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RESUMO

A tuberculose é considerada como a infe¢gdo por unico agente que mais
mata no mundo. A recomendacao da OMS para o tratamento da tuberculose é
a base de rifampicina (RIF) em associagdo com outros farmacos,
principalmente isoniazida (ISN) e pirazinamida (PYR). A associagdo de
farmacos cria a necessidade de métodos capazes de quantificar os
componentes presentes. A eletroforese capilar se apresenta como uma técnica
analitica de baixo custo e ecologicamente correta e tém como principais
vantagens a diminuicdo de tempo e custo de analise. Um método por
eletroforese capilar livre (ECL), foi desenvolvido para quantificagdo de RIF, ISN
e PYR quando presentes em associagdo. As condigdes otimas encontradas
para este método foram: polaridade positiva, utilizando como eletrélito de fundo
tamp&o fosfato 40 mmol/L a pH 9,0; capilar de silica fundida revestido de
poliimida com 64,5 cm de comprimento (56 cm efetivos) e 50 um de didmetro
interno; a diferenga de potencial aplicada de 20 kV, equivalente a uma corrente
efetiva de 50 uA, leitura em comprimento de onda de 269,5 nm, com um tempo
de analise de 5 min. O método desenvolvido apresentou boa linearidade (R” >
0,999), precisdo inter e intra dia para tempo de migracdo e area corrigida
apropriada (DPR < 2% em ambos os casos), exatiddo (proxima a 100%) e
robustez dentro dos limites estabelecidos pelas normas internacionais.
Parametros estes que sao semelhantes aos encontrados para métodos de
quantificacdo deste farmaco por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Para efetuar uma comparagao entre o novo método desenvolvido e o método ja
estabelecido por CLAE, foram utilizados os comprimidos, utilizados no
tratamento da tuberculose no Brasil, os quais apresentam concentracao
nominal de100 mg de isoniazida e 150 mg de rifampicina; a quantificagdo por
EC acussou concentracdes correspondentes a 95,41 % e 97,3 % do valor
nominal para ISN e RIF respectivamente, apresentando precisdo com valores
de desvio padrdo menores a 2%. A comparagdo de precisdo (teste F) e
exatidao (teste t), do método desenvolvido com o método proposto por Callieri
et al. (2002) utilizando CLAE, mostra que estes possuem exatidao e precisdo
equivalentes. Sendo assim o método por ECL torna-se uma opgao viavel para
os laboratérios analiticos, sendo mais rapido e econdmico que os métodos de
determinagao simultanea para estes farmacos por CLAE.

Palavras chave: tuberculosis; eletroforese capilar; isoniazida; pirazinamida
rifampicina.
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ABSTRACT

Tuberculosis is considered the single agent infection that affects more
victims in the world. OMS recommendation for the treatment of tuberculosis is
based on rifampicine (RIF) in association with other drugs, mainly isoniazide
(ISN) and pyrazinamide (PYR). These drug association implies the necessity of
methods capable of quantify the components. Capillary Zone electrophoresis
(CZE) is one analytical low cost and ecologically correct technique. Their main
advantages are time diminishing and low cost analysis. A capillary Zone
electrophoresis (CZE) was developed for RIF, ISN and PYR quantification, and
it is applied when these components are combined. This method’s optimal
conditions are: positive polarity, with a buffer bottom phosphate (40mmol/L and
pH 9.0) as an electrolyte; melted silica capillary coated with a 64.5 cm layer of
polyimida (56 cm effective) with 50 um of internal diameter; 20 kV of applied
potential, equivalent to a 50 nA effective flow, 269.5 nm wave length reading, in
a 5 min analysis. The developed method revealed good linearity (R? > 0,999),
accurate inter- and intra-day migration time and retified area (DPR < 2% in both
cases), exactness close to 100% and robustness inside the international rule
limits. These parameters are close to the ones found in this drug’s quantification
methods in high performance liquid chromatography (HPLC). In order to
establish a comparison between the new developed method and the one used
in HPLC, pills currently used in tuberculosis treatment in Brazil were used,
which nominal concentration is 100mg of isoniazide and 150mg of rifampycine;
EZC quantification showed concentrations of 95.41% and 97.3% respectively of
the nominal value for ISN and RIF, presenting precision with values lesser than
2% on shunting line standard. The comparison of precision (test F) and
exactness (test t) between the developed method with the one proposed by
Callieri et al. (2002) using HPLC, shows that they have equivalent exactness
and precision. Thus, the EZC method becomes a viable option for the analytical
laboratories, being faster and more economic than simultaneous determination
methods for these drugs by HPLC.

Keywords: tuberculosis; capillary electrophoresis; isoniazide; pyrazinamide;
rifampicine.
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1. INTRODUGCAO

A tuberculose humana é uma doenga infecto contagiosa, causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. No passado a tuberculose foi responsavel por milhdes
de mortes. A introdugdo da quimioterapia e medidas profilaticas reduziram
drasticamente o numero de mortes, esta situagdo se manteve por algumas décadas
até que a tuberculose (TB) voltou a ser considerada como a infecgdo por unico
agente que mais mata no mundo (DUCATI et al., 2006).

O ressurgimento da TB se deve, principalmente, a pandemia da infecgdo por
HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana). O HIV alimenta a epidemia de TB (OMS,
2002). E possivel dizer entdo que a infecgdo por HIV mudou drasticamente a histéria
epidemiologica da TB provocando um aumento na transmissdo, morbidade e
mortalidade (DUCATI et al., 2006).

No Brasil estima-se que 200 mil individuos estejam co-infectados com TB/HIV
(DUCATI et al., 2006) colocando o Brasil entre os 22 paises que concentram 80%
dos casos de TB no mundo; entre noventa e noventa e cinco mil casos novos e seis
mil 6bitos sdo registrados todo ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Os dados
mundiais estimam que, sem tratamento, 50% dos doentes v&o a ébito em menos de
cinco anos, sendo que a maioria n&o atinge os dezoito meses (CHIN, 2001).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS) a forma de contrariar o efeito
adverso do HIV na epidemia de TB € o aumento da eficacia no diagndstico precoce
€ a maximizagdo das taxas de sucesso do tratamento, de forma a interromper a
transmissdo da doenca (OMS, 2002). A OMS recomenda a utilizagdo de multiplos
farmacos em associagéo, visando minimizar a aparigdo de cepas resistentes (OMS,
2002); surgem assim os farmacos de doses fixas combinadas ou DFC que
compreendem as associagdes de dois ou mais tuberculostaticos em uma unica
formulacéo, com a finalidade de aumentar a adesao ao tratamento, reduzir os riscos
de resisténcia, diminuir os custos do tratamento, reduzir erros de administracao
medicamentosa e simplificar o manuseio e a distribuigdo destes farmacos
(AGRAWAL et al., 2002).

A associacdo dos farmacos traz vantagens terapéuticas, mas gera novos
desafios para a industria farmacéutica, a estabilidade dos farmacos na associagao e
a dificuldade analitica para sua quantificagcdo. Surge assim a necessidade de



métodos capazes de quantificar os farmacos, em formas farmacéuticas compostas
(associagao de dois ou mais farmacos).

Desde o inicio da década de 90 tém sido desenvolvidos diferentes métodos
para quantificar pirazinamida, isoniazida e rifampicina quando associados em
diferentes formas farmacéuticas. Um dos primeiros métodos para quantificacdo
destes farmacos em associagéo foi proposto por Gaitonde e Pathak (1991) utilizando
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC) para separagao e
posterior quantificagado por densitometria. Cinco anos mais tarde, em 1996 Argekar
et al. desenvolveram o primeiro método utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com esta finalidade. Em 1999, Goicochea e Olivieri
desenvolveram um método utilizando espectrometria por calibragdo multivariada. No
mesmo ano, Ellard et al. propuseram uma analise colorimétrica. Em 2002, Calleri et
al., apresentaram um novo método por CLAE, utilizando gradiente de fase movel.
Contudo a Farmacopéia Americana (United States Pharmacopeia, 2002), na
monografia da associagdo, propunha, até janeiro deste ano (2007), uma
quantificacdo em duas etapas; quantificando primeiro a rifampicina e finalmente a
isoniazida e a pirazinamida, utilizando CLAE com colunas diferentes (United States
Pharmacopeia, 2002); a partir de entdo, a quantificagdo oficial dos trés farmacos,
gquando presentes em associagao, passa a ser por CLAE, utilizando uma mesma
coluna, detector de UV e gradiente de fase mével, o tempo total desta analise é de
15 min (United States Pharmacopeia, 2006).

Alguns autores, ao comparar métodos analiticos, apontam a eletroforese
capilar (EC), como uma alternativa viavel para a substituicdo da CLAE (PRADO et
al., 2005), pois quando comparadas, apresenta vantagens como diminuigdo no
consumo de solventes, no pré-tratamento da amostra e no tempo de analise,
apresentando ainda maior simetria de picos, eficiéncia e seletividade, mantendo a
preciséo e a exatiddo (ALTRIA, 1996).

Fatores como: baixo custo das colunas (capilares) (WATSON, 1999), facilidade
operacional, analise de amostras aquosas € n&o aquosas € separaciao de
enantiomeros (VEUTHEY, 2005) também s&o citadas como vantagens da
eletroforese capilar na literatura. Acedo-Valenzuela et al. em 2002 propuseram a
primeira analise por eletroforese capilar, para associacdo de tuberculostaticos

(rifampicina, isoniazida e pirazinamida), mas utilizando eletrocromatografia micelar



(MEKC). A proposta deste trabalho é desenvolver um método analitico quantitativo
para estes farmacos por eletroforese livre, simplificando o maximo possivel o pré-
tratamento de amostra, visando facilidade operacional e diminuicdo de custo e
tempo de analise.

Os farmacos para tratamento da TB s&o fornecidos gratuitamente pelo Governo
Federal, qualquer contribuicdo para diminui¢do do custo de producédo e do controle
de qualidade destes farmacos, permitira que um numero maior de individuos tenha

acesso ao tratamento, contribuindo para diminuir a disseminacéo da TB.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TUBERCULOSE

A tuberculose (TB), também conhecida como praga branca € uma doenga
infecto contagiosa causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, parasita
facultativa intracelular, cuja infec¢ao inicial costuma ser assintomatica (WARREN,
1997). A doenga pode se apresentar como tuberculose pulmonar ou em outras
formas extra-pulmonares, sendo a forma pulmonar a mais frequente no mundo.
Noventa a noventa e cinco por cento dos individuos infectados entram inicialmente
em uma fase de laténcia existindo o perigo permanente de reativagdo (CHIN, 2001).
Deficiéncias nutricionais como silicosis, cancer, diabetes mellitus, H/V (virus da
imunodeficiéncia humana) e tratamento com imunossupressores, sao alguns fatores
que aumentam a susceptibilidade a doenca (WARREN, 1997).

O HIV alimenta a epidemia de TB, por aumentar o desafio imunoldgico da
populagcdo em geral, quer esteja ou ndo infectada pelo HIV (OMS, 2002). Em muitos
paises a TB vem emergindo como a doenga oportunista mais comum associada a
infecgdo por HIV (BLOOM, 1994). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que até 2020, 200 milhdées de individuos estardo infectados e 70 milhdes morreréo
de TB, a maioria nos paises em desenvolvimento (OMS, 2003 a).

O indice de fatalidade por TB é de 23% mas passa dos 50% em alguns paises
africanos com altos indices de HIV; 32% da populacdo mundial esta infectada pelo
Mycobacterium tuberculosis; a co-infecgdo deste com HIV chega aos 18% (DYE,
1999.); 35% dos casos de TB pulmonar em mulheres e criangas pode ser atribuido a
co-infeccdo com HIV (BRAUN et al., 1991).

Em alguns paises da Africa sub-sahariana 70% dos casos de TB pulmonar sdo
HIV positivos e cerca de 50% das pessoas convivendo com HIV/AIDS desenvolvem
TB, e esta pode exercer um efeito adverso na progressédo do HIV; assim o
tratamento da tuberculose e sua prevencdo deve ser uma das preocupacdes
prioritarias dos programas HIV/AIDS (OMS, 2002).



2.2 TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

A recomendagdo da OMS para o tratamento da TB é a base de rifampicina
(RIF) em associacdo com outros farmacos, principalmente isoniazida (ISN),
pirazinamida (PYR) e etambutol (ETB), chamados de tuberculostaticos de primeira
escolha (OMS; 2002). A justificativa para utilizagdo de multiplos farmacos € que o
Mycobacterium se torna resistente espontaneamente, mas apresenta diferentes
tempos de mutagao para cada farmaco. Cada cavidade ou tubérculo formado possui
10° microorganismos, o indice de mutagdo é de 1 em 10", assim & virtualmente
impossivel que o M. tuberculosis se torne resistente a mais de um farmaco em
pacientes corretamente tratados (RILEY, 1993).

O tratamento pode ser dividido em duas fases: uma fase inicial intensiva com
associacao de trés ou quatro dos farmacos citados por um periodo de dois meses,
seguido de uma fase final de manutengdo com associacdo de dois farmacos por
quatro meses (OMS; 2002).

No Brasil, estima se que o custo de tratamento por paciente em 2006 foi de
US$ 732 sendo que o governo contribui com 85% dos custos totais no controle de
TB. A OMS coloca o Brasil como 16° do ranquing mundial, segundo o numero de
casos informados por ano (OMS, 2005).

2.3 TUBERCULOSTATICOS DE PRIMEIRA ESCOLHA.

Os farmacos utilizados no tratamento da tuberculose podem ser divididos em
duas categorias principais. Os de primeira escolha, isoniazida, pirazinamida,
rifampicina e etambutol sdo os principais, e combinam o maximo de eficacia com um
grau aceitavel de toxicidade. Os tuberculostaticos de segunda escolha s&o
capreomicina, estreptomicina, canamicina, cicolserina, etionamida e acido
aminossalicilico, que sdo reservados para o caso de fracasso terapéutico,
microorganismos multidroga resistentes (MDR) e para os casos de TB extra
pulmonar ou toxicidade medicamentosa (KODA-KIMBLE et al., 2005).

Isoniazida e rifampicina sdo os dois farmacos mais ativos; sendo que a

combinacdo destes cura de 95-98% dos casos de TB causados por cepas



susceptiveis. A adicao de pirazinamida a combinacgéo de isoniazida e rifampicina por
um periodo de dois meses, permite reduzir o tempo de tratamento de nove para seis
meses, sem perda de eficacia (KATZUNG, 1998).

2.3.1 Rifampicina (RIF)

A rifampicina € um farmaco semi-sintético, derivado da rifamicina B, esta
molécula é caracterizada por conter uma cadeia alifatica formando uma ponte entre
duas posi¢cbes nao adjacentes de um nucleo aromatico. Sua formula quimica e
Ca3HssN4O12; possui peso molecular de 822.95 g/mol; seu nome oficial & 3-[[(4-metil-
1-piperazinil)imino]metil]rifamicina. Apresenta-se como um poé cristalino, vermelho
alaranjado. Pouco soluvel em H,O e acetona, soluvel em acetato de etila, metanol,
tetrahidrofurano (THF) e facilmente soluvel em cloroformio e DMSO. Apresenta
absor¢cao maxima em 237, 255, 334 e 475 nm (0,002 mg/mL em tampao fosfato pH
7,4). Suas suspensdes de 1% em agua apresentam pH entre 4,5 a 6,5. Possui dois
valores de pka, sendo o primeiro de 1,7 referente a hidroxila da posi¢do quatro, e o
segundo de 7,9 referente ao N trés da piperazina. Suas solu¢des em DMSO sao
muito estaveis, em quanto que as solu¢des em H,O sao pouco estaveis. (MERCK,
2000; United States Pharmacopeia, 2006). A degradagcdo da Rifampicina é pH
dependente, em meio acido hidrolisa formando 3-formilrifamicina, que apresenta

atividade in vitro, mas nao in vivo, e em contato com ar em meio alcalino oxida a



rifampin quinona, também inativa (SHISHOO, et al., 1999). Nao suporta altas

temperaturas e deve ser armazenada ao abrigo da luz (MARTINDALE, 2002).

