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RESUMO

Os comprimidos utilizados no tratamento da tuberculose possuem quatro farmacos
associados, Isoniazida (INH), Pirazinamida (PYA), Etambutol (EMB) e Rifampicina
(RMP) e sdo distribuidos gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde. Até o
momento, os métodos analiticos oficiais para a andlise dos teores dos farmacos
presentes neste medicamento de dose fixa combinada sdo aqueles especificados na
Farmacopeia Americana 36% edicdo e na Farmacopeia Internacional 4% edicéo.
Porém, nenhum destes compéndios oficiais possui monografias para a andlise
simultdnea dos quatro farmacos. O desenvolvimento de métodos analiticos
adequados para determinar simultaneamente as concentracfes dos quatro farmacos
em comprimidos dose fixa combinada é de grande importancia para o controle da
qualidade do medicamento em questdo. O objetivo deste estudo foi desenvolver um
método analitico para determinar simultaneamente todos os principios ativos do
comprimido para o tratamento da tuberculose por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel. O método desenvolvido utilizou uma
coluna cromatografica com fase estacionaria octadecilsilano, 250 mm de
comprimento, 4,6 mm de didmetro e 5 um de tamanho de particula e fase mével
constituida de uma fase aquosa (85% tampao formiato de aménio 0,3 mol/L pH 5,
15% metanol e 0,005 mol/L de Cu®" ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0) e fase organica
(metanol, 0,1% de trietilamina e 0,2% de &cido formico). O fluxo empregado foi de
1,0 mL/min e comprimento de onda 265 nm, quando o software do equipamento
permitiu, para a INH, PYA e o EMB um comprimento de onda de 265 e de 335 nm
para a RMP. Este estudo demonstrou que o método desenvolvido apresentou
linearidade entre 0,05 a 0,10 mg/mL para INH, 0,27 a 0,52 mg/mL para PYA, 0,19 a
0,36 mg/mL para EMB e 0,05 a 0,1 mg/mL para RMP e mostrou-se satisfatorio
guanto ao parametro de precisdo, com desvio padrao relativo inferior a 2,0% para os

quatro farmacos estudados.

Palavras-chave: Isoniazida. Pirazinamida. Etambutol. Rifampicina. CLAE.



ABSTRACT

Tablets used to treat tuberculosis contain four drugs, isoniazid (INH), pyrazinamide
(PYA), ethambutol (EMB) and rifampicin (RMP) and are freely distributed by the
National Health System. So far, the official analytical methods for testing the amount
of the ingredients present in the fixed-dose combination tablet are those described in
the 36™ edition of U.S. Pharmacopeia and in the 4" edition of International
Pharmacopoeia. However, none of these official compendium present monographs
for the simultaneous analysis of the four drugs. The development of suitable
analytical methods for simultaneously determining the concentrations of the four
drugs in fixed-dose combination tablets is of great importance to the quality control of
the medicinal product concerned. The aim of this study was to develop an analytical
method to simultaneously determine all the active ingredients of the tablet for
tuberculosis treatment by high-performance liquid chromatography with ultraviolet-
visible detector. The developed method used a chromatographic column with
octadecylsilane stationary phase, with 250 mm length, 4,6 mm diameter and 5 um
particle size.The mobile phase was aqueous (85% ammonium formate buffer 0,3
mol/L pH 5, 15% methanol and 0,005 mol/L of Cu®** or 250 mg/L CuS0O,.5H,0), and
the organic phase (methanol, 0,1% triethylamine and 0,2 % formic acid). The used
flow was 1,0 mL/min, at a wavelength of 265 nm or when the equipment allowed a
wavelength of 265 nm for INH, EMB, and PYA and 335 nm for RMP. This study
showned that the developed method was linear from 0,05 to 0,10 mg/mL for INH,
0,27 to 0,52 mg/mL for PYA, 0,19 to 0,36 mg/mL for EMB and 0,05 to 0,1 mg/mL for
RMP and was satisfactory regarding the precision parameter, with relative standard

deviation lower than 2,0 % for the four studied drugs.

Keywords: Isoniazid. Pyrazinamide. Ethambutol. Rifampicin. HPLC.
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1. INTRODUCAO

1.1. TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa que afeta principalmente
os pulmdes, podendo também atingir outros Orgdos do corpo, como O0s rins,
meninges (membranas que envolvem o cérebro), ganglios, intestinos, 0ssos, ou
outros locais do organismo. E causada por uma bactéria em forma de pequenos
bastbes cujo nhome cientifico € Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK),
em homenagem ao seu descobridor, o cientista alem&o Robert Koch. Outras
espécies de micobactérias também podem causar a tuberculose, sdo elas:
Mycobacterium bovis, M. africanum e M. microti (BASTOS, 2006; BRASIL, 2002;
REDE TB, 2012).

A transmisséao direta ocorre através do ar quando uma pessoa inala pequenas
gotas de saliva, contendo o BK, expelidas por um individuo acometido pela TB
pulmonar ao falar, tossir ou espirrar. A transmissao da doenca s6 ocorre pelo ar, ndo
se transmite TB pelo uso comum de pratos, talheres, roupas de cama, toalhas e
vaso sanitario, nem pelo contato com o sangue ou secrecdes sexuais. Contudo, a
ma alimentacdo, falta de higiene, tabagismo, alcoolismo, pessoas imunodepressivas,
como portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), diabetes, insuficiéncia
renal crbnica, favorece o estabelecimento da doenca (FURTADO, 2010; BRASIL,
2002; SECRETARIA DA SAUDE, 2010; REDE TB, 2012).

Normalmente, a doenca se manifesta através dos seguintes sintomas:
inicialmente tosse seca continua, seguida de tosse com secrec¢ao por mais de quatro
semanas, transformando-se, na maioria das vezes, em tosse com pus Oou sangue;
fadiga excessiva; febre baixa geralmente a tarde; sudorese noturna; falta de apetite;
palidez; emagrecimento acentuado; rouquidao; fraqueza; e prostracdo. Nos casos
graves, ocorre dificuldade na respiracdao, eliminacdo de grande quantidade de
sangue, colapso do pulmédo e acumulo de pus na pleura (membrana gue reveste o
pulm&o), caso haja comprometimento dessa membrana, pode ocorrer dor toracica
(BRASIL, 2005; REDE TB, 2012).

Para a prevencado da doenca devem-se evitar aglomeragdes, especialmente

em ambientes fechados, mal ventilados e sem iluminagdo solar, além da imunizacéo
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das criancas de 0 a 4 anos, obrigatoriamente as menores de 1 ano, com a vacina
BCG (Bacilo Calmette-Guérin). Para as criangcas que chegam aos postos de
atendimento ainda ndo vacinadas, a vacina esta contraindicada na existéncia de
sintomas ou sinais de imunodeficiéncia (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2012).

Com a evolucao do estudo da doenca, as nagdes desenvolvidas acreditavam
que no final do século XX a TB estaria erradicada ou confinada aos paises pobres.
Entretanto, com o surgimento da epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) em 1981, ocorreu um aumento no numero de casos notificados de
TB em pessoas infectadas pelo VIH. Além disso, 0s intensos movimentos
migratorios populacionais, o desmantelamento dos sistemas de saude publica, a
crise social/financeira mundial, o empobrecimento da populacdo, a urbanizacéo
cadtica e a auséncia de controle social vém dificultando o controle da doenca
(CONDE, SOUZA, KRITSKI, 2002; SECRETARIA DA SAUDE, 2010).

A TB continua sendo um importante problema de satde mundial, exigindo o
desenvolvimento de estratégias para o seu controle, considerando os aspectos
humanitarios, econémicos e de saude publica, merecendo atencéo dos profissionais
de saude e da sociedade como um todo (BRASIL, 2011).

1.2. O CONTROLE DA TUBERCULOSE

A manutencao da tuberculose como um problema de saude publica faz com
gue novas respostas devam ser pensadas no sentido de promover a igualdade,
garantindo 0 acesso aos pacientes, visando ndo apenas o seu atendimento e bem-
estar, mas, em sentido mais amplo, a consolidacdo do Sistema Unico de Saude
(SUS) em suas diretrizes (BRASIL, 2011). A integralidade no SUS, em especial a

garantia ao acesso, € assegurada pela Constituicdo Federal, no artigo 196:
“a saude é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
sociais e econdmicas que visem a reducdo do risco de doenca e de outros
agravos e ao acesso universal e igualitario as acdes e servicos para sua
promocao, protecao e recuperagao”.
A criacdo da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) na atual estrutura do
Ministério da Saude (MS) vem reestruturar o combate a TB uma vez que une todas
as acoOes de vigilancia, controle e prevencéao, possibilitando a integracéo entre varios

programas.



21

O Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) esta integrado na
rede de Servicos de Saude. E desenvolvido por intermédio de um programa
unificado, executado em conjunto pelas esferas federal, estadual e municipal. Esta
subordinado a uma politica de programacéao das suas a¢des com padrdes técnicos e
assistenciais bem definidos, garantindo desde a distribuicdo gratuita de
medicamentos e outros insumos necessarios até acdes preventivas e de controle do
agravo. Isto permite o acesso universal da populacdo as suas acdes (BRASIL,
2002a).

Em 1993, a OMS declarou a TB como uma emergéncia global de salde
publica e passou a recomendar a Estratégia de Tratamento Diretamente Observado
(DOTS-Direct Observed Treatment Strategy) para o controle da doenca. Em 1996, o
MS lancou o Plano Emergencial para o Controle da Tuberculose, recomendando a
implantagédo do DOTS para o controle da doenga no Brasil, sendo oficializado em
1999 através do PNCT. Esta estratégia pode ser entendida como um conjunto de
boas praticas para o controle da doenca e estd fundamentada nos componentes a
seguir (BRASIL, 2012, WHO, 2009):

e Compromisso politico com fortalecimento de recursos humanos e garantia
de recursos financeiros, elaboracdo de planos de acdo (com definicdo de
atividades, metas, prazos e responsabilidades) e mobilizacdo social,

e Diagnoéstico de casos por meio de exames bacteriolégicos de qualidade;

e Tratamento padronizado com a supervisdo da tomada da medicacao e
apoio ao paciente;

e Fornecimento e gestéo eficaz de medicamentos;

e Sistema de monitoramento e avaliagdo agil que possibilite 0 monitoramento
dos casos, desde a notificagdo até o encerramento do caso.

O DOTS constitui uma mudanca na forma de administrar os medicamentos,
porém sem mudancas no esquema terapéutico: o profissional treinado passa a
supervisionar a ingestdo do medicamento que devera ser diaria ou trés vezes na
semana, desde o inicio do tratamento até a sua cura. O paciente podera tomar a
medicacdo na unidade de saude, na residéncia ou no trabalho. Estas escolhas
deverdo ser decididas pelo préoprio e pela equipe de saude. O uso de incentivos
(lanche, auxilio-alimentacéo e outros) e facilitadores de acesso (vale-transporte) esta

recomendado como motivagédo para o tratamento. Para definir se o tratamento foi
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observado, o paciente deverd ter tido no minimo 24 ingestbes observadas na fase
de ataque e 48 ingestoes observadas na fase de manutencao ao final do tratamento
(BRASIL, 2011).

Esta estratégia continua sendo uma das prioridades para que o pais atinja a
meta de curar 85% dos doentes até 2015, diminuindo a taxa de abandono a menos
de 5%, evitando o surgimento de bacilos resistentes e possibilitando um efetivo
controle da TB (BRASIL, 2012).

Segundo o Boletim Epidemioldgico (2013), em 2012 foram notificados 70.047
novos casos da doenca, a taxa de incidéncia foi de 36,1 em 100 mil habitantes. Em
2010, foram 4,6 mil casos de morte ou 2,4 em cada 100 mil habitantes. Houve uma
reducado global do numero de casos e de Obitos por TB, nas duas ultimas décadas.
De 2010 para 2011, a queda do coeficiente de incidéncia foi de 2,2% e o de
mortalidade caiu 41% desde 1990 mesmo tendo ocorrido uma queda nos
indicadores de mortalidade e de incidéncia, o Brasil ndo conseguiu alcancar a meta
de cura, que foi de 71,6%. Esses indicadores colocam o Brasil em 17° lugar num
ranking de 22 nacfes consideradas de grande circulacao da doenca.

No Brasil, a regido norte possui a maior taxa de incidéncia de TB em 2012,
tendo o estado do Amazonas a maior taxa. A regido nordeste possui a maior taxa de
mortalidade da doenca, o Rio de Janeiro € 0 estado que possui a segunda maior
taxa de incidéncia da doenca e a maior taxa de mortalidade. As taxas de incidéncia
e mortalidade, por regido e estados, estdo descritas no quadro 1 (BRASIL, 2013a).

O controle da TB é baseado na busca de casos, no diagnostico precoce e
adequado e seu tratamento até a cura, com o objetivo de interromper a cadeia de
transmissao e evitar possiveis adoecimentos. Uma vez iniciado o tratamento, ele nédo
deve ser interrompido, salvo ap0s uma rigorosa revisdo clinica e laboratorial que
determine mudancas de diagnéstico (BRASIL, 2011; LOPES, 2006).



Quadro 1 - Taxas de incidéncia e mortalidade de TB por regifo e estados do Brasil.
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Regido e
Unidade Federada

Taxa de incidéncia de TB
em 2012 (%)

Taxa de mortalidade de TB
em 2011 (%)

NORTE 45,0 2,6
Rondbnia 34,5 1,6
Acre 45,5 2,4
Amazonas 67,3 3,6
Roraima 24,9 15
Para 45,1 2,8
Amapa 29,2 2,3
Tocantins 13,5 1,6
NORDESTE 35,8 2,7
Maranh&o 28,8 2,7
Piaui 23,6 1,7
Ceara 40,3 2,8
Rio Grande do Norte 30,4 2,3
Paraiba 29,8 2,1
Pernambuco 49,8 4,0
Alagoas 34,5 2,9
Sergipe 24,4 2,2
Bahia 35,0 2,6
SUDESTE 39,3 2,5
Minas Gerais 19,0 1,4
Espirito Santo 35,2 1,7
Rio de Janeiro 67,0 53
Séo Paulo 38,6 2,0
SUL 32,3 1,6
Parana 20,9 1,2
Santa Catarina 29,2 1,0
Rio Grande do Sul 45,4 2,4
CENTRO-OESTE 24,6 1,4
Mato Grosso do Sul 37,7 2,3
Mato Grosso 42,3 2,0
Goias 15,0 1,0
Distrito Federal 13,5 0,7
BRASIL 36,7 2,4

Fonte: BRASIL, 2013a.
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1.3. O TRATAMENTO

O tratamento da TB é feito através do uso de antibioticos e é 100% eficaz, se
realizado por um periodo minimo de seis meses sem interrupc¢ao, pois 0s sintomas
voltam e o bacilo, por sua vez, torna-se resistente aos medicamentos utilizados
(BRASIL, 2002).

A melhor forma de assegurar a cura do paciente é a utilizacdo dos principios
basicos para o tratamento, que sdo: associacdo medicamentosa adequada, doses
corretas e uso por tempo suficiente, evitando a persisténcia bacteriana e o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos (BRASIL, 2011).

A resisténcia bacteriana em individuos portadores de TB surge por meio da
selecdo de bacilos mutantes, primariamente resistentes em um grupo. Cada grupo
de bactérias tem diferentes propor¢cées de bacilos com resisténcia natural aos
diferentes medicamentos antiTB. A utilizagdo de esquemas terapéuticos com
diferentes farmacos simultaneamente € uma forma de se evitar a selecdo de bacilos
resistentes, uma vez que bacilos naturalmente resistentes a um medicamento
podem ser sensiveis a outro (BRASIL, 2011a).

Em 2009, o PNCT junto com o seu comité técnico assessor, reviu o sistema
de tratamento da TB no Brasil. Os resultados preliminares do Il Inquérito Nacional de
Resisténcia aos Medicamentos antiTB conduzido em 2007-2008, mostraram um
aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%) e da resisténcia
primaria a isoniazida associada a rifampicina (de 1,1 para 1,4%), quando
comparadas com os resultados do | Inquérito Nacional, realizado em 1995-1997.
Com base nestes resultados, recomendou a inclusdo do etambutol como o quarto
farmaco na fase intensiva de tratamento (dois primeiros meses) do Esquema basico,
a fim de aumentar o sucesso terapéutico e evitar o aumento da multirresisténcia.
Acrescentou ainda a apresentacdo de comprimidos em doses fixas combinando
(DFC) os quatro farmacos (4 em 1), nas seguintes dosagens: Rifampicina 150 mg,
Isoniazida 75 mg, Pirazinamida 400 mg e Etambutol 275 mg, conforme descrito no
quadro 2 (BRASIL, 2008, BRASIL, 2011).

O esquema basico com quatro farmacos é indicado pela OMS, e
mundialmente utilizado, apresentando excelentes resultados quanto a efetividade,
em particular pela maior adeséo ao tratamento. Os comprimidos de DFC possuem

diversas vantagens sobre os farmacos utilizados isoladamente (monoterapia), dentre
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elas, destaca-se a diminuicdo dos erros de prescricdo porque as doses
recomendadas sao padronizadas pela OMS; a quantidade de comprimidos ingeridos
€ menor, dando maior conforto e favorecendo a adesao do paciente ao tratamento e,
havendo esquecimento na ingestdo do comprimido de DFC, os pacientes nao
podem escolher qual farmaco irdo ingerir evitando assim o risco da monoterapia e o
consequente desenvolvimento da resisténcia aos quimioterapicos (o BK rapidamente
se torna resistente aos farmacos quando eles séo utilizados separadamente) (WHO,
2009).

Quadro 2 - Esquema bésico para o tratamento da TB para adultos e adolescentes.

