdo de uma mistura constituida pelos seguintes

farmacos: metadona; pentazocina; levofernol e dihidrocodeina.”

"'S. P. Porras ; M. Jussila; K. Sinervo; M. — L. Riekkola; Electrophoresis, 20 (1999), 2150.
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Capitulo-4 - Estudo sistewmdlico-de composicio-de eletyrdlito-pava sepoawacio
de opisidesy viev CE

Nas Figuras 4.2 a 4.6 sdo mostrados eletroferogramas explorando algumas

das condi¢des experimentais mostradas na Tabela 4.2.

22,5
20,0-
17,5-
15,0-
12,57
10,0-

m
A 7.5

5,0J_
2,5-
i

-2,51

-5,0 T — v T
4 6 8

Tempo, min.
Figura 4.2 - Eletroferograma obtido para o mix B via CE, modo FSCE.
Condigoes de analise: tampao fosfato 100 mmol/L, pH 2,5; inj. 5 s/5 kV; 25

kV durante a analise; 25°C, 200 nm.

A Figura 4.2 mostra que né&o foi obtida uma boa separacgao para a mistura

padréao mix B nas condi¢des analiticas exploradas.
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Capitulo-4 - Estudor sistemdticode composicio-de eletrdlito-para separacdo
de opidides viaw CE

tampao fosfato 100 mmol/L, pH 2,5; inj 5seg/5kV; 25 kV, 25C; 200 nm

|

U A

tampé&o fosfato 100 mmol/L, pH 2,5+ 2% MeOH; inj. 5seg/5 kV, 25 ¥/, 25T, 200 nm

1 H T T T 1

4 6 8
Tempo, min.

Figura 4.3 — Eletroferogramas obtidos para o mix B comparando-se

analises na presenca e auséncia Metanol (MeOH) no modo FSCE.

A Figura 4.3 mostra que com a adicdo de MeOH ao eletrdlito de corrida ha

uma melhoria na resolucéo da separacao.
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Capitulo-4 - Estudor sistematico-de composicio-de eletrdlito-para separacdo
de opidides viow CE

fosfato 70 mmol/L, pH 2,5 + 4,7% MeOH + 8 mmol/LJ -ciclodextrina
inj. 5 s/5 kV, 25 kV durante a anélise; 200C; 200 nm

M\/\«L

fosfato 70 mmol/L, pH 2,5 + 4,7% MeOH; inj. 5 s/5kV;
20° C; 200 nm; 25 KV durante a andlise.

fosfato 70 mmol/L, pH 2,5; inj. 5 s/5 kV,25 kV durante a analise;

200 C; 200 nm
M /\ N
1 ' 1 ' 1 ' I
4,5 6,0 7,5 9,0
Tempo, min.

Figura 4.4 — Eletroferogramas obtidos para o mix B comparando-se

analises feitas com eletrélitos utilizando diferentes aditivos organicos.

Observando-se a Figura 4.4 nota-se que com a introducdo da B-
ciclodextrina no eletrélito de corrida ocorre uma melhoria na seletividade da
separacéo; em pH 2,5 o fluxo elétrosmético é muito baixo, a ciclodextrina néo
tendo carga fica parada no capilar agindo como uma fase estacionaria
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Capitulo-4 - Estudosistemdlico-de composicio-de eletrdlifo-pora seporacio
de opidides via CE

semelhante ao processo de particdo que ocorre em HPLC (cromatografia liquida

de alto desempenho) onde os componentes da amostra particionam entre a fase
moével e a estacionaria e, conseqlentemente, ocorre a separagdo dos
componentes que constituem a amostra.

Na Figura 4.5 sdo mostrados alguns eletroferogramas obtidos variando-se
a concentracido de eletrdlito mantendo-se fixas as concentragbes de f-

ciclodextrina (8 mmol/L) e a porcentagem de metanol utilizada (4,7 %).

60 mmol/L pH 2,5

40 mmol/L fosfato pH 2,5 [\M /\//M //\/\ /\/\

20 mmol/L fosfato pH 2,5

T I T I T I T | T | T I
3,0 4,5 6,0 7,5 9,0 10,5

Tempo, min.

Figura 4.5 — Eletroferogramas obtidos para diferentes valores de
concentracao de eletrélito. Outras condigdes de andlise: inj. 5 s/5 kV, 25 kV

durante a corrida, A = 200 nm, 20 °C de temperatura.
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Capdtulo-4 - Estudo sistemalicode composicio de eletrolito-paror sepoaracio
de opidides viow CE

A partir dos resultados mostrados na Figura 4.5 optou-se por fixar a

concentragédo do eletrdlito em 60 mmol/L; nesta faixa de concentragdo os picos
estdo um pouco melhor resolvidos. Na Figura 46 s&o mostrados os

eletroferogramas obtidos variando-se a espécie de ciclodextrina utilizada.

y-ciclodextrina n “ M P p ’\
trimetil-B-ciclodextrina ﬁ w ﬁ n
hidroxipropil—B-cicIodextrinah P

MAA__M

B-ciclodextrina AMJ«
I\_M M AN
a-ciclodextrina MM

Tempo, min.

Figura 4.6 — Eletroferogramas obtidos variando-se a espécie de
ciclodextrina. Outras condi¢6es de analise: 60 mmol/L tampéo fosfato pH
2,5+ 4,7% Metanol, 25 kV durante a analise; inj. 5 s/5 kV; A = 200nm e 20°C de

temperatura. As concentragdes das CD utilizadas foi fixada em 8 mmol/L.
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Capitulo-4 - Estudor sistemdtico-de composicao de eletrdlito-powra separacio-
de opididey viow CE

Nas Tabelas 4.3 e 4.4 sao mostradas as variaveis analiticas e

instrumentais avaliadas nos modos MEKC e NACE no estudo de otimizacéo da
separaggdo do mix B. E também, sdo mostrados alguns dos eletroferogramas

obtidos para algumas das condi¢cbes avaliadas.
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Capdido-4 - Estudosistematico-de composicio de eletrdlito-parar seporacio-
de opidides viaw CE

Entre todas as condi¢cbes de separagdo avaliadas para a mistura de

padrées mix B a melhor condi¢cdo de analise obtida ¢é ilustrada pela Figura 4.9,
mostrada a seguir, utilizando como eletrolito de corrida tampé&o fosfato 60
mmol/L + 8 mmol/L B-CD + 4 % de MeOH (modo FSCE-CD); n&o foi possivel a
resolugdo na linha de base para todos os picos da mistura de padrées mix B
porem, foi possivel a identificacdo de todos os componentes desta mistura de

padrdes.
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Capitudo-4 - Etudo-sistematico-de composicio de eletrdlito-para seporacio-
de opidides via CE

124-

104 ¢ 14

N

6 - 13

10

2 - 11

, : .
8 10 12 14
Tempo, min.

Figura 4.9 — Melhor condigdo de analise obtida para o mix B utilizando-se
como eletrdlito tampao fosfato 60 mmol/L, pH 2,5 + 8 mmmol/L B-
ciclodextrina+4% de Metanol; inj. 5 s/10KV. 30 kV durante a analise, 200
nm e 20°C de temperatura. Os picos referem-se a: 1) petidina, 2) morfina,
3) Tramal,4) naloxona, 5) citrato de fentanila, 6) alfentanil HCI, 7) citrato de
sufentanila ,8) 6-acetilmorfina, 9)pentazocina, 10) nalorfina , 11) codeina,
12) 6-acetilcodeina, 13) metadona, 14) morfina-3p-D- glicuronideo, 15)

norfentanil
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Capitido-4 - Etudo sistematico-de composicio-de elelrdlito-porar seporacdio-
de opidides viaw CE

4.4 — Conclusoes

- A separacgao da mistura de padrdes mix A que é constituida pelos principais
opidides utilizados em clinica médica foi feita utilizando-se o modo de
eletroforese capilar em solucdo livre nas seguintes condicbes analiticas:
eletrolito de corrida TF 20 mmol/L, pH 2,5, inj. 5 seg/5 kV, 25 kV durante a
analise, 200 nm, 25°C com resolugéo na linha de base para todos 0s picos
desta mistura padrao (Figura 4.1).

- A separacdo do mix B que é constituido por 15 padrées de opidides foi
realizada utilizando-se o modo FSCE-CD nas seguintes condi¢ées
analiticas: eletrélito de corrida tampao fosfato 60 mmol/L, pH 2,5 + 8
mmmol/L B-ciclodextrina+4% de Metanol; inj. 5 s/10KV. 30 kV durante a
analise, 200 nm e 20°C de temperatura néo foi possivel a resolugéo na linha
de base para todos os constituintes desta mistura padréo porém foi possivel

a identificacdo de todos os picos (Figura 4.9).

70



CAPITULO 5

AV AD0) DY2A0J04Y2) 32 WHVHBOPIUOND 2P -0LAQYVA0D]




Capitulo-5 - Estudo-de metodologiay de extracio-

5 - Estudo de metodologias de extracdo para a determinacédo de

opioides em cabelo para determinacédo via FSCE

5.1 — Introducdao

Na maioria dos trabalhos encontrados em literatura sobre a
determinacdo de opidides em cabelo, as etapas de extracdo envolvem
procedimentos complexos de reacdes de derivatizagcdo para posterior analise
por GCMS (espectroscopia de massas acoplada a cromatografia gasosa).75
Porém tais procedimentos de analise algumas vezes podem promover reagbes
de hidrélise que levam a formacéo de outras formas da droga a ser analisada e
que ndo sdo do interesse da andlise.” Além disso, um bom método de
digestdo e extracdo de amostra deve apresentar uma boa relaggo
custo/beneficio. Portanto a escolha do processo de digestio/extracdo de
amostra é uma etapa crucial para a determinagéo de tracos de opidides em
cabelo.

Os métodos geralmente usados para a extracgdo de um componente de
uma matriz sdo os seguintes:

- Extracéo liquido-liquido (LLE);
- Extracéo em fase sélida (SPE);
- Microextracédo em fase solida (SPME),
- Extragao com fluido super critico (SFE).
A aplicabilidade destas metodologias muitas vezes limita-se a natureza

quimica e fisica da matriz de interesse e do método instrumental com o qual

pretende-se efetuar tais analises. Além disso, algumas vezes se faz necessario

®s. Pichini; I. Altieri; M. Pelegrini; R. Pacifici, P. Zuccaro, V. Furnari; C. Furnari; Annual
Meeting of International Association of Forensic Toxicologists, 35, Padova, 1997, Proccedings,
Padova, University of Padova, 1997, 665.
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Capitulo5 - Egudode metodologias de extracdio

também um processo de clean-up do analito a fim de se eliminar possiveis
contaminantes e melhorar o desempenho da analise.

Os procedimentos de extracdo citados anteriormente assim como quais
sdo as vantagens que estes métodos podem oferecer para 0 uso em
eletroforese capilar e, serédo abordados nos préximos topicos. Além disso,
estas técnicas de extracdo de amostra podem também auxiliar no aumento de
sensibilidade (limite de detec¢do) de tragos de analitos em diversas matrizes

entre as quais destaca-se a determinacao de drogas em cabelo.

5.2 - Estratégias para aumento de sensibilidade em eletroforese

capilar (CE) visando a determinacio de tracos de analitos

Em eletroforese capilar de zona (CZE), analitos catidnicos e anidnicos
podem ser separados devido as suas diferencas de carga e tamanho e
subsequientemente medidas on-column com detec¢cdo UV. Comparado-se a
CZE com as técnicas cromatograficas tradicionais, a CZE apresenta-se como
uma técnica alternativa de separagao, propiciando analises mais rapidas que
na cromatografia, com uma boa eficiéncia e com baixo consumo de reagentes
assim como de solventes. Com base nessas vantagens, a CZE vem sendo
utilizada em diferentes aplicagdes incluindo-se as seguintes areas:
farmacéutica, bioquimica, agroquimica, em analise de agua, de residuos de
diferentes espécies em gama variada de amostras (alimentos, tecidos e fluidos
bioldgicos etc.); tensoativos e quimica fina.™

Infelizmente, a CZE apresenta altos limites de deteccdo devido aos

volumes de amostras injetados que sao limitados (nL) e devido ao uso da

® K. D. Altria, S. M. Bryant, LC-CG, 15 (1997), 448.
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deteccdo UV que é feita diretamente no capilar em uma janela de detecc¢io de
dimensdes restritas e diminutas. Por isso, para a aplicacdo da CZE na analise
de tragos, a quantidade de analito ou a janela de detecg¢do do sistema precisa
ser aumentada. O ultimo aspecto pode ser implementado através do uso de
‘extensores de caminho optico” em conexado com o sistema de detecgdo UV,
ou alternativamente através do uso da deteccdo de fluorescéncia por laser
induzido (LIF).” Em ambos os casos, celas bolha ou celas em Z tém sido
utilizadas como recursos visando o aumento da janela de deteccdo para os
sistemas de deteccdo UV; porém o uso destes artificios promove um aumento
da relagé&o sinal-ruido por um fator de 3-6 vezes. A sensibilidade do detector
pode ser teoricamente aumentada com o uso da cela em Z, porém pode
apresentar resultados com baixa resolugcdo. O uso de recursos que visam
aumentar o tamanho da janela de detec¢cdo em eletroforese capilar muitas
vezes ndo promovem aumentos substanciais na sensibilidade do sistema. O
uso da detecgéo por LIF, uma sensibilidade extremamente alta de massa tem
sido descrita pela literatura, porém os sistemas de deteccdo LIF somente sdo
aplicaveis a poucos analitos assim como os comprimentos de onda disponiveis
nos sistemas comerciais por deteccado LIF sdo ainda limitados.

Outra alternativa para se promover o aumento da quantidade de analito
injetada no capilar é conseguida com a focalizacdo do analito no capilar
durante a andlise. Este Gltimo conceito envolve o stacking do analito, que pode
ser feito quando um plug de amostra é colocado (“sanduichado”) entre dois
eletrélitos o lider e o terminador (técnica esta denominada isotacoforese®).

Outra situacdo de focalizagdo acontece quando a amostra possui

;78 G. Hempel, Electrophoresis, 21 (2000), 691.
P. Gebauer, W. Thormann, P. Bacek, J. Chromatogr., 608 (1992), 17.
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condutividade mais baixa que o eletrdlito de corrida (técnica denominada

98 Com o uso destas estratégias os limites de detecgéo

campo amplificado
podem ser grandemente diminuidos, porém o uso das técnicas de stacking de
amostra em analises de rotina pode apresentar sérias limitagbes de ordem
pratica. Na isotacoforese as dificuldades comecam na selecdo adequada dos
eletrélitos apropriados para ocorrer o stacking e a separacao dos analitos. Ja
no caso do campo amplificado as dificuldades se encontram na dependéncia
da resisténcia de massa que depende da condutividade da amostra.