2.3.1.1 Mecanismo de acéo

Pertence ao grupo dos antibidticos macrociclicos complexos; que possui agao
bactericida para microorganismos intra e extracelular (MANDEL; PETRI, 1996). Inibe
o crescimento da maioria das bactérias Gram-positivas assim como de numerosos
organismos Gram-negativos (MANDEL; PETRI, 1996), pois inibe a sintese de RNA
bacterial por forte ligagcdo a subunidade B da RNA-polimerase ADN-dependente de
micobacterias e outros microorganismos; desta forma a enzima n&o inicia a
transcrigdo de RNA (United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003). Em altas
concentragbes também inibe a RNA-polimerase ADN-dependente e as
transcriptases reversas virais (MANDEL; PETRI, 1996).

Algumas bactérias apresentam resisténcia a qual pode ser definida por uma
mutac&o préxima ao gene rpoB ou por mutagdo na bomba de efluxo da micobactéria
(IGLESIA; MORBIDONI, 2006).

2.3.1.2 Usos terapéuticos

E utilizada principalmente em combinacdo com ISN e PYR, como um
componente da terapia com multiplos farmacos no tratamento da tuberculose e com
dapsona e clofazimina no tratamento da hanseniase. E componente de varios
regimes de tratamento de infecgdes oportunistas por micobacterias.

No tratamento da tuberculose, para criancas a recomendacéo € de 10 a 20
mg/kg, em dose unica ou de duas a trés vezes por semana dependendo do regime
de tratamento (United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003); enquanto para
adultos e adolescentes a dose usual € de 600 mg/dia em dose unica por todo o
periodo de tratamento ou 10 mg/kg, com um maximo de 600 mg, duas a trés vezes

por semana, dependendo do regime adotado. A dose maxima recomendada € de



900 mg, pois doses maiores aumentam a ocorréncia de efeitos colaterais
(MARTINDALE, 2002).

2.3.1.3 Efeitos adversos

De forma geral é bem tolerada, sendo que menos de 4% dos pacientes
desenvolvem reacgdes adversas significativas (MANDEL; PETRI, 1996) quando
ocorrem, sao mais frequentes em terapias intermitentes ou apds retorno a uma
terapia interrompida (MARTINDALE, 2002).

Sindrome semelhante ao resfriado, hipersensibilidade, discracias sanguineas,
hepatite e nefrite intersticial, sdo efeitos que precisam de atencdo médica especial;
disturbios gastrintestinais e infecgbes fungicas, se persistentes, requerem atencéo
médica, enquanto coloracdo avermelhada ou marrom dos fluidos corporais,
enxaquecas e ataxia sdo sintomas frequentes que n&o precisam de atengdo médica
(United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003). Por ser um potente indutor
das enzimas microssémais hepaticas, acelera o metabolismo de varios farmacos
provocando uma redugao da meia vida plasmatica dos mesmos, pode também
provocar imunossupressédo, mas nao ha evidéncias de que este efeito seja deletério

em pacientes aos quais é administrado o farmaco (MANDEL; PETRI, 1996).

2.3.2 Isoniazida (ISN)

A isoniazida é a hidrazida do acido isonicotinico, descoberta em 1945 por
Chorine (MANDEL; PETRI, 1996). Sua férmula quimica é CgH7N3O, possui peso



molecular de 137,14 g/mol, sua nomenclatura oficial: 4-hidrazida acida
piridincarboxilica. Apresenta-se como um po cristalino branco, soluvel em agua,
ligeiramente soluvel em etanol e praticamente insoluvel em éter e benzeno. Suas
solugdes em agua a 1% possuem pH de 5,5 a 6,5. Apresenta valores de pka de 2,0
e 3,5. E pouco estavel em H,O e muito estavel em DMSO. Possui absor¢do maxima
em 266, 265 nm (0,01 mg/mL em HCI 0,01N) (MERCK, 2000; United States
Pharmacopeia, 2006). E incompativel com aclcares e deve ser armazenado ao
abrigo da luz (MARTINDALE, 2002).

2.3.2.1 Mecanismo de acao

E um agente bactericida sintético notavelmente seletivo para micobacterias.
Possui agao bacteriostatica para o bacilo semidormente e bactericida para os
microorganismos em rapida divisdo (MANDEL; PETRI, 1996). A concentracdo
tuberculostatica minima € de 0,0025 a 0,005 pg/mL; sdo necessarias concentragdes
superiores a 500 pg/mL para que o crescimento de outros microorganismos seja
inibido (United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003).

Parece atuar pela inibicdo da sintese de acido micdlico, componente
essencial da parede celular das micobacterias, o que explicaria sua elevada
seletividade sobre este tipo de bactérias (TAKAYAMA et al., 1975). Temeis et al.,
sustentam que metabdlitos da isoniazida inibem enzimas chaves na respiragao da
micobacterias aumentando seu poder bactericida (TIMMINS et al., 2004).

Os microorganismos desenvolvem resisténcia bacteriana a ISN rapidamente
(MANDEL; PETRI, 1996); provavelmente o mecanismo de resisténcia esta
relacionado a uma mutagdo sem sentido no interior do gene inhA micobacteriano,
que codifica a NADH-desidrogenase, alvo molecular da ISN, envolvido na
biossintese do acido micdlico. Outro possivel mecanismo é a mutagao do gene que
codifica a catalase peroxidase, responsavel pela ativagdo da ISN (IGLESIA;
MORBIDONI, 2006).

Cerca de 1 em 10° bacilos da tuberculose é geneticamente resistente a ISN,
como as cavidades tuberculosas podem conter até 10" a 10° microorganismos, ndo

€ de estranhar que o tratamento com ISN isoladamente possa provocar selecdo das
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bactérias resistentes (MANDEL; PETRI, 1996). Este € o motivo da administragdo de
multiplos farmacos associados durante o tratamento da tuberculose (MARTINDALE,
2002).

2.3.2.2 Usos terapéuticos

E o farmaco mais utilizado mundialmente para o tratamento da tuberculose
pulmonar e extra pulmonar (MANDEL; PETRI, 1996). E indicado na primeira fase do
tratamento e no periodo de manutengdo do regime curto de tuberculose
(MARTINDALE, 2002). Pode ser utilizada em terapias intermitentes com doses de
10 mg/kg, trés vezes por semana ou 15 mg/kg, duas vezes por semana, segundo
recomendagdo da OMS (United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003). A
dose usual é de 300 mg para adultos e de 5 a 10 mg/kg/dia para criangas, com um

maximo de 300 mg/dia, por via oral ou intramuscular.

2.3.2.3 Efeitos adversos

Podem aparecer diversas anormalidades mentais durante o uso deste
farmaco; as reagées mais proeminentes foram: exantema cuténeo, febre, ictericia e
neurite periférica. A incidéncia de hepatite é de 0,3% em adultos, mas pode chegar a
2,6% em individuos com disfun¢gdes hepaticas, idosos ou alcodlatras. Pode causar
convulsdes em pacientes com disturbios convulsivos. As contragcbes musculares,
tontura, ataxia, parestesias, torpor e encefalopatia toxica, que podem ser fatais,
constituem outras manifestagdes da neurotoxicidade da ISN.

A Piridoxina deve ser administrada (15 a 50 mg/dia) em conjunto com ISN
para minimizar seus efeitos tdxicos, principalmente em pacientes desnutridos e/ou
que possuam predisposicdo a neuropatias (United States Pharmacopeia, Drug
Information, 2003).
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2.3.3 Pirazinamida (PYR)

X NH,

4
N

Foi descoberta durante a investigacdo de analogos da nicotinamida. E um
analogo pirazinico sintético da mesma; sua formula quimica € CsHsN3O, seu peso
molecular é de 123,11 g/mol, seu nome oficial & pirazinacarboxiamida. Apresenta-se
em forma de cristais brancos. E ligeiramente soltvel em agua pouco solivel em
etanol e muito pouco soluvel em éter. Suas solugcbes aquosas sao neutras.
Apresenta valor de pKa de 0,50 para a base conjugada (BH"). Possui absorgdo
maxima em 269 nm (MERCK, 2000).

Chis et al. (2005), comprovaram a existéncia de pontes de hidrogénio intra e
inter moleculares, possuindo as intermoleculares caracteristicas de ligagdo com

predominancia eletrostatica.

2.3.3.1 Mecanismo de acao

Seu mecanismo de acao é desconhecido, mas sabe-se que pode atuar como
bacteriostatico ou bactericida. E efetiva em pH < 5,6. Salfinger, Crowle e Reller
(1990) propuseram que o responsavel pela atividade antibacteriana da Pirazinamida
€ o0 acido pirazindico, o qual é formado pela agdo da enzima pirazinamidase,
sintetizada pelo bacilo. A formag¢ao do acido combinada com o ingresso do bacilo ao
macrofago abaixariam o pH até niveis toxicos para o mesmo (MARTINDALE, 2002).
O acido pirazindico também depleta a energia reserva da membrana (WADE;
ZHANG, 2004).

Estudos mostram que em condi¢gdes anaerdbias, a pirazinamida possui maior
acao frente ao M. tuberculosis, pois as ATPases e complexos de enzimas
respiratérias inibem o aumento da atividade da PYR sob condi¢ées de oxigenagao
normais, mas nao sob condi¢gdes anaerobias (WADE; ZHANG, 2004).
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2.3.3.2 Usos terapéuticos

E um importante componente da terapia com multiplos farmacos para a TB,
principalmente nas oito semanas iniciais. A dose recomendada pela OMS é de 25
mg/kg/dia ou 35 mg/kg, duas vezes por semana ou 50 mg/kg, trés vezes por semana
(MARTINDALE, 2002).

A dose usual para adultos € de 15 a 30 mg/kg/dia (maximo de 3 g/dia) ou 50 a
70 mg/kg, duas ou trés vezes por semana (maximo 4 g/dia ou 3 g/dia
respectivamente) dependendo do regime adotado. Para criangas a dose maxima
usual € de dois mg/kg, quando administrada diariamente ou 3 g por dose, trés vezes
por semana ou 4 g por dose, duas vezes por semana dependendo do regime
utilizado (United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003).

2.3.3.3 Efeitos adversos

A lesédo hepatica constitui o efeito colateral mais comum e mais grave da
pirazinamida, sendo dose dependente. O farmaco inibe a excrecdo de urato, com
consequente hiperuricemia, podendo precipitar ataques agudos de gota; individuos
diabéticos podem apresentar maior dificuldade no controle da glicemia. Destacam-se
também astralgias, nauseas e vomitos, anorexia, disuria, mal estar e febre; foto
sensibilidade e exantema podem ocorrer mais raramente (MARTINDALE, 2002 e

United States Pharmacopeia, Drug Information, 2003).

2.3.4 Doses fixas combinadas

Doses fixas combinadas ou DFC € a denominacdo para associagao de dois
ou mais tuberculostaticos de primeira escolha, sendo estes, rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol, em propor¢des fixas em uma unica forma farmacéutica;
possui como principais vantagens: redug¢ao do risco de resisténcia; menor risco de
erros de medicacao; melhor adesao do paciente; reducédo de custos de tratamento;

simplifica o manuseio e a distribuigéo.
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A OMS recomenda o uso de DFC como rotina no tratamento de TB e os
coloca na lista de medicamentos essenciais. Paises como o Brasil, possuem baixos
indices de resisténcia e utilizam como protocolo DFC ja ha algum tempo
(PATCHANGULA et al., 2004).

A OMS e a International Union Against Tuberculosis and Lung Diseases
(IUATLD) exigem que a biodisponibilidade da rifampicina nas DFC seja equivalente
a biodisponibilidade da mesma nas formas farmacéuticas individuais (SINGH et al.,
2001).

Os problemas associados a qualidade das DFC estado atualmente em foco,
principalmente os relacionados a baixa biodisponibilidade da rifampicina e
instabilidade da formulagdo (BHUTANI et al., 2005). Existem varias justificativas para
estes problemas: alteragcdo da forma cristalina da rifampicina, adsor¢gdo do farmaco
pelos excipientes, ordem de adi¢cao dos farmacos, decomposi¢do na formulagao e
decomposicdo no estébmago (SINGH et al., 2001).

A decomposicdo na formulagdo ja € bem conhecida: a rifampicina em pH acido
hidrolisa a 3-formilrifamicina, esta hidrolise em presenca de Isoniazida é duas vezes
mais rapida (SHISHOO et al., 1999).

Como mostra a Figura 1, a 3-formilrifamicina reage com isoniazida para
formar isonicotinil hidrazona (HYD); estudos recentes mostram que esta reagado
pode ocorrer na formulagdo mesmo na forma solida (SINGH et al., 2001).

A pirazinamida e o cloridrato de etambutol atuam como catalisadores desta
reacdo, mediante a transferéncia intramolecular de um préton, por um mecanismo
tetraédrico (BHUTANI et al., 2005).

Seja qual for o motivo, a baixa biodisponibilidade da rifampicina nas
formulacdes, leva ao fracasso do tratamento e ao aparecimento da resisténcia,
agravando o quadro (SHISHOO et al., 1999).



FIGURA 1: Esquema da reagao entre rifampicina e isoniazida em meio acido

l"" B \-
R—C=H—HN N=CHa
Ili

Rifampicin
|
TN | TRV W
7 Hy 0 . Hy
i I oo
R—C—H i MHMH C~MNHMH l.'l.: R
A-Formyl- + ‘i‘ W = | H
rilamyein ;;“'N' ! - \“\.},H
Isoniazid - |
1| H=
u
i
C~MHMN=CH-R
o
I +  Hy0
o
~
[.;'H:I sz | eotimt
HO, = SONICoN
T T hydrazone

) CH \L
CHCO: CH D™ CHy
NP
e R i
CH3 I::H';.l-_".-' oy
= n‘% Ea
| — 1 oH
o

Re b

CH;

FONTE: SINGH et al., 2001.

2.4. ELETROFORESE CAPILAR

14

O termo eletroforese refere-se a migragdo de espécies eletricamente

carregadas, quando dissolvidas ou suspensas em um eletrélito através do qual

passa uma corrente elétrica. A utilizagado de capilares como canais de migragdo em

eletroforese aumentaram o desempenho da separacéao eletroforética, comparavel ao

da CLAE. Este método € comumente conhecido como eletroforese capilar (EC)

(United States Pharmacopeia, 2002).
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A habilidade de obter alta eficiéncia de separagao por aplicacdo de diferenca
de potencial através de um capilar (ALTRIA, 1999), foi introduzida em 1981, por
Jorgenson e Lukacs (ANDRADE; CUSTODIO, 2005). Por ser ecologicamente mais
correta e mais econémica (VEUTHEY, 2005) é a técnica de separacdo de mais
rapida expansdo em analises farmacéuticas (WATSON, 1999), gradualmente se
estabelece como uma técnica alternativa e de suporte para CLAE (ALTRIA, 1999).
EC ja é utlizada na rotina em analises farmacéuticas, forenses, clinicas e
ambientais, mas sua utilizagdo tornou-se mais evidente com o projeto genoma

humano e o sequénciamento de proteinas (ALTRIA, 2004).

2.4.1 Principios

O processo de separacao se da pela aplicagdo da voltagem, de tal forma que
cations migram para o pélo negativo (catodo) e anions para o polo positivo (&nodo),
e particulas neutras ndo s&do atraidas para nenhum dos pdlos (United States
Pharmacopeia, 2002), (Figura 2).

A mobilidade eletroforética de uma espécie quimica € em geral determinada
pelo seu tamanho e numero de cargas dos ions e pode ser calculada segundo a
relacao:

uE= (q/6m) / nr

Onde uE= mobilidade eletroforética; q= carga, n=viscosidade da solugao e r=

raio do ion.
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FIGURA 2: Representacédo esquematica de um sistema de EC e seu funcionamento
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Onde F representa a fonte de energia; e; e e2 os eletrodos, R1 e R2 os

reservatorios contendo eletrdlito de fundo, v uma lampada de emissdo com

frequéncia conhecida, D o detector, C o computador ou analisador, EF forca
eletroforética.

Hipoteticamente, para separar ions com diferentes cargas e tamanhos, o

menor e de maior carga saira antes. A velocidade eletroforética, depende da
diferenca de potencial aplicada, seguindo a seguinte relagéo:

v=uE E

Onde v= velocidade do ion E=ddp aplicada (volts/cm) (ALTRIA, 1996).
A mobilidade de um ion pode ser influenciada pelo seu valor de pKa, assim
quanto mais ionizado maior sera sua mobilidade, por este motivo a manipulagéo do
pH tem um efeito marcante na mobilidade relativa dos ions (WATSON, 1999).