Fase Farmacos Faixa de peso Unidade/dose

Comprimido em dose fixa

combinada o
} . ] o 20Kg a 35Kg 2 comprimidos
Fase intensiva (Rifampicina 150 mg, o
o 36Kg a 50Kg 3 comprimidos
2 meses Isoniazida 75 mg, o
> 50Kg 4 comprimidos

Pirazinamida 400 mg e
Etambutol 275 mQ)

1 comprimido ou cépsula de
20Kg a 35Kg 300/200 mg ou 2 comprimidos
de 150/75 mg

Rifampicina e Isoniazida

Fase de Comprimido ou cépsula de 1 comprimido ou capsula de
5 300/200 mg + 1 comprimido ou
manutenc¢ao 300/200 mg ou de 150/100 36Kg a 50Kg , g p
4 meses mg ou comprimidos de capsula de 150/100 mg ou 3
150/75 mg comprimidos de 150/75 mg

2 comprimidos ou capsulas de
> 50Kg 300/200 mg ou 4 comprimidos
de 150/75 mg

Fonte: BRASIL, 2011.

O medicamento disponibilizado pelo MS para o tratamento da TB e distribuido
pelo SUS é o comprimido de DFC de rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol, chamado COXCIP-4. Atualmente a producdo, distribuicdo e
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comercializacdo de medicamentos no pais sdo reguladas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (Anvisa) que tem por finalidade institucional promover a protecéo
da saude da populacdo, por intermédio do controle sanitario da producdo e
comercializacdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive
dos ambientes, dos processos e dos insumos e das tecnologias a eles relacionadas,
bem como o controle de portos, aeroportos e de fronteiras, pela Lei n® 9782 de 1999
definindo o SNVS que ainda apresenta-se em vigor (BRASIL, 1999; BUENO, 2005).

O controle sanitario dos medicamentos ap0s a comercializagao,
desempenhado pela agéncia, conta com as vigilancias estaduais e municipais e com
o auxilio dos Laboratérios Centrais (LACEN) e do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), que tém como uma de suas funcdes a avaliacdo
analitica de alimentos, produtos biolégicos, medicamentos e produtos para saude,
para fornecer subsidios e elucidar davidas quanto a qualidade minima dos produtos
sujeitos a vigilancia sanitaria, e vem ao longo dos anos comprovando a possivel
ineficacia terapéutica de muitos medicamentos, levando ao recolhimento destes do
mercado (SOUZA, 2011).

1.4. FARMACOS DO COMPRIMIDO DFC

1.4.1. Rifampicina

A Rifampicina (RMP) é um antibiético bactericida e um dos tuberculostéaticos
ativos mais conhecidos. E um composto semissintético produzido a partir da RMP B,
obtida pela fermentacéo da Streptomyces mediterranei. A partir da sua utilizagcdo em
1966, a RMP vem sendo utilizada como um farmaco essencial no tratamento da TB,
apresentando um sucesso terapéutico da ordem de 95%. O impacto e a eficacia
desse farmaco no combate a TB podem ser observados pela reducao do tratamento
de doze para seis meses, quando combinada com a isoniazida e pirazinamida
(SOUZA, 2005).

A RMP apresenta formula molecular C43Hs53N4O12, € massa molar de 822,94
g/mol e sua estrutura quimica esta representada na figura 1. E um p6 cristalino de
cor marrom avermelhado, possui ponto de ebulicdo (PE) de 183 a 188°C, com
decomposicdo. E levemente solGivel em agua, etanol, acetona e soltivel em metanol

e tetrahidrofurano e facilmente sollvel em cloroformio e sulfoxido de dimetila
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(DMSO). Apresenta caracteristicas anféteras com pka de 1,7 referente a hidroxila na
posicéo 4 e pka 7,9 em func&o do nitrogénio no grupo piperazina. Sua solubilidade e
estabilidade variam de acordo com o pH, devido a sua natureza anfétera. A maxima
estabilidade da RMP é verificada em solu¢cées com pH proximo da neutralidade. A
adicdo de &cido ascorbico a solugdo aumenta a solubilidade da RMP e diminui a sua
oxidacdo (GALLO, RADAELLI, 1976; CONNORS, AMIDON, STELLA, 1986).

Figura 1 - Estrutura da Rifampicina.
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Em solucéo alcalina, com presenca de oxigénio a temperatura ambiente, a
RMP se oxida e se transforma em rifampicina quinona (RQ), representada na figura
2. Sano e colaboradores (1970) realizaram um estudo com solugcdo de RMP em
diferentes valores de pH, onde verificaram que ela se decompde rapidamente tanto
em meio alcalino quanto em meio 4cido, a temperatura ambiente. E em meio neutro
ela se decomp®e lentamente. Em meio acido o produto de decomposi¢cdo da RMP é
a 3-formilrifampicina (3-RF), sua estrutura esta representada na figura 3 (GALLO,
RADAELLI, 1976).



Figura 2 — Estrutura da rifampicina quinona.
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Figura 3 — Estrutura da 3- formilrifampicina.
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Em meio alcalino, com temperaturas de 60 a 70 °C, a RMP se degrada
formando a 25-desacetil-rifampicina (figura 4), podendo ainda se transformar em 25-
desacetil-23-acetil-rifampicina (figura 5) e em 25-desacetil-21-acetil-rifampicina
(figura 6) (GALLO, RADAELLI, 1976).

Figura 4 — Estrutura da 25-desacetil-rifampina.

CH3

I
@

CH3

HO

e

Qtrrrnnin
Qtrrnnin

T

Figura 5 — Estrutura da 25-desacetil-23-acetil-rifampicina.
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Figura 6 — Estrutura da 25-desacetil-21-acetil-rifampicina.
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1.4.2. Isoniazida

A Isoniazida (INH) € um derivado sintético do acido isonicotinico. Possui acao
bacteriostatica, nos bacilos em repouso, e bactericida, para microrganismos em
rapida divisdo, como nos bacilos intracelulares (BASTOS, 2006). E considerado um
farmaco de primeira escolha para o tratamento de todas as formas de tuberculose.
Devido a sua resisténcia, deve estar associada simultaneamente com outros
tuberlostaticos. Se ndo houver contraindicacao ou resisténcia ao medicamento, ela é
incluida em todos os esquemas terapéuticos (KATZUNG, 2005).

Sua estrutura quimica (CgH7N3O) esta representada na figura 7 e apresenta
massa molar de 137,14 g/mol. E um p0 cristalino branco ou incolor, possui um PE de
170 a 174°C. E faciimente solivel em agua, ligeiramente sollvel em etanol, pouco
soluvel em cloroformio e praticamente insolivel em éter. Seus valores de pka séo
2,0 e 3,5 (BREWER, 1977; MERCK, 2006).
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Figura 7 - Estrutura da Isoniazida.

A estabilidade da INH foi estudada extensivamente em solucdo e em varias
preparacdes farmacéuticas. Poole e Meyer (1960 apud BREWER, 1977), relataram
gue a INH é estavel durante varias semanas em solucdes aquosas tamponadas a
valores de pH abaixo de 8.

Segundo Bhutani e colaboradores (2007), a INH é um farmaco termicamente
estavel, pouco instavel a fotdlise e oxidacdo, porém quando submetida a uma
hidrolise energética forma seus produtos de degradacéo principais, que séo o acido
isonicotinico (figura 8) e a isonicotinamida (figura 9). A degradacéo de INH em meio
acido (HCI 0,1%) acarreta na geracado de &cido isonicotinico. Tanto o aquecimento
em agua, quanto a adicdo de peroxido de hidrogénio resultam na formacao de acido

isonicotinico e isonicotinamida.

Figura 8 — Estrutura do acido isonicotinico.
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Figura 9 — Estrutura da isonicotinamida.
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Lewin e Hirsch (1955 apud BREWER, 1977) notaram que os fons Mn?* e Cu?*
aceleram a degradacédo de isoniazida, na presenca de perdxido de hidrogénio.

Inoue e Ono estabeleceram a cinética da degradacdo da isoniazida na
presenca de Mn*2 Inoue demonstrou o efeito da presenca de fons de Cu®** sobre a
taxa de oxidacdo de INH em solucdo. Os produtos da reacdo foram o &cido
isonicotinico,  isonicotinamida,  1,2-diisonicotinoilo  hidrazona,  isonicotine-
carboxaldeido e isonicotinoilo hidrazona (1971 apud BREWER, 1977).

1.4.3. Pirazinamida

A Pirazinamida (PYA) é uma amida primaria derivada do &cido pirazindico e
sua sintese foi descrita pela primeira vez em 1936. A introducdo da PYA no
esquema terapéutico possibilitou a reducédo do tempo de tratamento de doze para
seis meses. Por isso, é considerada o terceiro farmaco mais importante no
tratamento da TB (LIMA; BISPO; SOUZA, 2011).

E um antibiético bactericida, com férmula molecular CsHsNsO, massa molar
de 123,1 g/mol e sua estrutura esta representada na figura 10. E um po cristalino
branco ou quase branco, possui um PE de 189 a 191°C. E ligeiramente soltGvel em
agua e pouco soluvel em etanol, éter e cloroférmio. Seu valor de pka é de 0,5
(LOUTFY; ABOUL-ENEIN, 1983; MERCK, 2006).
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Figura 10 - Estrutura da Pirazinamida.

@

1.4.4. Etambutol

O Etambutol (EMB) é utilizado no comprimido na forma de cloridrato de
etambutol. E um antibidtico bactericida, com férmula molecular C1oH24N,05 . 2HCI,
massa molar de 277,2 g/mol e sua estrutura esta representada na figura 11. E um po
cristalino branco, higroscopico e inodoro, possui um ponto de fusdo (PF) de 199 a
204°C. E facilmente sollvel em agua, soliivel em etanol e metanol, pouco soltvel em

cloroférmio e praticamente insolavel em éter etilico (LEE, BENET, 1976).

Figura 11 - Estrutura do Etambutol.

OH
T
/\/N
T
H

HO



34

1.5. ANALISE DO COMPRIMIDO DE DFC

1.5.1. Metodologias analiticas de compéndios oficiais

As farmacopeias que apresentam metodologias de andlise para dosagem dos
quatro farmacos presentes no comprimido de DFC sdo a Farmacopeia Americana
(USP) 36° edicdo (2013) e a Farmacopeia Internacional (Ph. Int.) 4% edicdo (2011). A
Farmacopeia Brasileira (FB) 5% edigdo (2010) possui metodologia para analise dos
farmacos individualmente. Portanto, nenhum destes compéndios possui
metodologias para andlise simultdnea dos quatro farmacos.

A USP recomenda o uso de uma metodologia para a dosagem dos farmacos
nos comprimidos 4 em 1 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
detector de Ultravioleta (UV), onde a determinacdo do teor de RMP, INH, PYA é
realizada separadamente da determinagédo do EMB. Na Ph. Int. a metodologia para
a determinacdo do teor de INH, PYA e EMB ¢é realizada separadamente da
determinacdo da RMP. Os diluentes para a andlise de RMP soO diferem nas
proporcdes: o diluente da USP usa 96:4 e o da Ph. Int. usa 60:40 da mistura tampao
fosfato pH ~ 7 e metanol, respectivamente.

A técnica de andlise da RMP, INH e da PYA na USP baseia-se em uma
eluicdo por gradiente utilizando duas misturas nas proporcées de tampéo fosfato, pH
6,8 e metanol em fase octadecilsilano. A analise do EMB é realizada numa coluna
propilamina, utiliza-se um método isocratico com fase moével contendo uma mistura
de acetonitrila e solucéo de trietilamina pH 7,0 (50:50). A leitura € efetuada em um
comprimento de onda de 200 nm (USP 36-NF31, 2013).

Na Ph. Int., o0 método de andlise da INH, PYA e EMB utiliza-se fase mével
contendo uma solucdo de acetato de amonio e acetato de cobre pH 5,0 e metanol
(94:6) em um meétodo isocratico em fase de octadecilsilano, a leitura € efetuada em
um comprimento de onda de 270 nm. J4 a andlise da RMP é realizada em um
comprimento de onda de 254 nm, em fase de silica, com 5 ym de diametro de
particula, derivatizada com octadecilsilil, com o método isocratico (FARMACOPEIA
INTERNACIONAL, 2011).

As diferentes caracteristicas instrumentais entre estas metodologias estéo
descritas para melhor entendimento no quadro 3.



Quadro 3 — Métodos de analise para RMP, INH, PYA e EMB apresentados nas Farmacopeias Americana e Internacional.
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Etambutol

Método de eluigdo: isocratico

Método de eluicdo: isocratico

SUBSTANCIAS ENSAIO SUBSTANCIAS ENSAIO
Coluna: C18 25cm x 4,6mm X 5pm Coluna: Propilamina 15cm x 4,6mm x 5pm
< Detector: UV (238 nm) Detector: UV (200 nm)
Z . Rifampicina | Fluxo: 1,5 mL/min Fluxo: 1,0 mL/min
) g Volume de injecéo: 20pL Volume de injecdo: 100uL
% N Diluente: 96% tampao fostato (pH=6,8) + 4% Diluente: tampéo fosfato pH=6.8
== metanol - tamp PP=5,
L .
<z - Fases M~ove|s. . . L. Fases Moveis: acetonitrila + solucéo de
o Isoniazida A) tampéo fosfato pH=6,8:acetonitrila (96:4); Etambutol trietilamina pH=7,0 (50:50)
o B) acetonitrila:tampdo fosfato pH=6,8 (55:45) pH=1, '
©) . .
< % Gradiente de elui¢ao:
22 Tempo Solugdo A Solugéo B
< Omin  100% 0% . o .
w Pirazinamida 5min  100% 0% Método de eluicdo: isocratico
6min 0% 100%
15 min 0% 100%
Coluna: C18 15cm x 4,6mm X 5um Coluna: C18 25cm x 4,6mm X 5um
Z:' Detector: UV (270 nm) Detector: UV (254 nm)
% Isoniazida Fluxo: 2,0 mL/min Fluxo: 1,0 mL/min
g Volume de injecdo: 20puL Volume de injecdo: 20uL
‘,—T H . . P~ et
E = Diluente: agua (D4|!lé§:nte. metanol:tampé&o fosfato pH=7,0
L||_J N
) P : Fase Movel: solugéo de acetato de amonio e : - Fase Movel: metanol + tampéao fosfato
< ® P Rif
< z&’" irazinamida acetato de cobre pH=5,0:metanol (94:6) fampicina pH=7,0
iy
o (]
O
O N—r
<
=
04
<
LL
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1.5.2. Metodologias analiticas encontradas na literatura cientifica

Foi feita uma busca em artigos e dissertacdes com o objetivo de fazer uma
revisdo bibliogréfica para encontrar metodologias de andlise para os quatro
farmacos simultaneamente. Nao foi encontrada nenhuma metodologia que
permitisse a determinacéo simultdnea dos quatro principios ativos.

Heyden e colaboradores (2012) otimizaram um método de andlise por
cromatografia de alta performace de camada fina em fase reversa (RP-HPTLC).
Este método consiste em duas etapas, na primeira foram analisadas a PYA, INH
e a RMP por UV em um comprimento de onda de 280 nm. J& na segunda etapa, o
EMB foi derivatizado com Ninhidrina, e a leitura desta solucdo foi realizada no
Visivel a 450 nm. Neste trabalho, foram testadas varias fases mdveis com agua e
alcool (metanol, etanol e propan-1-ol), onde a fase movel que obteve uma boa
eluicdo dos picos foi: etanol, &gua, acido acético e amonia na proporcédo 70:30:5:1
v/v. Apesar da boa eluicdo dos picos concluiu-se que seria necessario definir a
melhor proporcdo do etanol na fase movel, assim como as melhores condi¢cdes
cromatograficas a serem utilizadas durante a fase de validacéo.

Lima e colaboradores (2011) realizaram a analise de dissolu¢do dos quatro
farmacos através da técnica por espectroscopia por infravermelho proximo
(NIRS). O método proposto foi eficaz e ndo destrutivo além de alternativo a
técnica de cromatografia, a mais usual para esta finalidade.

Calleri e colaboradores (2001) validaram um método de andlise para a INH,
PYA e RMP por cromatografia a liquido de fase reversa (RP-LC) em comprimidos
de doses combinadas para tuberculose. Foi utilizada uma coluna C18 de fase

reversa com detector de arranjo de diodos com fase mével gradiente.

1.6. CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A CLAE surgiu como uma alternativa para a cromatografia liquida
tradicional, pois possibilitou a reducdo do tempo de analise através de colunas
com microparticulas de propriedades controladas de pureza, area superficial,

distribuicdo de tamanho e poro. As principais caracteristicas da CLAE sé&o o alto
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poder de resolucdo, separacdes rapidas, monitoramento continuo do eluente,
acuracia das medidas quantitativas (SKOOG, 2002).

A CLAE é uma técnica de separacdo dos componentes de uma mistura
entre duas fases: a fase movel, liqguida e a fase estacionédria, solida. As
separacdes sao feitas por particdo, adsorcdo ou processos de troca ibnica,
dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada. A maioria das analises
farmacéuticas est4d baseada no método de separacdo por particio e devem
ocorrer em um tempo curto de analise. Varios fatores quimicos e fisico-quimicos
influenciam na separacdo cromatografica, os quais dependem da natureza
quimica das substancias a serem separadas, da composicdo e vazdo da fase
movel, da composicdo e area superficial da fase estacionaria (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

O equipamento utilizado consiste em um reservatério que contém a fase
movel, uma bomba com a finalidade de impulsionar a fase moével pelo sistema
cromatografico, um injetor para introduzir a amostra no sistema, uma coluna
cromatografica, um detector e um dispositivo de captura de dados, como um
software, integrador ou registrador. Além de receber e enviar informacgfes para o
detector, softwares sdo utilizados para controlar todo o sistema cromatogréfico,
proporcionando maior operacionalidade e logistica de analise (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Apos dissolver a amostra na fase mével ou em outro solvente adequado, a
solucéo é injetada no sistema cromatografico, de forma manual, utilizando seringa
apropriada, ou por meio de um injetor ou amostrador automético (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Os analitos da amostra sdo retidos, seletivamente, na fase estacionaria
resultando em migracdes em tempos diferentes, definidas pela maior ou menor
afinidade da amostra com a fase movel ou com a fase estacionaria. Sistemas que
consistem de fases estacionarias polares e fases moveis apolares sao definidos
como cromatografia em fase normal, enquanto o oposto, fases moveis polares e
fases estacionarias apolares, sdo denominados de cromatografia em fase reversa
(VOGEL, 2002).