Para se superar os problemas encontrados quando se pretende
aumentar a sensibilidade, uma das saidas mais praticas esta na preparagao da
amostra. Neste contexto muitas técnicas de extracdo tém sido utilizadas
conjuntamente com a CZE, incluindo: extracdo em fase sélida (SPE),
microextragdo em fase sélida (SPME), microdidlise, pré-concentragdo on-line

através do uso de fases estacionarias empacotadas dentro do capilar e a

extracao liquido-liquido (LLE) a fim de se obter aumentos de sensibilidade.

5.3 - Enriquecimento e clean-up de analito por extracido liquido-

liguido (LLE): algumas consideracdes para uso em CZE

Em LLE, constituintes hidrofébicos da amostra sdo extraidos da fase
aquosa com solventes organicos imisciveis em agua. \Varios solventes
organicos volateis sdo usados, incluindo pentano, hexano, éter etilico, acetato
de etila, cloroférmio e cloreto de metileno (diclorometano). Para um analito /, o

processo de extragao pode ser ilustrado pela equacao:

Chien, D. S. Burgi, Anal. Chem., 64 (1992), 489A.

79
R. L.
%'S.H. Chen, Y, H. Chen, Electrophoresis, 20 (1999), 831.
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lamostra = Ifaseorgénica [1 1]

onde o indice subscrito amostra representa a solugdo da amostra e o
subescrito fase orgénica representa o solvente organico utilizados para a
extragdo. Em equilibrio, o coeficiente de particao para o analito (Ki) em um

sistema de duas fases é:

C. "
Ki — 1,fase organica 12
Ci,amostra [ ]

onde C; fase organica € @ concentragéo de equilibrio do analito (/) no solvente de
extracdo e Ciamostra © @ coONcentragdo de equilibrio do analito (i) na fase da
amostra.

Para uma extragédo LLE ser bem sucedida, o analito deve ser extraido
quantitativamente da amostra pela fase orgéanic, a eficiéncia de extrag&o ou
recuperacdo [Eg = quantidade extraida de /i / quantidade original de / na
amostra x 100 %] que deve ser da ordem de 100 %. A eficiéncia de extragao é
relacionada a ambos os coeficientes de particao (K;) e o volume do solvente

organico utilizado para a extrag&o (Vase organica):

v [13]
amostra + 1
|:[ J/ /kivfase orginica ] :l

onde Vamestra € 0 VOlume da amostra. De acordo com o que esta ilustrado na

Tabela 5.1, extragdes com alta eficiéncia podem ser obtidos em geral utilizando
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grandes volumes de solvente organico relativamente ao volume de amostra a

ser extraido.

Tabela 5.1 — Coeficientes de extragao (Eg) como fungao da relacao de
volumes amostra/solvente de extragao (Vsampie/Vamostra) € 0 coeficiente de

extracao (k;)

'R'elat}éo de
volumes Coeficiente de extragao (Eg)
(VsampeVase organica) ~ Ki=1 ~ Ki=10  Ki=100 Ki=1000 K;=10000
100 0,99 9,1 50 91 89
10 9,1 50 91 99 99,9
1 50 91 99 99,9 99,99
0,1 g1 99 99,9 99,99 £90.999

0,01 89 g9.9 99.99 99,999 98,9999

Compostos com alto coeficiente de particado podem ser extraidos
efetivamente com altos valores para a relag@0 VamostraViase organica , 0 VOlume de
solvente organico € normalmente comparavel ou pouco excede o volume da
amostra para reag¢bes de handabilidade ou para acelerar o processo da LLE.
Para os compostos que s&o usualmente analisados por CZE, que podem ser
acidos ou basicos, o ajuste de pH é de alta importancia para assegurar que
altos valores de coeficiente de particdo sejam conseguidos. Por isso, antes de
se fazer uma LLE de compostos basicos, o pH da amostra deve ser ajustado
dentro de um intervalo alcalino, enquanto que LLE de compostos acidos deve
feita em pH baixo. Na forma desionizada, acidos hidrofébicos ou bases sao
facilmente extraidos na fase organica imiscivel em agua. Em contraste, quanto
mais hidrofilicos sdo os compostos, mais baixos s&o os coeficientes de particdo

encontrados para suas formas deionizadas. Nestes casos, extracdes de par-
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ibnico serdo requeridas para se aumentar a eficiéncia de extragé081; ou
alternativamente, LLE pode ser realizada com altos valores para a relagao Viase
organica/ Vamostra . Para altos valores de coeficientes de extragéo (Eg) como ja foi
discutido anteriormente, em um procedimento LLE bem sucedido a etapa de
pré-concentracdo torna possivel que altas concentragdes de analito sejam
determinadas pela CZE (é o chamado fator de enriquecimento). Normalmente,
o extrato (fase organica) é evaporado até a secura e o residuo é reconstituido
em um pequeno volume para alcangar um alto fator de enriquecimento. Devido
a razbes praticas o volume de reconstituicdo € normalmente de 50 a 500 pulL.
Por isso quando o volume de amostra é limitado, isto €, 1,0 mL, o fator de
enriquecimento maximo teérico € da ordem de 2 a 20 (com 100 % de eficiéncia
de extracdo). Esta limitacdo é frequente no caso de amostras biolégicas
(especialmente para plasma), onde substancialmente altos enriquecimentos de
analitos (> 20) podem ser obtidos em casos onde grandes volumes de amostra
s&o disponiveis.

Além disso, no enriquecimento de analito, a LLE propicia o clean-up da
amostra. Sais inorganicos sido normalmente insollveis nos solventes
organicos utilizados em LLE e, consequentemente eles sdo retidos
preferencialmente na fase aquosa da amostra. Para amostras de plasma,
proteinas podem afetar a analise porque sdo facilmente adsorvidos na
superficie do capilar na CZE, porém as proteinas sdo também quase insollveis
nos solventes organicos usados em LLE. Todavia a LLE promove excelente
clean-up para sais € macromoléculas bioldgicas, um grande nuimero de outros

compostos podem ser co-extraidos durante a LLE. Como esta ilustrado na

4.2 Song; H. F. Chen; S. J. Tian; Z. P. Sun; J. Chromatogr. B, 708 (1998), 277.
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Tabela 5.1, matrizes com componentes iguais podem com uma relagéo de

coeficientes baixa pode ser extraida durante as condi¢cdes normais de LLE com

Vfase organica > Vamostra-
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5.3.1 - Algumas consideracdes sobre a solucio a ser injetada

Os solventes orgénicos utilizados para a LLE, que s&o imisciveis em
agua, ndo sdo injetaveis em CZE. Por isso, a LLE para CZE inclui a
evaporagdo do solvente organico. A reconstituicdo devera ser feita com um
solvente que seja miscivel com o tampao de separacdo e que gere condigbes
de corrente estaveis durante a CZE. Para se obter um alto enriquecimento de
analito, a reconstituicdo devera ser feita com pequenos volumes de solvente de
50 a 500 uL. O ideal é fazer esta reconstituicdo em agua pura. Esta solucdo se
misturara facilmente com o tamp&o de corrida e propiciara a formacédo de um
excelente meio para a aplicagao da técnica de campo ampiificado da amostra.
Todavia, muitos dos analitos que s&o extraidos por LLE e analisados via CZE
apresentam baixa solubilidade em agua pura; a sua reconstituicdo é
normalmente realizada em um tamp&o aquoso ou em uma mistura de agua e
solvente organico. Em alguns casos, dependendo do tipo de reconstituicao,
atengéo dever ser dada a forga i6nica do tampéao, porque a alta condutividade
do meio de injegao pode causar deterioracdo dos picos. Para a reconstituicao
de misturas de agua e solventes organicos polares a acetonitrila € o solvente
mais utilizado, pois permite uma boa solubilidade e uma condutancia elétrica
compativel com a da agua. Tipicamente, misturas 1:1 (v/v) de agua e
acetonitrila sdo utilizadas, algumas vezes, quantidades maiores de acetonitriia
podem ser usadas para a reconstituicao e analitos hidrofébicos. Infelizmente, a
injecdo de solventes puros na CZE em meio aquoso pode vira causar
flutuagcbes na corrente de separagdo em CZE. Uma solugdo para este
problema pode ser o uso da CZE em meio ndo-aquoso (NACE), onde a

amostra podera ser reconstituida com o mesmo solvente organico utilizado no
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eletrélito de corrida. O uso da NACE pode ser uma opc¢éo interessante NACE,
pois propicia diferencas de seletividade quando comparada coma CZE.

Do ponto de vista pratico, a etapa de evaporacdo em LLE é enfadonha,
e perdas do analito poderdo acontecer devido a adsor¢éo nas paredes do
recipiente ou devido a evaporacdo parcial. Estes s&o naturalmente os
inconvenientes da LLE para a CZE. Porém, por outro lado, a LLE promove um
excelente clean-up para diferentes tipos de matrizes. A remogao de sais das
matrizes ocorre automaticamente durante a LLE porque a maioria dos sais é
insoluvel nos solventes organicos utilizados para as extragdes. Por isso, 0s
extratos resultantes da LLE constituem um excelente meio para a pratica de

estratégias de aumento de sensibilidade durante a injecdo da amostra.

5.4 — Extraciao em fase solida (SPE)

A extracdo em fase sdlida, (do inglés solid phase extraction, SPE), &
uma técnica de preparacao de amostra, mais eficiente que a extragédo liquido-
liquido resultando em extragbes mais quantitativas que s&o mais facilmente
realizadas podendo ainda ser automatizadas. O uso de solventes e o tempo de
trabalho em laboratério podem ser significativamente diminuidos.

O SPE é mais utilizado para preparar amostras liquidas e extratos semi-
volateis e nao volateis de analitos, por isso também pode ser utilizada com
amostras sdélidas, cujos componentes sdo pré-extraidos com solventes. Além
disso, propiciam uma boa extragdo de amostra, concentragcio e clean-up. Os
extratores SPE sdo encontrados numa grande variedade de materiais quimicos
com diferentes tipos de adsorventes e tamanhos. E importante saber escolher

o produto mais adequado para cada tipo de amostra.
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5.4.1 - Extracdao em fase sélida de drogas em fluidos biolégicos

Materiais bioldgicos, como urina, sangue, soro e cabelo so matrizes
muito complexas que possuem em suas estruturas proteinas, sais, acidos,
bases e diferentes outros tipos de compostos organicos com propriedades
quimicas similares a dos analitos de interesse. Além disso, entre as diferentes
classes de drogas; como benzodiazepinicos, opidides, barbituricos, possuem
uma variedade de grupamentos acido-base e grupos funcionais que podem vir
a afetar fortemente a solubilidade ou afinidade de acordo com o sorbente
utilizado. Por isso, geralmente os métodos de extracdo propostos para
matrizes biolégicas sdo muito complexos. Para matrizes bioldgicas, extracdes
seletivas de drogas podem ser obtidas utilizando-se cartuchos SPE.®? Os
principios de operacao utilizados para uma extracao SPE s&o descritos no

préximo topico.

5.4.2 - Procedimentos de analise com os cartuchos SPE

As colunas ou cartuchos SPE sé&o feitos de polipropileno ou vidro com
volumes que variam de 1 a 20 mL, contendo de 100 a 1000 mg de material

adsorvente (fase estacionaria). Na Figura 5.1 € mostrado um cartucho spe.

2 R. Majors; D. Raynie, LC-GC, 15 (1997), 1106.
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p—
Corpo, tipo seringa (usualmente
de polipropileno ou vidra) —
Fritas com 20um de poro ' | Fase
(pode ser de polietilena, teflon ou ago} : estacionaria

_ Extremidade para
descarte

Figura 5.1 — Representag¢ao esquematica de um cartucho spe

5.5 - Como os compostos sdo retidos na fase estacionaria?

Os analitos de interesse sdo retidos na fase estacionaria conforme é

descrito na Tabela 5.2:

Tabela 5.2 — Processo de reten¢ao dos analitos

1) Fase Reversa (fase mével polar, fase estacionaria nao polar)
Interagoes hidrofébicas do tipo:
- nao-polar/ndo-polar

- van der Waals ou forgas de dispersao

2) Fase Normal ( fase movel nao-polar, fase estacionaria polar)
Interagoes do tipo hidrofilicas

- polar/polar

- pontes de hidrogénio

- W-T

- dipolo-dipolo
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- dipolo induzido/dipolo

3) Troca Iénica
Atracdes eletrostaticas dos grupos carregados do analito com os grupos carregados

da superficie do material da fase estacionaria.

4) Adsorgao
Interacdes do tipo hidrofébicas-hidrofilicas podem ser expioradas e dependem da

natureza quimica da fase estacionaria

S5.5.1- SPE - Fase Reversa

Separacgdes (ou extragbes) em fase reversa envolvem um solvente polar
(geralmente aquoso) ou moderadamente polar (fase movel) e uma fase
estacionaria ndo-polar. O analito de interesse € moderadamente nao-polar.
Varios dos materiais que constituem a fase reversa sdo silicas do tipo alquil ou
aril (como por exemplo, Cqs, Cg). Os grupos silandis hidrofilicos que constituem
a superficie da silica (geralmente com tamanho de poro de 60 A com particulas
de 40 pum de tamanho) sado modificados quimicamente com grupamentos
funcionais de natureza hidrofébica, como os grupos alquil e aril, conforme a

seguinte reacéo:

CH3 CH3
wowneSi—OH + Cl—Si —J:18H37—> wneSi—Q—Gi —é18H37 + HCI
H3 H3

A retencdo dos analitos organicos da soluc¢do polar na fase estacionaria

€ devido primeiramente as forcas de interacdo entre as ligacdes carbono-
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hidrogénio do analito e os grupos funcionais da superficie da silica. Estas
interacdes nao-polar/ndo-polar envolvem interagdes do tipo forgas de van der
Walls. Para eluir o analito que ficou retido na fase estacionaria deve-se usar
um solvente nao-polar, que quebra as liga¢des feitas entre a fase estacionéaria

e 0 analito de interesse.

5.5.2 - SPE - Fase Normal

Separacdes (ou extragdes) em fase normal envolvem um solvente polar
a moderadamente ndo-polar (fase movel) e uma fase estacionaria polar.
Silicas n&o substituidas ou modificadas (ciano, amino e diol) além de alumina e
florisil s&o tipicamente utilizados sob condi¢gées de fase normal de eluicdo. A
retencdo de um analito em fase normal é devido as interagbes entre 0os grupos
funcionais polares do analito com os grupos polares da fase estacionaria.
Estas interagées incluem pontes de hidrogénio, interacdes do tipo =« - =, dipolo-
dipolo e dipolo induzido-dipolo entre outros. Um composto adsorvido através
destes mecanismos é eluido com um solvente mais polar que o solvente
original da matriz.