O fator mais importante na separacéo por EC é o Fluxo eletro-osmético.
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2.4.1.1 Fluxo eletro-osmético

Este fluxo ocorre pela ionizagdo dos grupos silanois da silica (parede dos
capilares) quando em contato com solugéo tampéo. A valores de pH muito altos,
estes grupos dissociam resultando em cargas negativas (grupos silanoatos) na
superficie (ALTRIA, 1996). Os grupos silanoatos atraem ions carregados
positivamente provenientes do tampao, que formam uma camada interna de cations
(camada fixa) perto da parede do capilar. Estes cations ndo s&o suficientes para
neutralizar todas as cargas negativas, assim, uma segunda camada de cations é
formada (camada movel). Quando uma tensdo € aplicada, a camada movel é
puxada no sentido do catodo. As moléculas de agua que solvatam o analito também
contribuem para o deslocamento deste ao longo do capilar. Esta forga, responsavel
pelo transporte das espécies ibnicas ao longo do capilar, € denominada Fluxo eletro-
osmotico (FEO) (SANTORO et al., 2000), como mostra a Figura 3.

FIGURA 3: Esquema mostrando a formacgao e o sentido do fluxo eletro-osmatico

anodo \|/ \||/ \|I/ \||/ \\|/ _ parede do capilar
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Fluxo Eletroosmdtico (FEQO)

FONTE: QUEIROZ; JARDIM, 2005.
Este fluxo depende da carga do capilar (§), da viscosidade (1) e da constante

dielétrica do tampé&o (¢).

WFEO =g &/

Entdo a FEO depende diretamente do pH do eletrdlito, pois a carga do capilar
(§) é governada pela ionizagdo dos grupos silanois; que é pH dependente (ALTRIA,

1996). Com incremento de pH de trés para oito, o fluxo eletro-osmético (WFEQO) pode
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ser aumentado até 10 vezes (WATSON, 1999), em valores de pH menores que dois
nao ha fluxo eletro-osmatico, pois a maior parte dos grupos silanois esta protonado
(BAKER, 1995), como mostra a Figura 4.

A alta concentracdo de anions no tampao quando a temperatura € controlada
leva a um decréscimo da FEO (BAKER, 1995), pois reduzem a interacdo das
moléculas de agua com as paredes do capilar (WATSON, 1999).

A adicdo de modificadores como solventes organicos tém efeito variavel, pois
afetara a viscosidade, constante dielétrica e potencial Z, a influéncia deste
dependera também da concentragao adicionada; por exemplo, adicionar metanol a
agua aumenta a viscosidade da solugéo até a concentragao de 50% (v/v), a partir de
entdo decresce até 100% de metanol (BAKER, 1995).

FIGURA 4: Grafico mostrando a variagao do fluxo eletro-osmético em fungéo do pH.
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FONTE: QUEIROZ; JARDIM, 2005.

O perfil do fluxo eletro-osmético € do tipo plano (plug), o que implica dizer que
as moléculas se movimentaram em velocidades muito préximas (Figura 5), isto
significa uma vantagem frente a CLAE e seu fluxo laminar (ANDRADE; CUSTODIO,
2005), pois permite uma maior eficiéncia na separagao dos picos, sendo os perfis
destes mais estreitos (WATSON, 1999).
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FIGURA 5: Esquema ilustrando as diferengas entre o perfil do fluxo pressurizado e o

eletro-osmotico.
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FONTE: QUEIROZ; JARDIM, 2005.

Existem cinco formas de operacao de EC: Eletroforese capilar de zona (CZE)
também chamada de EC em solugdo livre, eletroforese capilar em gel (CGE),
eletrocromatografia capilar micelar (MEKC), eletroforese capilar com focalizag&o
isoelétrica (CIEF) e isotacoforese capilar (CITP) (United States Pharmacopeia,
2002).

2.4.2 Eletroforese capilar em solucéo livre

O mecanismo de separacio esta baseado nas diferengas apresentadas pela
razao carga/raio ibnico, das espécies analisadas (SANTORO et al., 2000). A
combinagao entre a mobilidade eletroforética e a magnitude do fluxo eletro-osmatico,
leva a separagcdo das espécies eletricamente carregadas (United States
Pharmacopeia, 2002), permitindo a separagdo de cations e &nions na mesma
corrida, mas nado de espécies neutras (ANDRADE; CUSTODIO, 2005). Pode ser
utilizada para solutos soluveis e insoluveis em agua (BAKER, 1995). A separacéo é
regida pela mobilidade eletroforética e pelo fluxo eletro-osmético (FEO).

Os parametros de separagédo avaliados para EC sdo: tempo de migragéo,
eficiéncia e resolugcdo. Cada um destes € influenciado por um ou mais dos
parametros eletroforéticos, incluindo diferenga de potencial aplicada, mobilidade
eletroforética, FEO e comprimento do capilar.
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O tempo de migracéo (tn): O tempo de migragdo de um soluto € o tempo que

este leva para migrar pelo comprimento efetivo do capilar (L) desde a entrada até
sua chegada no detector.

Pode ser expresso como:

tm= L/(L ep + U FEO)V
Onde L: comprimento do capilar; ugp: mobilidade do soluto; ureo: fluxo eletro-

osmotico e V: ddp.

Assim altas ddp, capilares curtos e altos FEO levam a tempos de migracéo

mais curtos e consequentemente, analises mais rapidas.

A eficiéncia (N): expressa o numero de pratos teoricos e pode ser calculada

utilizando o tempo de migragéo e area, segundo a férmula:

N= 16(tm/w)?
Onde t,: tempo de migrac&o e w: largura do pico na altura da linha de base.

Sendo assim quanto maior o tempo de migracdo maior sera o numero de pratos
teoricos (BAKER, 1995).

A resolucdo (R):Indica o quanto estdo separados dois picos consecutivos da

mesma amostra e € calculada pela férmula:

R=2(t2-t1)/(w1+ws3)
Na qual tie t; representam os tempos de elui¢ao de picos consecutivos e wy e
wy indicam a largura do pico na altura da base, sendo o parametro mais importante
de separacdo (BAKER, 1995).
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2.5 VALIDAGAO

Todo método analitico, para merecer o nome, deve ser cientificamente
respaldado e quando utilizado por diferentes operadores, com equipamento similar,
em diferentes laboratorios deve ser capaz, dentro de certos limites, de fornecer
resultados confiaveis. Em outras palavras, deve ter uma base racional e ser
adequado para o proposito estabelecido. O processo que demonstra que tal método
funciona € chamado de validacdo analitica ou validagdo de método analitico
(SHARP, 2000).

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) a validagao deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagbes analiticas assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).
Para a USP (United States Pharmacopeia) o processo de validagdo deve fornecer
evidéncias documentadas de que o método esta apto para realizar aquilo para o
qual é indicado (United States Pharmacopeia, 2002).

Em recente estudo sobre validagdo de métodos eletroforéticos aplicados a
analise de compostos farmacéuticos, foi empreendido um esforco entre a
Comunidade Européia, Japao e Estados Unidos visando harmonizar os
procedimentos de validacdo nessa area, surgiu assim a ICH, Conferéncia
Internacional de Harmonizagdo (LANCAS, 2004).

TABELA 1 — Elementos requeridos para validacao de ensaios.

Teste de impurezas
identificacdo Quantitativo
quantitativa | Teste limite

Caracteristicas de
desempenho analitico

+

Exatidao - + -
Precisao
Repetibilidade -
Precisao intermediaria -
Especificidade +
Limite de deteccgao -
Limite de quantificagao -
Linearidade -
Faixa de trabalho - + - +

-: normalmente nao avaliado; +: normalmente avaliado.

FONTE:ICH, 2005.

+ + +

+ +
1
1
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A ICH define quatro tipos de ensaios analiticos (ensaio de identificagéo,
quantificacdo de impurezas, teste limite de impurezas e teste quantitativo de
principio ativo) e sugere os parametros a serem validados (Tabela 1) para cada um
destes.

2.5.1 Especificidade ou Seletividade

E a capacidade que um método possui de medir inequivocamente um
composto em presencga de outros componentes, tais como impurezas, produtos de
degradagao ou componentes da matriz (ANVISA, 2003), por tanto € uma medida do
guanto o método é indiferente a presencga, na amostra, de espécies que poderiam
interferir na determinacdo do analito (LEITE, 2002).

A seletividade € o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um
metodo instrumental (RIBANI et al., 2004).

Na literatura € comum encontrar os termos especificidade e seletividade como
sinbnimas, mas existem o6rgéos regulatérios que fazem claras distingdes entre
ambos os conceitos. Assim a Western European Laboratory Acreditation
Cooperation (WELAC) define a seletividade como sendo a referéncia a extensédo na
qual o método € capaz de determinar um certo analito em particular presente em
uma mistura complexa sem interferentes dos componentes da mesma, ja
especificidade € definida como sendo a perfeicdo da seletividade para um analito ou
grupo de analitos; O ICH nao faz distingdo entre ambas as definicbes, mas utiliza
apenas o termo especificidade (VESSMAN, 1996). As definicbes da Intenational
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), ndo deixa lugar a duvidas € coloca a
especificidade como sendo o maximo da seletividade supondo entdo que nenhuma
interferéncia possa ocorrer enquanto que seletividade determina a extensdo em que
outras substancias presentes na matriz interferem na determinagcdo do analito em
questéo (IUPAC, 2007).

Neste trabalho sera utilizado o termo seletividade, por ser, segundo a
definicdo da IUPAC, o mais apropriado para definir a interferéncia da matriz na

determinacao do analito de interesse.
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2.5.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra
(ANVISA, 2003); esta relacionada diretamente com o sistema de emiss&do analitica
(LEITE, 2002).

Se houver relacdo linear aparente apds exame visual do grafico (sinal versus
concentragdo), os resultados deverdo ser tratados por métodos estatisticos
apropriados, para determinacéo do coeficiente de correlagdo (R?), interseccdo com o
eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao e
desvio padrdo relativo. Se nao houver relagcdo linear, deve ser realizada a
transformagdo matematica. Valor igual a 0,99 é o minimo aceitavel para o
coeficiente de correlacdo (R?) (ANVISA, 2003).

O ICH recomenda que para estabelecer a linearidade, um minimo de cinco
concentragdes deve ser utilizado, realizando leituras em triplicata (ICH, 2005).

2.5.3 Intervalo

O intervalo de aplicagcdo de um meétodo corresponde ao intervalo no qual o
procedimento se revelou satisfatério do ponto de vista de exatiddo, precisao e
linearidade (LANCAS, 2004), normalmente € derivado do estudo de linearidade e
depende da aplicagao pretendida do método (BRASIL, 2003).

Para testes de quantificacdo a USP 25 recomenda que seja avaliado entre 80 e
120% da concentragao de teste (United States Pharmacopeia, 2002).

2.5.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo, em relagdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003), varias
metodologias para determinagdo da exatiddo estdo disponiveis dependendo de sua
aplicacao (ICH, 2005).
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Para matéria prima: Aplicando a metodologia proposta na analise de uma

substéncia de pureza conhecida (padrao de referéncia) ou pela comparagdo dos
resultados obtidos, com aqueles resultantes de uma metodologia bem caracterizada,
cuja exatidao tenha sido estabelecida.

Para produto acabado: Pela analise de uma amostra, na qual quantidade

conhecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos componentes do
medicamento (placebo contaminado) ou no caso em que amostras de todos os
componentes do medicamento estdo indisponiveis, se aceita a analise pelo método
de adic&o de padrao, no qual se adiciona quantidades conhecidas do analito (padréo
de referéncia) ao medicamento.

E calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade do analito
adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor

verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga.

concentragdo meédia experimental
Exatidao= - — . x 100
concentracdo média nominal

2.5.5 Precisao

A precisdo é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, € comumente
expressa como desvio padrdo ou desvio padrao relativo e é considerada em trés
niveis (BRASIL, 2003; United States Pharmacopeia, 2002).

2.5.5.1 Repétibilidade

Também chamada de precisdo intra-dia ou intra-analise. Representa a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, com o
mesmo analista e mesma instrumentagdo (BRASIL, 2003), em outras palavras é a
maior diferenga no nivel de 95% de confianga entre dois resultados obtidos nas
mesmas condigdes (CIENFUEGOS, 2005).
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Os documentos da ICH recomendam um minimo de nove determinacgoes,
cobrindo todo o intervalo (triplicata de trés concentragdes diferentes) ou seis
determinacdes a 100% da concentracao de trabalho (ICH, 2005).

2.5.5.2 Precisao intermediaria ou inter-analise

E a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em
dias diferentes, com analistas diferentes e/ou instrumentos diferentes (ANVISA,
2003). Os documentos da ICH recomendam que as variaveis a ser estudadas sejam
avaliadas conforme as circunstancias em que o método sera utilizado; as variaveis
mais comuns incluem dias, analista, equipamento; ndo sendo necessaria a avaliagao
destas variaveis de forma independente (ICH, 2005).

A ANVISA recomenda um minimo de dois dias diferentes com analistas
diferentes (BRASIL, 2003)

2.5.5.3 Reprodutibilidade ou precisao inter laboratorial

Representa a concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios
diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizagéo de
metodologia analitica (ANVISA, 2003)

2.5.6 Robustez

E uma medida da capacidade de um método de ndo sofrer alteracdo em
decorréncia de pequenas variagdes, deliberadamente introduzidas nos parametros
do método (LANCAS, 2004); € um indicativo de sua confianga durante o uso na
rotina (ANVISA, 2003).

Em trabalhos onde ha mudanga de fornecedores, marcas ou equipamentos
ao longo do desenvolvimento e validagdo dos métodos, sem alteragéo significativa
nos resultados, pode se dizer, que o método possui robustez intrinseca, pois
manteve sua resposta em meio a mudangas no ambiente de analise (RIBANI et al.,
2004).



26

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Desenvolver e validar um método analitico por eletroforese capilar, para
identificacdo e quantificagdo dos tuberculostaticos rifampicina, pirazinamida e
isoniazida, em associacdo ou isoladamente, quando presentes na forma

farmacéutica sélida do tipo comprimido.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Estabelecer parametros e condicdes de analise por eletroforese capilar para os
farmacos isoniazida, pirazinamida e rifampicina.

Validar o método analitico quanto aos parametros de precisdo, exatidao
especificidade, linearidade, intervalo e robustez.

Comparar o método desenvolvido e validado para eletroforese capilar com
outro método proposto, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia,

verificando operacionalidade e custo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

Balanga analitica (0,01 mg) METTLER TOLEDO modeloAG 245.

Agitador magnético com aquecimento FISATON

Purificador de agua por osmose reversa marca TKA LAB-UPW

Centrifuga Minispin plus (EPPENDORFE).

Potenciometro HI 8519 N (HANNA).

Aparelho de Ultra som - UltraCleaner 800 A (UNIQUE)

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU LC-10ATcom detector de
arranjo de foto diodos (DAD) ultravioleta visivel

Aparelho de Eletroforese Capilar AGILLENT CE, com detector de arranjo de
fotodiiodos

Espectrofotometro UV-Vis SHIMADZU 1650 PC

Micropipetas GILSON e MATLAB.

4.1.2 Vidraria
Aparelhos volumétricos (pipetas e baldes) classe A.
Viais descartaveis em polipropileno de 2mL AGILENT HP.
Tampa tipo snap septada em polipropileno AGILENT HP.
Sistema de filtragao para solvente.

4.1.3 Consumiveis

Ponteiras; seringa e microtubos de centrifugagéo.

Membrana filtrante de celulose regenerada, 25 mm de didmetro e porosidade
0,45um para fase movel e para amostra membrana PTFE modificada 0,45 um e 13
mm de didmetro; ambas nao estéreis (MILLIPORE).

Coluna C18, MICROSORB-MV 100 (150 x 4,6 mm-5um) (VARIAN).

Capilares de silica fundida de 50um de diametro interno (64,5 cm - 56 cm

efetivos) revestidos com poliimida AGILENT HP
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4.1.4 Reagentes

Todos os reagentes utilizados atendiam a especificagdo grau analitico (PA):
Fosfato monobasico de sédio; borato de sodio; hidroxido de sodio, fosfato dibasico
de potassio e lauril sulfato de sodio (SDS), estearato de magnésio, celulose
microcristalina e lactose.