A separacao ocorre na coluna cromatografica que, normalmente, é feita de

aco inoxidavel com dimensdes variadas de comprimento e didmetro interno, tendo
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sua durabilidade de aplicacdo aumentada através da utilizacdo de pré-colunas
especificas que removem materiais particulados e contaminantes. A fase
estacionaria se encontra acondicionada dentro da coluna, o didmetro das
particulas é de 3 um a 10 um. Quanto menor o didametro da particula, mais rapida
e eficiente sera a transferéncia das substancias entre as fases estacionarias e
moveis. A polaridade da coluna depende dos grupos funcionais presentes, sendo
0S mais comuns 0S grupos apolares octil, octadecil, fenil, cianopropil e polar,
nitrila. As colunas usadas para separagfes analiticas tém diametros internos de 1
mm a 5 mm. Essas podem ser aquecidas, proporcionando separacdes mais
eficientes, mas sO raramente sdo utilizadas temperaturas superiores a 60°C,
devido ao potencial de degradacéo da fase estacionaria ou a volatilidade da fase
moével (VOGEL, 2002; LANCAS, 2009; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Os componentes da amostra eluidos na coluna sdo detectados para
poderem ser identificados e quantificados. O detector emite sinal informativo a ser
descrito pelo registrador, integrador, ou também chamado, sistema de aquisi¢do
de dados, e que também controla as condi¢des cromatograficas. Existem
diferentes tipos de detectores com aplicacdes distintas em cromatografia liquida e
sdo exemplos o detector de ultravioleta-visivel (UV-VIS), o detector de
fluorescéncia, o detector de arranjo de diodos e o detector de indice de refracédo
(LANCAS, 2009; VOGEL, 2002).

Os detectores UV-VIS sédo utilizados para detectar compostos com
grupamento cromoforo. Tais detectores consistem de uma célula de fluxo
localizada no término da coluna cromatografica. A radiacdo ultravioleta atravessa,
constantemente, a célula de fluxo e é recebida no detector. Com o sistema em
funcionamento, as substancias séo eluidas da coluna, passam pela célula de
detector e absorvem a radiacdo, resultando em alteracbes mensuraveis no nivel
de energia. Esses detectores podem apresentar comprimento de onda fixo,
variavel ou multiplo. Detectores de comprimento de onda fixo operam em um
anico valor, tipicamente 254 nm, emitido por uma lampada de mercurio de baixa
pressdo. Aqueles com comprimento de onda variavel contém uma fonte continua
de emissdo, como uma lampada de deutério ou xendnio de alta pressdo, e um
monocromador ou um filtro de interferéncia, de modo a gerar radiacao

monocromatica a um valor selecionado pelo operador, podendo, ainda, ser
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programados para alterar o comprimento de onda durante o desenvolvimento da
analise. Os detectores de comprimento de onda multiplo medem,
simultaneamente, a absorvancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo
denominados de detectores de arranjo de diodos (DAD). Nestes, a radiacdo
ultravioleta é transmitida através da célula de fluxo, absorvida pela amostra e
entdo separada em seus componentes originais, que sao detectados,
individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorvancia
em toda faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente, os espectros
de cada pico registrado no cromatograma (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.6.1. Adequacéao do sistema por CLAE

Uma separacdo cromatografica € otimizada com a variacdo das condicdes
experimentais até que o0s componentes de uma mistura sejam claramente
separados com consumo minimo de tempo. Os parametros de otimiza¢ao visam a
redugdo do alargamento de zona ou alteracdo das velocidades relativas de
migracdo dos componentes (SKOOG, 2002).

Os testes de adequabilidade do sistema sdo parte integrante dos métodos
de cromatografia liquida. Sao aplicados com a finalidade de verificar se a
resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatografico estdo adequadas para
as analises a serem realizadas. Os principais parametros necessarios para a
verificacdo de adequabilidade do sistema sao: fator de retencdo, numero de
pratos tedricos, fator de seletividade, resolucéo, fator de cauda e desvio padrao
relativo entre as replicatas. Estes testes sdo baseados no conceito de que o0s
equipamentos, as operagdes analiticas e as amostras para analise constituem um
sistema integral que devem ser avaliados como um todo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; USP36 NF31, 2013).

Os parametros e seus limites recomendados para garantir a adequacéo do
sistema cromatografico conforme a Farmacopeia Americana encontram-se

apresentados no quadro 4.



Quadro 4 - Critérios de aceitabilidade para os parametros de adequacéo da separacao

cromatografica segundo a USP.
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Pardmetros de adequacéo

Critério de aceitabilidade

Fator de retencédo (k)

K>2

N° de pratos teéricos (N)

Em geral N > 2000

Resolucao (R)

R>2,0

Fator de cauda (FC)

FC<2

Repetibilidade (DPR)

DPR < 2% (para n=5)

Fonte: USP, 2013.

1.6.1.1. Fator de retencéo ou fator de capacidade (K)

O fator de retencéo ou fator de capacidade (K) € um parametro importante,

amplamente utilizado para descrever as velocidades de migragédo dos solutos nas

colunas. E a razdo entre a quantidade do soluto com afinidade pela fase

estacionaria e a quantidade com afinidade pela fase mével. Quanto maior a

afinidade do soluto pela fase estacionaria, maior a sua retencdo, sendo

numericamente definido pela equagédo 1 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

K=V, —Vy ou K=t—tg
Vo o

Sendo:
V, = volume do analito

Vo = volume morto

t = tempo de retencdo do analito

to = tempo morto ou tempo de permanéncia do analito na fase movel

Para determinar o fator de retencéo faz-se necessario calcular o volume

“morto” (Vo) referente & coluna, que é o volume compreendido entre o injetor e 0

detector incluindo a coluna. As equacdes 2 e 3 correlacionam o volume interno da

coluna vazia (Vi) com o Vo da coluna e o didmetro da particula de seu

preenchimento (RIO, 2011).
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Vi =nR*C (2)
Vo =(0,50u 0,7) X V; 3)
Sendo:

n=3,14159...

R =raio interno da coluna
C = comprimento da coluna
0,5 e 0,7 sao fatores matematicos para tamanho de particula igual a 5uym e 10um,

respectivamente.

Devem-se evitar valores de retencéo (K) préximos ao Vj pois, neste caso,
ocorrerd pouca interacdo do composto analisado com a fase estacionaria
podendo ocorrer a coeluicdo com um outro componente da amostra. Da mesma
forma, ndo se deve trabalhar com valores excessivamente altos de retencéo,
porque isto fard com que ocorra o alargamento dos picos. ldealmente, o valor de
(K) deveria variar entre 1 e 20 (RIO, 2011).

Na cromatografia liquida, os fatores de retencdo podem ser manipulados
para fornecer melhores separagcdes por meio da variagdo da composicao das fase

movel e fase estacionaria (SKOOG, 2002).

1.6.1.2. Numero de pratos teoricos ou eficiéncia (N)

Numero de prato tedrico € definido como um equilibrio de distribuicdo do
soluto entre as duas fases. Dois termos sédo largamente utilizados para expressar
a eficiéncia de uma coluna cromatogréfica: altura equivalente a um prato tedérico
(H) e numeros de pratos teoricos (N), estes termos estdo relacionados na

equacgao 4:

N=L_ (4)
H

Sendo:

L é o comprimento da coluna.
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A equacéao 5 também é usada para o calculo do numero de pratos tedricos.
Os calculos que usam a largura a meia altura do pico sdo mais confiaveis, ja que
o erro na medida da largura do pico na meia altura é menor que a medida da

largura do pico na linha de base (RIO, 2011).

N = 16(Vn/W)? ou N=5,54(Vn/Ws)? (5)

Sendo:
Vn = Volume de elui¢do do pico
W = Largura do pico na linha de base

W24 = Largura do pico na meia altura

O namero de pratos tedricos serd maior a medida que se diminui a altura
de um prato tedrico. Quanto maior for o numero de pratos tedricos, maior sera a
eficiéncia da coluna, melhor serd a separacédo (LANCAS, 2009; SKOOG, 2002).

1.6.1.3. Fator de seletividade ou fator de separacao (a)
O fator de seletividade (a) é a relacao existente entre o tempo que dois

solutos passam pela fase liquida. O fator de seletividade de uma coluna para as

duas espécies A e B é expresso pela equacéo 6.

(o) = Kg. 6)
Ka
Sendo:

Kg € a constante de distribuicdo da espécie mais retida (B)
Ka € a constante de distribuicdo da espécie menos retida (A), ou que elui mais

rapidamente.

Quanto maior o valor de a, mais seletiva sera a fase liquida e, portanto,
uma melhor separagdo das espécies sera alcancada (SKOOG, 2002; LANCAS,
2009).
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1.6.1.4. Resolucao (R)

A resolucdo da coluna é uma medida quantitativa da separacdo de dois
picos consecutivos, determinada por dois fatores: a distancia entre seus tempos
de retencédo e a largura da base, conforme a equacao 7 (LANCAS, 2009).

R=2(TNa-(TNs (7)
(Wa + We)

Sendo:

Tra € 0 tempo de retencao da espécie A
Trg € 0 tempo de retencdo da espécie B
W, é a largura da base da espécie A

W5 € a largura da base da espécie B.

A resolucédo também pode ser calculada a partir das larguras dos picos na

meia altura e seus respectivos tempo de retencao, pela equacéo (8) abaixo:

R= _(tht) ®)
Yo (Wy » Wo)

Sendo:
t, e t; = tempo de retencao de dois picos

W, e W, = Largura dos picos na meia altura

Uma resolucdo de 1,5 permite a separacdo quase completa de dois
componentes, a sobreposicdo dos sinais cromatogréficos nestes casos € de
aproximadamente 0,1%. Alongar a coluna pode ser uma saida para melhorar a
resolucdo, pois aumentaria o numero de pratos tedricos, porém, a adicdo de
pratos tedricos aumentaria 0 tempo necessario para a separagao, 0 que nao e
desejavel (SKOOG, 2002).
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1.6.1.5. Fator de cauda (FC) ou fator de assimetria do pico (As)

Fator de cauda (FC) ou fator de assimetria (As) do pico indica a assimetria
do pico. A medida que a assimetria do pico aumenta, a integracio e a precisio se
tornam menos confiaveis. O fator de cauda é calculado a 5% da altura do pico,
conforme a equacédo 9 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

FC =Wo.0s_ 9)
2f

Sendo:
W 05 = largura do pico a 5% da altura
f = disténcia da linha vertical do sinal maximo até a linha vertical e perpendicular a

linha de base que intercepta o trago a cinco por cento da altura.

1.6.1.6. Desvio padrao relativo (DPR)

O desvio padréo relativo das replicatas (DPR) é o parametro da adequacao
do sistema que mede a repetibilidade do método analitico entre as injecfes da
mesma amostra contida no mesmo frasco, podendo ser calculado conforme a

equacao 10.

DPR= _DP_ x 100 (10)
CMD

Sendo:

DPR = desvio padréo relativo

DP = desvio padrao das replicatas

CMD = concentracdo média determinada
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O medicamento usado no tratamento da TB é distribuido gratuitamente
pelo SUS, portanto, do ponto de vista da Vigilancia Sanitaria € importante que o
monitoramento desses medicamentos seja feito de forma rapida, segura e
confidvel através do emprego de métodos analiticos adequados e validados para
a garantia da qualidade destes farmacos.

Devido a falta de um método de analise simultanea dos quatro farmacos do
comprimido utilizado no tratamento da TB, tanto em compéndios oficiais quanto
em metodologias da literatura cientifica, este estudo propde o desenvolvimento de
um unico método analitico que avalie simultaneamente os quatro farmacos, que
sera de grande valia para o controle da qualidade deste produto devido a reducao
do tempo de andlise e dos gastos com solventes e consequentemente da reducéo

do custo da analise.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de analise para a determinagao simultanea do teor
de rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol em comprimidos 4 em 1,

utilizados no tratamento da TB.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Andlise critica das metodologias oficiais;

Otimizar a solucédo diluente para obter maior estabilidade da rifampicina;

Formar complexo metal-etambutol alterando as propriedades da absorcdo do
etambutol na regido UV;

Determinar e avaliar os parametros de adequacéo do sistema cromatografico no
desenvolvimento do método;

Avaliar os parametros linearidade e precisdo (repetibilidade) do método
desenvolvido de acordo com os critérios e normas sobre validacdo analitica da

Anvisa e do Inmetro.
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3. METODOLOGIA
3.1. AMOSTRAGEM

Os medicamentos na forma de comprimidos 4 em 1 (INH, PYA, EMB e
RMP) foram doados por dois fabricantes diferentes (fabricante 1 e 2).

Foi realizado um pool de cada medicamento para realizacdo dos ensaios
neste estudo. Transferiu-se o equivalente a 20 comprimidos de cada um dos 2
medicamentos para frascos individualmente identificados e com tampa. Estes

foram guardados em local seco e ao abrigo da luz.
3.2. EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES
3.2.1. Equipamentos

— Balanca analitica com resolu¢cdo de 0,01 mg, fabricante OHAUS, modelo
AV264CP.

— Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, fabricante Shimadzu com detector UV-
VIS com conjunto de fotodiodos SPD-M10A, forno CTO-10A, bomba LC-10AD e
injetor automatico SIL-10AF. Programa usado para aquisicdo de dados Class-

Vp®.

Figura 12 - Cromatografo liquido, fabricante Shimadzu com detector UV-
VIS e conjunto de fotodiodos usado nas etapas da avaliagao.
5 &
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— Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, fabricante Gilson com detector UV-VIS
152, forno Shimadzu modelo CTO-6A, bomba binaria 321 e injetor automatico
235p. Programa usado para aquisicdo de dados Unipoint®. A maior parte dos

experimentos foi realizada nesse sistema (figura 13).

Figura 13 - Cromatografo liquido, fabricante Gilson com detector
ultravioleta-visivel usado nas etapas de desenvolvimento.

— Espectrofotdmetro, fabricante Varian modelo Cary 50 Conc UV-Visivel.

— Banho ultrassonico, fabricante Unique modelo UltraSonic Cleaner.

— Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabricante Milipore modelo Direct-Q.

3.2.2. Materiais e Reagentes

— Coluna Luna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um. Fabricante: Phenomenex®. Lote: 5291-
82.

— Coluna Nova-Pak® C18 (150x 3,9) mm, 4 um. Fabricante: Waters. Lote:
WO03551M035.

— Coluna Acclaim™ 120 C18 (150 x 2,1) mm, 3 um. Fabricante: Thermo Scientific.
Lote: 018-01-153.
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— Os reagentes utilizados foram grau P.A. e solventes grau CLAE.

— Padrdo secundério cloridrato de etambutol, teor 100,0%. Reg: 03651.

Fornecedor Farmanguinhos.

— Padrdo secundario isoniazida, teor 100,8%. Reg.. 32488. Fornecedor

Farmanguinhos.

— Padrdo secundario pirazinamida, teor 99,09%. Reg.: 32592. Fornecedor

Farmanguinhos.

— Padréo secundario rifampicina, teor 100,0%. Reg.: 29038. Fornecedor

Farmanguinhos.

3.3. OTIMIZACAO DO DILUENTE DA RIFAMPICINA

O objetivo da otimizacao do diluente da RMP esta em apresentar alguma
alternativa viavel para impedir a sua degradacédo durante a andlise quantitativa.

Primeiramente foi testado o diluente preconizado pela USP: solugdo 96%
tampéo fosfato pH 6,8 com 4% metanol. Depois foi testado os solventes apolares
(tetracloreto de carbono), polares proticos (metanol) e polares aproticos
(acetonitrila).

Com o intuito de utilizar somente um diluente para os quatro principios
ativos durante a andlise, sabendo-se que o EMB esta presente no comprimido 4
em 1 como cloridrato, portanto, insolivel em solventes organicos, foram feitas
misturas na proporcdo 10% de agua e 90% de solvente organico (acetonitrila ou
metanol), suficiente para promover a dissolucdo do EMB, sem provocar
alteracdes estruturais na RMP.

ApoOs estes resultados, foram testados os diluentes com um aumento na
proporcdo da &gua e acrescentou-se um antioxidante a solucdo. Foram
preparados trés solucdes de diluente com 50% de agua e 50% de acetonitrila,

contendo 0,03, 0,075 e 0,15 mg/mL de tampé&o citrato respectivamente.
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Estes diluentes foram testados em solu¢cées de RMP de 200 pg/mL, tanto
no padrdo como na amostra (comprimido). As solucbes foram analisadas no
cromatdégrafo  Gilson com detector ultravioleta-visivel e as condi¢cbes
cromatograficas foram: fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase modvel de 95% de agua e 5% de
metanol, em modo gradiente (tabela 1) com tempo de corrida de 25 min. e coluna
C18 (250 x 4,6) mm, 5 pm.

Tabela 1 — Rampa de programac¢édo do modo gradiente para andlise da RMP.

Tempo Fase aquosa (%) Fase orgéanica (%)
0 95 5
0-15 0 100
15-15,5 95 5
15,5-25 95 5

3.4. FORMACAO COMPLEXO METAL-ETAMBUTOL E SUA ABSORCAO NO
uv

O EMB nao absorve na regido do UV e por isso, foram realizados
experimentos (variando-se os valores do pH e varios ions com o EMB) visando a
formacéo de complexos metal-EMB para que absorvam na regido do UV.

Primeiro foi testado uma solucdo padrédo de EMB 100 pg/mL com solugdes
de mesma concentracdo com fons metélicos de Ni?*, Zn**, Co*", Mn** e Cu?,
diluidos em tampao acetato e tampéao fosfato variando o pH (4,0 — 7,0). ApGs
realizar leituras das solugbes no espectrofotbmetro, observou-se o0s ions que
complexaram com o EMB e absorveram no UV.

Apos decidir qual o melhor metal a complexar o EMB, realizou-se um teste
para descobrir a estequiometria do complexo, variando a concentracdo do EMB
em relacdo a uma concentracéo fixa de Cu®* por espectrofotometria UV, em 265
nm.