As silicas com grupamentos amino, ciano e diol possuem grupamentos
alquil na geometria “cadeira” que estdo ligados aos grupamentos funcionais
polares da superficie da silica. Estas silicas, devido a estes grupamentos
funcionais s&o muito mais hidrofilicas do que as silicas utilizadas em fase
reversa. Assim como as silicas de fase normal, estes “recheios” podem ser
utilizados para adsorver compostos polares de matrizes ndo-polares. Os
cartuchos SPE s&o utilizados para reter e eluir seletivamente compostos de
estrutura similar (isto &, isémeros), ou misturas complexas, ou ainda, de
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diferentes classes quimicas, como drogas e lipideos. Estes materiais também

podem ser usados sob condi¢bes de fase reversa (com amostras aquosas),

para explorar as propriedades hidrofébicas das cadeias alquil.

5.5.3 - Solventes utilizados para SPE em fase reversa e normal

Na Tabela 5.3 algumas caracteristicas de solventes organicos

comumente utilizados em SPE sé&o mostradas.

Tabela 5.3 — caracteristicas dos solventes utilizados em SPE

“Polaridade

~ Nao-Polar
forte
A
v
Polar

fraca

Fase reversa Fase normal

fraca

A 4
Fase reversa Fase normal
forte

~ Solventes

Isooctano
Tetracloreto de
carbono
Cloroférmio
Cloreto de
metileno
(diclorometano)
Tetrahidrofurano
Eter dietilico
Acetato de etila
Acetona
Acetonitrila
Isopropanol
Metanol
Agua

Acido acético

Hexano

‘Miscivel em

agua?

Sim

nao

Muito pouco

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
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5.5.4 - SPE — Troca Ionica

Os cartuchos SPE de troca ibnica podem ser utilizados para extragdes
de compostos que s&o carregados quando em solugao (geralmente em meio
aquoso, mas algumas vezes em solvente organico). O mecanismo de retencéo
destes compostos € baseado principalmente nas atracdes eletrostaticas dos
grupamentos carregados do analito com 0s grupamentos carregados da

superficie da fase estacionaria.

5.6 — Microextracido em fase solida (SPME)

Microextragdo € definida como uma extragdo onde o volume da fase
extratora € menor do que o volume da amostra a ser extraida e a extragéo dos
analitos de interesse n&o € exaustiva. Em muitos casos pequenas fragdes do
analito inicial sdo extraidas para anadlise. A eficiéncia da extracdo é
determinada pela particdo do analito entre a matriz e a fase de extragdo. A
microextracdo em fase sdlida (SPME) foi desenvolvida na década de 80 do
século passado por Arthur e Pawliszyn.®®* O primeiro SPME comercial foi
desenvolvido pela Supelco em 1993 e um sistema automatizado foi
desenvolvido pela Varian. Um guia das recentes aplicacées mostrando cerca
de 400 analises realizadas por SPME® e trés livros textos dedicados ao

85,86, 87

assunto foram publicados Em um trabalho recente de SPME, estudos

de dindmica e quimica de processos de exiragdo de amostras séo

C Arthur; J. Pawliszyn, Anal. Chem., 62 (1990), 2145.

SPME Aplications Guide, Supelco, Bellfonte, PA, 1999.

5. Pawliszyn; in: Solid Phase Mlcroextractlon Theory and Pratice, Wiley-VCH, New York,
1998.
. Pawliszyn (Ed.), Aplications of Solid Phase Microextraction, Royal Society of Chemistry,
London 1999.

s A Scheppers Wercinski (Ed.); Solid Phase Microextraction: A Prafical Guide, Marcel
Decker, New York, 1999.
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discutidos®®®: mas os mecanismos da extragdo SPME ainda ndo s&o muito
bem conhecidos. A SPME foi interfaciada a HPLC (high performance Liquid
Chromatography) em 1995® e também & CE (Eletroforese Capilar)®', GC-ICP-
MS® e a muitas outras técnicas analiticas. Em um livro texto, Pawliszyn®

descreveu extensivamente o desenvolvimento de método envolvido na SPME.

5.6.1 — SPME e analise de drogas

Quando séo desenvolvidas metodologias SPME para a analise de
drogas, 0 analista tem em m&os uma grande gama de escolhas. No livro de J.
Pawliszyn® ha um capitulo que descreve detalhadamente como deve ser um
desenvolvimento de método SPME para a analise de drogas em fluidos
biologicos.

Atualmente a SPME vem sendo empregada por uma grande variedade
de analises de drogas em fluidos bioldgicos acoplada a diferentes tipos de
técnicas instrumentais. E uma técnica que apresenta baixos limites de
deteccdo e excelentes limites de quantificacdo. Especialmente quando a
modalidade headspace® é utilizada, as extracdes SPME oferecem um grande
potencial para clean-up de matrizes. Muitas aplicacbes vém sendo feitas nas
areas toxicologica e forense; a SPME apresenta um grande potencial de

aplicagdo para a anadlise de drogas e seu metabdlitos em fluidos bioldgicos

D Louch; S. Matlagh, J. Pawliszyn, Anal. Chem., 64 (1992), 185.

K Buchoholz, J. Pawliszyn; Anal. Chem., 66 (1994), 160.

0. Chen; J. Pawliszyn; Anal. Chem., 67 (1995), 2530.
%e.w Whang, in J. Pawliszyn (Ed) Aplications of Solid Phase Microextraction, Royal
9Somety of Chemistry, London, 1999, pg. 41.

L. Moens; T. DeSmaele. R Dams; P. VanDenBroeck; P. Sandra; Anal. Chem., 15 (1996),
604.
. Pawliszyn; in J. Pawliszyn; Aplications of Solid Phase Microextraction, Royal Society of
Chemistry, London, 1999, pg. 3.

° Z. Zhang: J. Pawliszyn, Anal. Chem., 65 (1993}, 1843.
88



Capitulo-5 - Estudo de metodologiny de extracdo

principaimente quando interfaciada a tecnicas instrumentais como a

eletroforese capilar.98

5.7 — Extracao com fluido super critico (SFE)

Fluido super critico (SF) é uma substéncia que esta nas condi¢Ges de
temperatura e pressao criticas. Extragdo supercritica depende da capacidade
do fluido supercritico dissolver seletivamente varias quantidades de
substancias nao volateis.® As propriedades de transporte de massa favoraveis
sdo capazes de variar as condigbes de temperatura e pressdo do SF,
promovendo mudancgas nas propriedades do solvente capacitando-o a extragéao
de substéncias de diferentes matrizes. Por estas razdes, muitos pesquisadores
tém investigado o uso da SFE como uma alternativa aos métodos
convencionais de analises de drogas em cabelo™ %"

Foi Sachs e colaboradores % que demonstraram pela primeira vez o
uso de fluido supercritico para a extragao de drogas em cabelo. Desde entéo,
uma vasta literatura sobre o assunto sobre a extracéo de opidides e cocaina
em cabelo vem sendo publicada'®

Antes de dar prosseguimento aos resultados e discussao deste capitulo

ha um conceito muito importante a ser definido e entendido: o conceito de

RECUPERACAO quando se aborda o tema extracéo.

% W. B. Street, Phase equilibria in fluid and sofid mixtures at high pressure, in: M. E. Paulaitis,
J. M. L. Penninger; R. D. Gray; P. Dacidson (eds.), Chemical Engineering at supercritical Fluid
gondlt/ons Ann Arbor Science, Ann Arbor, MI, 1983, pg. 3.
C. Staub; P. Edder; J. Veuthey, Importance of supercritical fluid extraction (SFE) in hair
analysns in: P. Ktz (Ed.), Drug Testing in Hair, CRC Press, Inc., Boca Ration, FL, 1996, p.121.
R. J. Maxwekk, J. F. Morrison, in; S. Wong, . Sunshme (Eds.); Handbook of Analytlcal
Therapeutlc Drug Monitoring and Toxicology, CRC Press, Inc, Boca Ration, FL, 1997, Ch. 5.
H Sachs; M. Uhl; Toxichem. Krimtech, 59 (1992), 114.
®H, Sachs; |. Raff; Forensic Sci. Int., 63 (1993), 207.
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5.8 — O conceito de recuperacdo

O isolamento inicial de um farmaco e seus metabdlitos em amostras de
origem biolégica é feito através da LLE ou outros procedimentos. Algumas
vezes, é necessaria a combinacdo de multiplos procedimentos para permitir
uma separacdo adequada. Muitos destes procedimentos de preparacéo de
amostra causam perda do farmaco de interesse, devido a extracao incompleta,
adsorcdo, perda de volume ou coprecipitacdo. Raramente o analito de
interesse pode ser completamente recuperado, salvo algumas excegbes, a
partir de amostras de origem biolégica, mas a perda podera ser minimizada
pela otimizagdo das condicdes do procedimento de extracdo''. O estudo de
recuperacédo reflete a quantidade do analito que € recuperada em um
procedimento de extracdo em relagdo a quantidade real presente na
amostra'®.

A recuperagdo absoluta de um método analitico € medida como a
resposta de uma matriz fortificada e extraida, expressa como porcentagem da
resposta produzida por uma solugdo padrdo que n&o foi submetida ao
procedimento de extracdo'®. Dessa forma estima-se o qudo eficiente é o
processo de extrag&do. A recuperacao € melhor estabelecida pela comparacgéo
das respostas de matrizes extraidas fortificadas com concentragbes baixas,
média e altas, em replicatas e extraidas, com aquelas obtidas para as solugdes
padrdo nao-extraidas, as quais representam 100 % de recuperacdo. Embora a
estratégia para a elaboracdo de um processo de extracdo objetive obter

recuperacdo proxima de 100% para maximizar a sensibilidade, é improvavel

''P. Edder; C. Staub; J. Veuthey, 1. Pierroz; W. Haerdi; J. Chromatogr. B, 658 (1994), 75.
! G. W. Peng; W. L. Chiou; I. Chromatogr., 531 (1990), 3.
223 F. Bressole; M. Bromet-Petit,; J. Chromatogr. B, 686 (1996), 3.

G. Szepesi; M. Gazdag; K. Mihalyfi; J. Chromatogr.; 464 (1989), 265.
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que uma recuperacgao de 50 % venha comprometer a aplicagdo da metodologia
proposta'®.  Um método com baixa recuperacdo (< 75 %) mas reprodutivel,
pode ser aceitdvel quando as amostras sdo analisadas com a calibragéo
apropriada dos padrdes. No entanto, n&o ha boa precisao e exatiddo quando a

recuperacéo do analito ndo é reprodutivel.'®

' R. Causon, J. Chromatogr.B; 689 (1997), 689.
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5.9 — Resultados e discussdo

Os testes de extragdo foram feitos utilizando-se um poo/ constituido por
diversos tipos de cabelo (cabelos de individuos brancos, amarelos, negros) em
tratamento clinico a base de opidides.

Inicialmente optou-se por seguir os procedimentos existentes na
literatura os esquemas dos procedimentos de extragdo avaliados séo

mostrados nas Figuras 5.2 a 5.4.

Pool de cabelo
50 - 150 mg

Filtracao

Cabelo Etanol

I Clean-up com etanol

3,0 mL NaOH 1mol/L Desprezar
A 100°C/1 h
tampao fosfato pH 7,0

Analise

Figura 5.2 — Esquema de extragao utilizando-se hidrélise alcalina (pH =

12)106-107

105

5 G. Peng; W. L. Chiou; J. Chromatogr., 531 (1990), 3.

J Klein; R. Forman; C. Eliopoulos; G. Koren; Ther. Drug. Monit., 16 (1994), 67.
"G, Koren; J. Klein; R. Forman; K. Graham. J. Clin. Pharmacol.; 32 (1992), 671.
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Na Figura 12 é mostrado o esquema de extragio utilizando-se hidrélise acida (pH <
4,0).

Pool de cabelo

50 - 150 mg
Clean-up com etanol
Filtracao
Cabelo Etanol

1,0 mL HCl O0,1mol/L

A 60°C/24 h,

neutralizacao c/

NaOH 1,0 mol/L

tampao fosfato pH 7,0
Analise

Desprezar

Figura 5.3 - Esquema de extragio utilizando-se hidrélise acida (pH < 4,0).'%1%

Na Figura 5.4 é mostrado o esquema de extragdo utilizando-se hidréiise em pH neutro
(pH =7,0)

' D. Valente; M. Cassini; M. Pipliapochi; G. Vansetti; Clin. Che.; 27 (1991), 1952.
P w. A, Baumgartner; V. A. Hill; Forensic Sci. Int., 63 (1993), 121.
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Pool de cabelo
50 - 150 mg

Clean-up com etanol

Filtracao
Cabelo Etanol
2,0 mL H,0 Desprezar
A 100°C/4 h
Resfriar
Cabelo Extrato
Desprezar
2,0 mL H,0
A 100°C/1 h
Resfriar
Filtracédo
Analise

Figura 5.4 — Esquema de extragéo utilizando-se hidrélise em pH = 7,0
Na Figura 5.5 sdo mostrados os eletroferogramas obtidos para as

diferentes metodologias de extragdo utilizando-se hidrolises em diferentes

valores de pH, metodologias estas sugeridas pela literatura especializada e

citadas no decorrer do texto.

"° 3. P. Findlay; J. Am. Chem. Society; 76 (1954), 2855.
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extrato alcalino

/

extrato aquoso

N—A_J\-&..L_L. |1 | \ ‘ . . "
extrato acido
M_u sl & s L . l
- ) A |\

t (min)

Figura 5.5 — Eletroferogramas obtidos para os testes de avaliacdo de
extratibilidade para as hidrélises em diferentes pH’s. Condi¢bes de
analise: tampao TF 20 mmol/L , pH 2,5; inj. 5 s/5 kV, 25 kV durante a
corrida, detecgao em 200 nm, 25°C. Os picos referem-se a: 1 — petidina, 2
— morfina, 3- tramal, 4 — naloxona, 5 — citrato de fentanila, 6 — alfentanil

HCI, 7 — citrato de sufentanila
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Comparando-se os eletroferogramas obtidos para as hidrélises com o
obtido para a mistura de padrédo mix A verifica-se que nenhuma das
metodologias propostas gerou resultados satisfatérios.

Uma das explicagbes é o fato de que em tais metodologias; o volume
final do extrato analisado é muito grande, a concentragdo de opidides que
possivelmente esta presente neste meio esta muito diluida; ou seja, fora do
limite de deteccao que a técnica de CE permite analisar.