Os solventes utilizados: metanol, acetonitrila, tetrahidrofurano e dimetil
sulféxido atendiam a especificagdo grau cromatografico.

Os farmacos grau farmacéutico utilizados foram rifampicina 98,9%, isoniazida
99,6% e pirazinamida 98,7%, dentro do prazo de validade (julho de 2007) fornecidos
por Far-Manguinhos e os farmacos padrado de referéncia USP foram rifampicina
99,50%, isoniazida 100% e pirazinamida 99,7%.

Formas farmacéuticas: comprimidos de Isoniazida 100 mg, de Pirazinamida
500 mg, e associagao de Isoniazida 100 mg e Rifampicina 150 mg. Capsulas de
gelatina dura de Rifampicina 300 mg; todos gentilmente cedidos pelo Hospital de
Clinicas da UFPR.

A agua utilizada para as analises foi agua ultra-pura.

4.2 METODOS

4.2.1 Solugdes

4.2.1.1 Eletrdlito de fundo

Foram testados como eletrdlitos de fundo, solugdes de acido N-2,
hidroxietilpiperazina-N-etanosulfonico (HEPES), fosfato e borato.

Para o eletrdlito HEPES pH 7,0 a concentragéo utilizada foi de 30 mmol/L, em
quanto que para os eletrdlitos borato e fosfatos foram preparadas solugdes estoque
de concentracdo 100 mmol/L, mantida sob refrigeragdo até o momento de uso. O
preparo destas era semanal e a partir delas, nova solucdo de trabalho, na
concentragio testada, foi preparada a cada dia.
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Tampao Borato 100 mmol/L: Foram pesados 3,8132 g de tetraborato de sédio
heptahidratado e dissolvidos em aproximadamente 60 mL de agua ultra-pura
mediante agitacdo e aquecimento moderado por aproximadamente 10 min; apds o
aquecimento e ja a temperatura ambiente a solugao foi transferida para um bal&o

volumeétrico de 100 mL e o volume completado com agua ultra-pura.

Tampao fosfato 100 mmol / L: foram pesados 1,4196 g de fosfato dibasico de
sodio e dissolvidos em aproximadamente 70 mL de agua ultra-pura, este volume foi
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume ajustado com agua

ultra-pura.

Tampao 40 mmol / L (tampao fosfato e borato): Em baldo volumétrico de 25
mL, foram pipetados 10 mL da solu¢do 100 mmo/L e o volume final completado com
agua ultra-pura. Os ajustes necessarios de pH das solugbes de tampao fosfato e
borato assim preparadas, foram realizados utilizando NaOH 0,1 N ou HCI 0,1 N.

Apoés o ajuste do pH o tampéao foi filtrado utilizando membrana de PTFE de

porosidade 0,45 um.

4.2.1.2 Solugdes dos farmacos

As solugbes dos farmacos (isoniazida, pirazinamida e rifampicina) foram
preparadas para uma concentracdo final de 1 mg/mL, as quais foram chamadas
solugdes estoque. Estas foram preparadas diariamente e mantidas em refrigerador
até o momento de uso. As solucdes de trabalho foram preparadas a partir destas

solucdes a temperatura ambiente.

Solugdo estoque de isoniazida e pirazinamida: Foram pesados 0,025 g de cada
farmaco e transferidos a um baldo volumétrico de 25 mL e dissolvidos em
aproximadamente 15 mL de agua ultrapura, apds confirmagdo da completa
dissolugéo sob fundo preto, foram levados a volume final com agua ultrapura.
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Solugdo estoque de Rifampicina: Foram pesados 0,050 g do farmaco e
transferidos a um balao volumétrico de 50 mL e dissolvidos em 25 mL de metanol, o

volume final foi completado com agua ultrapura.

4.2.2 Desenvolvimento analitico

A primeira etapa do trabalho foi o desenvolvimento do método analitico por
eletroforese capilar para identificagdo e quantificacdo dos farmacos em estudo nas
formas de matéria prima (grau farmacéutico) e produto acabado.

4.2.2.1 Definicdo dos parametros eletroforéticos

Para definicdo dos parametros foram realizados estudos do comportamento
eletroforético dos trés farmacos em associagao equimolecular.

Os parametros avaliados durante os ensaios foram: diferengca de potencial,
temperatura e tempo de corrida; pH, natureza e concentragao do eletrdlito de fundo;
tempo de injecdo, concentracdo dos farmacos e determinagdo do comprimento de
onda mais adequado. Para este ultimo foi necessaria a obtencdo dos espectros de
absorcdo no UV-Vis. As solugdes dos farmacos utilizadas para obtencdo destes
espectros, foram preparadas utilizando eletrélito de fundo como solvente (tampao
fosfato 40 mmol/L, pH 9,0).

A partir dos espectros foram definidos os comprimentos de onda mais
adequados para analise de cada farmaco.

Os calculos de volume total do capilar e de volume de inje¢cao foram realizados
utilizando o programa CE Expert Lite disponivel no sitio da Beckman coulter,

(http://www.beckmancoulter.com/resourcecenter/labresources/ce/ceexpert.asp)

O parametro de eficiéncia (N) foi calculado para as condigbes 6timas; utilizando
a formula correspondente (pag 20).

Para explicar a migracéo eletroforética foi realizado o estudo por modelagem
molecular, da estrutura dos farmacos isoniazida e pirazinamida. As estruturas foram

desenhadas utilizando o programa ISISDraw 2.4. Estes desenhos foram entéo
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transferidos para o programa HyperChem 7.1 (HyperCube, Inc.) para realizagdo dos
calculos de modelagem molecular.

Inicialmente, utilizou-se a Mecénica Molecular (campo de forca MM+) para
construgédo dos modelos 3D e otimizagao inicial de suas energias conformacionais. A
partir destes modelos otimizados, utilizou-se um método Quanto-Mecéanico (semi-
empirico AM1) para geracdo das cargas parciais dos atomos constituintes das
moléculas estudadas.

Os parametros utilizados foram para a mecéanica molecular: campo de forca:
MM+ e para o método quanto mecénico (semi-empirico) método AM1. Para ambos
foi utilizado algoritmo Polak-Ribiere (gradiente conjugado) e as condigbes de
terminagdo foram em gradiente RMS de 0,01 kcal/mol em vacuo.

4.2.3 Validagao

A validagao foi realizada seguindo os parametros propostos pela Farmacopéia
americana (United Stated Pharmacopeia, 2005), pela resolu¢do RDC 899, de 29 de
maio de 2003 (BRASIL, 2003) e os documentos da Conferéncia Internacional de
Harmonizagdo (ICH, 2005), foram utilizados também como orientagdo mais
especifica para eletroforese capilar os livros de Altria (1996) e Baker (1995).

Para os ensaios de linearidade e exatidao foram utilizados os farmacos padrao
de referéncia USP. Para os demais ensaios utilizaram-se farmacos de pureza grau

farmacéutico.

4.2.3.1 Especificidade

Para demonstrar a habilidade do método em determinar os farmacos na
presenca de excipientes comumente presentes nestas formas farmacéuticas, foi
realizada a comparagao dos eletroferogramas obtidos dos farmacos contaminados
com quantidade apropriada de placebo (mistura de estearato de magnésio, celulose

microcristalina e lactose 1:1:1), segundo recomendagao da ANVISA.
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4.2.3.2 Linearidade

Para avaliagao desta foi construido um grafico de resposta analitica para cada
farmaco na faixa de concentragao entre 5 - 120 ug/mL.

Para cada farmaco foram preparadas trés solucbes mae de mesma
concentragcdo, a partir das quais foram preparadas as solugbes de corrida, de tal
forma que foram realizadas trés leituras, em triplicata, para cada ponto.

Com os dados obtidos foram tracados os graficos de linearidade,
considerando area corrigida (area / tempo de elui¢do) versus concentragao.

A partir destes dados foi escolhida a melhor concentragao de trabalho dentro
da faixa de linearidade, considerando uma regido de + 20% para avaliacdo do
intervalo.

O esquema das dilui¢cdes utilizadas esta representado na tabela 2.

TABELA 2 — Preparo de solugbes teste a partir de solugdes mae (1 mg/mL) dos
farmacos: isoniazida, pirazinamida e rifampicina, para avaliacdo da linearidade.

Concentragao desejada , Volume final
FARMACOS

(ug/mL) (mL)
5 0,5 100

10 1,0 100

20 2,0 100
40 4,0 100
60 6,0 100
80 8,0 100
100 2,5 25
120 1,2 10

Todas as solugdes foram preparadas utilizando vidraria volumétrica e os

volumes medidos com as pipetas ou micropipetas mais apropriadas.
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4.2.3.3 Intervalo

Para a confeccédo do grafico de intervalo foram preparadas novas solugdes-
mae utilizando padrdes de referéncia USP.

As solucbdes foram preparadas de modo semelhante as utilizadas para
avaliacao da linearidade; assim para cada farmaco foram preparadas trés solucdes
mae de mesma concentracdo, a partir das quais foram preparadas as solugdes de
corrida, em cinco concentracbes diferentes; sendo realizadas trés leituras, em
triplicata, para cada ponto.

As concentragdes das solucdes de corrida pertencem ao intervalo entre 80 -
120% da concentragdo considerada ideal para solugdo teste, seguindo assim as
especificacbes para teste de linearidade apresentadas pelos 6rgdos regulatérios
nacionais e internacionais (BRASIL, 2003, United States Pharmacopeia, 2002 e ICH,
2005).

Foram tragcados os graficos de area corrigida versus concentragéo para cada
farmaco; a equacao da reta e o coeficiente de correlagao (RZ) foram encontrados
aplicando a regressao linear por minimos quadrados utilizando o programa Microsoft

Excel®.

TABELA 3 - Preparo de solugdes teste a partir de solugbes mae (1 mg/mL) dos

farmacos: isoniazida, pirazinamida e rifampicina, para avaliagao do intervalo.

Concentragao Sol mae ISN Sol mae PYR Sol mae RIF Volume final
utilizada (ug/mL ) (mL) (mL) (mL) mL
45 4,5 4,5 - 100
55 55 55 - 100
60 6,0 6,0 - 100
65 6,5 6,5 - 100
75 7,5 7,5 - 100
60 - - 6,0 100
70 7,0 100
80 - - 8,0 100
90 - - 9,0 100

100 - - 10,0 100
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4.2.3.4 Precisao

Os ensaios de precisdo realizados foram o de repetibilidade e precisao
intermediaria tanto para os farmacos isolados como para a mistura equimolecular
dos mesmos.

Segundo Dejaegher (2007) os paréametros a serem avaliados sao area
corrigida e tempo de migragao; utilizando como critério o valor de DPR; considerado
aceito pela ANVISA (BRASIL, 2003) quando menor que 5% e segundo Leite (2002),

quando menor que 2%.

4.2.3.4.1 Repétibilidade

Foram avaliadas solugbes dos trés farmacos de forma isolada, nas
concentragdes de 60 pg/mL para ISN e PYR e 90 yg/mL para RIF e da mistura
destes trés na concentragdo de 70 pg/mL para cada farmaco.

As leituras foram feitas em triplicata, obtendo-se um total de nove pontos para

cada caso. A partir destes foi calculado o DPR para tempo, e area corrigida.

4.2.3.4.2 Precisao intermediaria

Foi avaliada em dois dias consecutivos, sendo utilizados como valores do
primeiro dia aqueles obtidos para repetibilidade; para obtencdo dos valores do
segundo dia foram preparadas novas solugdes, de mesma concentragdo, a partir
das mesmas solugdes mae.

Com os valores obtidos foi calculado o DPR para o tempo e para a area
corrigida, utilizando a média obtida para estes parametros a cada dia.
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4.2.3.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada por ensaio de recuperacdo em que quantidades
conhecidas de cada farmaco foram adicionadas a uma matriz de placebo, (mistura
1:1:1 de esteararato de magnésio, celulose microcristalina e lactose) e
posteriormente analisadas.

Para cada farmaco foram efetuadas trés pesagens com concentragdes
diferentes e as leituras foram realizadas em ftriplicata, como recomenda o
International Conference Harmonization (ICH), obtendo-se um total de nove pontos.

As quantidades pesadas encontram-se na tabela 4 a seguir.

TABELA 4 — Quantidades dos farmacos adicionadas a matriz de placebo para

avaliacao da exatiddo do método.

Isoniazida® Pirazinamida* Rifampicina**

Peso | Vol.final Cc nominal Peso | Vol. Final | Cc nominal Peso Vol. Final Cc nominal

(mg) (mL) (ug/mL) | (mg) (mL) (ug/ mL) (mg) (mL) (ng/ mL)
5,71 100 57,1 51,9 100 51,9 2,27 50 45,4
3,22 50 64,4 2,98 50 59,6 3,63 50 72,6
3,64 50 72,8 3,48 50 69,6 4,32 50 86,4

Solvente utilizado: *agua, ** agua/metanol (50:50).

4.2.3.6 Robustez

Foram utilizadas solugdes dos farmacos (ISN, PYR e RIF) nas mesmas
concentragdes do ensaio de repetibilidade, variando-se os parametros analiticos: pH
e temperatura do suporte do capilar. O ajuste de pH do eletrdlito de fundo foi
alterado para + 0,2 unidades do pH ideal; e a temperatura do suporte foi programada

para = 2°C em relagao a temperatura considerada ideal.
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As respostas obtidas foram avaliadas quanto a desvio padrao relativo (DPR) de
tempo e de area corrigida, para avaliar a variabilidade da resolugao foi aplicado o
teste de Dixon a 5% de significancia.

4.2.4 Adequacdo do sistema, teor de isoniazida e rifampicina em associagdo no

comprimido.

Para a determinacéo do teor de farmaco (doseamento) no produto acabado, o
numero de unidades utilizadas foi o recomendado pela Farmacopéia Brasileira
quarta edi¢ao (1988). Foram pesados vinte comprimidos da associagéo e calculado
o peso médio, entdo foram triturados até obtencdo de um p6é homogéneo, o qual foi
mantido em dessecador e ao abrigo da luz até o momento do uso.

Para avaliacdo do método desenvolvido foram pesados exatamente 315,2 mg
do pé homogeneizado correspondente a 100 mg de isoniazida e 150 mg de
rifampicina, e transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, dissolvidos com 50
mL de metanol e entdo completado o volume com agua ultrapura.

Um volume de 1,25 mL desta solucao foram diluidos para 25 mL utilizando-se
como solvente agua ultrapura, de tal forma que a concentracgéo final foi de 50ug/mL
de isoniazida e 75 ug/mL de rifampicina.

Como nos demais procedimentos procedeu-se a filtragdo antes da injegao.

As leituras foram feitas nos comprimentos de onda 269,5 nm (ISN e RIF),
263,5 nm (ISN) e 334,5 nm (RIF).

O caélculo da concentragcdo do farmaco na forma farmacéutica (DFC) foi
realizado com o valor da média dos valores obtidos, da seguinte forma:

concentragdo meédia experimental
DFC= - ) - x concentragéo declarada
concentragdo nominal solugéo
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Foi avaliada também a precisdo neste ensaio de quantificacdo. As
concentragdes utilizadas foram: 50 ug/mL para ISN e 75 ug/mL para RIF. Os valores
de DPR foram considerados como parametro de avaliagdo, segundo especificado

pela ICH (2005). O critério de aceitagado € o mesmo citado no item 4.2.3.4.

4.2.5 Comparacao com o metodo por CLAE

O método desenvolvido para EC, apds sua validacao, foi comparado com o
método proposto por CALLERI et al. (2002) apresentado a seguir.

4.2.5.1 Preparo de amostra

Foram pesados vinte comprimidos para calculo do peso médio,os quais foram
finamente triturados e homogeneizados.

Foi pesada com exatiddo, uma quantidade do homogeneizado
correspondente a 37,5 mg de isoniazida, 75 mg de rifampicina, dissolvidos em bal&o
volumétrico de 50 mL com tampao fosfato (50 mmol/L) pH 3,5 e metanol, na
proporcao 50 : 50 (v/v). Esta amostra foi submetida a ultra-som (40 kHz) por 10 min
a 40 °C e por mais 40 min a temperatura ambiente, entdo foi filtrada e um mililitro
desta foi diluido até volume final de 10 mL (vidraria volumétrica) utilizando o mesmo

solvente.