Para este teste, preparou-se uma solucdo de 10 pg/mL de Cu?* e uma
solugdo mae de EMB de concentragcdo 32 pg/mL. A partir da solucdo méae de
EMB, variou-se a concentracdo de EMB e misturou-se com a solucdo de Cu®,

conforme tabela 2 abaixo, para obter a estequiometria do complexo (EMB e Cu®").
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Tabela 2 — Concentracao do ion metalico e do EMB.

Numero de mols de Cu** Numero de mols de EMB

1 0,5

1

15

2

2,5

3

1
1
1
1
1
1

3,5

3.5. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

O método foi desenvolvido pela técnica de analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com fase estacionaria octadecilsilano. Foi utilizado o
cromatdgrafo fabricante Gilson com detector por absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta-visivel.

Apos definicdo do melhor diluente a ser utilizado para que nédo ocorresse a
degradacdo rapida da RMP e o metal a formar complexo com EMB, além de
definir a estequiometria do metal com complexante, foram feitos testes para
andlise dos quatro farmacos simultaneamente na mesma corrida cromatografica.

Neste estudo, duas fases moveis foram usadas para verificar em qual os
analitos teriam melhor eluicdo. Foi testada uma fase com tampao acetato de
amonio pH 6-7 e outra com tampao formiato de aménio pH 4-5. As condicdes
cromatograficas foram iguais para as duas fases aquosas. Foi preparada uma
solucdo de padrdao secundario de INH, PYA e EMB com concentracao
aproximadamente 100 pg/mL e foi analisada no cromatégrafo Gilson, coluna C18
endcapped (250 x 4,6) mm, 5 um. com fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm, com fase movel: 85% tampéao, 15% de
metanol e 0,005 mollL de Cu®" (ou 250 mg/L de CuSO..5H.0), em modo
isocratico com tempo de analise de 40 min.

Depois foi feito um teste variando a concentracdo de tampéao formiato de
amoénio de 0,1 a 0,5 mol/L na fase aquosa e analisando com as mesmas
condi¢cdes experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente
100 pg/mL de INH, PYA e EMB, cromatdgrafo Gilson com detector UV, coluna
C18 (250 x 4,6) mm, 5 um com fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
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comprimento de onda de 265 nm, fase mével: 85% tampéao formiato de aménio
pH 5, 15% de metanol e 0,005 mol/L de Cu?* (ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0) em
modo isocratico.

Em seguida, variou-se a quantidade de fase organica, conforme uma
programacao de gradiente, para que as eluicdes da RMP e dos seus relacionados
fossem observadas sem sobreposicdo dos sinais. A analise foi feita em uma
solucdo de padréo secundéario de INH, PYA, EMB e RMP com concentracdo
aproximadamente 100 pg/mL e foi analisada no cromatografo Gilson, coluna C18
endcapped (250 x 4,6) mm, 5 pm. com fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢cdo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm e 335 nm, com fase aquosa (solucédo A)
tampdo formiato de aménio pH 5 e 0,005 mol/L de Cu®" (ou 250 mg/L de
CuS0,4.5H,0) e fase organica (solucdo B) metanol, em modo gradiente conforme

a tabela 3.

Tabela 3 — Rampa de programacédo do modo gradiente para analise da INH, PYA, EMB e RMP.

Tempo Fase aquosa (%) Fase organica (%)
0-10 100 0

10-30 0 100

30-40 100 0

Para melhorar o perfil cromatografico da analise dentro dos parametros de
simetria, foi adicionado a fase organica trietilamina e acido férmico. Foi preparada
uma solucao de padrdo secundario de INH, PYA, EMB e RMP com concentracao
aproximadamente 100 pg/mL e foi analisada no cromatégrafo Gilson, coluna C18
endcapped (250 x 4,6) mm, 5 um. com fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm e 335 nm, com fase aquosa (solugéo A)
85% tampao formiato de amonio pH 5, 15% de metanol e 0,005 mol/L de Cu®* (ou
250 mg/L de CuS0O,.5H,0) e fase organica (solucdo B) metanol, 0,1% de

trietilamina e 0,2% de acido férmico, em modo gradiente conforme a tabela 4.

Tabela 4 — Rampa de programacédo do modo gradiente para andlise da INH, PYA, EMB e RMP
com trietilamina e 4cido férmico na fase orgéanica.

Tempo Fase aquosa (%) Fase orgéanica (%)
0-10 100 0

10-20 0 100

20-35 100 0
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3.5.1. Verificacdo da Adequacéo do Sistema Cromatografico

ApoGs definir as condi¢cdes analiticas a serem usadas, foram obtidos os
parametros de adequacdo do sistema cromatografico considerando que
equipamento, partes eletrbnicas, operacdes analiticas e amostras constituem um
sistema integral que pode ser avaliado como um todo.

O teste de verificagdo da adequacdo do sistema foi executado para
assegurar a performance do sistema cromatografico no inicio e durante a
realizacdo das analises, provendo assim dados de qualidade aceitavel. Foram
avaliados os seguintes parametros: fator de cauda, resolucdo, numero de pratos
tedricos e fator de capacidade.

Foi preparada solugdo dos quatro farmacos na concentracdo 0,075 mg/mL
de INH, 0,4 mg/mL de PYA, 0,275 mg/mL de EMB e 0,150 mg/mL de RMP
usando como diluente 90% de metanol e 10% de agua e auxilio do ultrassom por
2 minutos; entdo, foram executadas inje¢cBes desta solu¢cdo no cromatografo
Gilson, coluna C18 endcapped (250 x 4,6) mm, 5 um com fluxo de 1 mL/min.,
volume de injecdo de 10 pL, comprimento de onda de 265 nm e 335 nm, com fase
aguosa (solucado A) 85% tampao formiato de aménio pH 5, 15% de metanol e
0,005 mol/L de Cu®** (ou 250 mg/L de CuSO..5H,0) e fase organica (solucéo B)
metanol, 0,1% de trietlamina e 0,2% de acido férmico, em modo gradiente

conforme a tabela 4.

3.6. PARAMETROS DE AVALIACAO DO METODO

Definidas as condicdes analiticas que apresentaram o0s melhores
resultados em relacdo aos parametros de adequacado do sistema, com o diluente
mais estavel para a RMP e escolhido o metal a complexar o EMB, o método foi
submetido a alguns parametros de avaliacao.

Os parametros avaliados foram os seguintes: linearidade e precisédo. Estes
parametros de avaliacdo sdo baseados no Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos, da Anvisa, e Orientacdo sobre Validacdo de Métodos
Analiticos, do Inmetro (ANVISA, 2003; INMETRO, 2011).
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3.6.1. Determinacao da Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico em emitir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentra¢do do analito em amostras, em
uma dada faixa de concentracéo. A linearidade pode ser observada por meio da
curva analitica com no minimo cinco concentracdes diferentes, e € avaliada por
intermédio da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados. O
coeficiente de correlacdo linear minimo da curva deve ser 0,99 (ANVISA, 2003).

O INMETRO (2011) pede outras avaliacbes como Vverificar a
homocedasticidade dos dados e o célculo dos residuos e sugere que a curva
analitica seja elaborada com no minimo cinco pontos e com um numero de
replicatas em cada nivel de concentracdo que expresse a realidade empregada
no laboratorio.

Os limites percentuais que devem estar contidos no intervalo de linearidade
para os ensaios de teor sdo de 80% a 120% da concentracdo tedrica do teste
(ANVISA, 2003).

3.6.1.1. Preparo da curva de calibragao

Definida a faixa de concentracdo de interesse, a linearidade foi
determinada preparando-se curvas de calibracdo para cada padrdo dos quatro
farmacos. Cada um dos sete niveis de concentracdo das curvas foi preparado

igualmente espacgado e injetado no cromatografo em triplicatas de cada.

3.6.1.2. Preparo da solucéo estoque de INH, PYA, RMP e EMB

Pesou-se individualmente massas com cerca de 39,0 mg do padrao
secundario de INH, 200,0 mg do padréo secundario de PYA, 138,0 mg do padréo
secundario de cloridrato de EMB e 75,0 mg do padrdo secundario de RMP para
baldo volumétrico de 50 mL. Estas massas foram dissolvidas usando como

diluente 90% de metanol e 10% de agua e auxilio do ultrassom por 2 minutos.
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3.6.1.3. Preparo das solucdes de trabalho de INH, PYA, RMP e EMB

Foram tomadas aliquotas de 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2 e 1,3 mL da solucéo
estoque de INH, PYA, RMP e EMB para o preparo das solucdes de trabalho.
Todas as aliquotas foram retiradas com pipetas Eppendorf e transferidas
individualmente para balGes volumétricos de 10 mL, previamente identificados, os
quais foram completados com o diluente 90% de metanol e 10% de agua e
homogenizados. As solucbes preparadas foram analisadas no cromatografo

Shimadzu.

3.6.1.4. Avaliacdo da curva de calibracao

Apos a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas), foi realizada
uma inspecao visual dos dados no gréafico x-y referente as respostas das areas
versus as concentracfes do analito.

Utilizando planilha de calculo em Excel de Bazilio et al. (2011) adaptada de
Souza e Junqueira (2005), foi realizada a avaliacdo da linearidade pelo Método
dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO), incluindo a estimativa dos
parametros da regresséo linear e o tratamento dos valores extremos:

i) estimativa da inclinacéo, intersecao e coeficiente de correlagéo r;
i) investigacdo e exclusdo de valores extremos pelo método dos residuos
padronizados por Jacknife (SOUZA, 2007).

A verificacdo ao modelo linear foi avaliada através da:

i) verificacao da significancia da regressao (ANOVA) e avaliacéo do coeficiente de
correlagao (SOUZA, 2007).

3.6.2. Determinacao da Preciséo

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas. E normalmente determinada
para circunstancias especificas de medicdo, sendo usualmente expressas pelo

DPR ou coeficiente de variagcdo (CV%). As formas mais comuns de expressa-la
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sdo por meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e a reprodutibilidade
(LEITE, 2008; ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

A repetibilidade é expressa pela dispersao entre os resultados de medi¢des
sucessivas de um mesmo analito no menor espago de tempo possivel, nas
mesmas condicfes de analise, ou seja, 0 mesmo procedimento de medicao,
mesmo analista, instrumento e local. Devem ser feitas nove determinacfes
contemplando a faixa linear do método, ou seja, trés concentragdes, baixa, média
e alta, ou no minimo, seis determina¢gfes a 100% da concentragdo do farmaco
(ANVISA, 2003).

A determinacdo da precisdo foi realizada por meio da repetibilidade, os

valores dos respectivos desvios padrdo ndo devem ultrapassar 2,0%.

3.6.2.1. Determinacédo da Repetibilidade

Neste estudo, a repetibilidade foi avaliada pelo DPR por meio da analise de
9 determinac¢des com triplicatas de injecao a trés concentracdes, baixa, média e
alta da concentracéo de trabalho e foi determinada para cada um dos 2 diferentes

fabricantes segundo a equacéo 10 (pagina 44).

3.6.2.2. Preparo das solucdes de trabalho do comprimido

Pesou-se individualmente massas com cerca de 80%, 100% e 120% do
peso médio do comprimido para baldo volumétrico de 100 mL. Estas massas
foram dissolvidas usando como diluente 90% de metanol e 10% de agua e auxilio
do ultrassom por 2 minutos.

Foram tomadas aliquotas de 1,0 mL da solu¢cdo para cada nivel da
solucéo. Todas as aliquotas foram retiradas com pipetas Eppendorf e transferidas
individualmente para baldes volumétricos de 10 mL, previamente identificados, 0s
quais foram completados com o diluente 90% de metanol e 10% de agua e
homogenizados. As solucbes preparadas foram analisadas no cromatografo

Shimadzu.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE CRITICA DAS METODOLOGIAS OFICIAIS

N&o ha monografia para determinacdo simultanea dos quatro farmacos na
FB e em outras farmacopeias. Os métodos validados propostos nas principais
farmacopeias, tais como a USP e a Ph. Int. foram previamente reproduzidos
seguindo exatamente o que esta descrito. Os resultados obtidos possibilitaram
fazer alguns destaques e comentarios pertinentes.

Além de utilizarem diluentes que degradam a RMP, os métodos propostos
na USP e na Ph. Int. ndo permitem a andlise simultdnea dos quatro principios
ativos dos medicamentos tuberculostaticos, na mesma corrida cromatografica.
Seus diluentes para a analise de RMP s6 diferem nas proporcoes: o diluente USP
usa 96:4 e o da Ph. Int., 60:40 da mistura tampéo fosfato pH ~ 7 e metanol,
respectivamente. O diluente da Ph. Int. dissolve melhor a RMP, ao contrario do
diluente USP, de dissolucao lenta, devido a sua baixa solubilidade em agua.

A USP utiliza um método para a determinacdo de PYA, INH e RMP e outro
para o EMB. A técnica de andlise dos trés primeiros se baseia huma eluicdo por
gradiente utilizando duas misturas nas proporcdes de 96:4 e 55:45 de tampéao
fosfato, pH 6,8 e metanol em fase octadecilsilano. No compéndio Chromatography
column USP esta indicada a coluna LUNA C18 (4,6 x 250) mm.

Os sinais sdo monitorados em 238 nm, inclusive os sinais das substancias
relacionadas da RMP, que segundo as farmacopeias seriam: RQ, rifamicina sv
(SV), rifampicina N-6xido (RNO) e 3-FR. Nao se conseguiu chegar a uma
conclusdo do motivo da escolha de visualizagdgo em 238 nm, pois esse
comprimento de onda n&o coincide com o comprimento de onda de absorcao
maxima de nenhuma das trés substancias, a saber: INH 265 nm (figura 14), PYA
269 e 312 nm (figura 15) e RMP 231, 263, 335 nm (figura 16), em meio aquoso
(GALLO, RADAELLI, 1976; BREWER, 1977; LOUTFY; ABOUL-ENEIN, 1983;
LEE, BENET, 1976).



Figura 14 - Comprimento de onda de absor¢cao maxima da INH 265 nm.
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Fonte: MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2004.

Figura 15 - Comprimento de onda de absor¢do méaxima da PYA 269 e 312 nm.
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Fonte: MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2004.

Figura 16 - Comprimento de onda de absor¢cdo maxima da RMP 231, 263, 335 nm.
w
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Fonte: MOFFAT, OSSELTON, WIDDOP, 2004.
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Foi realizada analise de uma matéria prima da RMP e de suas substancias
relacionadas (RQ, SV, RNO e 3-FR), de acordo com o método de analise para
matéria prima da USP (2013), monitorada a 238 nm (figura 17). As substancias

relacionadas nao foram identificadas pois néo tinha padréo para identifica-las.

Figura 17 - Cromatograma com as quatro substancias relacionadas, RQ, SV, RNO e 3-FR, em 238
nm.
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CondigBes experimentais: matéria-prima de concentra¢do aproximadamente 100 pg/mL de INH,
PYA e EMB, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1,5 mL/min., volume de injecdo de 50
uL, comprimento de onda de 238 nm, fase movel de agua, acetonitrila, fosfato de potassio dibasico
1 mol/L, fosfato de potassio monobasico 1 mol/L e &cido citrico 1 mol/L (64:25:77:23:10) e coluna
C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

E como o detector € dual, foi alterado o comprimento de onda para 335 nm
(figura 18), porque é o comprimento de onda mais seletivo para a visualizacéo

dos compostos que possuem o cromoforo naftohidroquinona da RMP.

Figura 18 - Cromatograma com as quatro substancias relacionadas, RQ, SV, RNO e 3-FR, em 335
nm.
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Condicdes experimentais: matéria-prima de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de INH,
PYA e EMB, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1,5 mL/min., volume de injecéo de 50
pL, comprimento de onda de 335 nm, fase mével de 4gua, acetonitrila, fosfato de potassio dibasico
1 mol/L, fosfato de potadssio monobésico 1 mol/L e &cido citrico 1 mol/L (64:25:77:23:10) e coluna
C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Entretanto, foi realizada a mesma analise de substéncias relacionadas
utilizando-se um detector universal (figura 19), como o detector de aerossol
carregado por efeito corona (CORONA CAD). O detector de aerossol carregado
detecta quaisquer analitos ndo volateis ou semi-volateis, com ou sem um
cromoforo, onde a deteccdo € feita através da quantidade de analito na sua

amostra proporcional a massa.

Figura 19 - Cromatograma com as quatro substancias relacionadas, RQ, SV, RNO e 3-FR, em 335
nm no detector CORONA CAD.
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Condicdes experimentais: matéria-prima de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de INH,
PYA e EMB, cromatografo Gilson com detector CORONA CAD, fluxo de 1,5 mL/min., volume de
injecdo de 50 pL, comprimento de onda de 335 nm, fase mével de agua, acetonitrila, fosfato de
potassio dibasico 1 mol/L, fosfato de potassio monobasico 1 mol/L e acido citrico 1 mol/L

(64:25:77:23:10) e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

230

Além dos quatro picos, outros sinais de degradacdes e impurezas foram
observados com maiores intensidades comparado com o detector UV utilizado na
técnica da USP. Isso, em principio, colocaria sob suspeita esses ensaios de
substéancias relacionadas da RMP das farmacopeias, uma vez que, n0S ensaios
limites sdo medidas as razdes entre as soma das areas destes picos em relacdo a
area da RMP. Nesse caso a utilizacdo do detector UV para este fim ndo seria
indicada, ja que ele ndo absorve todas as impurezas.

Outro ponto destacado foi o tratamento distinto em termos de tempo de uso
da solucédo padrao e da solucdo amostra na USP (figura 20). Entre o preparo e a
injecao, a solucdo do padrédo de RMP teria que ser injetada em até 10 minutos,
engquanto que a solucdo amostra poderia esperar até 2 horas (120 minutos) para
ser analisada. O procedimento da preparacao das solu¢des permitiu concluir que,
segundo a USP, a solucdo do comprimido 4 em 1 resistiria 110 minutos sem

degradacéo significativa.
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Figura 20 — Especificacdo da USP do tempo de uso da solucdo padréo e da amostra.