Diante deste fato outras metodologias de extracdo encontradas em
literatura foram avaliadas."

O resultados obtido a partir dos teste de extracio realizado utilizando-se
a preparacao de amostra sugerida por Tagliaro e colaboradores''® partindo-se

de uma aliquota de 100 uL da solugc&o padréo mix A 10 mg/L é mostrado na

Figura 5.6.

gy
WWW oy WJ WMWWWWWWWWW Y

2 4 6 38 10 12 14
Tempo, min.

Figura 5.6 - Eletroferogama obtidos para o teste de extra¢ao utilizando-se
o procedimento sugerido por Tagliaro e colaboradores''®. Condigdes de analise

vide Figura 5.5.

"UF. Tagliaro; G. Manetto; D. Scarcella; M. Marigo: Forensic. Sci. Int.. 92 (1998). 201.
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O procedimento proposto nao forneceu nenhum resultado satisfatério o
pico que aparece no eletroferograma nao corresponde a nenhum dos padrbes
de opidides do mix A. E em fungéo da falta de resultados satisfatorios foi feito
um estudo sistematico de extragdo a fim de se obter uma metodologia de
digestdo de opidides em amostras de cabelo que apresenta-se uma boa
recuperacdo dos analitos otimizando-se gastos com solventes e tempo de
analise.

Na Figura 5.7 € apresentado um esquema que sumariza todos os testes
LLE e SPE efetuados partindo-se de 3 aliquotas diferentes da mistura padréo
mix A 10 mg/L (aliquotas de 25, 50 e 100 uL) que é constituida pelos principais
opidides utilizados em clinica médica. Optou-se por iniciar-se o procedimento
de extragdo com uma pré-digestdo executando-se uma hidrolise acida
utilizando-se HCI 0,25 mol/L, a Figura 5.7 sumariza todas as condi¢Oes

exploradas.
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A seguir serdo mostrados os resultados obtidos para as extragdes

efetuadas utilizando-se o esquema mostrado na Figura 5.7.

5.9.1 - Extracées LLE

Para as extragdes LLE foram selecionados solventes com diferentes

polaridades como &€ mostrado na Tabela 5.4:

Tabela 5.4 — Polaridade dos solventes’"? utilizados nas extragées LLE

‘Solvente organico  Polaridade -

Dicloremetano 3,1
Hexano 0,1
Acetato de Etila 4.4

Eter de Petrdleo 2.8

Na Figura 5.8 sdo mostrados os principais eletroferogramas obtidos para

as extragbes LLE do mix A com solventes utlizados.
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MMM’L
| ! | ! | ! ] f ] ! |
0 2 4 6 8 10

Figura 5.8 — Eletroferogramas obtidos para as extracdes LLE utilizando-se
como extratores: A — Diclorometano, B — Eter de Petréleo, C — Hexano, D —
Acetato de etila. Condi¢des de analise: tampao fosfato 20 mmol/L, pH 2,5;

inj. 5 s/5 kV; 25 kV; A = 200 nm; 25°C.

Entre os solventes utilizados o unico que propiciou um resultado positivo
foi o diclorometano. Com base nos valores de pKa dos opidides constituintes

da mistura de padrdoes mix A, que sao mostrados na Tabela 5.5, foi realizado

'"* Llovd R Snyder: Joseph J. Kirkland; Joseph L. Glajch.; Pratical HPLCMethod Development, Second
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um estudo a fim de se avaliar se o ajuste de pH do hidrolisado obtido apds a
etapa de hidrolise acida era uma fator que afetava a extratibilidade dos
componentes da mistura padrdo utlizando-se como extrator o diclorometano
que foi 0 unico solvente da etapa anterior de testes que forneceu um resultado

satisfatério.

Tabela 5.5 — Valores de pKa da mistura de padroes mix A

Compostos  Valores de pka
Petidina ' 7.9
Morfina 8,0
Tramal 7,94

Naloxona 8,5
Citrato de sufentanila 8,4

Alfentanil HCI 6,5

Na Figura 5.9 sdo mostrados os eletroferogramas obtidos para a LLE
utilizando-se diclorometano manipulando-se o pH da fase de hidrélise com

aquecimento (45°C, overnight).

Edition, John Wiley & Sons, Inc.; New York, 1997, pp. 727.
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Hidrolisado de partida em meio neutro
p/ LLE com CH,CL,
1

| y T ' T T T J T — T T
0 2 4 6 8 10
5
1
6
Hidrolisado de partida em meio basico 7
- p/ LLE com CH,CI, 2 3
| T T T T T T - | T T
0 2 4 6 8 10
Hidrolisado de partida em meio acido
p/ LLE com CH_CI 4 5
o ~ ,. ) 272 J‘ 3 6 7
| T 1 ' 1 ' I T | T T
) 2 4 6 8 10
Tempo, min.

Figura 5.9 — Eletroferogramas obtidos para a extragdao LLE com
diclorometano para diferentes valores de ajuste de pH do hidrolisado
apos etapa de aquecimento (para aliquota de 50 u L da mistura padrao
mixseven). Condi¢oes de analise: tampéao fosfato 20 mmol/L, pH 2,5; inj. 5
s/5 kV; 25 kV durante a analise; A = 200 nm e 25°C. Os picos referem-se a;
1)petidina; 2)morfina; 3) tramal; 4)naloxona; 5)citrato de fentanila;
6)alfentanil HCI e 7)citrato de sufentanila

Através da Figura 59 verifica-se que a morfina é extraida por
diclorometano quando o pH do hidrolisado de partida é ajustado; apos a etapa
de hidrolise acida com aquecimento, para pH basico. Os diferentes opidides
que constituem a mistura de padrbes estudada possuem valores de pKa altos,

ou seja, em meio basico estes opidides estdo neutros, estando neutros, séo
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mais facilmente extraidos pela fase organica extratora. Na Tabela 5.6 sao

mostrados os valores de recuperagdo obtidos para a extracdo LLE com

diclorometano partindo-se de aliquotas de 25, 50 e 100 pL da solugé@o padréo

mix A 10mg/L, considerando-se o hidrolisado de partida ajustado em pH 12

apos a etapa de hidrélise acida com aquecimento .

Tabela 5.6 — Valores de recuperagao obtidos para as extragdes LLE com

diclorometano para diferentes valores de concentragdao da matriz de

:ombbstbs %

xtraidos para aliquota de
25 uL

‘etidina ~ (ou 57,6 +2.00

1eperidina)

lorfina 10,7+1,4

ramal 5,4+0,30

laloxona N&o foi extraida

Jitrato de 11,5+2,30

:ntanila

Ifentanil HCI 74,3+3,4

Jitrato de 49,5+1,80

ufentanila

recuperagao* %

extracao

recuperacao* %

recuperagao®

para a aliquota de para a aliquota de

50uL

57,4

b}

10,6+1,2
7,940,45
Nao foi extraida

12,1£1,2

75,412 4

48,9+2,30

100 pL
57.8
10,8+0,80
7,6+0,50

Nao foi extraida

11,8+1,2

74,8+2,00

49,2+1,2

- *valores calculados com base nos valores de area obtidos para cada pico, em relagio
as areas obtidas com a mistura de padrées que ndo foi submetida ao tratamento em

questao.
- Injegado em triplicata
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Os valores de recuperagédo obtidos foram baixos, excecdo feita ao
alfentanil HCI cujos indices de recuperac&o superam a margem de 70 %. A
naloxona néo e extraida em meio basico. Para os demais opidides extraidos,
as taxas de recuperacao variarm de 10 a 50%. A morfina € destacada, pois
todo o estudo de extragdo avaliado visa a determinacdo deste opidide em
especial, visto que, as amostras de cabelo selecionadas para estudo
pertencem a um grupo de pacientes sob medicacdo a base de morfina.

Além disso, como o0s valores de recuperacgao obtidos através dos testes
LLE com diclorometano estéo abaixo de 50 % o que torna esta metodologia de
analise inviavel para o grupo de amostra selecionado para estudo.

Com a finalidade de se encontrar uma metodologia de extragdo com a
qual niveis de recuperacdo melhores pudessem ser atingidos, testes de
extragcdo em fase sodlida (SPE) utilizando-se cartuchos com diferentes fases
estacionarias foram realizados. Na secdo introdutéria deste capitulo foram
abordados os aspectos operacionais sobre SPE''® (mecanismo de extracio da
fase estacionaria, polaridade do solvente de eluigdo, condicionamento do
cartucho, eluicdo e preparacdo de amostra, etc). Nesta sec¢do sdo
apresentados o0s resultados obtidos para as extracbes efetuadas para
diferentes aliquotas de extragdo do mix A 10 mg/L (ali(juotas de 25, 50 e 100

ul) utilizando-se diferentes faixas estacionarias.
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5.9.2 - Extracoes SPE

O modo como deve ser feito o condicionamento, lavagem e eluiggo das

amostras nestes cartuchos podem ser encontradas no Guia para extragao em

fase sélida fornecido pela Supelco.'®®

Na Tabela 5.7 sdo encontradas as informacdes relativas ao tipo de

eluicdo (fase reversa ou normal) e quais foram os solventes e pH utilizados

durante este processo. A extragdes foram realizadas partindo-se de 25, 50 e

100 plL de solucdo padrédo mix A 10 mg/L e foram submetidas ao tratamento

mostrado esquematicamente na Figura 5.

Tabela 5.7 — Parametros de estudo utilizados para as extragdao da mistura

de padroes mix A utilizando-se SPE

realizagao dos testes

de extragao

Tipo de cartucho Cis NH- CN MCX
Aliquotas de volume da
solugao padrao mix A
10 mg/L
Utilizadas para 50 pL

[PH do hidrolisado apos
etapa de hidrdlise

acida a quente

Acido, basico e neutro

Eluicao

5mL 5 mL de 35% 5mL
acetonitril | de metanol + | acetonitrila
a 65% de

diclorometano

2ml 5% NH4sOH

em Metanol

"“Bulletin 910, Guide to Solid Phase Extraction, Supelco, Sigma-Aldrich Co., 1998:
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Nas Figuras 5.10 a 5.12 s&o mostrados os eletroferogramas obtidos para

os extratos SPE analisados.

A
Aol hoal sy A.ﬁ "
| ' | ! I ! | ! I ! | !
2 3 4 5 6 7
Tempo, mn.

Figura 5.10 — Eletroferogramas obtidos para os extratos SPE

utilizando-se cartucho com fase estacionaria Cq3 ; partindo-se do

hidrolisado ajustado em pH A) neutro, B) acido e C) basico, apos a etapa

de hidrdlise acida a quente. Condi¢des de analise: tampao de corrida TF

20 mmol/L, inj. 5 s/ 5 kV, 25 kV durante a corrida, detec¢cao em 200 nm e

25°C de temperatura.
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Tempo, min.

Figura 5.11 — Eletroferogramas obtidos para os extratos SPE
utilizando-se cartucho com fase estacionaria CN; partindo-se do
hidrolisado ajustado em pH A) neutro, B) acido e C) basico, apés a etapa

de hidrdlise acida a quente. Condigdes de analise: tampao de corrida TF
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20 mmolL,, inj. 5 s/ 5 kV, 25 kV durante a corrida, detecgdo em 200 nm e

25°C de temperatura.

-

I 1 I I. ‘I Ll ' 1
0 2 4 6 8 10

Tempo, min.

Figura 5.12 - Eletroferogramas obtidos para os extratos SPE
utilizando-se cartucho com fase estacionaria NH,; partindo-se do
hidrolisado ajustado em pH A) neutro, B) acido e C) basico, apds a etapa
de hidrélise acida a quente. Condi¢bdes de analise: tampao de corrida TF
20 mmolL, inj. 5 s/ 5 kV, 25 kV durante a corrida, detecgao em 200 nm e

25°C de temperatura.
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eletroferograma do extrato
obtido para a aliquota de 25uL ﬂ ; I
" A Dooa Aol \se, A

eletroferograma do extrato

obtido para a aliquota
de 50uL

2
1 5
eletroferograma do extrato 34 67
obtido para a aliquota de 100uL
I ! | ! I ! | ! i ' 1
0 2 4 6 8 10

T (min)

Figura 5.13- Eletroferogramas obtidos para os extratos SPE utilizando-se
fase estacionaria MCX. Condi¢oes de analise: tampao fosfato 20 mmol/L,
pH 2,5; inj. 5 seg/5 kV; 25kV; A = 200 nm, 25°C. Os picos referem-se a:
1)petidina; 2)morfina; 3)tramal; 4)naloxona; 5)citrato de fentanila, 6)

alfentanil HCI e 7)citrato de sufentanila
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Na Tabela 5.8 s&o mostrados os valores de recuperacao obtidos para
as fases estacionarias SPE citadas na Tabela 5.7 acima e um detalhamento
maior sera feito para o cartucho com fase estacionaria MCX. O processo de
extracdo com esta fase estacionaria & mais facil comparativamente as demais
metodologias de extracdo até aqui testadas e propiciou taxas de recuperagao

consideraveis como pode ser verificado observando-se a Tabela 5.8
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Capituldo-5 - Etudo-de metodologias de extracdo-

As extracBes efetuadas utilizando-se cartucho com fase estacionéria
amino (NH.) e ciano (CN) néao forneceram resultados positivos de extracao
para nenhuma das aliquotas de partida. O unico a fornecer resultados
positivos foi o cartucho com fase estacionaria C1g . Valores de recuperacéao
acima de 80% foram alcancados para a naloxona (96% em média) e valores
acima de 60% para petidina (67% em média) e acima de 60% para citrato de
fentanila e alfentanil HCl. Para a morfina o valor de recuperagdo ainda é
consideravelmente baixo, em torno de 10%. Ja a extragao utilizando o cartucho
MCX propiciou uma recuperacdo superior a 90 % para a morfina, que € o
analito de interesse. E de 68 a 80 % de recuperagao para 0os demais padrées
de opiaceos do mix A. A extracdo SPE utlizando-se o cartucho com fase
estacionaria trocadora de ions foi escolhido como metodologia de
digesta@o/extragdo para o grupo de amostra selecionado para estudo. No
proximo topico serdo dadas maiores informacdes a respeito desta fase

estacionaria.