4.2.5.2 Preparo de solugdes de referéncia

Dez mg de isoniazida foram dissolvidos e diluidos em agua deionizada até um
volume de 100 mL, obtendo uma concentragao final de 1,5 mg/mL; 150 mg de
rifampicina foram dissolvidos e diluidos em metanol até volume de 50 mL, obtendo
uma concentracao final de 3 mg/mL.

As solugdes de referéncia foram mantidas a 4 °C, até o momento de uso,

entdo um mL de cada solugao foi transferida a um baldo volumétrico de 20 mL e
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levado a volume final com tamp&o fosfato (50 mmol/L) pH 3,5 / metanol 50:50 (v/v),

até concentragao de 75 ug/mL para isoniazida e 150 ug/mL para rifampicina

4.2.5.3 Condigdes cromatograficas

Foi utilizada coluna: Lichospher 100 RP18 (250 x 4 mm LD) (5 um).

A fase mével utilizada é composta de acetonitrila (A) e 50 mmol/L de tamp&o
fosfato pH 3,5 (B). A eluigdo ocorreu em gradiente de concentragdo (A:B), sendo nos
cinco minutos iniciais 3:97 v/v com aumento linear até atingir 50:50 v/v aos 30 min e
retorno a concentragdo inicial em 10 min. A cromatografia foi conduzida a
temperatura ambiente com fluxo de 1mL/min com tempo total de corrida de 40 min.
Nestas condigdes os tempos de retencdo sdo de 4,4 e 31,4 para isoniazida e
rifampicina respectivamente. O comprimento de onda utilizado foi de 254 nm para

rifampicina, 261 nm para isoniazida.

A comparagado dos resultados encontrados por EC e CLAE foi realizada
utilizando teste F, os calculos foram realizados utilizando o programa Microsoft
Excell ®, a comparagéo entre os volumes de solventes utilizados em cada caso foi
realizada por comparagcdo do consumo tedrico e seus custos foram calculados a

partir dos custos desta pesquisa.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONSIDERACOES TEORICAS

Segundo a equacgao para calculo da mobilidade eletroforética (item 2.4.1, pg
15) a diferenga na mobilidade de diferentes solutos € definida pela relagao carga/raio
do ion, sendo diretamente proporcional a esta, ou seja, quanto maior a relagéo,
maior sera a mobilidade. Fica claro entdo que a mobilidade eletroforética da

rifampicina sera bem menor que a da isoniazida e da pirazinamida, considerando

seu carater acido e seu tamanho.

TABELA 5 - Estruturas quimicas, peso molecular, valores de pKa e consideracdes
tedricas sobre a ionizacdo em diferentes valores pH da rifampicina, isoniazida e

pirazinamida.

RIFAMPICINA ISONIAZIDA PIRAZINAMIDA

CHy CH;
% Ox_NH Q
HsC “NH
E e SR 2 N
= 5T
5 s 17NN X S NH
‘3 & 1 3 1
8 a4 \}/ g \@ N/ P
0 OH N
jH—‘\\o "CH, N
]
PM 822,95 137,14 123,11
pka 1,7 (4 hidroxi) e 7,9 ( N da 3 piperazina). 2,0 e 3,5 (BH+) 0,5 (BH+)
pH3 lonizada - Nao ionizada N&o ionizada
pH7 lonizada - N&o ionizada N&o ionizada
pH9 lonizada - lonizada - N&o ionizada

A isoniazida e a pirazinamida, possuem valores préximos em um dos pka e
peso molecular semelhante como pode se observar na tabela 5. Estes valores de
pka referem-se as espécies protonadas (acido conjugado). Ambos os farmacos
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possuem grupo funcional amida o qual geralmente se comporta como acido muito
fraco, o tipo de substituinte ligado ao nitrogénio da fungdo amida pode influenciar no
grau de acidez dos hidrogénios ligados a este grupo. O desafio da otimizagdo do
método foi, portanto, encontrar um valor de pH em que estes dois farmacos
apresentem migracéo eletroforética diferente, para obter uma resolugcéo suficiente

em um tempo razoavel.

5.2 OTIMIZACAO

Todos os parametros capazes de influenciar a separacdo eletroforética,
devem ser otimizados durante o desenvolvimento do método, os principais e mais
comumente considerados sao: selegcédo do eletrolito de fundo (EF), determinacéo da
diferenga de potencial e corrente a serem aplicadas, escolha do capilar, temperatura
de analise, comprimento de onda ideal, selecdo de ciclos de rinsagem e de tempos

de injegéao.

5.2.1 Escolha do tipo de eletroforese

Dentro das modalidades de EC, as mais simples sao eletroforese micelar
capilar (MEKC) e eletroforese de solucéo livre (ECL), que s&o amplamente utilizadas
para quantificagdo de farmacos, sendo que a utilizacdo de ECL fica restrita a
separagcdo de compostos com carga enquanto MEKC é mais utilizada para
separagao de compostos neutros (BAKER, 1995) de carater mais lipofilico.

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, os trés farmacos a serem
analisados podem ser separados em dois grupos: de um lado a isoniazida (ISN) e a
pirazinamida (PYR) que apresentam algumas semelhangas e de outro lado a
rifampicina (RIF). As diferengas mais marcantes entre estes dois grupos sado o peso
molecular, valores de pKa, solubilidade e grupos cromoéforos. Avaliando as
estruturas quimicas dos trés farmacos, € possivel deduzir que estes sofrem
ionizacgao diferenciada em um determinado valor de pH, sugerindo a possibilidade de
separacdo por ECL. Cabe entdo, realizar os ajustes necessarios para obter uma
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forga eletroosmotica (FEO) capaz de separar em um tempo razoavel a ISN da PYR,

pois a RIF devido a seu maior tamanho tera uma migragao diferenciada.

5.2.2 Selegao do capilar

As dimensdes dos capilares mais utilizados atualmente variam entre 25 e 100
cm de comprimento e entre 25 a 100 um de diametro interno. Quanto a composigéo,
os materiais mais comuns sdo: os de vidro tipo Pirex, os de teflon e os de silica
fundida, cada um com suas vantagens. Os capilares de vidro tipo Pirex s&o
resistentes e ndo requerem revestimento externo para dissipar o calor, mas nao sao
oticamente transparentes para comprimentos de onda abaixo de 280 nm. Os
capilares de teflon sdo oticamente transparentes e sao mais flexiveis, mas possuem
uma baixa taxa de dissipacdo do calor quando submetidos a altas diferencas de
potencial (ddp). Os de silica fundida, em geral mais utilizados, s&o oticamente
transparentes, mas pouco resistentes e para aumentar sua resisténcia sao
comumente recobertos por uma fina camada de poliimida (BAKER, 1995).

Ao realizar a escolha do capilar deve se considerar o didmetro interno do
mesmo, pois quanto maior, mais calor sera gerado e maior sera a diferenca de
temperatura (e por tanto de FEQO) entre o centro e as paredes do capilar e quanto
maior o comprimento, maior sera o tempo de analise.

Como um dos propdsitos do método é a praticidade, foi escolhido, por ser o
material mais utilizado, um capilar de silica fundida recoberto por poliimida, com
comprimento total de 64,5 cm, tendo 56 cm efetivos e com didmetro interno de 50
um. Capilar este com especificagbes amplas o suficiente para ser utilizado por
métodos eletroforéticos de rotina.

O volume de um capilar pode ser calculado em fungdo de seu comprimento
total (L) e diametro interno (d) pela relagdo: V= (zLd?/4), assim o volume do capilar

escolhido foi de aproximadamente 1296 nL.
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5.2.3 Selegao do Eletrolito de fundo (EF)

A composicdo, concentracao e pH do eletrdlito de fundo s&o importantes para
ajuste dos parametros de retencdo, seletividade e simetria dos picos em ECL
(BAKER, 1995). A primeira avaliagao realizada foi para definir o melhor pH para
separagdo dos farmacos, pois este influencia significativamente o fluxo eletro-
osmotico, alterando tempo de migragao e seletividade. Teoricamente para a melhor
resolugao o pH 6timo é préximo ao pka dos solutos em questdo, pois as diferencas
de ionizagdo s&o maximas levando a migracdes diferenciadas (BAKER, 1995).
Inicialmente os testes foram conduzidos em trés valores de pH: 3,0; 7,0 e 9,0,
utilizando os tampdes indicados como mais apropriados para cada pH (fosfato 25
mmol/L, HEPES 30 mmol/L e borato de sbodio heptaidratado 40 mmol/L,
respectivamente) (ALTRIA,1996).

FIGURA 6 — Resolugao para ISN e PYR (série 1) e ISN e RIF (série 2), encontrada
para os valores de pH 3,0; 7,0 e 9,0.

12

10 —— Sériet

—8— Série2

Resolugao

Os resultados de resolugcdo encontrados para os valores de pH testado,
encontram-se na figura 6. Esse resultado mostra que ja em pH 7 é possivel separar
a rifampicina da mistura, pois neste pH este farmaco ja se encontra ionizado (pKa
7,9). As corridas em pH baixo (3,0 e 7,0) ndo conseguiram resolver os farmacos ISN
e PYR presentes na amostra, pois neste pH eles se encontram na forma neutra e

por tanto n&o poderiam ser separados por EC livre, apenas com valor de pH igual a
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9,0 foi possivel a resolucdo destes dois farmacos. Esta resolugao pode ter sido
determinada pela ionizagdo de um dos farmacos neste valor de pH podendo ainda
ter sido facilitada por interagdo com o EF (borato) tornando possivel a exploragao da
pequena diferenga de carater acido e de tamanho existente entre ISN e PYR.

FIGURA 7 — Resultado do estudo por modelagem molecular (semi-empirico) da
estrutura da ISN e PYR, mostrando as cargas parciais de cada atomo dentro do

sistema.
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O carater acido da ISN é levemente mais acentuado que o da PYR, devido a
diferenca de grupos ligados ao atomo de nitrogénio do grupo amida. Na PYR dois
atomos de hidrogénio estéo ligados ao nitrogénio, enquanto que na ISN apenas um
atomo de hidrogénio se liga ao nitrogénio deste grupo (amida), o que confere ao
nitrogénio da isoniazida uma eletronegatividade menor que o correspondente na
estrutura da pirazinamida; esta eletronegatividade menor pode justificar o carater
mais acido do hidrogénio ligado ao grupamento amida da isoniazida (figura 7). O
estudo realizado por modelagem molecular (semi-empirico) da estrutura destes
compostos, permitiu determinar as cargas parciais de cada atomo dentro do sistema,
reforcando com os valores encontrados a hipotese de a ISN possuir carater
levemente mais acido que a PYR.

Acedo - Valenzuela (2002) encontraram que para ECL em pH basico menor
que 12 a isoniazida e a pirazinamida migram juntas, com tudo neste trabalho foi
obtida uma boa resolugéo para os trés farmacos utilizando tamp&o borato a pH 9,0.

A partir deste resultado foram testadas alteragcées no pH da solucao de borato
40 mmol/L; assim os valores de pH 8,0 e 10 também foram testados. A figura 8

ilustra estes resultados.

FIGURA 8 — Resolugao para ISN e PYR (série 1) e ISN e RIF (série 2), encontrada
para os valores de pH 8,0; 9,0 e 10.
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Observando a figura 8 fica claro que a resolugédo obtida para PYR —ISN é a
mesma a pH 9 e a pH 10, e portanto a escolha do pH fica por conta da maior
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resolugao entre ISN RIF, a qual € maxima quando a solucéo de eletrélito de fundo é
ajustada a pH 9,0.

5.2.3.1 Composic¢éao do eletrdlito de fundo.

A composicao do tampao pode alterar o tempo de retencéo e a seletividade,
pois diferentes ions interagem de forma diferente com a parede do capilar e podem
alterar o fluxo eletro-osmético (BAKER, 1995). Para o pH selecionado, o eletrdlito
recomendado € o tampao borato preparado a partir de Na;BO;. Como esta solugao
deve ser preparada apds aquecimento e posterior resfriamento para ajuste de
volume e pH, em funcdo da sua praticidade, foi testado, o tampao fosfato preparado
a partir do Nap;HPO4, o qual € muito mais soluvel em agua a temperatura ambiente.
Os resultados de tempo, area corrigida, desvio padrao relativo (DPR) e resolugéo

encontram-se na tabela 6.

TABELA 6 — Valores de tempo, area corrigida e resolugdo para tampao fosfato e
tampé&o borato.

PIRAZINAMIDA ISONIAZIDA Rs RIFAMPICINA Rs
TEMPO ‘ AT ‘ DPR | TEMPO ‘ AT ‘ DPR TEMPO ‘ AT ‘ DPR
2,8 22,35 29 8,24 5,222 3,2 8,00 10,563
9 2,7 22,69 29 8,34 5,137 3,2 7,94 10,791
< 2,7 21,70 173 3,0 8,30 111 5,155 3,3 7,97 0.90 10,221
) 2,8 21,89 3,0 8,33 5,314 3,3 7,85 7 10,772
8 2,8 22,54 29 8,52 5,159 3,2 7,88 10,381
2,7 22,42 29 8,34 5,195 3,2 8,03 10,545
2,6 21,32 3,1 8,19 5,240 3,4 7,79 10,526
(|_) 2,6 22,30 3,0 8,20 5,305 3.3 8,09 10,601
é 2,7 22,15 1,75 3,0 8,43 1,29 5,055 3.3 7,91 1,54 10,363
o 2,7 21,54 3,1 8,32 5,195 3,4 7,91 10,753
m 2,6 21,71 3,1 8,35 5,181 3,4 7,97 10,327
2,6 22,07 3,0 8,43 5,150 353 8,12 10,292

A tabela 6 mostra que os DPR para area corrigida permanecem menor que
2%, ou seja, dentro do considerado ideal para EC, independente da natureza do EF

utilizado. Os tempos de migragcdo também nao sofreram variagdes significativas,
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indicando que a resolugao dos picos nao ocorre por interagcdo com o EF e sim por
diferengca na mobilidade eletroforética dos mesmos sob as condi¢gdes estabelecidas
para o método.

Para verificar se os dados obtidos para resolugdo pertencem a mesma
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Dixon; Os valores de Q1o encontrados s&o
(0,4 e 0,034 para resolucado entre PYR e ISN e ISN e RIF respectivamente) menores
ao valor de Q tabelado (0,479) e por tanto pode se concluir que a utilizagdo de
tampao borato ou tampao fosfato é indiferente para a resolugdo dos farmacos
presentes na amostra; sendo assim o tampao fosfato pode substituir o borato em

funcao da facilidade operacional do método.

5.2.3.2 Concentragao do eletrélito de fundo

Considerando que a concentracdo do eletrélito de fundo pode alterar a
simetria do pico, a presenga de altas concentracgdes relativas de ions de soluto com
relacdo a ions de solvente pode alterar a carga elétrica no capilar, provocando
distor¢cao dos picos. Para a melhor resolucao e simetria, a concentragcao do eletrdlito
de fundo deve ser aproximadamente 100 vezes maior do que a concentracdo de
soluto injetada (BAKER, 1995). Entdo concentragdes de NaHPO,4 variando de 30 a
50 mmol/L foram testadas, mantendo a amperagem no limite maximo pretendido de
50uA, para garantir uma boa reprodutibilidade. A figura 9 mostra a representagéo
grafica dos resultados obtidos deste teste na resolugdo entre PYR-ISN (série 1) e
ISN-RIF (série2).

Na concentracdo de 50 mmol/L houve um aumento na resolugdo da
Rifampicina, mas perda de resolucéo entre ISN e PYR, pois concentracbes maiores
levam a uma FEO menor e consequentemente a um aumento no tempo de migragao
levando a picos com base mais larga, o que compromete a resolugao; os melhores
resultados para tempo de migragdo mantendo a resolugao foram obtidos utilizando a
concentragdo de 40 mmol/L.
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FIGURA 9 - Representacdo grafica dos resultados obtidos para os testes de
influéncia da concentragéo do eletrolito de fundo (fosfato pH 9,0) na resolugéo entre
PYR-ISN (série 1) e ISN-RIF (série2).
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5.2.3.3 Influéncia de solventes organicos

A adigdo de solventes organicos altera o fluxo eletro-osmoético (FEO) por
alterar a viscosidade do eletrdlito de fundo (EF); pela equagao do calculo do FEO
(pg. 17) sabemos que este é inversamente proporcional a viscosidade do EF; assim
solventes organicos capazes de alterar a viscosidade do eletrolito de fundo,
promoveram alteracdo no FEO. Foram testadas as influéncias de metanol, dimetil
sulféxido (DMSO), tetrahidrofurano (THF) e dioxano, em diferentes concentragdes.