Standard preparation- Dissolve accurately weighed quantities of USP_Rifampin RS, USP Isoniazid
RS, and USP Pyrazinamide RS in a mixture of Buffer solution and methanol (96:4) to obtain a
solution having known concentrations of about 0.16 mg per mL, 0.08 mg per mL, and 0.43 mg per

mL, respectively. [NoTE- Use this solution within 10 minutes.]

Assay preparation- Weigh and finely powder not fewer than 20 Tablets. Transfer an accurately
weighed quantity of the powder, equivalent to about 8 mg of isoniazid, to a 100-mL volumetric
flask, and add about 90 mL of Buffer solution. Sonicate for about 10 minutes, allow to equilibrate to
room temperature, dilute with Buffer solution to volume, and mix. [NoTE- Use this solution
within 2 hours.]

Fonte: USP 36, 2013.

Isto contrastou com os resultados obtidos posteriormente. Os testes de
estabilidade mostraram que o diluente USP degradou 7,5% da RMP pura e
17,5% da RMP combinada no comprimido 4 em 1, em 12 horas (720 minutos).
Considerando o decaimento linear, se o analista adotasse a conduta de injetar a
solugdo padrédo em 3 injecdes de 40 minutos, por exemplo, perfazendo os 120
minutos, ja com a solugcdo da amostra preparada para ser injetada na sequéncia,
haveria uma perda em torno de 3%. Injetar em tempos desiguais implicaria em
resultados néo fidedignos por erro grave de método.

Na técnica de analise do EMB, a fase mével é uma solugdo a 0,1% viv
trietilamina, com pH ajustado para 7,0 com &cido fosférico. A coluna preconizada
€ a Zorbax SB CN (4,6 x 150) mm. O sinal do EMB € monitorado em 200 nm. A
USP tem que utilizar esse comprimento de onda porque ele ndo absorve em
regides mais nobres ou seletivas do espectro UV, somente na faixa entre 190 —
200 nm, a de maior ruido espectral (figura 21).

Figura 21 - Espectro do EMB no UV.
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Condicdes experimentais: espectro de varredura de uma solu¢éo de padrao secundario de EMB
concentracdo aproximadamente 10 pg/mL.
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Ja a Ph. Int. indica, também, dois métodos de analise, tal como a USP. Um
analisa o EMB, a PYA e a INH e, o outro, somente a RMP.

Sobre o tempo de uso apds preparo das solu¢des padrdo e amostra (figura
22), a indicacdo é o uso imediato, sem demora. Com isso a farmacopeia confirma

gue seu diluente causa degradacéo.

Figura 22 — Especificacdo da Ph. Int. do tempo de uso da solugdo padréo e da amostra.

B. For rifampicin. Prepare fresh solutions and perform the assay without delay. Low-actininc
glassware is recommended.

Determine by 1.14.4 High-performance liquid chromatography, using a stainless steel column (25
cm x 4.6 mm) packed with particles of silica gel, the surface of which has been modified with
chemically bonded octadecyilsilyl groups, (5 um). As the mobile phase, use a mixture of 6 volumes
of methanol R and 4 volumes of phosphate buffer pH 7.0 (potassium dihydrogen phosphate R
(0.01 mol/l), adjusted with sodium hydroxide (0.1 mol/l) VS).

Fonte: Ph. Int., 2011.

A respeito do tipo de coluna a ser usada, a Ph. Int. generaliza bastante,
nao particulariza um tipo de coluna ou um fabricante. Somente informa que a fase
deve ser silica, com 5 um de diametro de particula, derivatizada com octadecilsilil.
A coluna deve ser de aco inoxidavel, nas dimensdes (150 x 4,6) mm.

Uma solugéo contendo 100 pug/mL de INH, PYA e EMB foi analisada por
esta técnica com injecdes sucessivas (figura 23), utilizando-se uma coluna C18
Nova-Pak®, (3,9 x 150) mm, 4 um, pois ndo havia disponivel uma coluna (4,6 x
150) mm, 5 pm. Foi utilizado um fluxo de 1 mL/minuto, metade do indicado na
monografia, uma vez que, com 4 um de didmetro de particula, considerou-se
desnecessario uma presséo tao alta no sistema, que ja estava em torno de 2100
psi.

Essas alteracbes feitas nas dimensdes e no fluxo estavam em
conformidade com o preconizado pela USP (2013) no capitulo sobre
cromatografia (621), na secao system suitability, a saber: o fluxo pode ser
alterado, o diametro de particula pode ser reduzido, no maximo, em 50%, o
diametro interno da coluna pode ser alterado em 25% e o fluxo em + 50%. Na Ph.

Int. (2011), esses ditames sdo menos rigidos.



http://apps.who.int/phint/en/d/Jb.7.1.14.4/#toc_1_14_4
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Figura 23 — Cromatograma da solucao de INH, PYA e EMB segundo a técnica da Ph. Int.
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Condig8es experimentais: padrédo secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA e EMB, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢do de
20 pL, comprimento de onda de 270 nm, fase movel de 94% de solucéo de acetato de amdnio e
acetato de cobre pH=5,0 e 6% de metanol, em modo isocratico e coluna C18 (150 x 3,9) mm, 4
pm.

Pelo cromatograma e parametros de adequacdo do sistema obtidos,
particularmente no tocante a resolucdo de 1,1, entre a INH (pico 1) e PYA (pico
2), ela ndo se apresentou em conformidade com o minimo permitido, R = 2.

Além da coluna nao ter apresentado uma resolucéo ideal, esta poderia ser
ajustada através da proporcdo de solventes na fase movel, mas ndo havia
margem para esta correcdo. A fase mével da Ph. Int. € composta de 94% de fase
aguosa e somente 6% de modificador orgénico, metanol. A quantidade de
metanol é muito pequena e ja esta abaixo do recomendado para colunas de silica.
Tecnicamente, ndo se deve trabalhar com menos de 5% em regime isocratico,
segundo a maioria dos fabricantes de colunas de base silica. Exceto para colunas
preparadas para trabalhar com 100% de fase aquosa (PRZYBYCIEL, MAJORS,
2002).

Apés algumas injecdes foi observada uma diminuicdo significativa nos
tempos de retencdo e a sequéncia foi interrompida para nao inutilizar a coluna

cromatografica por completo (figura 24).



Figura 24 — Cromatograma da solucao de INH, PYA e EMB segundo a técnica da Ph. Int.
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Condig8es experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de

INH, PYA e EMB, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecéo de
20 pL, comprimento de onda de 270 nm, fase movel de 94% de solucéo de acetato de amdnio e

acetato de cobre pH=5,0 e 6% de metanol, em modo isocratico e coluna C18 (150 x 3,9) mm, 4

pm.

Com grande propor¢do de agua, juntamente com a alta concentracao

salina utilizada na técnica (quase 0,7 mol/L), observou-se colapso (dobra) de fase

(figura 25). Com a progressao do colapso sao observadas perdas de retengéo dos

compostos e aumento de fator de cauda (assimetria) a medida que os

cromatogramas vao sendo obtidos. Rapidamente, a coluna perde a capacidade

de separar os picos e cada vez mais eles se aproximariam da regido do Vy. Os

manuais das colunas afirmam que o colapso é um processo irreversivel
(PRZYBYCIEL, MAJORS, 2002).

Figura 25 - llustrac&o da explicacdo do colapso da fase de cromatografia reversa,
(a) em misturas de agua-metanol e (b) em 100% de agua.

(@)

(b)

Fonte: PRZYBYCIEL, MAJORS, 2002.
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4.2. CONTROLE DA ESTABILIDADE DA RMP

Os primeiros experimentos sobre a estabilidade das rifamicinas em estado
sélido e liquido, em meio aquoso e ndo aquoso, com ou sem aguecimento, datam
do século passado e seus resultados ja eram de conhecimento nos anos sessenta
e setenta (GALLO, RADAELLI, 1976). Como a maioria das rifamicinas, a RMP so6
mantém a integridade estrutural no estado soélido, mesmo em temperaturas
elevadas, superiores a 70°C. Em solugBes aquosas, ela é mais estavel em
condi¢cBes neutras, mesmo assim, ocorre degradacdo com o tempo. Este trabalho
trata da estabilidade em meio liquido, na presenca ou ndo dos principios ativos e
excipientes do medicamento vulgarmente chamado 4 em 1.

O primeiro foco deste trabalho estd em apresentar alguma alternativa viavel
para impedir a degradacdo da RMP durante a andlise quantitativa do teor,
uniformidade de conteddo e dissolucdo dos principios ativos dos medicamentos
por CLAE/UV. Conforme preconiza a RDC N° 37 de 6 de julho de 2009, visto a
falta de metodologia na FB, faz-se uso das monografias presentes nas principais
farmacopeias internacionais, onde se recomenda injetar em pouco tempo apés o
preparo, para evitar a degradacdo da RMP.

Levando-se em consideracdo o grande numero de inje¢cdes necessarias
para realizar a andlise dos trés testes citados acima, além da curva de calibracéo,
com pelo menos cinco niveis de solu¢des do padrédo, conclui-se que o analista
deve ficar dedicado um grande numero de horas, em funcdo das etapas de
analise (preparo das solucfes padrao e amostra, e suas respectivas injecdes), a
fim de evitar a degradacdo da RMP. Mesmo que o equipamento utilizado inclua
um autoinjetor, isso ndo traria vantagem alguma, seria como se o analista
operasse um injetor manual.

Para tentar solucionar este problema foi realizado um estudo de
estabilidade pratico, diferente dos mencionados, aplicado a rotina da
cromatografia a liquido. Utilizaram-se alguns diluentes, com ou sem resfriamento
da bandeja de vials, por um intervalo de tempo compativel com o tempo requerido
para se efetuarem as analises. O objetivo foi 0 de encontrar as condi¢cdes estaveis
da RMP pura ou dela associada no comprimido e, com isso, eliminar a

necessidade de inje¢cdes quase imediatas, portanto, da presenca constante do
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analista. Assim, todas as aliquotas poderiam ser preparadas de uma vez nos
respectivos vials e o0 autoinjetor programado até o fim da sequéncia de injecdes.

Primeiramente foi feita uma avaliagdo do quanto seria a degradacéo da
RMP, através de injecfes sucessivas de uma solucdo de RMP, usando-se o
diluente indicado na técnica de andlise de teor de RMP, PYA e INH da USP, por 2
horas, que é o tempo recomendado pela farmacopeia, em temperatura ambiente.
O diluente USP é composto de 96% v/v de tampdao fosfato pH 6,8 e 4 % v/v de
metanol (MeOH).

A avaliacdo estatistica para verificar a significancia da regressao das
concentracbes durante o intervalo de tempo estudado foi observada pela
aplicacao do valor p da inclinacdo da regresséo. Valor p maior que 0,05 (ao nivel
de confianca de 95%), a inclinacdo da regresséo linear deve ser considerada
insignificante (ABNT, 2012). Os resultados dos valores de p obtidos na anélise do
comprimido foi de 0,001742. Este valor foi usado como referéncia para o estudo a
seqguir.

Depois foram feitos ensaios no padrdo secundario (figura 26) e no
comprimido 4 em 1 (figura 27) visando confrontar as inclinacdes das linhas de

tendéncia, por um periodo de 10 horas.

Figura 26 — Gréfico da estabilidade da RMP no padréo secundario com diluente USP.
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CondigBes experimentais: padrao secunddario de concentracdo aproximadamente 200 pg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase mdvel de agua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Figura 27 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente USP.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Subtraindo-se o maior valor do menor valor de area da linha de tendéncia e
dividindo-se pelo maior valor, que corresponde a 100%, ou seja, ao ponto de
maior estabilidade, foi possivel calcular a porcentagem de degradacdo da RMP
em cada experimento. Os resultados para os decaimentos em 10 horas foram,
respectivamente: 5,65 e 7,02%.

Isso sugere que a presenca dos outros componentes da formulagéo fez o
decaimento aumentar em 10%. E a recomendacgédo de inje¢cdes no menor tempo
possivel pelas farmacopeias tem sentido, pois o diluente indicado provocou uma
degradacdo bastante significativa, mesmo em um valor de pH perto da
neutralidade, condicdo de maior estabilidade, segundo a literatura cientifica
(GALLO, RADAELLI, 1976). Na analise da RMP no diluente USP no comprimido,
o valor de p menor que 0,00174 foi obtido, sendo de 2,81 x 10%?, comprovando a
degradacéo bastante significativa.

Objetivando esclarecer a influéncia dos demais componentes foi obtido o
pH do filtrado de uma suspensdo de um comprimido em uma mistura de 96% de
agua (H20) e 4% de MeOH. O pH final foi 5,4. Esse valor de pH levemente acido,
da mistura dos principios ativos, que contém VAarios grupos ionizaveis e
dissociaveis (tabela 5), muito provavelmente, deve ser a causa do aumento da

taxa de decaimento em relacdo a taxa na solugcdo de RMP pura. Entdo, foi
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possivel concluir que o diluente USP nédo € apropriado para a analise de padrao

secundario e para o produto acabado.

Tabela 5 — Valores de pKa dos grupos ionizaveis e dissociaveis dos farmacos.

PRINCIPIO ATIVO pKa 1 pKa 2 pKa 3
6,3 9,5
EMB ) ) ] . -
(hidroxila de &lcool) (amina secundaria)
1,8 3,5 10,8
INH . N A
(N-piridina) (hidrazida) (hidrazidadespronada)
0,5
PYA - -
(H-amida)
1,7 7,9
RMP -
(4-OH) (N -4-piperazina)

Fonte: (GALLO, RADAELLI, 1976; BREWER, 1977; LOUTFY; ABOUL-ENEIN, 1983; LEE, BENET,
1976).

A seguir, o comportamento da RMP foi testado em meio ndo aquoso,
usando solventes apolares, tetracloreto de carbono (CCl,) (figuras 28 e 29),
polares proticos, MeOH (figuras 30 e 31) e polares apréticos, acetonitrila (MeCN)
(figuras 32 e 33), usando solu¢cdes do padrédo secundario e do comprimido 4 em 1.
Na auséncia de agua, as extensdes das ionizacBes e dissociacbes estariam

bastante minimizadas.

Figura 28 — Grafico da estabilidade da RMP no padrédo secundario com diluente CCl,.

ESTABILIDADE DA RMP
PADRAO SECUNDARIO - CCl,

3500000
3000000
2500000
5 2000000 y =458,32x + 3E+06
Z 1500000 Area
1000000 Linha de tendéncia
500000
0
un un un un un un un un un un un un
o ~ o ™~ (o] ™~ o ~ o ~ o M~
— - o o o [e0] < < n n
TEMPO (min)

CondigBes experimentais: padrao secunddario de concentracdo aproximadamente 200 upg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢do de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase mével de agua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Figura 29 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente CCl,.

ESTABILIDADE DA RMP
COMPRIMIDO - CCl,

2500000
= 2000000
s
<
1500000 y =-1199,4x + 2E+06
1000000 Area
500000 Linha de tendéncia
0
un n un N un n un n un wn un N
o M~ [aV] ™~ (o] ~ (o] ~ o ~ o ™~
— i (9] (] on on < < un un
TEMPO (min)

Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Figura 30 — Gréfico da estabilidade da RMP no padré@o secundério com diluente metanol.
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Condicdes experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 200 pg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢cdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase mdvel de agua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de andlise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Figura 31 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente metanol.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Figura 32 — Grafico da estabilidade da RMP no padrdo secundario com diluente acetonitrila.
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Condicdes experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 200 pg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢do de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase movel de agua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de andlise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Figura 33 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente acetonitrila.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Os valores das inclinacfes das retas de tendéncia mostraram que a RMP
tem uma estabilidade apreciavel em solvente apolar como o CCl,. O célculo da
porcentagem de decaimento para o padrdo secundario foi de 1,4%, e de 1,7%
utilizando-se o comprimido. Contudo, este valor est4 contido dentro do desvio
padrdo relativo maximo do autoinjetor para 10 injecfes consecutivas, que deve
ser no maximo 1,0% (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE
EM SAUDE, 2013). Assim sendo, poderia haver uma tendéncia dos valores sé
aumentarem ou sO diminuirem ou alternarem com o tempo, dentro dessa faixa.
Como o DPR do injetor utilizado encontrava-se acima do limite, esse teste foi
repetido para melhores esclarecimentos. Apos troca do selo da agulha, do selo da
valvula de injecdo e purga da linha, apos 30 injecdes, o DPR se reduziu para
0,4%. Esses resultados sugerem que a RMP pode ser considerada estavel em
CCly, tanto para dissolver o padrdo secundario como dissolver a RMP no
comprimido.

Utilizando o solvente CCly,, os resultados dos valores de p foram iguais aos
encontrados com o diluente da USP, sendo de 0,0017. Pode-se concluir gue com
o solvente CCl,, a estabilidade da RMP em 10 horas de andlise € considerada
estavel, ja que a degradacao foi a mesma encontrada que a da USP em 2 horas.

Um ponto desfavoravel para eleger o CCl, como solvente ideal para a RMP

€ a baixa solubilidade, segundo Gallo e Radaelli (1976), por isso, alguns ensaios
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de solubilidade foram realizados. Os testes revelaram ser de facil preparo
solucbes de RMP em CCl; entre 50 a 500 pg/mL, com auxilio de banho
ultrassonico, por cerca de 10 minutos. A faixa de concentragdo usada nos
métodos de analise via CLAE/UV-VIS, normalmente, ndo ultrapassa esse
intervalo de concentragéo, visto que a RMP possui uma absortividade molar muito
significativa, a saber: A*; = 320a (231nm) e A'; = 250a (336nm) em meio &cido na
regido UV ou, na regido visivel: 15280 L.mol*cm™ (475nm) (GALLO, RADAELLI,
1976).

Outro ponto desfavoravel para eleger o CCl, € a sua toxicidade. Além de
ser perigoso ao ambiente, ele é toxico se for ingerido, inalado ou absorvido pela
pele, podendo causar irritacdo nos olhos, no trato respiratério e na pele. O
solvente é suspeito de ser possivel causador de cancer (o que depende do nivel e
duracdo da exposicdo), podendo vir a afetar o sistema nervoso central, pulmdes,
figado e rins (MERCK, 2012).