5.10 - Cartuchos SPE com fase estacionaria MCX

Cartuchos SPE com fase estacionaria MCX. Sdo da linha de produtos
OASIS® , comercializados pela Waters. A sigla MCX vem do inglés Mixed-
mode Cation-eXchange reversed-phase, constituido por uma fase polimérica
sorbente muito utilizada para o processo de extracdo de drogas de natureza
quimica basica, acida e neutra em matrizes bioloégica (plasma, soro e urina),
mais ainda de uso muito recente no Brasil, estes cartuchos foram introduzidos
no mercado norte-americano em meados de 1996 e ndo precisam ser

condicionados antes do uso, como € o caso das outras fases estacionarias
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encontradas em cartuchos SPE. A estrutura do polimero que constitui esta

fase estacionaria é mostrada na Figura 5.14.

Figura 5.14 — Estrutura quimica da fase estacionaria MCX

Na Figura 5.15 € mostrado esquematicamente como ¢ feita a extracéo

utilizando-se esta fase estacionaria.
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Cabelo
Picotado
100-200 mg

3 ml, HC1 0,25 mol/L

A 4 45°C em. banho-maria
Overnight

Apbcacao direta neo cartucho
MCX

Cartucho SPE
MCX

2 mL HCI 0,1 molfL

2 ml MeOH

Eluicéo ¢/ 3 mL 5% NH,OH em MeOH

Fase eluida é evaporada a secura sob fluxo de N2
Amostra é ressuspendida com 250pL de H20

Analise

*Como foi feito anteriormente para os demais testes de extragio avaliados foram utilizadas 3
aliquotas diferentes de solugao padrdo para os testes de extragdo (25, 50 e 100 pL do mix A
10mg/L), uma amostra de cabelo de um individuo ndo usuario fortificada com uma aliquota de

100 uL da mesma solugao padrdo utilizada para efetuar os testes de extragido afim de se
avaliar possiveis interferéncias de matriz

Figura 5.15 — Esquema de extragao SPE utilizando-se fase estacionaria
MCX
Na Tabela 5.8 foram mostrados os valores de recuperagdo obtidos para
os constituintes da solucdo mix A e na Figura 5.16 é mostrado um grafico de
barras para ilustrar melhor os resultados alcancados utilizando-se esta fase

estacionaria e que ja foram apresentados na Tabela 5.8.
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(0,125 mg/L
(0,250 mg/L
00,500 mg/L

Figura 5.16 — Grafico de barras para os resultados obtidos para o
estudo de extragao SPE efetuado utilizando-se a fase estacionaria
MCX

Através da Tabela 5.8 e do grafico mostrado na Figura 5.16 verifica-se
que os valores de recuperagdo para os constituintes da mistura padréo
analisada superam a margem dos 70% excecéo feita a naloxona cuja taxa de
recuperagdo girou em torno dos 68% em média. Para a morfina, que é o
opiaceo de maior interesse, as taxas de recuperac¢des obtidas variaram de 91 a
100%. Estes valores de recuperagdo sdo melhores comparados aos demais
resultados obtidos através das extragbes LLE e SPE anteriormente mostrados.

Na Figura 5.17 sdo mostrados os eletroferogramas de uma amostra de
cabelo de um individuo ndo usuario de opidides ha mais de 6 meses fortificada
com uma aliquota de solugdo padrao mix A de 1 mg/L para se verificar o efeito

de matriz no processo de extra¢éo de escolha.
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Figura 5.17 - Eletroferogramas obtidos para: A) mistura de padroes mix A 1 mg/L,
B) amostra de cabelo de individuo ndo usuario e C) amostra de cabelo de
individuo ndo usuario fortificada com solugdo padrdao mix A 1 mg/L cabelo
Condigoes de analise: tampéao fosfato 20 mmol/L, pH 2,5; inj. 5 s/5 kV, 25 kV;
25°C, A = 200 nm. Os picos referem-se a: 1 — petidina; 2 morfina; 3 — Tramal; 4 -
naloxona; 5 — citrato de fentanila; 6 — alfentanil HCI e 7 — citrato de sufentanila; # -

pico nao identificado.

116



Capitulo-5 - Estudo-de metodologins de extracdo

Na Tabela 5.9 sdo mostrados os valores de taxa de recuperacdo obtidos

para a amostra de cabelo fortificada com solugéo padréo mix A 1 mg/L.

Tabela 5.9 — Valores de recuperagiao obtidos para amostra de cabelo fortificada
com mix A por extragdao em fase soélida utilizando-se cartucho com fase

estacionaria MCX

Compostos extraidos % Recuperagé'bw‘w
Petidna 8421020

Morfina 99,8 +0,50
Tramal 100+0,10
Naloxona 58,0+0,50
Citrato de Fentanila 64,9+0,40
Alfentanil HCI 66,0+0,20

Citrato de sufentanila 89,7+0,20

1 . o
Valores calculados para 3 replicatas de andlise

Observando-se a Figura 5.17 e os resultados mostrados na Tabela 5.9
indicam que os indices de recuperacao para petidina, morfina e tramal superaram o
patamar dos 80 %. Para o analito de interesse o indice de recuperacdo foi de 99,8
%, sendo assim ndo se verificou a influéncia do efeito de matriz . Com base nos
resultados aqui avaliados e apresentados pode-se afirmar que a metodologia de
extracao e clean up escolhida para a extragdo de morfina em amostras de cabelo é
uma metodologia adequada.. No Capitulo 8 sdo mostrados os resultados obtidos

através da extracdo de amostras reais submetidas ao procedimento de extracéo
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apresentado nesta secdo. Na Tabela 5.10 sdo mostrados os resultados relativos a
reprodutibilidade do método utilizando-se uma série de cartuchos MCX (10
diferentes cartuchos do mesmo lote, para uma aliquota de 100uL de solug&o padréo

mix A 10mg/L) para o analito de maior interesse, a morfina.
Tabela 5.10 — Reprodutibilidade para a extragcao SPE de morfina

utilizando-se cartucho de troca iénica (MCX)

Opidide y v ey
1782
17,75
17,64
17,83
17,11
Morfina 17,57
17,23
17,37
17,17
17,54

Media (n = 10) 17,50 + 0,25 1,44%

Verifica-se através da Tabela 5.10 que a metodologia de extragdo proposta
apresenta uma boa reprodutibilidade com um coeficiente de variagdo da ordem de

1,44%.
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5.11 - Conclusdes

A partir dos resultados apresentados pode-se inferir que:
Resultados positivos para os diferentes solventes utilizados para as extragdes LLE
86 foram obtidos com o uso de diclorometano partindo-se do hidrolisado em meio
bésico (pH = 12,0) ap6ds a etapa de hidrélise a quente.
Resultados positivos e com niveis consideraveis de extragdo foram alcangados para

a extracdo em fase sodlida (SPE) utilizando-se cartucho com fase estacionaria

trocadora de ions (MCX).
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Capitulo 6 - Validacio do metodo desexwolvido

6 — Validacéao do método desenvolvido

6.1 - Introducdéo

“O procedimento de validagdo dos métodos pode ser tedioso, porem a
consequéncia de néo fazé-lo é, com certeza, um desperdicio de tempo, dinheiro e
recursos (J. M. A. Green, 1996)"**

A validagdo de um método é o processo usado para estabelecer os
parametros de desempenho analitico que sao adequados para a aplicagao para a

15116 Além disso, os dados da validagdo sdo também partes

qual é destinado
integrantes de qualquer documentacio submetida as agéncias governamentais de
regulamentacdo da Comunidade Européia, Japao, EUA e outros paises, quando
se pretende o registro de métodos usados para quantificacdo de farmacos em
fluidos bioldgicos."'” E um dos elementos basicos de todo e qualquer sistema de
qualidade laboratorial, como propdem as Boas Praticas de Laboratério (BPL) e a
ISO Guia-25, entre outros.

Um consenso sobre os requerimentos para a validacdo de métodos
analiticos foi obtido por um juri de peritos que se reuniram em uma conferéncia
sobre Validacdo de Metodos Analiticos: Biodisponibilidade, Bioequivaléncia e
Estudos Farmacocinéticos, em Washington, 1990. Os resultados foram

11
j 18

compilados e reportados por Shah ef a No Brasil, a discussdo mais recente

sobre validacdo de métodos analiticos aconteceu por ocasido da elaboragdo da

") M A Green; Anal. Chem., 68 (1996), 305 A.
" F. Bressole; M. Audran; T. N. Pham; J. J. Vallon; J. Chromatogr. B, 687 (1996), 303.

:16 R. Causon; J. Chromatogr. B, 689 (1997), 175.
117 J. R. Lang; S. Bolton; J. Pharm. Biom. Anal.; 9 (1991), 435.
® P. D. Shah; J. Pharm. Sci., 81 (1992), 309.
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Capitulo 6 - Validacio do-método- deserwolvido

Resolugcdo 391 de 09/08/1999 que trata da regulamentacdo de medicamentos

genéricos em nosso pais.

Os principais parametros da validagio de um método estao definidos na

Tabela 6.1.
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Capitwlo 6 - Validacio do-método-desenwolvido-

Todos os termos definidos na Tabela 6.1 sdo conhecidos como
parametros de performance analitica e algumas vezes como figuras analiticas
de mérito. Muitos desses termos sao familiares e usados diariamente no
laboratério. Entretanto, podem significar diferentes conceitos para diferentes
pessoas. Existem na literatura dois grandes guias de normalizacéo e aplicacao
de metodologias de validagdo: as normas USP'® e as normas ICH.'® Em
ambas, as terminologias e definicbes utilizadas, diferem apenas
semanticamente. A ICH considera o sistema de sensibilidade como parte da
validagdo do método, enquanto que a USP faz uma abordagem do tema em
um capitulo especial®'. Em alguns casos as terminologias e definicées
adotadas pela ICH sao adotadas pela USP e vice-versa.'® Para a validacao
da metodologia de analise desenvolvida neste trabalho foi adotado como guia
de normas de validagédo as normas ICH, protocolo Q2B de novembro de 1996.
A justificativa para o uso desta norma em especial é por ela se tratar de um
protocolo de facil implementacéao e de simples entendimento.

Na secédo de resultados e discussées deste capitulo os parametros de
validacao serdao discutidos e, também descritas as formas como estes
parametros foram determinados experimentalmente. Vale a pena ressaltar que
o método foi validado somente para a morfina, uma vez que o grupo de
amostragem selecionado sdo pacientes que fazem uso deste opidide em

especial.

"% United States Pharmacopeia (USP), US Pharmacopoeial Conventional Inc.; Rockville, MD

1995, pp 1982.

2\ nternational Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use, Guidelines, www.ich.org

2! E. W. Ciurczak, Spectroscopy, 13 (1998), 24.
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6.2 — Resultados e discussoes

6.2.1 - Meétodo analitico otimizado

As separacdes eletroforéticas foram conduzidas usando como eletrolito
de separagao tampao fosfato 20 mmol/L, pH 2,5.

As condi¢Oes analiticas foram as seguintes: potencial aplicado durante
as analises foi de 25 kV (polaridade normal), 25°C de temperatura, a detecgéo
foi fixada em 200 nm e a injecdo da amostra foi feita pela aplicacdo de 5 kV de
tenséo por 5 s.

A coluna capilar, com L; = 47,5 cm e Lege = 40 cm, foi lavada
previamente com NaOH 1,0 mol/L durante 20 min; agua durante 20 min e por
ultimo com o tampéao de corrida por 25 min. Entre as corridas foram feitas

lavagens com o tampao de corrida durante 3 min.

6.2.2 - Preparacdo das amostras de cabelo

Amostras de cabelo (50-150 mg) cortadas com cerca de 3 cm a partir da
raiz foram obtidas de pacientes do Grupo da Dor do HC-FMUSP portadores de
um implante de bomba intratecal abdominal. A bomba intratecal é preenchida
com uma solugdo de morfina de concentragdo 50 mg/L e os pacientes se
automedicam segundo recomendag¢des médicas precristas ou de acordo com
intensidade de dor que cada um sentir, Na Figura 6.1 é mostrado
esquematicamente como € o sistema intratecal, onde ele é implantado e como

e feita a recarga do sistema.

'22'S. Wold; H. Martens; H. Wold; Multivariate Calibration problem in Chemistry Solved by PLS
Method, Heildelberg, Springer-Verlag, March, 1992, pp. 286.
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Regiao de implante

Recarga do sistema
Figura 6.1 — Detalhes do sistema de bomba intratecal, regiao do corpo

onde ele é implantado e como é feita a recarga da solu¢cao de morfina

O esquema de extracado utilizado para a digestdao das amostras é

mostrado na Figura 6.2.
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R R R,
Cabelo
Picotado

100-200 mg

2 mL HC1 0,25 mol/L

A a 45°C em banho-maria
Por 12 h

Aplicacdo direta no cartucho
MCX

Cartucho SPE
MCX
Lavagem sequencial ¢/

2 mL HC1 0,1 mol/L e 2 ml MeOH

Eluicao ¢/ 3 mL 5% NH,OH em MeOH
Fase eluida é evaporada a secura sob fluxo de N2

Amostra é ressuspendida com 250u L de H20

Analise

Figura 6.2 — Esquema de extracao utilizado para a digestao das amostras

de cabelo analisadas

Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico € definida como sendo a
capacidade de gerar resultados diretamente proporcionais a concentragcéo da
substancia em exame. A calibragdo € um dos mais importantes estagios na
analise quimica. Sem um bom procedimento de calibragdo, precisdao e
exatiddo ndo podem ser obtidas. Para a maioria das técnicas analiticas
cromatograficas, assim como para a CE, uma relacdo de primeira ordem
(linear) é observada entre a resposta do detector (y, area ou altura dos picos) e

a concentragdo (x) do analito nas amostras, podendo ser descrita pela
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equacao de regressao linear: y = ax + b, onde onde o parametro (a) € a
inclinacé@o da reta e o parametro (b) é a interseccao do grafico de calibragéo.
Idealmente (a) deve ser reprodutivel de ensaio para ensaio e (b) néo deve ser
significativamente diferente de zero. A regressado linear deve também
apresentar um alto coeficiente de correlacdo (r > 0,99). O coeficiente de
correlacdo tem um valor ideal de unidade, mas é afetado pela faixa de
distribuicdo das concentragbes de calibragdo. A linearidade a baixas
concentracdes pode ser deficiente, mas com a regressao linear do grafico de
calibracdo, pode-se ainda obter uma boa correlagdo devido a contribuicdo
influente dos pontos de alta concentragdo empregados na calibragéo.
Portanto, é indispensavel verificar o modelo de calibracdo selecionado para
que a relagado entre a fungéo resposta e a concentragdo seja adequadamente
descrita.'”®

Na validagdo conduzida neste trabalho foram empregadas 3 tipos de
curvas de calibracéo, uma delas usado em todos os experimentos realizados,
que inclui as concentragées que sao esperadas em amostras originados de
estudos de determinacdo de opidides e outras drogas de abuso em cabelo.
Para a constru¢ao de uma das curvas de calibracao utilizada na quantificacao
de amostras de cabelo analisadas, aliquotas de 12,5; 25; 50; 75 e 100 uL de
uma solu¢do padrao de morfina de 50 mg/L foram tranferidas para tubos de
ensaio com tampas de rosca e submetidas ao processo de extracao descrito
pela Figura 6.2. Em seguida procedeu-se a analise eletroforética empregando-
se as condi¢des descritas na secao 6.2.1. Os valores de concentragdo foram

calculados comparando-se os valores de area das aliquotas submetidas ao

2 V. A. P. Jabor; “Avaliacdo da Eletroforese Capilar na analise enantiosseletiva de alguns
farmacos com diferentes caracteristicas acido-base em plasma”. Tese de Doutoramento,
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processo de extragdo com as concentragbes de solucbes padrao
(consideradas como 100 % de recuperagdo), que nao foram submetidas ao
processo de extracdo e, foram preparadas e analisadas nas mesmas
condicbes analiticas das aliquotas extraidas. Este procedimento foi efetuado
para se corrigir possiveis perdas na recuperacdo devido ao processo de
extracao quando amostras reais fossem analisadas.