A escolha destes solventes orgéanicos também foi visando aumentar a
solubilidade da rifampicina no EF, ja que esta é pouco soluvel em agua e muito
soluvel nos solventes escolhidos.

THF, DMSO e dioxano, foram descartados, pois apresentaram um sinal
negativo com o mesmo tempo de retengcdo que a pirazinamida. A concentragéo
recomendada para solventes organicos varia de 1 - 30% (v/v), entdo o metanol foi
testado em concentragdes variando de 10 a 40%, concentragdes menores nao foram
testadas, pois ndo aumentaram a solubilizacdo da rifampicina no EF. Os resultados

mostraram perda da resolucdo entre PYR e RIF a qual pode ser explicada pelo
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aumento da viscosidade e consequente decréscimo da FEO (BAKER, 1995), que
compromete a resolugdo (ALTRIA, 1996) e aumentam o ruido da linha de base e os
tempos de migragéo.

Assim os solventes organicos testados ndo trouxeram beneficio nenhum e

foram descartados.

5.2.4 Determinacgao da diferenca de potencial

Para determinacdo da diferenca de potencial (ddp) ideal foram testados
valores de 15 a 30 kV. Como a ddp aumenta com o aumento da concentragédo do EF
(ALTRIA, 1996), a escolha desta foi realizada junto a escolha da concentragdo do
EF (BAKER, 1995).

A ddp foi ajustada para manter os valores de amperagem em um maximo de
50 pA, para obter maior reprodutibilidade, como recomendado por Altria (1996). Sob
estas condi¢cdes, os melhores resultados foram obtidos quando as corridas foram
conduzidas utilizando 20 kV. Como esperado as ddp mais baixas apresentaram
menores tempos de migragdo e as mais altas acarretaram uma significativa perda na
resolucdo (ALTRIA, 1996). Observando a figura 10 €& possivel perceber a

significativa redugao no tempo de analise ao aumentar a ddp aplicada.
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FIGURA 10 - Eletroferograma (a) das concentragdes recomendadas pela OMS

obtido apos corrida eletroforética com fosfato 30 mmol/L a 15 kV; (b) da mistura

equimolecular obtido nas condi¢des ideais (Fosfato 40 mmol/L 20 kV).
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5.2.5 Pré- tratamento da amostra

Este parametro também deve ser otimizado, pois altas concentragcbes do

analito podem levar a distorgdo dos picos e particulas presentes na amostra podem

entupir o capilar. O tempo de injegdo deve ser ajustado conjuntamente ao ajuste da

concentragdo de trabalho, pois deste depende a quantidade de amostra injetada

(ALTRIA, 1996).
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Como a amostra é sdlida ela deve ser previamente dissolvida, como
recomendado por Baker (1995). A dissolucdo foi realizada em agua, para favorecer
o “stacking” que favorece a resolugdo e aumenta a eficiéncia dos picos.

A Isoniazida e a Pirazinamida foram facilmente dissolvidas em agua ultra pura
utilizando agitagdo por trés minutos, as solugbes foram filtradas e mantidas sob
refrigeracéo até o momento de uso.

Ja a Rifampicina é pouco soluvel em agua e muito soluvel em metanol
(MERCK, 2002). Entdo para favorecer a completa dissolugdo com o minimo volume
de solvente organico possivel, as solugdes mae deste farmaco foram preparadas
apenas em metanol. Apds agitagao por trés minutos a solugéo foi filtrada e mantida
sob refrigeracdo em frasco &mbar. As subsequentes diluicbes foram realizadas em
agua, ficando pois minimizada a influéncia do metanol.

Tendo em vista que de acordo com o protocolo brasileiro para tratamento da
tuberculose os farmacos sao administrados em associacdo. Um dos medicamentos
disponiveis é a forma farmacéutica comprimido, que contém ISN e RIF em
associacao.

Para minimizar a quantidade de solvente organico utilizado na dissolugao do
comprimido e nao utilizar temperatura ou banho de ultra-som, tendo em vista que
esta associagado apresenta problemas de instabilidade que poderia ser agravada
nestas condi¢des, por esses motivos foi escolhida uma mistura de metanol / agua
50% (v/v) como solvente. O comprimido foi dissolvido primeiramente utilizando a
guantidade de metanol correspondente ao volume total de metanol na mistura, com
agitacéo por dois minutos para garantir a completa dissolugéo da rifampicina e entéo
o volume foi completado com agua purificada até atingir a concentragéo final 50%
metanol/agua, com nova agitagdo por mais dois minutos. Uma vez completa a
dissolugéo a solugéo foi filtrada e mantida sob refrigeracdo em frasco a&mbar.

Para o desenvolvimento e otimizagdo do método, foram utilizadas solugdes de
concentragao de trabalho de 1000 ug/mL, para cada farmaco. Uma vez definidos os
outros parametros foi estudado o intervalo do método e sua linearidade. Esta etapa

foi realizada na fase de validacéo.
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5.2.6 Comprimento de onda

Em EC a deteccdo baseada na absorgcdo de UV-Vis € amplamente utilizada e
possui um limite de deteccdo de aproximadamente 107" -107"® mols (BAKER, 1995).
Este baixo limite de deteccéo se deve ao pequeno caminho 6tico, correspondente ao
diametro interno do capilar, tipicamente 50 pm.

O comprimento de onda ideal para leitura ndo € necessariamente aquele no
qual o composto apresenta absorcdo maxima e sim aquele no qual o composto
absorve livre de interferentes; assim o comprimento de onda ideal para solugédo de
cada farmaco no EF, foi escolhido apds realizar varredura no UV-Vis. Os espectros
obtidos para cada farmaco, em concentragdo equimolecular e a superposi¢ao dos

trés encontram-se na figura 11.

FIGURA 11 — Espectros de varredura no UV-Vis em tampé&o fosfato 40 mmol/L pH
9,0 para ISN indicando 263,5 e 269,5 (a); PYR indicando 269,0 nm (b); para RIF
indicando 334,5 e 269,5 nm (c) e sobreposi¢cado dos espectros obtidos (d).
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5.2.7 Pré-condicionamento

O precondicionamento € fundamental para manter a consisténcia da EOF
entre cada corrida e como qualquer variagao desta pode levar a uma baixa precisao
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nos tempos de migragao (ALTRIA, 1996; BAKER, 1995), este procedimento se torna
fundamental para a precisdo do método. O precondicionamento comumente utilizado
€ de um minuto de rinsagem com solugdo 0,1 N de NaOH o que é suficiente para
recompor a parede do capilar seguida de uma rinsagem com o EF antes da injegao
para evitar alteragdo no pH inicial da corrida (ALTRIA; 1996). Este foi o
precondicionamento inicialmente testado, mas problemas de adsor¢do da PYR nas
paredes do capilar apareceram, entdo foi necessario realizar uma rinsagem mais
drastica utilizando também NaOH 1N por um minuto. Ainda assim, em algumas
corridas, o branco apresentou ruido mais intenso no tempo de retengdo proximo a
PYR. Entdo para garantir que qualquer trago de PYR fosse removido do capilar foi
realizada rinsagem de 2 min com cada solugédo. Desta forma foi removida a PYR
adsorvida no capilar, e desta forma obtida uma boa repetibilidade (ver resultados
validaggo item 5.3.4.1).

Para garantir condigdes em relagdo ao capilar uma rinsagem de 10 min com

NaOH 1N, seguida de 5 min com agua pura, foi realizada a cada dia de trabalho.

5.2.8 Tempo - volume de injecao

Em eletroforese capilar existem trés tipos de injegdo de amostra, eletro
cinético, gravitacional ou hidrodinamico. A forma de injecdo depende do
equipamento utilizado. Assim como o0 equipamento utilizado possui a opc¢ao
hidrodinamica, este foi o tipo de injec&o utilizada.

Neste tipo de inje¢do a amostra ingressa ao capilar devido a uma diferenga de
pressao aplicada sobre o vial que contém a amostra quando o capilar se encontra
submerso nele. Os volumes comumente utilizados em EC variam de 1-20 uL. O
volume a ser injetado em uma injecdo hidrodinamica depende da variagdo de
pressao exercida e do tempo em que a mesma é aplicada sobre o vial. Este pode
ser calculado pela férmula: V= AP d* © /128 1 L, sendo AP a diferenca de pressao
aplicada (mbar), “d” o didmetro interno do capilar (um), “t” o tempo em que o AP é

aplicado, n a viscosidade do EF e “L” o comprimento do capilar (ALTRIA, 1996).
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Para o método em otimizagédo foram testados tempos de injecdo de 5, 7 e 9
segundos, os trés apresentaram excelentes resultados de resolugdo (ndo houve
diferengas significativas com as ja apresentadas - 7 segundos) e precisdo (DPR de
area corrigida menor que 2%). Entdo foi escolhido um tempo intermediario de 7
segundos com o qual ja se estava trabalhado.

Foi realizado entdo o calculo do volume injetado nas condigdes escolhidas,
assim considerando n=1, para um tempo de 7 segundos e um AP de 50 mbar o

volume de injecao € de aproximadamente 0,09 nL.

5.2.9 Utilizagao do eletrdlito de fundo - Reposi¢ao

Apos varias analises a composi¢cao do EF contido no vial de saida, pode ter
sido alterado pela migragdo de ions e da prépria eletrolise da agua, assim para a
melhor repetibilidade é necessario trocar com frequéncia os viais contendo EF. A
frequéncia de troca recomendada € a cada corrida, mas na pratica depende das
condicdes do EF; assim para avaliar a frequéncia de reposicao foi realizada a troca
com diferentes frequéncias, a cada uma, duas, trés, quatro, cinco e seis analises. A
partir dos resultados, verificando tempo de migragédo e ruido da linha de base foi
definido que o numero maximo de analise para cada par de viais contendo tampao é
de quatro; a quinta analise comega a apresentar ruido significativo e problemas na
reprodutibilidade do t.

5.2.10 Calculo da eficiéncia

Foi calculado o numero de pratos tedricos para cada farmaco quando

presente em associacdo equimolecular; para o método de quantificacdo por ECL

desenvolvido. Os valores encontram-se na tabela 7 a seguir.
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TABELA 7 - Valores de eficiéncia encontrados para cada farmaco quando presentes

em associag¢ao equimolecular quantificados por ECL.

FARMACO] tm | w | tmw N
ISN 2,92 0,0294 99,51 158429,90
PYR 2,62 0,0864 30,35 14737,76
RIF 3,22 0,0261 123,56 | 244281,06

Conforme esperado pela prépria formula da eficiéncia (N= 16(tw/w)? ) a
pirazinamida por ser a primeira a eluir apresenta um numero de pratos teoricos
menores, analogamente como a rifampicina € a ultima apresenta um numero de

pratos tedricos maiores.
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5.3 VALIDACAO DO METODO POR ECL PARA QUANTIFICACAO DOS
FARMACOS REALIZANDO LEITURA EM 269,5 nm.

O método foi validado quanto aos parametros: linearidade, seletividade,
precisdo, exatiddo e robustez, os testes foram conduzidos utilizando matéria prima
grau farmacéuticos, para o teste de exatidao e linearidade foram utilizados farmacos

padrao de referéncia USP.

5.3.1 Seletividade

Os eletroferogramas resultantes para placebo e farmacos encontram-se nas

figuras 12.

Segundo a RDC 899 (BRASIL, 2003) e a USP (United States Pharmacopeia,
2002), para analise quantitativa, a seletividade pode ser avaliada comparando-se os
resultados obtidos da analise do placebo com as do placebo contaminado. Um
método é considerado especifico quando o placebo nao interfere na quantificacao
dos farmacos.

Como pode ser observado na figura 12, no comprimento de onda utilizado
(269,5 nm) para a obtengao dos eletroferogramas, o placebo nao apresentou pico de
absorcao integravel, que pudesse interferir na quantificacdo dos farmacos nas
proporcdes utilizadas nas formas farmacéuticas estudadas. Isto sugere que o
método pode ser considerado especifico.
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FIGURA 12 - Eletroferograma obtido para o placebo (estearato de magnésio,
celulose microcristalina e lactose, 1:1:1) (a), placebo contaminado com ISN 60 g/
mL (b) placebo contaminado com PYR 60 ug/ mL (c) e RIF 90 ug/ mL (d) - leitura

realizada em 269,5 nm.
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5.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através do grafico dos resultados de

area corrigida com o tempo de migragao versus concentragdo. As concentragdes
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utilizadas foram de 5 a 120 ug/mL, para cada farmaco. Os resultados sdo mostrados

nas figuras treze (13), quatorze (14) e quinze (15).

FIGURA 13 — Resultado da avaliagédo da linearidade do método, para isoniazida com
sua respectiva equacao da reta e coeficiente de correlagdo. Leitura realizada a 269,5
nm.
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FIGURA 14 - Resultado da avaliagdo da linearidade do método, para pirazinamida
com sua respectiva equacao da reta e coeficiente de correlacdo. Leitura realizada a
269,5 nm.
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FIGURA 15 - Resultado da avaliagdo da linearidade do método, para rifampicina
com sua respectiva equacao da reta e coeficiente de correlacdo. Leitura realizada a
269,5 nm
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Como pode se observar nas figuras 13, 14 e 15, a concentragdo dentro da
qual o método se comporta de forma linear € diferente para cada um dos farmacos,
no comprimento de onda utilizado (269,5). Sendo que para a isoniazida, esta
compreendida entre 40 e 120 ug/mL, para a pirazinamida entre 20 e 120 ug/mL e
para a rifampicina entre 60 e 120 ug/mL.

Estas diferengcas podem ser explicadas pelo fato de ser a pirazinamida, o
farmaco que apresenta maior intensidade de absorgdo molar neste comprimento de
onda (figura 11 varredura no UV-vis) seguida da isoniazida e por ultimo a
rifampicina. A rifampicina apresenta varias bandas de absor¢ao caracteristica na
regido espectral entre 200 a 600 nm, com maximos de absor¢do em 237, 255, 334 e
475 nm, porém todos estes maximos apresentam intensidade menor que aqueles
apresentados pelos outros dois farmacos (ISN e PYR), devido a sua baixa absorgéo
molar. O comprimento de onda utilizado para leitura neste ensaio de linearidade,
embora pertenga a uma regido de absorgdo comum aos trés farmacos, né&o
corresponde a nenhum dos comprimentos de onda de absorcdo maxima para
rifampicina, como ocorre para ISN e PYR o que pode ser uma justificativa para sua

falta de linearidade em concentragdes mais baixas.
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5.3.3 Intervalo

O intervalo foi definido dentro da regido na qual o método se comportou de
forma linear.

Para cada farmaco foi tragado um grafico de area corrigida versus
concentragao, a partir dos resultados obtidos para cinco concentragcdes diferentes no
intervalo entre 80 e 120% da concentracdo considerada ideal para solugao teste, a
qual foi definida como sendo o ponto central do grafico obtido para ensaio de
linearidade, 60 ug/mL para ISN e PYR e 90 yg/mL para RIF; tendo em consideragao
as concentragdes presentes nas DFC para a ISN foi escolhida uma concentragao
teste um pouco menor a central de forma a facilitar a quantificacdo simultanea desta
gquando em associacao com a RIF.

As representagdes graficas dos resultados para a definicdo dos intervalos,
para cada farmaco, se encontram nas figuras16, 17 e 18.