Além disso, o uso do CCl, como solvente seria o alto valor de cutoff no UV
em 265 nm, a exemplo de outros solventes, tais como: triclorometano (CHCls),
diclorometano (CH.Cl;) e DMSO. No entanto, para a RMP ha faixas mais
seletivas de comprimento de onda de visualizacdo, onde o sinal do solvente
estaria atenuado ou inexistente (em 335 nm) (GALLO, RADAELLI, 1976).

Os comportamentos dos outros solventes testados, comparados ao CCly,
foram bem diferentes. Em MeOH a RMP decaiu mais acentuadamente no
comprimido, onde a porcentagem de degradacéo foi de 18,2% e no padrao foi de
2,10%. J& na MeCN, a porcentagem de degradacéo foi de 0,93% para o padrdo e
de 5,07% para o comprimido. N&o parece haver evidéncias de alguma relacao
com a polaridade do solvente j4 que, em ordem crescente seria: CCl, (€ = 2,24,
= 0) < MeOH (€ = 32,7, uy = 1,7) < MeCN (€ = 37,5, y = 3,45). Parece haver
conexao com a acidez relativa, ja que em termos de valor de pKa a ordem é:
MeCN (25) < H,0 (15,7) < MeOH (15,5) a 25°C (MERCK, 2006).

A analise da RMP no solvente MeOH e MeCN no comprimido 4 em 1,
obteve valores de p menores que 0,0017, sendo de 6,04 x 10 e de 2,56 x 103,
respectivamente. Tanto o MeOH, quanto a MeCN possuem uma degradacao

consideravel em 10 horas.
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Entretanto, o ideal seria utilizar um soO diluente para os quatro principios
ativos durante a analise, sem provocar alteracdes estruturais na RMP. Era sabido
que alguma propor¢do de 4gua deveria entrar na composi¢éo. Isso porque o EMB
esta presente no comprimido 4 em 1 na forma diprotonada, como cloridrato,
portanto, insolivel em solventes organicos (exceto DMSO e DMF que conseguem
solvatar o sal).

Apbs testar algumas proporgdes, foi observado que uma mistura contendo
10% de agua e 90% de solvente organico (MeCN ou MeOH) era suficiente para
promover uma dissolucdo imediata de todos os quatro farmacos. Em seguida,
foram feitos ensaios no padrdo secundario e no comprimido 4 em 1 visando
confrontar as inclinagdes das linhas de tendéncia apés a adi¢cdo da agua (figuras
34 e 35).

Figura 34 — Gréfico da estabilidade da RMP no padréo secundario com diluente acetonitrila
e agua.
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CondigBes experimentais: padrdo secundario de concentragdo aproximadamente 200 pg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase mével de 4gua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de andlise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Figura 35 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente acetonitrila e agua.
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Condicdes experimentais: solucdo do comprimido 4 em 1 de concentracdo aproximadamente
200 pg/mL, cromatégrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecao de 10
uL, comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Observando o valor das areas no grafico (figura 35) e comparando com o
grafico em MeCN pura (figura 33), as ordens de grandeza das inclinagdes foram
similares. Porém, muito provavelmente, a inclinacdo da reta de tendéncia foi
afetada, porgue houve algum problema nas injecées quase no fim da sequéncia,
originando valores de area decrescentes e logo apés crescentes. Mas, no geral,
considerou-se que nao houve significativas mudancas no grau de degradacdo
devido a adicdo de agua. Porém, foi mantida a tendéncia a maior degradacéo
guando a RMP encontra-se misturada no comprimido 4 em 1, com 7,28% em 10
horas. A analise da RMP no solvente 90% MeCN: 10% H,O no comprimido,
obteve valor de p menor que 0,0017, sendo de 3,86 x 10°, que demostra uma
consideravel degradacéo.

Na tentativa de diminuir esse valor de degradacdo foram feitas duas
alteracdes nos ensaios: aumentou-se a quantidade de agua, para diminuir a
concentracdo hidrogenidnica (o pH da dissolugdo do comprimido era 5,4) e
adicionou-se concentracdes variadas de um antioxidante (solucdo tampéo citrato
pH 7). Foram preparados solu¢des de diluente com 50% de 4gua e 50% MeCN,
contendo 0,03, 0,075 e 0,15 mg/mL de tampao citrato.

Comparando-se as linhas de tendéncia (figuras 36 e 37), foi possivel notar
a diminuicdo do decaimento da RMP, quando em mistura no comprimido 4 em 1.

A diluicdo e a concentragdo de antioxidante fizeram efeito e retardaram a cinética
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de degradacdo. Quanto menor a concentracao de citrato, menor foi a inclinacéo
da reta. No entanto, o comportamento anémalo com o tampéo mais concentrado,

deve ser motivo de estudos futuros para melhor esclarecimento.

Figura 36 — Grafico da estabilidade da RMP no padrédo secundario com diluente agua,
acetonitrila e tampao.
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CondigBes experimentais: padrao secundéario de concentracdo aproximadamente 200 pg/mL,
cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, fase mdvel de agua e metanol, em modo gradiente segundo
tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Figura 37 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente dgua, acetonitrila e
tampéo.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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Utilizando-se o mesmo critério de calculo, nas figuras 38 e 39, os graus de
degradacéao foram de 3,77 e 7,12%, bem proxima no comprimido do diluente USP
(7,02%), mas nao insignificante para 10 horas de andlise, comparando-se com o
CCl4 (1,70%).

Figura 38 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente agua e acetonitrila com
0,03 mg/mL de citrato.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase moével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 pum.

Figura 39 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente dgua e acetonitrila com
0,075 mg/mL de citrato.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.
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A analise da RMP no solvente com antioxidante no comprimido, obteve
valores de p menores que 0,05, sendo de 0,00017 e de 2,74 x 10¥
respectivamente. Tanto o 0,03 mg/mL de tampéo citrato, quanto 0,075 mg/mL
possuem uma degradacao maior que a obtida pela referéncia que foi da USP em
2 horas (0,0017).

Na etapa de testes seguinte, lancou-se m&o de um recurso dos
autoinjetores utilizados, que seria a possibilidade de resfriamento da bandeja de
vials. Foram feitos os testes com a mistura de solventes 90% MeCN ou 90%
MeOH, ambos com 10% de agua e com a mistura contendo a menor
concentragéo de tampao citrato. A bandeja com o vial foi resfriada a 4°C, antes do
inicio das injecdes.

Nesses ensaios o tempo da sequéncia de inje¢Oes foi aumentado para 18
horas. Todos os resultados foram semelhantes ao obtido na figura 40. As

percentagens de decaimento foram proximas a zero, neste caso foi de 0,002%.

Figura 40 — Grafico da estabilidade da RMP no comprimido com diluente agua e metanol a 4°C.
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Condicdes experimentais: solu¢do do comprimido 4 em 1 de concentragdo aproximadamente 200
pg/mL, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL,
comprimento de onda de 335 nm, com fase mével de agua e metanol, em modo gradiente
segundo tabela 1, com tempo de analise de 25 min. e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 pm.

A andlise da RMP no solvente MeOH, com temperatura de injecdo a 4°C,
no comprimido, obteve valores de p maiores que 0,05, sendo de 0,6629.
Demonstrando uma estabilidade da solucdo, quando comparada com a referéncia
que foi da USP em 2 horas (0,0017).
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Os testes conduziram a duas possibilidades de solucionar o problema da
degradacédo da RMP. O fator limitante dependera se o laboratério dispde ou ndo
de injetor automatico com controlador “Peltier”, para resfriamento da bandeja de
vials. Se sim, basta utiliza-lo a, pelo menos a 4°C e, se nao, utilizar um solvente
apolar, como o CCls como diluente. Neste caso havera um aumento do niumero de
injecdes, pois a RMP sera analisada em separado. Porém, em ambos 0s casos,
nao sao necessarias injecdes imediatas apos o preparo das aliquotas.

N&o houve problemas relacionados a inje¢cdo do solvente apolar CCl, em
fase moével polar, cuja proporcdo inicial continha somente 15% de MeOH.
Aproximando-se do fim do gradiente, onde a proporcdo de MeOH atinge 100%,
ocorre a eliminacdo do CCl,. Os solventes sdo misciveis em quaisquer
proporc¢oes.

N&o foi utilizado outro solvente apolar, tal como o hexano e outros
hidrocarbonetos da série, porque seus usos ndo sdo indicados em fase reversa,
com colunas C18 e C8, devido a forte interacdo entre eles. Pensou-se no uso de
ciclohexano em substituicdo ao CCl,, porém este solvente ndo estava disponivel

na época que estes testes foram realizados.

4.3. FORMACAO COMPLEXO METAL-ETAMBUTOL E SUA ABSORCAO NO
uv

Os estudos foram direcionados visando a formacdo de complexos de
coordenacao, baseada na ja conhecida propriedade das aminas em complexar os
metais de transicdo. Foram feitas experiéncias com alguns cations: Ni?*, Zn?*,
Co?*, Mn** e Cu?*, com solugéo de EMB nas mesmas concentracdes, e diluidas
com solugbes de tampao acetato de sédio com valores de pH entre 4 a 7. Nas
cercanias do valor de pH 7, alguns desses ions comegcam a precipitar como
hidroxido. O céation Ag® néo foi testado porque precipitaria como AgCl, devido a
dissociagcao em meio aquoso do cloridrato de EMB.

E de conhecimento na literatura técnica que esses cations formam
complexos estaveis com o amoniaco e a maioria das aminas exceto as aminas
pouco nucleofilicas (FARIAS, 2005). No caso do EMB, foi observada a formacao

de complexo com Ni** e Cu?*, sendo que o complexo com o Ni*" possui uma
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constante de estabilidade menor que a do complexo com Cu®*, sendo este Gltimo
mais estavel e com maior absortividade molar.

Outro fato observado € que o aumento do pH gerou um deslocamento
batocrémico, deslocamento da banda de absorcao para um comprimento de onda
maior, no espectro UV do complexo. As figuras 41 e 42 mostram oS comprimentos
maximos de absorcéo na regido UV em uma solucédo tampéao pH 4, abaixo de 250

nm e pH 6, em 266 nm.

Figura 41 — Espectro do complexo (Cu2+com EMB) em solucéo tampéo acetato pH 4.
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Condicdes experimentais: espectro de varredura de solu¢do padrdo secundéario de concentragédo
aproximadamente 10 pg/mL em tampéo acetato de sodio pH 4.

Figura 42 - Espectro do complexo (Cu2+com EMB) em solugéo tampao acetato pH 6.
1.0

w0
=1
™~

0.5

Abs

0.0

T T T T T T
240 260 280 300 320 340
Wavelength (nm)

CondigGes experimentais: espectro de varredura de solu¢do padrao secundario de concentragao
aproximadamente 10 pg/mL em tampéo acetato de sédio pH 6.

No que se refere ao complexo formado com Cu*?, muito provavelmente sua
constante de estabilidade deve ser bastante alta, uma vez que a mesma solucao
foi analisada meses apos o preparo sem nenhuma alteracao espectral observavel.

Com o objetivo de saber sobre o excesso de complexante necessario na
fase moével, a formula empirica e a estequiometria do complexo foram

determinadas através da técnica de variacdo da concentracdo do EMB em
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relacdo a uma concentracéo fixa de Cu®* por espectrofotometria UV, em 265 nm
(LIKUSSAR, BOLTZ, 1971). Através da figura 43, foi possivel concluir que a
estequiometria consiste de 2 mols de complexante para 1 &tomo-grama de ions

cuprico.

Figura 43 — Gréfico da variacdo da concentracdo do EMB em relacdo a concentracao fixa do Cu®*.
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Condicdes experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 32 pg/mL,
concentracdo de cu® aproximadamente 10 pg/mL em tampdo acetato de sbédio pH 6,
espectrofotdbmetro Varian UV-VIS com comprimento de onda de 265 nm.

A estrutura mais provavel do complexo formado entre o ion clprico e as
duas moléculas do EMB é tetraédrica, conforme esquematizada na figura 44. A
ligacdo entre o ion cuprico e a molécula do EMB se da pelo nitrogénio dos
grupamentos amino, em uma distancia favoravel para se formar um anel.

N&o se investigou mais dados sobre a real estrutura do complexo, mas ha
possibilidade da agua e do ion cloreto também fazerem parte do complexo, que

tem cor azul e é bastante estavel.
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Figura 44 — Estrutura mais provavel da formac&o do complexo de Cu ** com EMB ([Cu(EMB),]>).
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Segundo os compéndios sobre CLAE, geralmente, € indicado o uso da
propria fase mével para dissolver os analitos. Por este motivo, foram testados os
outros trés farmacos como complexantes, misturando-os com uma solucdo de
sulfato de cobre (figura 45). Somente a PYA n&do formou complexo com o Cu?*,
devido as suas propriedades fortemente acidas. Com a INH, nas primeiras horas,
nada foi observado, porém, com o tempo, a solugéo foi se tornando amarelada.
Isso sugere que a formacéo do complexo foi lenta. A solugdo de RMP mudou de
cor e, ap6s algumas horas, observou-se a formacdo de um precipitado escuro
(figura 46). Devido a formacdo dos complexos e a precipitacdo com a INH e com

a RMP, ndo foi usada a fase mével com Cu?* como diluente.
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Figura 45 — Solu¢6es da PYA, RMP, INH e EMB com solucéo de sulfato de cobre.

Figura 46 — Solugcdo de RMP com sulfato de cobre
apo6s algumas horas com precipitado.

4.4. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

Com a definicdo do melhor diluente para a analise do comprimido, 10% de
agua e 90% de metanol, maior estabilidade da RMP e com a definicdo do
complexo, os testes seguintes foram feitos para obter um cromatograma com 0s
quatro farmacos dentro dos critérios de aceitabilidade para os parametros de
adequacao da separacao cromatografica.

Como os quatro farmacos contém um ou mais grupos acidos e/ou basicos
e a retencdo desses compostos em fase reversa é muito sensivel a variacdo do
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pH, foi necessario o uso de tampao na fase médvel. Foram testados o uso do
acetato de amonio em pH neutro (pKa yac = 4,8, 20°C) na faixa de 6 a 7 e
formiato de amoénio em pH levemente &cido, na faixa de 4 a 5 (pKa pro = 3,8,
20°C), mesmo no limite ou extrapolando a capacidade tamponadora maxima. A
utilizacdo de tampéo fosfato (pKas = 2,1; 7.2 e 11,8) nédo era indicada devido a
alta insolubilidade do fosfato de cobre em meio aquoso. Optou-se pelo uso de
formiato de amonio que conduziu a uma melhor simetria dos sinais e pelo fato da
faixa de pH estar afastada dos valores de pKa dos farmacos.

Foram feitos alguns ensaios preliminares com o objetivo de verificar a
influéncia da variacao da concentracdo de formiato de aménio na eluicdo da INH,
PYA e do complexo. Variou-se a concentragdo entre 0,1 e 0,5 mol/L, na faixa de
pH entre 4,5 e 5,0. Ndo se experimentou valores menores que 0,1 mol/L, para
manter sempre alta a concentracdo do sal na fase movel.

N&o foram observadas variacbes muito pronunciadas de K para a INH e
PYA. Isso estd em conformidade com a literatura técnica sobre CLAE em fase
reversa, que mostra que a influéncia da forga ibnica sobre o fator de capacidade
nao é tao significativa quanto a variacdo de pH, no caso de substancias ionizaveis
(LANCAS, 2009).

No entanto, isso ndo foi valido no que diz respeito a eluicdo do complexo
(figuras 47, 48 e 49). Em principio, este efeito foi inesperado. A medida que a
concentracdo do sal aumentou, houve um aumento nos tempos de retencao,
diminuindo a interacdo do complexo catibénico, duplamente carregado, com a fase
moével e aumentando as interacbes com a fase estacionaria, que possui uma
barreira apolar, o octadecilsilano, além de silandis livres silanizados com trimetilsill
(endcapped). A interpretagcédo encontrada foi que, com a maior oferta de formiato
no meio, a neutralizagéo das cargas positivas do complexo tornou-se mais efetiva.

Dai o ganho de retengéo na fase reversa.
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Figura 47 — Cromafograma da INH, PYA e complexo com formiato 0,1 mol/L na fase movel.
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Condicdes experimentais: padrao secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA e EMB, cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢éo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm, fase médvel solugdo A: 85% tampé&o formiato de amdnio
0,1 mol/L pH 5, 0,005 mol/L de cu® (ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0) e 15% metanol, em modo
isocrético, e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 pm.

Figura 48 — Cromafograma da INH, PYA e complexo com formiato 0,3 mol/L na fase mével.
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CondigBes experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA e EMB, cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢éo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm, fase médvel solugdo A: 85% tampé&o formiato de amdnio
0,3 mol/L pH 5, 0,005 mol/L de cu® (ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0) e 15% metanol, em modo
isocrético, e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Figura 49 — Cromafograma da INH, PYA e complexo com formiato 0,5 mol/L na fase mével.
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Condicdes experimentais: padrao secundario de concentracao aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA e EMB, cromatografo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de injecéo de
10 pL, comprimento de onda de 265 nm, fase mével solugdo A: 85% tampéao formiato de amonio
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0,5 mol/L pH 5, 0,005 mol/L de Cu** (ou 250 mg/L de CuSO,.5H,0) e 15% metanol, em modo
isocratico, e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

Apols esses testes preliminares, a fase movel foi otimizada para a eluicao
dos trés principios ativos (INH, PYA e EMB). A composicado estabelecida foi:
0,005 mol/L de Cu®" (ou 250 mg/L de CuS0O4.5H,0), 0,3 mol/L de formiato de
amonio com pH dentro da faixa de 4,5 a 5,0.

Em seguida, a ideia inicial seria simplesmente aumentar a quantidade de
fase organica (MeOH), segundo uma programacao de gradiente linear, até que as
eluicbes da RMP e dos seus relacionados fossem observadas sem sobreposicéo
dos sinais. No entanto, o perfil do pico da RMP né&o foi considerado apropriado
(figura 50).