Na construcdo dos outros tipos de curva de calibragdo foram utilizadas
solucdes de morfina em diferentes concentragbes preparadas através da
diluicdo adequada, partindo-se de uma solugdo estoque de morfina de 100
mg/L. Na Tabela 6.2 sdo descritas as equagdes das retas analiticas obtidas e

na Figura 6.3 sdo mostrados os graficos obtidos.

Tabela 6.2 —- Faixa de linearidade do método desenvolvido

Tipo de curvade  Faixade Equacéo da reta R
calibracao concentragao obtida (coeficiente de
(mg/L) correlacao da
reta)
Para estimativa do 0,1—15 y =0,0948 + 1,43 x 0,999
limite de detecgao
Para quantificagao 0,625—10 y=-1,75+7,09 x 0,998
das amostras de
cabelo
Para determinacéao 0,1—50 y=9,12+ 5,10 x 0,979

da faixa linear

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Departamento de Quimica,
Ribeirdo Preto, 2002, pg.112.
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Figura 6.3 A — Curva de calibracao obtida para a faixa de concentracao de
0,1a1,5 mg/L.

80 - Linear Regression for Data1_B:
Y=A+B*X
1 Parameter Value Error
70 H
1 A -1,75046 1,2232
B 7,09658 0,21761
60 —
1 R SD N B
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0,99812 1,80935 6 <0.0001
©
o 40 =
— -
<
30 +
20 H
10 4
0
)
L T T ¥ T ¥ T L 7 T ! 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentragcédo, mg/L.

Figura 6.3 B — Curva de calibragao obtida para a faixa de concentracao 1,5
a 10 mg/L utilizada para a quantificacao das amostras de cabelo.
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300 +
m’
,‘/l/"
n
200 | - _
" Linear Regression for Data2_B:
S Y=A+B*X
1
8 Parameter Value Error
—
< 100 4 - A 9,12641 6,08978
ya B 5,10487 0,25758
// .
»
m R SsD N P
L]
0 ’ 0,98997 13,64151 10 <0.0001
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0 20 40 60 80 100

Concentragdo, mg/L.

Figura 6.3 C — Curva de calibragao obtida para a faixa de
concentragao de 0,1 a 100 mg/L para avaliagao do intervalo de resposta

linear do detector.

Recuperacao

A recuperacao absoluta (R, em %) foi calculada através da equacéo 1 :

Recuperagdo absoluta = concetragdo obtida *100 [13]

concentragéo real

Para avaliacao da eficiéncia do procedimento de extracéo otimizado foi

construido um grafico com cinco pontos de calibragdo. Para isto, aliquotas de
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12,5; 25; 50; 75 e 100 uL partindo-se de uma solugéo padrao de morfina de 50
mg/L foram adicionadas a 100 mg de uma amostra de cabelo de um individuo
nao usuario de opiaceos e apds serem submetidas ao processo de extragao
otimizado os extratos finais obtidos foram submetidas a analise. Foram feitas 3
replicatas de cada analise.

A concentracdo de morfina nas amostras de cabelo foram calculadas
empregando-se um grafico de calibragao cujos pontos de calibracdo eram
solugdes padrdo que ndo foram submetidas ao processo de extracao (100 %
de recuperacéo).

Na Tabela 6.3 sdo mostrados os valores de recuperagéao obtidos.

Tabela 6.3 — Porcentagem de recuperagao para obtida para morfina

utilizando a extracao em fase sélida com cartucho de troca i6nica (MCX)

Concentracio real  Concentragao obtida % Recuperagio

(mg/L) (mg/L)

0,625 0,510 81,06

1,25 1,06 86,98

25 1,8 72.0

5,0 4.4 87,68

7,5 6,5 86,85

10 7,5 73,62

Recuperagao média 81,4+6,4(CV=7,9%)

O método apresentou valores de recuperagao superiores a 70 % em
todos os niveis de concentracéo testados que € um valor considerado aceitavel
para a recuperacdo em meétodos de extragdo empregados em amostras

biolégicas.
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Limite de deteccao e quantificacao

O limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico corresponde a
menor concentracdo de substancia em analises presente na amostra que pode
ser detectada com um certo limite de confiabilidade através de um determinado
procedimento experimental. Da mesma, forma o limite de quantificacao (LQ)
de um procedimento analitico corresponde a menor concentracdao da
substancia em exame presente na amostra que pode ser quantitativamente
determinada com aceitavel precisdo e exatidao através de um determinado
procedimento experimental. O valor deduzido para o ruido multiplicado pelo
fator 3 € utilizado para estimar o limite de detecgdo enquanto o limite de
quantificacdo é estimado através do ruido multiplicado por um fator 10."* Outra
possibilidade é a utilizacdo de uma solugéao padrao do analito que fornece uma
relagéo sinal/ruido igual a 3 LD ou a 10 LQ."® A ICH reconheceu a convengéo
sinal-ruido mas também indica duas outras alternativas para a determinagao do
LD: métodos visuais nao-instrumentais e a média dos LD calculados. Os LDs
também podem ser determinados com base no desvio padrao (DP) da resposta
e a inclinagéo (I) estimados a partir de uma curva de calibracdo a niveis
préximos ao LD a partir da formula LD = 3,3 (DP/I). O DP da resposta pode ser
determinado com base no DP do branco, no DP do residual da linha de
regressao ou o DP da intercessdo do y das linhas de regressdo. Ja o LQ pode
ser calculado a partir da mesma curva de calibragao utilizada para estimar o LD
com base na relagéo LQ = 10 (DP/I).

Na presente validacdo os limite de concentracdo e deteccdo foram

calculados com base na relagao sinal/ruido igual a 3 e 10 utilizando-se uma

M. E. Swartz; |, S. Krull; Pharmaceutical Techonology, junho 1998, 12.
12518 Krull; M. E. Swartz, LC-GC; 15 (1997), 842.
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solucéo de partida de morfina 1 mg/L. Os resultados obtidos sdo mostrados na

Tabela 6.4.

Tabela 6.4 - Valores de limite de deteccao e quantificacao para morfina

Limite de detecgio (mgl/L) Limite de quantificagao (mg/L)

0,064 + 0,10 0,214 £ 0,20

Precisdo e Exatiddo

A precisao de um procedimento analitico representa o grau de
concordancia entre os resultados de andlises individuais, quando o
procedimento € aplicado repetidamente a multiplas analises de uma mesma
amostra homogénea, em idénticas condi¢bes experimentais. A precisao é
numericamente expressa pelo coeficiente de variacdo (CV, %) ou desvio

126127

padrao relativo e calculada através da equacéao 15.

Precisdo (CV, %) = %X 100 [15]
X

onde : s é o desvio padrao e

X & média dos valores obtidos.

A exatiddo de um procedimento analitico representa o grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados e um valor aceito

como referéncia. A exatidao é expressa como o percentual da resposta obtida,

26 A A M. Chasin; E. S. Nascimento; L. M. Ribeiro-Neto; M. C. Salvadori; Revista Brasileira de

Toxicologia, 11 (1998), 1.

27 J. k. Taylor; Quality assurance of chemical measurements, 2°. Ed. Lewis publishers,

Chelsea, 1987, 79p.
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através do ensaio de uma concentracdo conhecida da substancia em exame,
incorporada em um meio de composi¢ao definida.

A exatiddo & a concordancia entre o valor da concentracdo de
morfina medida sem passar pelo processo de exiragao (concentragao real,
considerado como 100 %) e o valor das concentracbes das aliquotas
adicionadas a amostra de cabelo e submetidas ao processo de extragdo. E

expressa em porcentagem do erro relativo, sendo calculada pela equacao 16

128.

Exatidao (erro relativo, %) = valor obtido x 100 [16]
valor real

A precisao e exatiddo do método desenvolvido foram avaliadas através
de estudos de repetibilidade intra e inter-ensaios.

Neste trabalho, para avaliagdo da precisdo e exatidao do método
desenvolvido amostras de cabelo de individuos nao usuarios de opidides foram
fortificadas em 6 niveis de concentracdo, os mesmos niveis utilizados para a
construcao da curva de calibragcao na faixa 0,625 a 10 mg/L.

No estudo de precisao intra-ensaio o coeficiente de variacdo obtido
através das concentragdes das amostras de cabelo fortificadas nos 6 niveis de
concentracao foram considerados e no estudo da preciséo interensaios foram
considerados os resultados de analise das mesmas amostras 3 dias
consecutivos. Em ambos os casos foram considerados os valores médios

obtidos a partir da inje¢ao em triplicata, para cada concentracgao.
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As Tabelas 6.5 e 6.6 mostram os resultados obtidos para avaliagdo da
precisao intra-ensaio e inter-ensaios.

Tabela 6.5 — Precisao e exatidao intra-ensaio (n = 18)

Concentragao Concentracao Precisdo Exatidao
real obtida (CV, %) (erro relativo, %)
(mgiL) (mglL)
0,625 0,605 9,9 3,2
1,25 1,16 8,5 7,2
2,5 2,2 4,1 12
5.0 4.4 5,5 12,0
7,5 6,5 54 13,2
10 8,5 2,4 15,0

Tabela 6.6 — Precisao e exatidao inter-ensaios (n =54)

Concentracdoreal = Concentragédo Preciséo Exatidao
(mg/L) obtida (CV, %) (erro relativo, %)
0,625 0,550 11 13

1,25 1,12 8,9 9,0
2,5 2,2 1,1 10
50 4,5 3,3 10
7.5 6,7 3,8 11
10 8,8 2,3 12

Os valores obtidos sdo considerados aceitaveis (< 20%) que sédo os
valores recomendados em literatura da area para a analise de farmacos em

amostras biolégicas.'"®
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Seletividade e especificidade

A seletividade de um método representa a sua capacidade em separar
os analitos dos produtos de degradacdo, de metabdlitos e de farmacos co-
administrados. A especificidade é relacionada com capacidade de avaliar
indubitavelmente os analitos na presenca de compostos endégenos, sendo
altamente dependente da separagao em si.

Para o estudo do parametro de seletividade, foram avaliados varios
farmacos e alguns metabdlitos que podem vir a interferir na analise
eletroforética da morfina. Com base nos eletroferogramas obtidos e
mostrados na Figura 6.4 , foi realizado um exame cuidadoso de calculo de
mobilidade efetiva de cada farmaco . Os resultados foram expressos em
tempo de migracao e mobilidade efetiva para cada farmaco avaliado, os dados

obtidos sdo mostrados na Tabela 6.7.

Tabela 6.7 — Validagcao do método com respeito a seletividade

Farmaco Tempo de Mobilidade efetiva (cm* V™" cm™)

migrag¢ao (min)

Morfina 4,98 252 x10*
Codeina 4,53 2,77 x 10
Nalorfina 410 3,06 x 10
Morfina-3pD-glicuronideo 4,67 2,68 x 10*

Clonidina 5,19 2.41x10%
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morfina + morfina-3 B -glicuronideo

b I
morfina + codeina

L

\\____/‘—”/ W
morfina + nalorfina

morfina + clonidina
T T A
r~-rr1r~r 11 111" T 1T "1 " 717"
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo, min.

Figura 6.4 — Eletroferogramas obtidos para a analise da seletividade do
método. Condigoes analiticas: eletrolito de corrida tampao fostato 20
mmol/L, pH 2,5; injecao da amostra 5 s/5 kV; 25 KV durante a corrida,

detecgcdo em 200 nm; 25 °C de temperatura.
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6.3 — Conclusoes

- A validagdao do método proposto para a determinacdo de morfina em
amostras de cabelo apresentou boa linearidade (R > 0,99), valores de limite de
deteccdo e quantificagdo para morfina da ordem de 0,064 mg/L e 0,214 mg/L
respectivamente; com precisdo e exatiddo adequadas (erro relativo < 20%);

valores de recuperacgao da ordem de 81,19 % e seletividade Unica.
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Capitulo 7 — Aplicacao do método de desenvolvido e validado

7.1 — Introducao

Apos a validacdo do procedimento de extragdo do procedimento de
analise desenvolvido este foi aplicado a um grupo de amostras reais. Para a
quantificacdo de morfina nas amostras de cabelo selecionadas para o estudo
foi empregado o método de padronizacdo externa. Na construgéo dos graficos
de calibracdo foram empregados amostras de cabelo de individuos nao
usuarios de opiodides, fortificados com uma solugéo padrdo de morfina em 5
niveis de concentracdo. A identificagdo do pico referente a morfina nas
amostras de cabeio anaiisados foi feita através de dois parametros:
similaridade espectral da ordem de 99,9 %, quando comparados com O
espectro obtido para a amostra analisada e o espectro referente a morfina
padréo. E com relagdo ao tempo de migragdo para a morfina , que varia de 4,0
a 5 min dependendo das caracteristicas fisicas do cabelo analisado (textura,
tratamentos cosmeéticos aplicados e coloragao).