FIGURA 16 — Representacéo grafica dos dados de intervalo obtidos para o método
de ECL udtilizando solugdo de padrao de referéncia USP de isoniazida e
comprimento de onda de 269,5 nm .
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FIGURA 17 - Representagao grafica dos dados de intervalo obtidos para o método
de ECL utilizando solugdo de padrao de referéncia USP de pirazinamida e
comprimento de onda de 269,5 nm.
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FIGURA 18 - Representagao grafica dos dados de intervalo obtidos para o método
de ECL utilizando solugdo de padrao de referéncia USP de rifampicina e
comprimento de onda de 269,5 nm .
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Os resultados obtidos das regressdes lineares aplicadas aos resultados da
avaliagcdo do intervalo, para os trés farmacos dentro da faixa de concentragao
estudada (+ 20% da concentragdo ideal de trabalho) se enquadram dentro dos

limites estabelecidos pela legislagdo vigente, que exige um coeficiente de
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determinacdo (R?) maior que 0,99, como critério minimo aceitavel (BRASIL, 2003);
segundo proposto por Shabir (2003) podem ser consideradas como ideais por
apresentar correlagdo maior a 0,999.

Os valores obtidos para R? na avaliagdo do intervalo foram semelhantes
aqueles obtidos na avaliacdo da linearidade, demonstrando que esses resultados

sao coerentes.

5.3.4 Precisao.

O ensaio de precisao foi realizado para os farmacos isolados e em mistura

equimolecular e avaliado quanto a repetibilidade e precisdo intermediaria.

5.3.4.1 Repétibilidade

Na determinagcdo da precisdo intra-dia (Repétibilidade) forma avaliados os
DPR dos valores obtidos para area, tempo e area corrigida tanto para os farmacos
isolados quanto para a associagao equimolecular. Os resultados encontram se nas

tabelas 8 e 9.

A repetibilidade representa a concordéncia entre os resultados de medi¢des
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medigao
e deve ser expressa em termos de desvio padréo relativo, normalmente, métodos
que quantificam macro quantidades requerem um DPR de 1 a 2% (RIBANI, 2004).
segundo os limites estipulados pela legislagdo e outros autores (LEITE, 2002;
LANCAS, 2004), o método em questao satisfaz o critério de repetibilidade tanto para
as amostras isoladas (tabela 8) quanto para a associagdo equimolecular dos trés
farmacos (tabela 9), pois apresenta DPR menor que 5%, para cada parametro
avaliado (area, area corrigida, tempo de migragdo), podendo ser considerado

adequado as exigéncias da legislacdo nacional vigente (BRASIL, 2003).
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Um dos parametros mais importantes em um método eletroforético é a

resolugdo dos componentes da amostra, por essa razao € importante avaliar a sua

repetibilidade, pois n&o basta apenas o tempo e a area corrigida serem reprodutiveis

se ndo ha separacdo efetiva entre os componentes da amostra. Os valores

encontrados para resolugao apresentam um DPR menor que 2%, tanto para a

resolugao entre PYR e ISN como para ISN e RIF, o que reflete a boa repetibilidade

do método, mesmo quando os farmacos se encontram em associagao.

TABELA 8 — Resultado da avaliagao da repetibilidade: valores de area, tempo, area

corrigida e DPR, para isoniazida 60 ug/mL, pirazinamida 60 ug/mL e rifampicina 90

ug/mL.
ISONIAZIDA

AREA DPR A TEMPO DPRT AT DPR A/T
25,0 3,5 7,14

25,2 3,4 7,41

25,2 3,4 7,41

25,4 3,5 7,26

24.8 1,17 3,4 1,53 7,29 1,16
25,7 3,5 7,34

25,0 3,4 7,35

25,6 3,5 7,31

25,4 3,5 7,26

PIRAZINAMIDA

49,8 2,7 18,44

48,1 2,6 18,50

48,3 2,6 18,58

49,0 2,6 18,85

48,5 1,07 2,6 1,90 18,65 1,77
49,0 2,6 18,85

48,3 2,6 18,58

48,5 2,7 17,96

48 5 2.7 17 .96

RIFAMPICINA

34,2 3.4 10,06

34,3 3,3 10,39

35,6 3,4 10,47

34,8 3,4 10,24

35,2 1,72 3,4 1,49 10,35 1,87
35,5 3,4 10,44

34,2 3,3 10,36

35,3 3,4 10,38

35,6 3,3 10,79
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5.3.4.2 Precisao intermediaria

Para avaliacdo da precisdo intermediaria foram realizadas analises em dois
dias consecutivos; os resultados obtidos foram comparados para verificar a
concordancia entre os mesmos; os parametros avaliados foram: tempo e area
corrigida. Os resultados obtidos para os farmacos isolados e em mistura
equimolecular encontram-se na tabela 10 e 11.

Para estes parametros de precisao a literatura apresenta limites de até 5% para
tempo de migragdo e maiores que 2% para area corrigida (WEI, 2005; PEREIRA,
2005) sendo assim, os valores encontrados para os farmacos isolados e em
associagao sao satisfatorios permanecendo dentro do intervalo proposto por Altria
em 1996 (0,5 - 2%) e superando o limite especificado pela legislagdo nacional
(BRASIL, 2003).
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TABELA 10 — Resultado da avaliagdo da precisédo intermediaria: valores de area,
tempo, area corrigida e DPR, para isoniazida 60 ug/mL, pirazinamida 60 ug/mL e

rifampicina 90 pg/mL.

DIA 1 DIA 2 COMPARACAO
FARMACO | AREA | TEMPO | AT | AREA | TEMPO | AT | DPRT | DPRAT
298 27 1844 496 27 18,37
481 26 1850  48.9 26 18.81
483 26 1858 493 27 18,26
490 26 18,85 497 27 18.41
PIRAZINAMIDA | 48 5 2,6 18,65 481 2,6 1850 1,92 1,42
490 26 18.85 495 27 18,33
483 26 1858 497 27 18.41
485 27 17.96 486 26 18.69
485 27 17.96 492 27 18,22
DPR 1,07 1,90 1,77 1,12 1,88 1,05
214 3.0 714 223 29 7.69
215 29 7.41 219 29 7.55
223 3.0 7.43 219 3.0 7.30
210 29 7.24 226 3.0 7.53
ISONIAZIDA 219 3.0 730 204 3.0 7.47 1,64 1,85
220 3.0 7.33 218 3.0 7.27
22.1 3.0 7.37 218 3.0 7.27
212 29 7.31 223 3.0 7.43
218 3.0 7.27 218 2.9 7.52
DPR 2,01 1,69 1,24 1,40 1,69 1,95
342 3.4 10,06 357 3.4 10,50
343 3.3 1039 355 3.5 10,14
35.6 3.4 1047 368 3.5 10,51
34.8 3.4 1024 353 3.4 10,38
RN 352 3.4 1035 36,3 35 1037 1,98 1,63
35.5 3.4 1044 366 35 10,46
34.2 33 1036 358 3.4 10,53
353 3.4 1038  37.2 35 10.63
35.6 3.3 10,79 360 3.4 10,59
DPR 1,72 1,49 1,87 1,76 1,53 1,39
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TABELA 11 — Resultado da avaliagao da precisédo intermediaria: valores de area,
tempo, area corrigida e DPR, para os trés farmacos em mistura equimolecular 70

ug/mL.

DIA 1 DIA 2 COMPARACAO
FARMACO AREA TEMPO AT AREA TEMPO AT DPRT | DPRAT

57,8 2.6 22,04 56,8 2.7 21,65

57,7 2,6 22,19 56,7 2,6 21,81

58,1 2,6 22,35 57,8 2,6 22,04

56,9 2,6 21,88 55,9 2,6 21,50
PIRAZINAMIDA | 56 4 26 2158 556 26 2138 1,63 1,61

57,2 2,7 21,19 58,2 2,7 21,56

59,1 2,7 21,89 58,2 2,7 21,56

58,8 2,6 2242 57,3 2,6 22,04

57,7 2,6 22,19 57,5 2,6 22,19

DPR 1,50 1,62 1,79 1,67 1,68 1,31

25.8 2.9 8,90 248 2.9 8,55

24,6 2,9 8,48 25,6 2,9 8,83

25,7 2,9 8,86 25,0 2,9 8,62

25,5 2,9 8,79 24,5 2,9 8,45
ISONIAZIDA 254 29 8.76 254 29 876 1,46 1,75

26,3 3,0 8,77 25,3 3,0 8,43

25,8 3,0 8,60 25,8 3,0 8,60

24,9 2,9 8,59 24.6 2,9 8,48

24,9 2,9 8,59 24.6 2,9 8,48

DPR 2,14 1,51 1,65 1,90 1,51 1,62

25,8 3,2 8,06 26,8 3,2 8,38

26,4 3,2 8,25 26,4 3,2 8,25

25,8 3,2 8,06 26,8 3,2 8,38

26,5 3,2 8,28 26,5 3,2 8,28
RIFAMPICINA 257 32 8,03 267 32 8 34 1,33 1,81

26,1 3,3 7,91 27,1 3,3 8,21

26,5 3,3 8,03 27,2 3,3 8,24

26,4 3,2 8,25 26,4 3,2 8,25

25,7 3,2 8,03 254 3,2 7,94

DPR 1,35 1,37 1,58 1,99 1,37 1,60

5.3.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo ensaio de recuperacdo no qual uma quantidade
conhecida de analito (farmaco) é adicionada a mistura sintética dos componentes da
forma farmacéutica (placebo). Os valores obtidos para este ensaio encontram-se na
tabela 12.
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TABELA 12 — Valores encontrados para avaliacdo de exatiddo por ensaio de

recuperacao.
Isoniazida Pirazinamida Rifampicina
Cc Média cc. o Cc Média cc. o Cc Média cc. o
nominal | experimental ° nominal | experimental ° nominal | experimental °
57,8 51,6 44,5
56,5 49,8 45,6
571 55.9 99,30 51,9 50.9 97,88 454 45.9 99,78
56,7 50,8 45,3
65,2 60,3 71,7
63,8 58,2 73,3
64,4 63.1 99,38 59,6 59.1 99,33 72,6 71.4 99,31
64,0 59,2 72,1
72,7 70,4 87,1
71,8 68,6 85,8
72,8 71.0 98,63 69,6 68.1 99,14 86,4 85.2 99,54
71,8 69,0 86,0
média - 99,10 _ _ 98,78 _ - 99,54
DPR 0,41 0,70 0,24

Destacado em negrito os valores das médias.

Na maioria dos procedimentos analiticos de validacéo, recuperagao dentro da
faixa 70% a 120% s&o aceitas (ICH, 2005; LANCAS, 2004). As médias das
percentagens de recuperacdo obtidas foram muito proximas de 100% (99,1 + 0,41
para ISN, 98,8 + 0,70 para PYR e 99,5 + 0,24 para RIF) e os valores de DPR

menores que 2,00% indicam que o método desenvolvido apresenta exatidao

adequada para quantificagao dos farmacos.

5.3.6 Robustez

O ensaio de robustez mede a confiabilidade do método em condigdes normais

de operacdo, permitindo fixar as tolerancias dos parametros criticos do método.
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Cada parametro é avaliado em um intervalo de £ 5 -10% do valor estipulado para o
método (ALTRIA, 1996) No ensaio de robustez foram avaliados os parametros:
temperatura de corrida e pH do eletrdlito de fundo. As figuras 19 e 20 apresentam os
resultados da influencia destes parametros na resolucdo entre os farmacos. Os
resultados encontrados para a influéncia destes parametros sob area e tempo de

migragdo s&o mostrados nas tabelas 13 e 14.

Como pode ser observado nas figuras (19 e 20) os valores de resolu¢géo nao
sofreram modificagées significativas com as alteragbes de pH e temperatura
testadas, tendo em vista que pertencem a mesma distribuicdo segundo o teste de
Dixon (Q1o tabelado: 0,97), pois para variagbes de temperatura, os valores de Q1o foram
de PYR-ISN Qqo: 0,52 ; ISN-RIF Q10:0,026; e para variagdes de pH foram PYR-ISN
Q10:0,96 ; ISN-RIF Q10:0,80 (CIENFUEGOQOS, 2005).

FIGURA 19 — Resultados da avaliagdo da influéncia da alteracdo de pH em + 0,2
unidades na resolugédo eletroforética entre pirazinamida e isoniazida (Série 1) e

isoniazida e rifampicina (Série 2).
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FIGURA 20 — Resultado da avaliagado da influéncia da alteracdo de temperatura em

+ 2 unidades na resolugao eletroforética entre pirazinamida e isoniazida (Série 1) e
isoniazida e rifampicina (Série 2).
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As diferengcas encontradas para area corrigida nas diferentes condi¢des
testadas apresentaram valores de DPR menores que 2% (tabelas 13 e 14), que
podem ser considerados muito bons para EC (BAKER, 1995).

Este método possui robustez intrinseca, segundo definido por Ribani et al.
(2004), pois a validacdo foi conduzida em um local diferente ao de seu

desenvolvimento, utilizando um outro equipamento e solventes de lote diferente.
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TABELA 13 — Resultados da avaliacdo da robustez, para variagbes de + 0,2

unidades de pH no EF, sobre os valores de area, tempo, area corrigida e DPR para

os farmacos em associacao equimolecular.

PIRAZINAMIDA

ISONIAZIDA

RIFAMPICINA

pH

AREA | T

AT

DPR

AT

AREA

AT

DPR
AT

AREA

AT

DPR

AT

9,0

57,3
57,7
58,1
56,9
56,1
57,2
59,1
58,3
57,7

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,7
2,7
2,6
2,6

22,04
22,19
22,35
21,88
21,58
21,19
21,89
22,42
22,19

1,79

25,8
24,6
25,7
255
25,4
26,3
25,8
249
249

2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
3,0
3,0
2,9
2,9

8,9
8,5
8,9
8,8
8,8
8,8
8,6
8,6
8,6

1,65

25,8
26,4
25,8
26,5
25,7
26,1
26,5
26,4
25,7

3,2
3,2
3,2
3,2
3,2
3,3
3,3
3,2
3,2

8,06
8,25
8,06
8,28
8,03
7,91
8,03
8,25
8,03

1,58




72

TABELA 14 — Resultados da avaliacdo da robustez, para variacbes de = 2 °C na

temperatura de analise, sobre os valores de area, tempo, area corrigida e DPR para

os farmacos em associacao equimolecular.

PIRAZINAMIDA

ISONIAZIDA

RIFAMPICINA

°c AREA | T

AT

DPR

AT

AREA

AT

DPR
AT

AREA

AT

DPR

AT

57,3
57,7
58,1
56,9
25 56,1
57,2
59,1
58,3
57,7

2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,7
2,7
2,6
2,6

22,04
22,19
22,35
21,88
21,58
21,19
21,89
22,42
22,19

1,79

25,8
24,6
25,7
255
25,4
26,3
25,8
249
249

2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
3,0
3,0
2,9
2,9

8,9
8,5
8,9
8,8
8,8
8,8
8,6
8,6
8,6

1,65

25,8
26,4
25,8
26,5
25,7
26,1
26,5
26,4
25,7

3,2
3,2
3,2
3,2
3,2
3,3
3,3
3,2
3,2

8,06
8,25
8,06
8,28
8,03
7,91
8,03
8,25
8,03

1,58
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54 VALIDACAO DO METODO POR ECL PARA QUANTIFICACAO DOS
FARMACOS REALIZANDO LEITURA PARA CADA UM DELES NO SEU
COMPRIMENTO DE ONDA IDEAL.

Até aqui foram discutidos os parametros de validacdo do método por
eletroforese capilar utilizando para detecgcao e quantificagdo dos trés farmacos um
comprimento de onda comum (269,5 nm).

Tendo em vista que o comprimento de onda ideal para analise da cada
farmaco é diferente, os testes para validagcdo do método foram também realizados
nos seguintes comprimentos de onda: 263,5 para ISN, 269,5 para PYR e 334,5 para
RIF. Estes testes foram realizados a fim de verificar se, considerando o comprimento
de onda ideal para cada farmaco, o método apresentava alguma melhoria nos
parametros de validacdo, quando comparado aos parametros obtidos quando

realizado utilizando um comprimento de onda comum aos trés farmacos.
As figuras 21, 22 e 23 e as tabelas 15 e 16 apresentam os resultados obtidos

para os testes de: linearidade, precisdo e exatidao.

FIGURA 21 — Resultado da avaliacdo da linearidade do método, com sua respectiva
equacao da reta e coeficiente de correlagao para isoniazida a 263,5 nm.
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FIGURA 22 — Resultado da avaliacao da linearidade do método, com sua respectiva

equacao da reta e coeficiente de correlagcao para pirazinamida a 269,5 nm
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FIGURA 23 — Resultado da avaliacao da linearidade do método, com sua respectiva

equacao da reta e coeficiente de correlacao para rifampicina a 334,5 nm.