Figura 50 — Cromatograma dos quatro farmacos com aumento da fase orgénica.
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Condicdes experimentais: padrao secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA, EMB e RMP, cromatdgrafo Gilson com detector UV, fluxo de 1 mL/min., volume de
injecdo de 10 pL, comprimento de onda de 335 nm, fase mével solu¢cdo A: tampéo formiato de
amonio 0,3 mol/L pH 5, 0,005 mol/L de cu® (ou 250 mg/L de CuS0,.5H,0) e solucdo B: metanol,
em modo gradiente segundo tabela 3 e coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um.

A simetria dos picos pode ser comprometida devido a forte interacdo do
grupo silanol da fase estacionaria (pKa ~ 3,5) com os grupamentos basicos,
principalmente da INH e da RMP. Para prevenir tal problema, foi utilizada uma
coluna cuja fase estacionaria era desativada (endcapped), bem como, foi feita a
adicdo de uma base organica, a trietilamina, para competir, juntamente com o
analito, o qual esta em muito menor quantidade do que o aditivo, por “possiveis”
sitios ativos da fase estacionaria, isto €, silanois regenerados devido a clivagem

do grupamento silila ou ndo derivatizados.
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Apoés a adicao de trietilamina e acido férmico na fase organica, o perfil
cromatografico foi ajustado dentro dos parametros de simetria para a RMP, como
pode ser observado no cromatograma da solucdo com a mistura dos farmacos
(figura 51).

Figura 51 — Cromatograma do comprimido com a fase mével com adicédo de trietilamina e acido

férmico.
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Condicdes experimentais: padrao secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA, EMB e RMP, cromatografo Gilson com detector UV, coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um
com fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL, comprimento de onda de 265 e 335 nm, fase
movel solugdo A: 85% tampéo formiato de amdnio 0,3 mol/L pH 5, 15% metanol e 0,005 mol/L de
cu* (ou 250 mg/L de CuS0O4.5H,0) e solugdo B: metanol, 0,1% de trietilamina e 0,2% de &cido
férmico em modo gradiente segundo tabela 4.

A deformacéo observada no final do pico da RMP no cromatograma da
figura 51 € devido ao aumento da composicdo da fase movel durante a
programacao do gradiente, conforme pode ser observado no cromatograma do
diluente (MeOH e H,0, 90:10%) na figura 52.
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Figura 52 — Cromatograma do diluente com a fase moével com adicdo de trietilamina e acido
férmico.
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Condicdes experimentais: diluente, cromatografo Gilson com detector UV, coluna C18 (250 x 4,6)
mm, 5 um com fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo de 10 pL, comprimento de onda de 265 e
335 nm, fase movel solucdo A: 85% tampao formiato de amdnio 0,3 mol/L pH 5, 15% metanol e
0,005 mol/L de Cu®* (ou 250 mg/L de CuS0O,.5H,0) e solugcéo B: metanol, 0,1% de trietilamina e
0,2% de acido férmico em modo gradiente segundo tabela 4.

Os valores dos parametros de adequagdo do sistema estdo em
conformidade com os preconizados nos compéndios internacionais, quadro 4
(pagina 40). Os resultados dos parametros obtidos no cromatograma da figura 51

estdo na figura 53.

Figura 53 —Parametros de adequacao do sistema do cromatograma da figura 51
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Para a obtencdo do cromatograma da figura 51 foram utilizados dois
comprimentos de onda: 265 nm para monitorar a INH, PYA e complexo (Cu-EMB)
e 335 nm, a partir de 12 minutos, para monitorar a RMP e suas substancias
relacionadas. O software do equipamento utilizado (Unipoint®) permite a troca
para um novo comprimento de onda na mesma analise cromatografica, zera a
linha de base e ajusta a sensibilidade da célula fotomultiplicadora em trés

comandos de tempo (figura 54).



Figura 54 —Condi¢c6es do método de controle com troca de comprimento de onda.

88

Tinie Déwice|s) Comnand Coimreil
000 1A squoso [ Sobvent Bor 1 (mibranr 100r% Sobvert A squosa, (7% Sobvent B orglnico fres: el

| om Detesctor 16 Sed Wavelenoth 265 comprimento de onda

3 o Detector 16 Set Senzitivty 1 0.001 senzhildade

4 003 Detestor 16 Autoern Channeds sufozeny

[ 04 T35 patial loop ingection sharts TUBE, 15 Inpetar

i 00 Sysbern Controliér Syfichnofize SNCIONITe

1| ooF [ Channets Start Crromatiogram: Crannets inicier aquisicio

¥ 1000 A aquaso fSohert Bor ' 1 {mikriny 100% Sovert & squoee, 9% Soheint B orginico g el

s| 1200 Detictor 16 ' Set Waveiength 335 comgrimento e onda

10| 1202 Detector 16 Sat Sensitivty 2 0.001 sensihiidade

M| 124 Detector 16 Aubozern Channsts sulozern

12| 000 1A squoso fSohent Bor . 1 (milirant (% Sobvert A aquasa, 1007 Sobvent B orpinico taze mével

13| 2080 AsquosoiSoheniBor 1 (mitmnk 100% Schvent & squoen, 0% Sovent B cepinico fase mivel

4 M0 1Asmoso i Sohvent Bor . T (mlinant 00m% Sobvert A aqucso, I Sobvent B organico farge o]

15| 500 Data Channes ' Stop Cheomatogram Channels nsizar sqasigho

No entanto, se for utilizado outro equipamento cujo software ndo alterne
eventos durante a andlise cromatografica, todas as substancias podem ser
visualizadas em 265 nm (figura 55). Nesse caso, havera um declinio natural da
linha de base a medida que a composicdo da fase B (MeOH com os aditivos)
aumenta durante a programacédo do gradiente, pois a fase A absorve muito mais
gue a fase B. Entretanto, conforme ja citado anteriormente, o comprimento de 335
nm foi o considerado mais especifico para a observacdo do croméforo da RMP e

de seus relacionados.

Figura 55 — Cromatograma do comprimido somente no comprimento de onda em 265 nm.

Condig8es experimentais: padrdo secundario de concentracdo aproximadamente 100 pg/mL de
INH, PYA, EMB e RMP, cromatografo Gilson com detector UV, coluna C18 (250 x 4,6) mm, 5 um
com fluxo de 1 mL/min., volume de inje¢do de 10 uL, comprimento de onda de 265 nm, fase mével
solucdo A: 85% tampéo formiato de aménio 0,3 mol/L pH 5, 15% metanol e 0,005 mol/L de Cu®*
(ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0) e solucdo B: metanol, 0,1% de trietilamina e 0,2% de acido férmico
em modo gradiente segundo tabela 4.

Também existem equipamentos que permitem o monitoramento em dois ou

mais comprimentos de onda ao mesmo tempo, além de outros cromatdgrafos
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equipados com detector UV por arranjo de diodos. O método é factivel, quaisquer
gue sejam 0s instrumentos.
As condi¢des finais para analise do comprimido 4 em 1 por CLAE/UV

desenvolvidas neste trabalho estdo descritas na tabela 6.

Tabela 6: Condi¢cdes finais do método desenvolvido para analise do comprimido 4 em 1.

METODO DESENVOLVIDO

SUBSTANCIAS CONDICOES

Coluna: C18 25cm x 4,6mm x 5um

Detector: UV (265 nm e 335 nm)

Fluxo: 1,0 mL/min

Volume de injecdo: 10uL

Isoniazida Diluente: 90% MeOH ou MeCN + 10% agua

A) 85% tampao formiato de aménio 0,3 mol/L pH 5, 15% metanol e
Etambutol 0,005 mol/L de Cu®* (ou 250 mg/L de CuS0O,4.5H,0)
B) metanol, 0,1% de trietilamina e 0,2% de acido férmico

Rifampicina
Gradiente de elui¢do:
Tempo Solugéo A Solucéo B
0-10 min 100% 0%
10 - 20 min 0% 100%
20 - 35 min 100% 0%

4.5. PARAMETROS DE AVALIACAO DO METODO

4.5.1. Determinacao da linearidade

Com as condi¢cdes da analise definidas, iniciou-se a avaliacdo da parte
quantitativa do método, avaliando-se inicialmente a curva de calibracdo. Nas
tabelas 6, 7, 8 e 9 abaixo estdo descritas as concentragbes dos 7 niveis das

curvas analiticas para os padrbes de INH, PYA, EMB e RPM, respectivamente.
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Tabela 7 - Concentracdes das solucdes de trabalho da curva de calibracdo da INH (mg/mL).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7
Isoniazida 70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%
Concentracao 0,0546 0,0624 0,0702 0,0780 0,0858 0,0936 0,1014

Tabela 8 - Concentracbes das solucdes de trabalho da curva de calibracdo da PYA (mg/mL).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7
Pirazinamida 70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%
Concentracéo 0,2087 0,3208 0,3609 0,401 0,4411 0,4812 0,5213

Tabela 9 - Concentragfes das solucdes de trabalho da curva de calibracdo do EMB (mg/mL).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7
Etambutol 70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%
Concentracao 0,1939 0,2216 0,2493 0,277 0,3047 0,3324 0,3601

Tabela 10 - Concentragdes das solugbes de trabalho da curva de calibracdo da RPM (mg/mL).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6 Nivel 7
Rifampicina 70% 80% 90% 100% 110% 120% 130%
Concentracao 0,10514 | 0,12016 | 0,13518 | 0,1502 | 0,16522 | 0,18024 | 0,19526

ApoOs a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas), foi realizada

uma inspecao visual a partir da construcdo de um gréafico de concentracao (eixo x)
versus areas obtidas apdés injecdo das solucdes (eixo y). A linearidade dos dados
experimentais foi avaliada por regressdo linear, pelo método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO), utilizando uma planilha de calculo em Excel de
Bazilio (2011), adaptada de Souza e Junqueira (2005). Através da planilha foi
realizada a estimativa dos parametros (coeficiente angular, coeficiente linear e
coeficiente de correlacdo r) e a significancia da regresséo linear por analise de
variancia (ANOVA). Além disso, foi feita a verificacdo da auséncia de valores
discrepantes pelo teste de Jacknife. A verificacdo das premissas do modelo n&o
foi realizada pois ndo era foco do trabalho, por estes testes serem muitos

criteriosos para analise de avaliagdo do método.
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4.5.1.1. Avaliagao da curva de calibragéo da INH
A linearidade da curva de calibragéo para INH na faixa de concentracdo de
0,05 a 0,10 mg/mL foi confirmada, conforme figura 56. Foram retirados trés
valores extremos pelo teste de Jacknife, marcados em vermelho na planilha

(APENDICE A).

Figura 56 - Grafico da curva de calibracdo da INH na faixa de concentragdo 0,05 a 0,10 mg/mL.
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4.5.1.2. Avaliacdo da curva de calibracdo da PYA

A linearidade da curva analitica para PYA na faixa de concentracao de 0,27
a 0,52 mg/mL foi confirmada, conforme figura 57. Ndo foram retirados valores

extremos pelo teste de Jacknife na planilha (APENDICE B).
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Figura 57 - Gréfico da curva de calibracédo da PYA na faixa de concentracdo 0,27 a 0,52 mg/mL.
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4.5.1.3. Avaliagao da curva de calibragédo da EMB

A linearidade da curva analitica para EMB na faixa de concentracdo de
0,19 a 0,36 mg/mL foi confirmada, conforme figura 58. N&o foram retirados

valores extremos pelo teste de Jacknife na planilha (APENDICE C).

Figura 58 - Grafico da curva de calibragdo do EMB na faixa de concentracéo 0,19 a 0,36 mg/mL.
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4.5.1.4. Avaliagdo da curva de calibragédo da RPM

A linearidade da curva analitica para RPM na faixa de concentracdo de
0,05 a 0,1 mg/mL foi confirmada, conforme figura 59. Foi retirado um valor

extremo pelo teste de Jacknife, marcado em vermelho na planilha (APENDICE D).
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Figura 59 - Gréfico da curva de calibracdo da RPM na faixa de concentracédo 0,05 a 0,1 mg/mL.
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4.5.2. Determinacdo da Precisao

4.5.2.1. Repetibilidade

A repetibilidade foi feita contemplando a faixa linear do método, ou seja,

trés concentracdes, baixa (80%), média (100%) e alta (120%). Os resultados das

repetibilidades das anadlises efetuadas dos quatro farmacos foram calculados

através do DPR. Os valores calculados para DPR atestam a repetibilidade do

método, e ndo podem ultrapassar 2,0%. Todo o estudo foi realizado utilizando

amostras de produtos de dois fabricantes diferentes, produto 1 e produto 2.

Nas tabelas 11, 12, 13 e 14 estdo descritas as concentracbes e 0s

resultados do farmaco INH nos dois produtos.

Tabela 11 - Concentra¢des das solucbes de trabalho da precisao da INH no produto 1.

~ Massa do Volume AlfEetE \(olume =
Concentracéao ; o ~ da final da Concentracéo

- Replicata | comprimido [do baldo | .., . . L

(%) (ma) (mL) diluicdo | diluicéo (mg/mL)
(mL) (mL)

1 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480

80% 2 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480

3 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480

1 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930

100% 2 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930

3 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930

1 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980

120% 2 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980

3 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980




Tabela 12 — Valores de repetibilidade da INH através do DPR no produto 1.
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ISONIAZIDA
Concentracéo (%) Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 1171801
80% 2 1182392 1177204 0,45
3 1177418
1 1360724 Produto 1
100% 2 1380304 1370188 0,72
3 1369535
1 1655651
120% 2 1644766 1649763 0,33
3 1648871
Tabela 13 - Concentra¢des das solu¢bes de trabalho da precisdo da INH no produto 2.
Massa Volume | Aliquota | Volume
Concentracéo Replicata dc_) _ dtz _ d_a~ fi.na_l cEa Concentracéo
(%) comprimido baldo diluicdo | diluicéo (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
80% 2 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
3 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
1 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
100% 2 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
3 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
1 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
120% 2 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
3 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
Tabela 14 — Valores de repetibilidade da INH através do DPR no produto 2.
ISONIAZIDA
Concentracéo (%) Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 1230103
80% 2 1220168 1229016 0,68
3 1236777
1 1447103 Produto 2
100% 2 1455205 1452011 0,30
3 1453725
1 1777887
120% 2 1776752 1776379 0,10
3 1774499
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Nas tabelas 15, 16, 17 e 18 estdo descritas as concentracbes e 0s

resultados do farmaco PYA nos dois produtos.

Tabela 15 - Concentra¢fes das solu¢des de trabalho da precisdo da PYA no produto 1.

Massa Volume | Aliquota | Volume
Concentragao Replicata d(_) _ dtz _ d_a~ fi_nql d~a Concentracéo
(%) comprimido baldo diluicao diluicéo (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
80% 2 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
3 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
1 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
100% 2 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
3 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
1 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
120% 2 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
3 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
Tabela 16 — Valores de repetibilidade da PYA através do DPR no produto 1.
PIRAZINAMIDA
Concentracédo (%) | Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 13574508
80% 2 13501457 13583186 0,64
3 13673594
1 14636324 Produto 1
100% 2 14896904 14762226 0,88
3 14753450
1 16536663
120% 2 16365421 16435760 0,55
3 16405197

Tabela 17 - Concentra¢fes das solu¢cdes de trabalho da precisdo da PYA no produto 2.
Massa Volume | Aliquota Volume
Concentracéo Replicata dc_) _ dc: _ d_a~ fi_na_l cia Concentracéo
(%) comprimido baldo diluicao diluicao (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
80% 2 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
3 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
1 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
100% 2 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
3 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
1 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
120% 2 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
3 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340




Tabela 18 — Valores de repetibilidade da PYA através do DPR no produto 2.
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PIRAZINAMIDA
Concentracédo (%) | Replicata Area Medla DPR
(&reas)
1 13770066
80% 2 13686613 13734576 0,31
3 13747048
1 15335916 Produto 2
100% 2 15411541 15376993 0,25
3 15383522
1 17855236
120% 2 17790936 17841715 0,26
3 17878973

Nas tabelas 19, 20, 2le 22 estdo descritas as concentracdes e 0s

resultados do farmaco EMB nos dois produtos.

Tabela 19 - Concentra¢fes das solu¢bes de trabalho da precisdo do EMB no produto 1.

Massa Volume | Aliquota | Volume
Concentracao Replicata d(_) _ dc: _ d_a~ fi_na] dNa Concentracédo
(%) comprimido | baldo |diluicdo | diluicao (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
80% 2 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
3 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
1 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
100% 2 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
3 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
1 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
120% 2 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
3 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
Tabela 20 — Valores de repetibilidade do EMB através do DPR no produto 1.
ETAMBUTOL
Concentragao (%) Replicata Area il DPR
(areas)
1 2610846
80% 2 2633998 2625547 0,49
3 2631797
1 3173441 Produto 1
100% 2 3213492 3196257 0,64
3 3201838
1 3841530
120% 2 3826578 3837375 0,25
3 3844018
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Tabela 21 - Concentracfes das solucbes de trabalho da precisdo do EMB no produto 2.

Massa Volume | Aliquota | Volume
Concentracéo Replicata dq _ dci _ d_a~ fi_nql d~a Concentracéo
(%) comprimido | bal&o | diluicdo | diluigdo (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
80% 2 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
3 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
1 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
100% 2 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
3 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
1 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
120% 2 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
3 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
Tabela 22 — Valores de repetibilidade do EMB através do DPR no produto 2.
ETAMBUTOL
Concentracéo (%) Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 2633403
80% 2 2585622 2623379 1,29
3 2651112
1 3065138 Produto 2
100% 2 3046953 3068389 0,76
3 3093076
1 3891291
120% 2 3855080 3871083 0,48
3 3866877

Nas tabelas 23, 24, 25 e 26 estdo descritas as concentracbes e 0s

resultados do farmaco RMP nos dois produtos.

Tabela 23 - Concentra¢fes das solu¢bes de trabalho da precisdo da RMP no produto 1.