Na Tabela 7.1 s&o mostrados os resultados obtidos para a analise de 96
amostras de cabelo de 35 pacientes. As amostras de cabelo foram coletadas
por um periodo de 3 meses consecutivos, uma amostra a cada més para
estudos de dosagem terapéutica desenvolvido pelo Grupo da Dor do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HC — FMUSP). As amostras
foram identificadas por siglas que correspondem ao nome de cada um dos
pacientes. Na Figura 7.1 € mostrado um eletroferograma de uma das amostras
analisadas. No anexo 1 sado mostrados os eletroferogramas das amostras

analisadas correspondentes ao primeiro més de coleta.
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As amostras foram extraidas utilizando-se o esquema de extracdo
mostrado na Figura 6.2 do Capitulo 6. Os extratos obtidos foram analisados
foram analisados via FSCE utilizando-se como eletrdlito de corrida o tampéo
fosfato 20 mmol/L, pH 2 4; injecao eletrocinética da amostra (5 s/5 kV), 25 kV
durante a corrida, deteccdo em 200 nm, 25°C de temperatura. As analises

foram feitas utilizando-se uma coluna capilar de 75 um de didmetro interno e 40

cm de Les e 47 cm de L.
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Tabela 7.1 — Valores de concentragcao de morfina encontrados nas

amostras de cabelo analisadas

Lote sigla ng de morfina/mg de cabelo Desvio padréo CV (%)
Lote1 ~ACM 1,3 0,06 4,5
AMP 3,0 0,18 6,0
JS 9,8 0,34 3,5
LCCS 4,3 0,12 2,8
OHP 3,3 0,12 3,6
AO 2,4 0,13 5,3
VVR 5,1 0,12 2,4
VP 1,3 0,04 3,2
Lote 2 AP 4,2 0,15 3,6
BSF 4,3 0,18 4,2
CR 5,7 0,24 4,2
MPAS 4,3 0,13 3,0
TDBGM 2,5 0,27 10,8
Lote 3 AMFS 4,4 0,14 3,2
AMP 4,2 0,10 2,4
BSF 4,7 0,22 4,7
JS 11,0 0,08 0,7
LCCS 5,5 0,12 22
OHP 4,5 0,30 6,6
AO 3,6 0,13 3,6
PLM 4,4 Q.22 5,0
Lote4  AFA 4,3 0,12 2,8
VDP 2,5 0,09 3,7
VP 2.6 0,10 3,9
RUD 0,9 0,04 44
MSO 1,3 0,06 4,8
Lote 5 FCL 4,6 0,07 1,5
JANC 11,5 0,09 0,8
MPAS 0,9 0,03 3,4
MCCS 6,4 0,24 3,8
SM 1,8 0,06 3,3
SSP 51 0,25 4,9
VVR 6,2 0,14 2,3
Lote6 AMP 4,7 0,08 1,7
AP 6,3 0,12 1,9

MBSS 3,5 | 0,07 2,0
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ZCF
AMFS
AO
SRM

Lote7 ACM
AVS
GSS
JS
JANC
JGS
LCCS
ROD
RF

Lote 8 BSF
CAA
JSR
JMS
OHP
PLM
RUD
VP
ZCF

Lote9 AMFS
CR
FCL
MPAS
MBSS
MCCS
SSP
VVR

Lote 10 MSO

SEM
MCCS
JANC

Lote 11 AVS
CAA
JSR

JGS
LNV
 MBSS

5,6
48
3,6

3,8
10,3
0,1
14,3
18,4
3,5
8,8
2,7
3,9

7,0
1,8
0,3
3,1
O
5.6
1,4
3,8
6,4

9,6
7,6
5,8
1,4
4,3
7,6
5,1
8,3

2,4

4,5
11,2
19,8

10,3
1.9
1,6
3,6

1,6
55

0,11

0,14
0,20
0,24

0,06
0,25
0,00
0,12
0,34
0,08
0,24
0,12
0,04

0,10
0,03
0,00
0,01
0,12
0,09
0,06
0,13
0,12

0,12
0,10
0,15
0,07
0,13
0,09
0,05
0,10

0,12

0,15
0,10
0,09

0,11
0,10
0,09

0,08
0,05
0,12

21
2,5
4.1
6,6

16
2.4
4,0
0,8
1.8
2,3
2.7
4,4

1,0

1,4
1,6
0,7
0,3
21
1,6
4,3
3,4
1,9

1.2
1,3
2,6
51
3,0
1,2
1,0
1,2

5,0
3,3

?

0,9

0,5

1,1

B0
5,8

2,2
3,2
2,2
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" ROD ' 175 | 0,13 0,7
RF 5,1 0,13 26
ZCF 7.6 0,12 16
Lote 12  JMS 43 012 28
SSP 5.1 0,18 35
Lote 13 ARS 47 0,12 25
ACM 53 0,10 1.9
AFA 55 0,14 26
CR 8.6 0,08 0,9
JES 57 0,09 16
RF 5.9 0,08 1,4
Lote 14 PLM 7.2 0,12 17
TDBGM 3.7 0,09 24
Lote 15 AVS 154 0,25 16
SM 5.2 0,09 17
Lote 16 GSS 0.4 0,00 0,5
ROD 212 1,03 49
VDP 45 0,15 33
Lote 17 JSR 28 0,08 29
JMS 6.6 0,07 1.1
Lote 18  SM 116 0,12 1.0
VDP 5,7 0,10 17
Lote 19 CAA 29 0.03 1.4
FCL 6.1 0,10 1,6
TDBGM 4,9 0,07 1,4

e Os resultados aprésenfadds represénfém”uma média de 4"replicatas de iﬁjegéo de cada

extrato analisado.
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7.2 — Avaliacido dos resuitados obtidos com base nas informacdes

clinicas disponiveis

Foram fornecidas informagdes a respeito da idade, peso, cor de cabelo,
dosagem de morfina auto-administrada de cada paciente cujo cabelo foi
coletado e analisado para verificagao da relagio entre dosagem terapéutica
administrada e a concentragéo de morfina determinada no cabelo (‘taxa de

metabolizagdo”). Estas informag¢des foram sumarizadas na Tabela 7.2.
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Tabela 7.2 — Informagdes clinicas disponiveis dos pacientes cujas
amostras de cabelo foram analisadas

pacientes cor de cabelo morfina no cabelo(mg) dosagem autoadminstrada  Taxa de

, _ (mg) metabolizagao

9-BSF 0 2,31 100,0 0,02
9-BSF 0 1,74 92,0 0,02
9-BSF 0 1,73 100,0 0,02
8-VP- 0 1,29 56,0 0,02
8-VP- 0 0,74 56,0 0,01
8-VP- 0 0,66 56,0 0,01
7-OA 0 0,74 60,2 0,01
7-OA 0 0,79 42,0 0,02
7-0OA 0 0,65 42,0 0,02
6-ACM 1 1,54 47,0 0,03
6-ACM 1 0,71 42,0 0,02
6-ACM 1 0,19 50,0 0,00
5-AMP 2 1,13 51,2 0,02
5-AMP 2 1,25 75,2 0,02
5-AMP 2 0,36 70,4 0,01
4-LCCS 3 0,56 88,0 0,01
4-LCCS 3 0,06 15,0 0,00
4-LCCS 3 0,64 81,0 0,01
3-VVR 3 1,54 88,0 0,02
3-VWWR 3 0,21 15,0 0,01
3-VVR 3 1,46 81,0 0,02
35-JSR 3 1,13 46,0 0,02
35-JSR 3 0,88 48,0 0,02
35-JSR 3 0,32 47,0 0,01
34-CAA 3 0,82 24,6 0,03
34-CAA 3 0,77 376 0,02
34-CAA 3 0,85 42,0 0,02
33JMS 3 0,68 75,2 0,01
33JMS 3 0,91 73,6 0,01
33JMS 3 0,83 40,0 0,02
32GSS 3 0,21 76,8 0,00
32GSSs 3 0,71 72,0 0,01
32GSS 3 0,78 76,8 0,01
31JGS 3 0,68 80,0 0,01
31JGS 3 0,20 73,6 0,00
31JGS 3 2,97 78,4 0,04
30AVS 3 0,58 ' 42,0 0,01
30AVS 3 0,23 35,0 0,01
30AVS 3 1,08 42,0 0,03
2-OHP 3 0,86 46,0 0,02
2-OHP 3 0,95 39,2 0,02
2-OHP 3 0,41 35,0 0,01
29-RD 3 0,63 47,0 0,01
29-RD 3 0,65 36,0 0,02
29-RD 3 1,05 45,0 0,02
28-RF 3 0,93 92,0 0,01
28-RF 3 0,76 84,0 0,01
28-RF 3 0,57 90,0 0,01
27-ZCP 3 0,01 52,0 0,00
27-ZCP 3 0,77 96,0 0,01
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27-ZCP
26-MBSS
26-MBSS
26-MBSS
25-SSP
25-SSP
25-SSP
24-FCL
24-FCL
24-FCL
23-SM
23-SM
23-SM
22-MCCS
22-MCCS
22-MCCS
21MSO
21MSO
21MSO
20-AFA
20-AFA
20-AFA
10-TD
10-TD
10-TD
1-J8
1-JS
1-JS
19-JANC
19-JANC
19-JANC
18-VDP
18-VDP
18-VDP
17-RD
17-RD
17-RD
16-AMFS-
16-AMFS-
16-AMFS-
15-SRM
15-SRM
15-SRM
14-PLM
14-PLM
14-PLM
13-AP
13-AP
13-AP
12CR
12CR
12CR
11-MAPAS
11-MAPAS
11-MAPAS

(S 1NS, W&, IS, IS, IS NS, NG, RS, S, N, INE, BNE, IS RS, IS IS, RS, BN, IS, NG BN, G IS, IS, IS, IS BN R IS, IS TS B TN N N N i i i i i O

0,72
0,14
0,87
1,32
0,80
0,94
2,14
0,28
0,13
0,29
0,95
0,04
0,54
0,64
0,48
0,65
0,37
0,58
0,36
0,14
0,77
2,76
0,50
0,86
0,19
0,38
0,79
0,98
0,55
0,69
0,84
0,20
0,63
0,70
0,45
0,65
0,39
0,76
0,94
0,54
1,44
0,84
0,93
0,84
1,13
1,64
0,66
1,74
0,27
0,86
1,68
0,52
0,68
0,91
0,53

92,0
38,4
38,4
38,4
53,4
57,6
56,4
0,0
0,4
0,0
84,0
94,0
100,0
40,8
48,0
52,8
5,0
18,0
48,0
23,4
246
25,2
18,0
18,4
18,0
50,4
33,6
53,2
82,8
72,0
72,0
94,0
68,8
77,4
100,0
96,0
70,0
90,0
84,0
54,0
47,0
58,8
58,8
49,0
45,5
45,0
58,8
75,6
52,8
80,0
80,0
75,2
75,2
75,2
75,2

0,01
0,00
0,02
0,03
0,02
0,02
0,04

#DIV/0!

0,33

#DIV/0!

0,01
0,00
0,01
0,02
0,01
0,01
0,07
0,03
0,01
0,01
0,03
0,11
0,03
0,05
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,01
0,02
0,02
0,02
0,04
0,01
0,02
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
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Os valores descriminados para a coloracé&o dos cabelos referem-se a: 0
sao cabelos tingidos, 1 sdo os cabelos de coloracéo branca, 2 sdo os cabelos
de coloracao cinza (grisalhos), 3 s&o os cabelos de coloragéo loira, 4 refere-se
ao cabelos de coloracdo marrom ou castanha e 5 aos cabelos de coloragéo
preta. A seguir s&o mostrados alguns graficos correlacionando-se a dosagem
de morfina encontrada no cabelo com a dosagem de morfina auto-

administrada.
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Capitudo-7_- Aplicacdo-do- método-deserwolvido-e validado

Os gréafico apresentados nas Figuras 7.2 e 7.3 mostram que € possivel a
realizacdo de estudos de ajuste de dosagem terapéutica através da correlag&o
entre a quantidade de morfina presente no cabelo e a dosagem de morfina que 0s
pacientes receberam no periodo em que foram feitas as amostragens. Constatou-
se que os cabelos de coloragdo escura (pretos e castanhos) acumulam mais
morfina do que os cabelos claros confirmando teorias citadas na literatura que
sugerem que as drogas se agregam a estrutura capilar através da melanina.
Atraves dos graficos mostrados nas Figuras 7.2 e 7.3 pode-se inferir também que
estudos de farmacodindmica podem ser desenvolvidos utilizando-se o cabelo
como matriz. Qutros estudos de interpretacao clinica ainda estdo sendo avaliados

e envolvem estudos muito criteriosos.
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Capitulo-7 - Aplicacio do método deserwolvido e validado

7.3 - Conclusdes

- O método desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinagéo de morfina
em uma gama variada de amostras de cabelo.
- Estudos de disposicdo cinética de farmacos séo passiveis de realizagdo

utilizando-se o cabelo como matriz analitica alternativa.
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Captulo-8 - Eletrocrowmatografio Capidar (CEC) e andlige de obidceoy

8 — Eletrocromatografia capilar (CEC) e analise de opiaceos

Eletrocromatografia (CEC, do inglés capillary electrochromatography) é o
termo utilizado para se referir as separagbes que sdo conduzidas em tubos de
silica fundida empacotados com diferentes fases estacionarias.

Na eletrocromatografia capilar, a separacdo ocorre atraves da particdo
do soluto entre o eletrdlito condutor (fase movel) e uma fase estacionaria,
geralmente do mesmo tipo daquela utiliizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), embora neste caso a fase movel é bombeada eletricamente
por acdo do fluxo eletrosmético e n&o por pressao, como em cromatografia
liqguida. O uso do fluxo eletrosmético para bombeamento da fase movel em
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi discutido pela primeira vez por
Pretorius e colaboradores'®. Uma das dificuldades que retardou o
desenvolvimento desta técnica foi o preparo e a operagdo com colunas
capilares empacotadas. Em 1981 Jorgensem e Luckas'® descreveram a
separagcdo de 9-metil-antracenc em perileno uma coluna de 170 um de
didmetro interno empacotada com material de fase-reversa de 10 um de
didmetro. O solvente utilizado como fase mével foi acetonitrila e embora uma
separagcgo com resolucdo relativamente baixa (~ 60000 pratos/m) provaram o
uso de fluxo eletrosmédtico em uma coluna capilar empacotada. Mas foi a partir
de 1987 com a publicacdo de um trabalho com forte embasamento tedrico e

"' gue um nUmero cada vez maior de

pratico por Knox e Grant'™®
pesquisadores passaram a ter um maior interesse pela técnica e cada vez mais

varios trabalhos passaram a ser publicados mostrando diferentes aplicagfes da

128y, Pretorius; B. J. Hopkins; J. D. Schieke, J. Chromatogr., 99 {(1974), 23.
122 3. Jorgenson e Luckacs; J. Chromatogr., 218 (1981), 209.
9. H Knox; |. H. Grant, Chromatographia, 24 (1987), 135.
31 J. H Knox; I. H. Grant, Chromatographia, 32 (1991), 317.
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Capitulo-8 - Eletrocromatografia Capidar (CEC) e andlise de opidceoy

CEC como uma técnica de separagao alternativa para matrizes de diferentes
caracteristicas guimicas.