- A A
- W o

©

area / tempo

0 20 40 60 80 100 120 140
concentragao




75

TABELA 15 — Resultado da avaliacdo da repetibilidade: valores de area, tempo, area
corrigida e DPR, para isoniazida 60 ug/mL (263,5 nm), pirazinamida 60 pug/mL (269,5
nm) e rifampicina 90 ug/mL (334,5 nm).

ISONIAZIDA
AREA DPR A TEMPO DPRT AT DPR A/T
20,0 2,9 6,90
19,8 3,0 6,60
20,3 3,0 6,77
20,6 3,1 6,65
20,1 1,71 3,0 1,68 6,70 1,36
20,5 3,0 6,83
20,3 3,0 6,77
19,7 2,9 6,79
20,3 3,0 6,77
PIRAZINAMIDA
49,8 2,7 18,44
48,1 2,6 18,50
48,3 2,6 18,58
49,0 2,6 18,85
48,5 1,07 2,6 1,90 18,65 1,77
49,0 2,6 18,85
48,3 2,6 18,58
48,5 2,7 17,96
48,5 2,7 17,96
RIFAMPICINA
38,6 3,4 11,35
37,7 3,3 11,42
38,7 3,3 11,73
39,7 3,4 11,68
38,5 1,38 3,3 1,63 11,67 1,34
38,7 3,4 11,38
38,5 3,4 11,32
37,7 3,3 11,42

37,6 3,3 11,39
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TABELA 16 — Resultado da avaliagdo da precisdo intermediaria: valores de area,
tempo, area corrigida e DPR, para isoniazida 60 ug/mL (263,5 nm), pirazinamida 60

ug/mL (269,5 nm) e rifampicina 90 ug/mL (334,5 nm).

DIA 1 DIA 2 COMPARACAO
FARMACO | AREA | TEMPO | AT | AREA | TEMPO | AT | DPRT | DPRAT
298 27 1844 496 27 18,37
481 26 1850  48.9 26 18.81
483 26 1858 493 27 18,26
490 26 18,85 497 27 18.41
PIRAZINAMIDA | 48 5 2,6 18,65 481 2,6 1850 1,92 1,42
490 26 18.85 495 27 18.33
483 26 18,58 497 27 18.41
485 27 17.96 486 26 18.69
485 27 17.96 492 27 18,22
DPR 1,07 1,90 1,77 1,12 1,88 1,05
20.0 29 6.90 205 3.0 6.83
19.8 3.0 6.60 213 3.1 6.87
203 3.0 6.77 206 3.0 6.87
206 3.1 665 214 3.1 6.90
ISONIAZIDA 201 3.0 6.70 208 3.0 6.93 1,94 1,35
205 3.0 6.83 203 3.0 6.77
203 3.0 6.77 207 3.1 6.68
19.7 29 6.79 203 3.0 6.77
203 3.0 6.77 205 3.0 6.83
DPR 1,71 1,68 1,36 1,92 1,65 1,16
326 3.4 9.59 313 33 9.48
317 3.3 9,61 32.1 3.4 9.44
317 33 9.61 316 33 9.58
337 3.4 9.91 32.8 3.4 9.65
RIFAMPICINA | 35'g 33 9.94 325 33 985 1,53 1,45
327 3.4 9.62 315 3.3 9.55
325 3.4 9.56 325 3.4 9.56
317 33 9.61 325 3.4 9.56
316 33 9.58 313 33 9.48
DPR 1,73 1,72 1,53 1,84 1,58 1,26

Analisando os resultados, pode se concluir que ndo ha vantagem em realizar
a detecgcdo em comprimentos de onda diferentes, pois a linearidade, precisao e
exatiddo, ndo apresentaram melhorias evidentes nestes parametros.

A unica melhora evidente € a possibilidade de quantificagdo da rifampicina em
concentragcbes menores, mas como se trata de um método para quantificacdo de
farmacos em forma farmacéutica isolada ou em associacéao, o limite de quantificacao

nao é relevante.
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5.5 ADEQUAGCAO DO SISTEMA, TEOR DE ISONIAZIDA E RIFAMPICINA EM
ASSOCIAGAO NO COMPRIMIDO.

A adequacdo do sistema visa verificar a validagdo do instrumento e da
metodologia analitica simultaneamente; o objetivo do teste € mostrar que o método
apresenta precisdo e exatidao iguais ou melhores no sistema em teste do que os
obtidos durante a validagéo (LANCAS, 2004).

A adequacao do sistema foi testada na quantificagcdo dos farmacos ISN e RIF,
na forma farmacéutica comprimido. Cada comprimido possuia valor declarado de
100 mg de ISN e 150 mg de RIF, propor¢do esta recomendada pelo protocolo
brasileiro para tratamento da tuberculose.

A preciséo inter e intra dia foi avaliada quanto a tempo de migracéo e valores
de area corrigida encontrados entre o primeiro e segundo dia de trabalho; o
parametro de comparagdo foi o DPR cujos valores foram menores que 2%,
confirmando a boa precisao inter e intra dia do método e permanecendo dentro dos
niveis considerados ideais para EC. A tabela 17 apresenta os resultados

encontrados para ISN e RIF respectivamente.

TABELA 17 - Resultado da avaliagdo da precisao inter e intra dia: valores de area,
tempo, area corrigida e DPR, para isoniazida (50 ug/mL) e rifampicina (75 ug/mL).
na DFC.

DIA 1 DIA2
FARMACO AREA | TEMPO | AT AREA | TEMPO | AT DPRT | DPRAT
17,3 3,0 5,77 16,9 3,0 5,63
16,7 3,0 5,57 17,8 3,1 5,74
17,2 3,1 5,55 17,3 3,1 5,58
ISONIAZIDA 16.8 30 560 173 31 558 1,71 1,41
16,8 3,0 5,60 17,2 3,0 5,73
17,5 3,1 5,65 17,8 3,1 5,74
DPR 1,70 1,40 1,69 1,41
26,4 3.2 8,25 26,8 3.2 8,38
26,5 3.2 8,28 26,5 3,3 8,03
27,2 3.3 8,24 27,3 3,3 8,27
RIFAMPICINA 26 1 32 816 573 33 8 27 1,61 1,66
27,2 3.2 8,50 25,8 3.2 8,06
26,8 3,3 8,12 26,7 3,3 8,09
DPR 1,60 1,61 1,58 1,72
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A partir das médias encontradas para area corrigida € possivel calcular a
concentragdo presente no farmaco utilizando a equacao da reta obtida para cada
farmaco. Assim a concentragdo encontrada para ISN é de 49,25 ug/mL e para RIF
69,89 ug/mL o que corresponde a 98,5 mg de ISN e 139,78 mg de RIF na forma
farmacéutica, ou em outras palavras 98,5% e 93,2% do valor declarado para ISN e
RIF respectivamente. Resultados estes que estdo de acordo como especificado para
o doseamento desta forma farmacéutica conforme especificado na USP 29, 2006.

A resolucao serve para determinar o poder de separagao do sistema para um
par de analiticos de interesse. Como ja discutido, € um dos parametros de avaliagao
mais importantes da eletroforese capilar, o qual deve ser avaliado quanto a precisao.
Os resultados que figuram na tabela 18 mostram que o método possui boa preciséo
para resolugao, quando avaliado inter e intra dia, pois o valor de DPR é menor que
2%.

TABELA 18 — Resultados obtidos para resolugcdo encontrados para os farmacos ISN
e RIF presentes no comprimido, e sua respectiva DPR.

DIA 1 DIA 2

AT | wi+w2 | Rs AT [ wi+w2 [ Rs
0,2 00532 7,52 02 00548 7,30
0,2 0,0525 7,62 02 00567 7,05
0,2 0,0544 7,35 02 00552 7,25
0,2 0,0538 7,43 02 00560 7,14
0,2 0,0530 7,55 02 00546 7,32
00,2 00536 7,46 02 00555 7,21
DPR 1,24, | DPR 1,40

5.6 COMPARACAO COM METODO POR CLAE

CLAE é hoje em dia uma das técnicas mais utilizadas para controle de
qualidade na area farmacéutica € com ela que a eletroforese capilar disputa espaco,
pois ambas sdo aplicadas para analise de substancias soluveis; sendo assim o
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desafio do método aqui apresentado sera frente a um meétodo ja validado para a

mesma associacao utilizando CLAE.

5.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A fim de realizar a comparagao do novo método desenvolvido frente a outro ja
estabelecido, foi realizada a quantificacédo dos farmacos presentes na associagao
por CLAE segundo proposto por CALLERI et al. (2002) com algumas modificagdes.

Os resultados de area obtidos para os farmacos contidos no comprimido
(isoniazida e rifampicina) utilizando este método encontram-se na tabela 19, junto as
respectivas médias e DPR. A partir destas médias foi realizada a quantificacdo dos
farmacos, por comparagao com os farmacos padrao referéncia USP utilizados. Os
resultados encontrados indicam uma concentracdo de 141,29 + 1,49 mg de RIF e
96,53 + 1,48 mg de ISN; o que corresponde a 94,19% e 96,53% do valor declarado

para o comprimido contendo esta associagéo.

TABELA 19 - Resultados obtidos apds anadlise por CLAE: valores de area, area
média e DPR de ISN e RIF padrao referéncia USP (p) e na forma farmacéutica (cpr).

ISN p RIFp ISN cpr RIFcp

192595 7157011 256348 6899196
AREAS | 195544 7247140 247990 6676197
196947 7083530 248701 6664153
MEDIA | 195029 7162560 251013 6746515
DPR 1,18 1,14 1,85 1,96

5.6.2 Comparagao dos resultados obtidos.

E freqllentemente necessaria a comparagdo de dois métodos para
determinar, se a variabilidade dos mesmos difere de forma significativa. Os ensaios
de comparacao devem prover dados suficientes para provar a sua equivaléncia em
um determinado intervalo (United States Pharmacopeia, 2006). A comparagéo entre
métodos por CLAE e eletroforese capilar € comum na literatura apesar de serem
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métodos com principios de separacao diferentes, sendo as bases da separacao por
CE principalmente fisicas de eletroforese e eletroosmose, dependendo
principalmente da ionizagdo das espécies, enquanto que as bases de CLAE séao
mais quimicas (propriedades de absorgédo e distribuicdo) (HOLZGRABE, 2006) o
que explica muitas das diferencas encontradas entre as duas técnicas quando
aplicadas a uma mesma amostra (podendo variar até a ordem de elui¢ao).

Para comparagdo de métodos a farmacopéia americana (United States
Pharmacopeia, 2002) recomenda avaliar os parédmetros de precisdo e exatidao. A
comparacgao entre os dois métodos em questdo, mostra que quanto aos parametros
apresentados na validagdo ambos os métodos sdo considerados satisfatorios, pois a
exatidao é proxima a 100%, e os valores de DPR para precisdo sdo menores que

2%, como pode ser observado na tabela 20.

TABELA 20 — Resultados dos parametros do método apresentados para validagao
dos métodos de ECL e CLAE.

Parametro EC CLAE*

PYR ‘ ISN ‘ RIF PYR ‘ ISN ‘ RIF
Linearidade- R 0,9996 0,9991 10,9994 | <0,999 <0,999 <0,999
Exatidao(%) 98,78 99,10 99,54 98,55 98,51 98,56
Precisdo —repetibilidade (DPR) <2% <2%
Precisao intermediaria (DPR) <2% <2%

*Valores apresentados por CALLERI et al., 2002.

Uma vez que ambos os métodos possuem parametros semelhantes, a
comparagao deve ser feita analisando uma mesma amostra pelos dois métodos e
comparando os resultados obtidos, quanto aos parametros de precisao e exatidao.
Para esta comparacéao foi utilizado o teste F, recomendado para determinacao de
diferengas de precisdo entre dois métodos analiticos ou dois analistas diferentes
(CIENFUEGOS, 2005). Os valores de F encontrados foram menores que o valor de
F tabelado (Fup= 9,28 e Fisn= 1,15, Fre= 3,17). Concluindo que os métodos
possuem variancias iguais, mostrando que n&o existe diferenga significativa na

precisdo dos métodos comparados. Para a comparagao da exatidao foi utilizado o
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teste “t“, que permite conhecer em que intervalo de confianga se encontra a média
obtida (CIENFUEGOS, 2005); os resultados encontrados (trFr= 4,30; p>0,05 e
tisn=2,77; p>0,05) mostram que n&o ha diferengas significativas entre os intervelos
de confianga das médias encontradas a partir dos dois métodos utilizados. Desta
forma os métodos para quantificagdo destes farmacos por ECL e por CLAE podem

ser considerados semelhantes.

TABELA 21 — Resultados encontrados para exatidao e precisédo utilizando ECL e
CLAE para quantificagdo de ISN e RIF presentes na forma farmacéutica avaliada.

EC CLAE
Parametro
ISN RIF ISN ‘ RIF
Média 95,41 145,96 96,53 141,29
Exatidao (%) 95,41 97,3 96,53 94,19
Desvio padrao 1,66 1,55 1,78 2,77

A eletroforese capilar apresentou exatidao e precisdo equivalentes as obtidas
por CLAE, com uma redugao consideravel no tempo de analise, trazendo como
principal vantagem o baixo custo de analise. A tabela 22 mostra alguns dados
comparativos entre eletroforese capilar e cromatografia liquida. Analisando estes
dados é possivel evidenciar que as principais vantagens da EC frente a CLAE sé&o
menor tempo (sendo 1 hora menor desde o preparo da mostra até o fim da corrida) e
custo por analise (sendo que a economia pode chegar a ser de 89% nas colunas e
de 24 % no equipamento).

A principal diferenca no custo das analises, considerando apenas os
consumiveis, e assumindo que um capilar possui a mesma durabilidade do que uma
coluna é o consumo de acetonitrila necessario para a analise por CLAE, ja que
consumiveis como viais, membranas filtrantes, e ponteiras, sdo comuns a ambos os
métodos. Nao foi considerado o consumo de solvente para estabilizagao da linha de
base, pois este varia conforme as condi¢cdes do aparelho.



82

TABELA 22 — Comparagao de tempo e custos relativos por analise utilizando os

métodos de ECL e CLAE, para quantificacdo dos farmacos isoniazida

pirazinamida, quando presentes em associagao.

Parametro EC CLAE REDUGAO %
Tratamento da amostra (min) 10 40 75
Tempo de Andlise (min) 10 40 75
Consumo de solventes (R$) insignificante 3,64 100
Colunas (R$) 130 1200 89,2
Equipamento (R$) 95.000 125.000 24

e
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6.0 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Pode—se concluir que a eletroforese capilar livre (ECL) pode ser utilizada para
quantificar os farmacos isoniazida, rifampicina e pirazinamida quando estes se
encontram em associacdo ou isoladamente. As condi¢gdes O6timas para esta
separacgao eletroforética se deram ao se utilizar como eletrélito de fundo fosfato 40
mmol/ L a pH 9,0; capilar de silica fundida, revestido de poliimida com 64,5 cm (56
cm efetivo) e 50 ym de didmetro interno, comprimento de onda para detecgédo de
269,5 nm e tempo de analise de 5 min, para uma diferenca de potencial de 20kV,
equivalente a uma corrente efetiva de 50 pA.

O método desenvolvido atende os Ilimites pré-estabelecidos para os
parametros de validagdo de um método analitico quantitativo conforme normas
internacionais, apresentando boa especificidade, linearidade com R? > 0,999,
exatidao proxima a 100% e precisdo com valores de DPR menores a 2%.

O método desenvolvido para eletroforese capilar apresentou exatiddo e
precisdo equivalentes aos apresentados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), podendo ser utilizado na rotina indistintamente para a quantificacdo dos

farmacos isoniazida, pirazinamida e rifampicina isoladamente ou em associagao.

As principais vantagens do método por eletroforese capilar sdo: o reduzido
tempo e baixo custo por analise. Outra vantagem desta técnica é o baixo consumo
de solventes, minimizando os custos com tratamento de residuos e impacto

ambiental, podendo ser considerada entdo ecologicamente mais correta.
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