Massa Volume | Aliquota Volume
Concentracéo Replicata dq _ dcl _ d'a~ fi.na'l cia Concentracéo
(%) comprimido | baldo diluicdo diluicdo (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
80% 2 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
3 884,80 100,0 1,0 10,0 0,88480
1 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
100% 2 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
3 1079,30 100,0 1,0 10,0 1,07930
1 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
120% 2 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980
3 1299,80 100,0 1,0 10,0 1,29980




Tabela 24 — Valores de repetibilidade da RMP através do DPR no produto 1.
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RIFAMPICINA
Concentracao (%) Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 1710436
80% 2 1708324 1716412 0,71
3 1730475
1 1860968 Produto 1
100% 2 1874246 1858934 0,88
3 1841589
1 2050907
120% 2 2037507 2044858 0,33
3 2046159

Tabela 25 - Concentra¢fes das solu¢bes de trabalho da precisdo da RMP no produto 2.

Massa Volume | Aliquota Volume
Concentragao Replicata d(_) _ d(Z _ d_a~ fi.na_l (Ea Concentracéo
(%) comprimido | baldo diluicao diluicdo (mg/mL)
(mg) (mL) (mL) (mL)
1 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
80% 2 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
3 910,90 100,0 1,0 10,0 0,91090
1 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
100% 2 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
3 1100,80 100,0 1,0 10,0 1,10080
1 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
120% 2 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
3 1363,40 100,0 1,0 10,0 1,36340
Tabela 26 — Valores de repetibilidade da RMP através do DPR no produto 2.
RIFAMPICINA
Concentragéo (%) Replicata Area Medla DPR
(areas)
1 1907362
80% 2 1886197 1901688 0,71
3 1911505
1 2162899 Produto 2
100% 2 2165233 2163835 0,06
3 2163373
1 2648646
120% 2 2644993 2647380 0,08
3 2648501

O método foi considerado preciso para os quatro farmacos visto que o DPR

entre as areas corrigidas das amostras foi inferior a 2,0%.
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5. CONCLUSAO

O método proposto pelo trabalho se tornou eficiente para analise
simultanea do teor de INH, PYA, EMB e RMP em comprimidos 4 em 1 utilizados
no tratamento da TB.

A otimizacdo do diluente que impedisse a degradacdo da RMP e que
solubilizasse todos os farmacos foi realizada através da variacdo de solventes
apolares, polares préticos e polares aproéticos, ou misturas de solventes polares
com agua. A avaliacdo destes testes permitiu chegar a um diluente com 90% de
solvente polar (MeOH ou MeCN) e 10% de agua utilizando resfriamento da
bandeja de vials a pelo menos a 4°C, onde a estabilidade da RMP foi assegurada
por um periodo de tempo compativel como tempo para a realizacdo da analise
guantitativa dos principios ativos do comprimido 4 em 1.

Através dos experimentos visando a formacdo de complexos de
coordenacéo metal-EMB, observou-se que com Cu?* foi mais estavel e com maior
absortividade molar. Em pH préximo de 7, o complexo mostrou comprimentos
maximos de absorcdo, o que possibilitou ao EMB ser analisado no mesmo
comprimento de onda dos outros farmacos, que passou a ser de 265 nm no
detector de UV-VIS.

O éxito alcancado nas experiéncia acima, permitiu o desenvolvimento de
um método de analise por CLAE/UV, capaz de realizar a analise simultanea dos
quatro farmacos. O perfil cromatogréafico obtido esta em conformidade com o que
€ preconizado, em termos de parametros de adequacdo do sistema dos
compéndios oficiais.

A otimizacdo das condi¢Bes analiticas do método foi realizada através da
fase movel (fase aquosa: 85% tampéo formiato de aménio 0,3 mol/L pH 5, 15%
metanol e 0,005 mol/L de Cu®** (ou 250 mg/L de CuS04.5H,0) e fase organica:
metanol, 0,1% de trietilamina e 0,2% de acido férmico), com a variacdo da
proporcao da fase aquosa e fase organica no método gradiente.

A metodologia desenvolvida apresenta vantagens em relacdo aos métodos
oficiais contemplados neste trabalho, principalmente, quanto a analise simultanea
e quanto ao controle da estabilidade da RMP. Além disso, 0 método desenvolvido

permitiu ser empregado em equipamentos onde a andlise cromatogréafica dos
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quatro farmacos fossem visualizadas a 265 nm, em equipamentos onde o
software utilizado permitiu a troca para um novo comprimento de onda na mesma
corrida cromatografica, sendo a INH, PYA e EMB visualizados em 265 nm e a
RMP em 335 nm e em equipamentos com detectores de UV de arranjo de diodos.

O método avaliado demonstrou uma resposta linear satisfatéria na faixa de
concentracdo compreendida entre 0,05 a 0,10 mg/mL para INH, 0,27 a 0,52
mg/mL para PYA, 0,19 a 0,36 mg/mL para EMB e 0,05 a 0,1 mg/mL para RMP. O
método foi considerado preciso para os quatro farmacos pois o DPR foi inferior a
2,0%.
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APENDICE A
Ministério da Sadde B EL
] i FUNDAGAO OSWALDO CRUZ ;’ -~
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde INCG!_S

AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Analise: Isoniazida no comprimido 4 em 1
Data de Confecgdo da Curva 21/11/2013 Curva N° 1
Replicatas por Mivel (k): 3 N® de Niveis (n): 7
Equipamento: CLAE Shimadzu Responsavel: Patricia Condé
Tabela de dados originais
Nivel i Conc. Resposta | Avaliagdo de Valores Extremos
(k) po/L Area (Teste de Jack-Knife para avaliac3o de valores exremos)
- - I R Os dados d bel ad Iho fol liad irados d
02 £4 6 759722 S : os da ta a marcaaos em vermelno moram awvallados .E reti os do
03 546 765563 conjunto_de da_dos por se tratarem de \_falowres exlrerm_s (outliers). Estes
2 04 624 856825 dados ndo serdo considerados na avaliacdo das premissas.
05 62.4 865848
06 62.4 878671 Curva Analitica Final
3 07 70,2 948603
08 70.2 944093
03 70,2 964310
4 10 78 1056196
11 78 1051874
12 78 1040670
5 13 85,8 1154489 |
14 85.8 1122250 - - - - - - +
15 85.8 1125515 0 20 40 60 80 100 120 140
6 16 93,6 1253955 Concentragio (pgiL)
17 93.6 1206818
E :g 19031,‘1 :gg;;j; Grafico de Residuos
20 1014 1315201 oo ] - ‘
21 101.4 1316704 10000 o 8
0 < o 9
Normalidade dos Residuos -10000 - g o® 8 5
(Teste de Ryan-Joiner) L
_Reg 0.98 20000 0 20 40 &0 80 100 120
Reiit (o.= 0.05) 0,95 Comcontragio (pofl)
Autocorrelacdo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressdo Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 1,13 Coeficiente Angular (b)]| 1.15E404 | Coeficiente Linear (a): | 1 45E+05
dL (Limite Inferior) e = 0.05 1.16 r 0,9984 R: 0,9969
dU (Limite Superior) e = 0,05 1,39 N 18 Graus de Liberdade 16
Homogeneidade da Varidncia dos Residuos Limites de Deteccio e Quantificagéo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Deteccdo | 2 98E+00 | Limite de Quantificacdo | 8.81E+00 |
Varidncia Combinada 3,84E407
ty calculado -7,04E-01 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
teatetado (& = 0,05) 2 12E+00 fonte G.L. 5Q MQ F p
p 4.92E-01 regressao 1 545E+11 | 545E+11 | 5,08E+03 | 1.86E-21
residuos 16 1.72E+09 [ 1.07E+08
Resumo da Avaliagao Ajuste 5 1,07E+09 | 213E+08 | 3.61E400 | 3,55E-02
Homogeneidade de varidncia EITo puro 1 6,50E+08 | 5 91E+07
Ha Homocedasticidade p =005 total 17 5 ATE+11
Regressao e Teste de Desvio de Linearidade
A regressdo & significativa p <0,001 | Observagoes
Ha desvio de linearidade p <005
Autocorrelag8o dos Residuos (o = 0,05)
Ha autocorrelagao d<dlL
Teste de Mormalidade (== 0,05)
Segue a Normal Req > Renit
Responsavel: Data: __/ /  Verificado por: Data: __ /[

AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA Pag..11 I
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INCQS

AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA

Dados da Curva Analitica

Analise: Pirazinamida no comprimido 4 em 1
Data de Confeccdo da Curva: 18/11/2013 Curva M®:
Replicatas por Mivel (k): 3 M® de Miveis (n):

1
[

Equipamenta:

CLAE Shimadzu

Responsavel: Patricia Condé

Tabela de dados originais

Nivel . Conc. Resposta Avaliagao de Valores Extremos
(k) ! pa/L Area (Teste de Jack-Knife para avaliacio de valores extremos)
L 1L =Ll I Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 280.70 12734397 . .
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
1 =Ll bl L dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas
2 04 320.80 14379327 i
05 320,80 14319022
06 320,80 | 14310822 Curva Analitica Final
3 07 360,90 15664422 30000000
08 360,90 15787714 2EO00000 -
09 360,90 15685004
1 10 401.00 | 16973534 | | 000000
11 401,00 | 16796400 | | E0P990 1
12 401,00 | 17036852 | | 9000000 1
5 13 44110 18327398 5000000 = [ mevao s comana
14 44110 18137573 0 : : : . T : 1
15 44110 18090970 1] 100 200 300 400 500 e00 FOO
6 16 481,20 19422443 Concentragio (pa/L)
17 481,20 19157801
18 481.20 19049604 . .
7 19 62130 | 20640627 | Grafico de Residuos
210 Ta0surer] | 5
: . 2:}&&03 E A g o o a
Hormalidade dos Residuos 200000 - 8 8 a
(Teste de Ryan-Joingr) -400000
_Reg 0.95 B0000 0 100 200 300 400 500 00
Rerit (o= 0,05) 0.95 Concentragiio (uaiL)
Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regress&o Linear (Modelo: ¥ =a + bX)
d (calculado) 0,79 Coeficiente Angular (b):| 3.15E+04 | Coeficiente Linear (a): | 4,15E+06
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1.22 r 0,9970 R? 0,9940
dU (Limite Superior) o = 0,05 1.42 N 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Detecgéio e Quantificagdo (LD e LQ)
(Teste de Brown-Farsythe) [ Limite de Deteccdo | 2.06E+01 [ Limite de Quantificagdo | 6.06E+01
Varidncia Combinada 1,87TE+10
t; calculado -1,12E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
trabelado (o0 = 0,05) 2.09E+00 fonte G.L. 5Q MQ F P
p 9,12E-01 regressdo 1 1,34E+14 | 1,34E+14 | 314E+03 | 1.47E-22
residuos 19 8, 13E+11 | 4,28E+10
Resumo da Avaliagido Ajuste 5 5.97E+11 | 1.19E+11 | 7.71E+00 | 1.14E-03
Homogeneidade de varidncia £IT0 puro 14 2ATE+11 | 1.55E+10
Ha Homocedasticidade o =005 total 20 1,35E+14
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressdo é significativa p =< 0,001 Observagbes
Ha desvio de linearidade o< 0,05
Autocorrelacdo dos Residuos (o= 0,05)
Ha autocorrelagao d=dl
Teste de Normalidade (== 0,05)
Nao segue a normal Req £ Rt

Responsavel:

Data: _ /7

Verificado por: Data: _ f /
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Dados da Curva Analitica

Andlise:

Etambutol no comprimido 4 em 1

Data de Confecgdo da Curva: 21/11/2013 Curva N®: 1
Replicatas por Nivel (k) 3 MN® de Miveis (n): 7
Equipamento: CLAE Shimadzu Responsdvel: Patricia Condé

Tabela de dados criginais

Nivel ; Conc. Resposta Avaliagdo de Valores Extremos
(k) pg/L Area (Teste de Jack-Knife para avaliacio de valores extremas)
- g; Egg 12;2?:3 Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados dc
= conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
e - . dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas
2 04 2216 | 2172590 ¢ P :
05 2216 2129498
08 221.6 2126128 Curva Analitica Final
3 07 249.3 2392575 4500000
08 2493 2426640 ;gggggg b
09 2493 2388677 3000000
4 10 277 2624746 2500000 -
11 277 2620882 . B000000
12 277 | 2662836 | | 500000 __
5 13 304.? 2924940 EO0000 4 _._____:--;":--::- i | — Imiarvaia de Confilanga
14 3047 2961953 0 = T T . . 1
15 3047 2888900 o 100 200 300 400 500
B 16 3324 3192981 Concentragio (paiL)
17 3324 3112799
18 3324 3103098 oo .
7 19 360 1 456389 Grafico de Residuos
20 360.1 3427296 | | 100000
21 360,1 3397971 50000 - ° o o ©
o 0o ©
) . o 0—0 O
Normalidade dos Residuos 50000 4 B 6 © o
(Teste de Ryan-Joiner) 100000 =]
i REE 0.99 i 50 100 150 200 250 300 350 400
Rerit (e = 0,05) 0.95 Concentragio (ug/L)
Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressao Linear (Modelo: ¥ = a + bX)
d (calculado) 2,02 Coeficiente Angular (b):| 943E+03 | Coeficiente Linear (a): [ 3. 41E+04
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22 r 0.9979 R2 0.9959
dU (Limite Superior) o = 0,05 1.42 M 21 Graus de Liberdade 19

Homogeneidade da Variancia dos Residuos

(Teste de Brown-Forsythe)

Limites de Detecgéo e Quantificagao (LD e LQ)
[ Limite de Deteccdo | 1.17E+01 [ Limite de Quantificacdo | 3.47E+01

Varidncia Combinada 3,67TE+08
t; calculado -1.88E+00 ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelzdo (o = 0.05) 2,09E+00 fonte G.L. 5Q MQ F [v]
p 7.65E-02 regressdo 1 5 T3E+12 | 5 7T3E+12 | 4 56E+03 | 4 08E-24
residuos 19 2,38E+10 | 1.256E+09
Resumo da Avaliagéo Ajuste 5 8.52E+09 | 1.,70E+09 | 1.56E+00 | 2.34E-01
Homogeneidade de varidncia £ITO puro 14 1,52E+10 | 1,09E+09
Ha Homocedasticidade p =005 total 20 5 7T6E+12
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regresséo é significativa p =< 0,001 Observagbes
Mo ha desvio de Linearidade o =005

Autocorrelacdo dos Residuos (o= 0,05)

Mo ha autocorrelagdo

d=dlJ

Teste de Mormalidade (o= 0,05)

Segue a Normal

Req = Rerit

Responsavel:

Data: /[

Verificado por: Data: __ /  /
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Dados da Curva Analitica

Andlise: Rifampicina no comprimido 4 em 1

Data de Confeccdo da Curva: 211172013 Curva MN": 1

Replicatas por Mivel (k): 3 N® de Miveis (n): 7
Equipamenta: CLAE Shimadzu Responsavel: Patricia Condé

Tabela de dados coriginais

Nivel . Conc. Resposta | Avaliagio de Valores Extremos
(k) I poiL Area {Teste de Jack-Knife para avaliagio de valores extremos)
L L LI, CitE Il 0Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
02 105,40 2895171 - .
conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
s LI CiL e dados ndo serdo considerados na avaliagdo das premissas
2 04 120,16 3277936 i
05 120,16 3287677
06 120.16 | 3295003 Curva Analitica Final
3 07 135,18 3717834 7000000
08 135,18 3705008 6000000 -
09 135,18 3688485 5000000 -
4 10 150,20 4114103 4000000 -
1 150,20 4088802 2000000
12 150,20 4102868 2000000
5 13 165,22 4525003 1000000 - [ —— mevan o comans
14 165,22 4485933 0 T T T T 1
15 165 22 4501799 o 50 100 150 200 250
6 16 160,24 4892947 Concentragéo (pgiL)
17 180,24 4875680
18 180,24 4829994 L -
7 19 19526 £311222 Grafico de Residuos
20 196,26 | 5282408 40000 5
21 195,26 5267922 20000 + 8 o o
. - 0 L 8 (w) g 2 [a)
Hormalidade dos Bemduos 20000 4 o © o o ©
(Teste de Ryan-Joiner) o o
_Req 0,99 #0000 50 100 150 200 250
Rerit (o= 0,05) 0,95 Concentragio (ugiL)
Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressao Linear (Modelo: ¥ = a + bX)
d (calculado) 1,55 Coeficiente Angular (b):| 2,67TE+04 | Coeficiente Linear (a): [ 7.91E+04
dL (Limite Inferior) e = 0,05 1,20 r 0,9998 RZ 0,9996
dU (Limite Superior) . = 0,05 1.41 M 20 Graus de Liberdade 18

Homogeneidade da Varidncia dos Residuos

(Teste de Brown-Forsythe)

Limites de Detecgdo e Quantificagédo (LD e LQ)

[ Limite de Deteccdo | 2.05E+00 [ Limite de Quantificacdo | 6,12E+00

Varidncia Combinada 1,04E+08
t, calculado -7.01E-01 ANOVA da Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
ttabelado (0= 0,05) 2,10E+00 fonte G.L. 5Q MQ F [1]
p 4,92E-01 regressao 1 1.28E+13 | 1.26E+13 | 4 30E+04 | 7 27E-32
residuos 18 5,37TE+09 | 2.98E+08
Resumo da Avaliagdo Ajuste 5 2, 10E+09 | 4.21E+08 | 1.68E+00 | 2.09E-01
Homogeneidade de varidncia £ITO puro 13 3,26E+09 [ 2 51E+08
Ha Homocedasticidade p = 0,05 total 19 1,28E+13
Regressdo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressdo é significativa o= 0,001 Observagbes
M&o ha desvio de Linearidade p = 0,05
Autocorrelagdo dos Residuos (= 0,05)
Mo ha autocorrelacdo d=dl

Teste de Normalidade (o= 0,0

5)

Segue a Normal

Req > Rerit

Responsavel:

Data: ¢/ [/

Verificado por:

Data: __ [/ f
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