A eletrocromatografia capilar reune varias das vantagens de uma técnica

de separacao minituarizada, incluindo o baixo consumo de solventes, pequeno
volume de amostra, boa sensibilidade de massa, alta eficiéncia de coluna e
baixo custo operacional.
Pode-se utilizar como fase estacionaria particulas com diametros menores que
as utilizadas em HPLC, da ordem de 1 um ou menor, o que promove um ganho
de eficiéncia de separagdo. Como o fluxo de fase movel € induzido pelo campo
elétrico, ndo ha queda de pressao ao longo da coluna devido as particulas do
recheio, outra vantagem em relacdo a HPLC.

Finalmente, a instrumentacédo usada em CEC é essencialmente a
mesma utilizada em eletroforese capilar convencional.

Desde de que ndo ocorra uma pressao de retorno é possivel o uso de
fases estacionarias com particulas de didmetros diminutos de 1 e 2 um de
diametro. Outra vantagem € o fluxo da fase movel, que sendo dirigido pela
tensdo que € aplicada no capilar proporciona separagbes com muito maior

eficiéncia.

8.1 - Alguns aspectos operacionais da CEC

Em CEC, as separacdes sdo geralmente conduzidas em um tampao
formado por uma fase aquosa combinados com um solvente organico,
geralmente metanol ou acetonitrila.

Ao contrario da HPLC ou pLC, o uso de particulas tdo diminutas em

CEC s6 é possivel devido ao fluxo eletrosmético (EOF), pois uma vez que a
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formacédo do fluxo € induzida pelo campo elétrico, ndo ha queda de pressao ao
longo do capilar. Dessa forma, o uso de particulas com cerca de 0,5 um em
colunas com 250 mm nado chega a ser problematico como na técnica de
HPLC'.

Assim como em FSCE, o EOF em CEC origina-se a partir da dupla
camada elétrica que se forma devido a ionizagdo dos grupos silandis em
contato com um eletrdlito que preenche a coluna capilar sob a agéo do campo
elétrico aplicado.

A Figura 8.1"® representa um capilar de silica fundida preenchido com
uma fase estacionaria do tipo octadecilsilica que possui grupamentos

eletronegativos em sua estrutura (silandis residuais).

Parede do Capilar

P ST S CHE G sons e
N B Py
St * L., *L*- . Duplacamada elétrica
T s S f T =l
” _"" 3 > _ —4
+ LG PN -
B K 2 o +'¥. £ ¥ —‘*‘_
- - & -z
it -l o i ]
& - e G , 5 e
L “l 2 =" Particulas da fase estacionaria
. -
T A #
£ T o

EOF —»

Figura 8.1 — Representagao esquematica da origem do fluxo eletrosmético
(EOF) num capilar de silica fundida com uma fase estacionaria com

grupos ionizaveis.

32 K. D. Bartle; P. Mayers, J. Chromatogr. A, 916 (2001), 3.
'3 M. M. Dittimann; G. P. Rozing; J. Chromatogr.A, 744 (1996), 63.
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Na Figura 8.1 esta representado o caso de uma coluna preenchida com
um eletrélito, cujo valor de pH permite que os grupamentos das particulas da
fase estacionaria sejam ionizados e que com a aplicagéo de um campo elétrico
ha a formagéo do EOF, fazendo com que os analitos presentes no meio sejam

carregados até o pélo de carga oposta sob a acdo do EOF.

8.2 — Instrumentacao

Qualquer equipamento utilizado para CE pode ser utilizado para a
realizacdo de analise por CEC. Porém, como é mostrado na literatura* ha a
necessidade de se pressurizar 0os recipientes contendo o eletrdlito de corrida
com cerca de 5 a 10 Bar. Esta necessidade advém do fato que um dos
maiores problemas encontrados na utilizagdo do EOF em colunas capilares
recheadas que € a formacado de bolhas no sistema. A origem da formagéo
destas bolhas ainda n&o esta completamente entendida, porém, sabe-se que é
de fundamental importancia que estas sejam suprimidas para a manutencéo da

corrente elétrica para que as analises em CEC sejam realizadas.

8.2.2 — Desenvolvimento de método utilizando CEC

A) Cuidados a serem tomados com colunas CEC antes de seu uso:

1 - Antes de a coluna ser instalada no Capilar deve-se verificar se ha falhas
elou partes secas na camada recheada da coluna. A coluna nao deve
apresentar falhas na camada recheada, especialmente préximo a frita presente
na saida da coluna (outlet).

2 - Montar um sistema utilizando uma bomba de HPLC para condicionamento

da coluna e eventuais trocas de fase moével. S&o necessarias durante estas
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operacdes o uso de altas pressdes porém né&o superiores a 60 Bar. E antes de
conectar a coluna a bomba deve-se verificar se todo o sistema da bomba
esteja preenchido com o solvente desejado.

3 — Deve-se iniciar a aplicacdo da pressdo lentamente para evitar impactos na
camada recheada. Da mesma forma, a queda da presséo deve ser feita de
forma gradativa.

B) Procedimentos de condicionamento € uso da coluna CEC no equipamento

CE

1 — Aplicar uma presséao de 12 Bar no inlet (entrada da coiuna) durante 15 min
e depois 12 Bar no outlet (saida da coluna) durante 15 minutos também.

2 — Aplicar 12 bar no inlet até que a linha de base esteja estavel.

3 — Aplicar + 5kV até que a linha base e corrente estejam estaveis (variagéo da
corrente ndo deve ser maior que 0,3 nA). Uma vez estavel, deve-se aumentar a
tensdo de 5 em 5 kV até atingir a substituir desejada.

4 — Deixar a coluna sob acao da substituir desejada durante 15 minutos.

C) Teste para coluna:

Como sugestéo para teste inicial de uma coluna CEC o procedimento

descrito por Dittmann e Rozing™ é uma sugestdo de guia a ser utilizado.

8. 3 — Resultados preliminares obtidos utilizando-se colunas CEC

A seguir serdo mostrados alguns dos resultados obtidos utilizando
colunas comerciais CEC adquiridas junto a Unimicro Technologies, colunas da

marca Electropack. Na Tabela 8.1 as condi¢cdes experimentais e demais

**N. W. Smith; M. B. Evans; Chromatographia, 38 (1994), 649.

" M. M. Dittmann; G. P. Rozing in Theory and Pratice of Capillary Electrochromatography,
Chapter 5 — Handbbok of Capillary Electrophoresis; J. P. Landers; Second Edition; CRC Press;
1997, Boca Raton.
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parametros quimicos utilizados para os testes preliminares com as colunas

CEC utilizadas sdo mostras.

Tabela 8.1 — Condigoes analiticas exploradas para o teste de colunas CEC

Equipamento

Agilent CE com software de aquisicéo
de dados Chemistation

Colunas EP75-30-3-Cys*
Fase movel 1 (25 mmol/LtrisHCI, pH 8,0):4
Acetonitrila
Amostra Solugéo 100 mg/L constituida por

tiouréia, antraceno, naftaleno,

benzaldeido e alcool benzilico

Tensio Aplicada 25e 30 kV
Deteccao 200 nm
Injecéo 2 s/5 kV
Temperatura 20°C

*Coluna CEC de 75 um de i.d, 30 cm de comprimento de coluna empacotada com particulas de

3 um de diametro, material C3

Nas Figuras 8.2 e 8.3 sdo mostrados os resultados obtidos para os

testes preliminares.
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1800
1600 —
1400 —
1200 —
1000 —
E 800 —-
600 -:
400 —

200

_200 I I I I ¥ I |

Tempo, min.

Figura 8.2 — Eletrocromatograma obtido para a mistura teste 100 mg/L
descriminada na Tabela 8.1 utilizando-se coluna CEC EP-75-30-3-C4s ; fase
movel 1:4 (viv de 25 mmol/L TrisHCI, pH 8,0 + Acetonitrila), inje¢cdo da
amostra 2 seg/5 kV, substituir 25 kV, 200 nm, 20°C de temperatura.

Através da Figura 8.1 verifica-se que a concentragdo da mostra estava
muito alta, foi feita uma diluicdo desta amostra e ela foi novamente injetada na
coluna utilizando-se a mesma fase estacionaria e variando-se apenas a tenséo

aplicada durante a corrida. Na Figura 8.2 séo mostrados os resultados obtidos.
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40
35
30
25
%(5) 2 s/5 kV, 27 kV durante a analise,
10 200 nm, 20 °C.
5
0 FAN
54 T | T | T | T | T | T |
0 2 4 6 8 10 12
E inj. 2 s/5V, 25 kV durante a analise,
3 20 °C, 200 nm.
3 A
= - T T T T T T T T T | T ]
0 2 4 6 8 10 12
60 3
40 3 \4
‘(2)8 3 inj. 2s/5kV, 30 kV durante a analise,
80 3 200 nm, 20 °C.
3 2+3
38 3 1 5
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20 T | T I T | T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tempo, min.

Figura 8.3 — Eletrocromatogramas obtidos utilizando-se a coluna CEC EP-
75-30-3-Cg . Os picos referem-se a: 1) tiouréia; 2+3)benzaldeido+alcool
benzilico; 4)naftaleno e §) Antraceno. As condi¢gdes analiticas relativas a
inje¢cao de amostra, substituir aplicada durante a analise , comprimento

de onda de detecgao e temperatura encontram-se dentro da Figura.

Os picos foram identificados por adi¢do de padrédo e comparacgdo de
espectros feitos durante as analises. Nao foi possivel a separacdo dos picos 2

e 3 relativos ao benzaldeido e alcool benzilico. Na Figura 8.3 & mostrado o
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eletrocromatograma obtido para a mistura de padrées mix seven 50 mg/L

diluida na mesma fase mével utilizada para os experimentos anteriores.

mA

Tempo, min.

Figura 8.4 — Eletrocromatograma obtido para a mistura de padrdoes mix A .
Condigoes de andlise: inj. 2 s/5 kV, 25 kV durante a analise, 200 nm, 20°C de

temperatura.

Através da Figura 8.3 pode-se afirmar que n&o foi obtido um resultado
positivo utilizando-se a fase mdvel constituida por tampao 25 mmol/L TrisHCI, pH
8,0 + acetonitrila (1:4, viv) para a analise da mistura de padrdes mix seven 50

mg/L. A fim de se obter uma separacdo CEC para esta mistura de padrdes foi
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feita um novo condicionamento da coluna com uma nova fase movel constituida
por 20mmol/L de tamp&o fosfato pH 2,5 + acetonitrlila (1:1, viv). O experimento
foi realizado utilizando-se as mesmas condi¢cbes experimentais descritas na
Figura 8.3, porém novamente néo foi alcangado nenhum resultado, pois a coluna
quebrou. Estas colunas sdo muito frageis, durante o processo de
condicionamento aplicando-se pressdo externa a coluna rompeu-se.

Jong-Tae Lim e colaboradores'® mostraram a separagdo de uma
mistura formada por 6 opiaceos (morfina, hidromorfona, nalorfina, codeina,
oxycodona e diacetilmorfina); utilizando como fase mével 10mmol/Ltris, pH 8,3
/5mmol/L SDS/20% de acetonitrila coluna CEC ODS, com particuias de 1,5 um.
Com base nos resultados obtidos por Lim e colaboradores™ verifica-se a
viabilidade do emprego da técnica CEC para a separacdo de misturas de

opiaceos.
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8.4 — Conclusodes

Através dos resultados apresentados pode-se inferir que:
- A técnica CEC pode ser aplicada como técnica de separagao e identificagéo
de diferentes matrizes analiticas.
- A CEC ainda é uma metodologia nova que cada vez mais vem sendo estudada

e entendida merecendo um estudo mais criterioso.

"% Jong-Tae Lim; R. N. Zare; C. G. Bailley; D. J. Rakestraw; C. Yan; Electrophoresis, 21
(2000), 737.
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9 - Conclusodes gerais e perspectivas futuras

9.1 - Conclusédes gerais

A eletroforese capilar (CE), no modo FSCE utilizado no presente trabalho
mostrou ser uma técnica alternativa bastante atrativa e viavel para a analise de
farmacos/drogas de abuso em cabelo, com tempos de analise reduzidos
comparando-se as técnicas de HPLC e GC-GC/MS que sao rotineiramente
aplicadas neste tipo de analise.

A metodologia desenvolvida para a determinagao dos principais opidides
utilizados em clinica médica a partir do cabelo e, validada especificamente para
morfina, apresentou boa linearidade (R > 0,99), valores de limite de deteccao e
quantificacdo da ordem de 0,064 mg/L (ou 0,12 ng de morfina/mg de cabelo) e
0,214 mg/L (ou 0,37 ng de morfina/mg de cabelo) respectivamente, preciséo e
exatidao adequadas (erro rellativo < 20 %), valores de recuperagcdo média de
81,9% e seletividade apropriada e especificidade unica, testada para 4 principais
interferentes. O nivel de morfina nas amostras de cabelo provenientes de
pacientes selecionados (Grupo da Dor do Hospital das clinicas da Universidade de
Sao Paulo — HCFMUSP) variou de 1,3 a 18,4 ng de morfina/mg de cabelo.

Além disso, foram otimizadas 2 separag¢des de misturas de opidides: uma
envolvendo os principais opidides utiizados em clinica médica e outra contendo
esses mesmos opidides acrescida de seus metabdlitos. A primeira mistura de
padroes foi separada utilizando-se tmapéao fosfato 20 mmol/L, pH 2,5. A Segunda
mistura de padrdes foi separada utilizando-se tampéo fosfato 60 mmol/L, pH 2,5

contendo 8 mmol/L B-ciclodextrina e 4 % de metanol.
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Capttudo-9 - Conclusdey Gerais e perspectivay Fubwros

O método validado foi aplicado com sucesso a uma gama variada de

amostras reais.
Os resultados aqui apresentados sugerem que a realizagdo de estudos de
para a verificagcdo do uso de drogas de abuso utilizando-se o0 cabelo como matriz

analitica alternativa podem ser viaveis.

166



capitulo-9 - Conclusdes Geraiy e perspectivay Fulwray

3.2 — Perspectivas Futuras

Seria interessante aplicar a metodologia de anélise desenvolvida neste
rabalho a amostras de cabelo de diferentes procedéncias, ndo s6 do ambiente
slinico.

A metodologia FSCE-CD desenvolvida para a anaiise de diferentes classes
Je opidides pode ser validada.

Seria interessante também o desenvolvimento de uma metodologia CE para
1 andlise de outras classes de farmacos/drogas de abuso utilizando-se outras

natrizes alternativas como suor, lagrima entre outros.
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