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RESUMO

A Tuberculose € uma doenga negligenciada, multirresistente, contagiosa, com alta
taxa de mortalidade. Seu tratamento consiste no uso de antibidticos, sendo que nos 4
ultimos meses (fase de manutenc¢éo), utiliza-se uma dose fixa combinada da associagédo
de isoniazida (INH) e rifampicina (RIF). A farmacopéia Norte Americana (USP) recorre a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia para o controle de qualidade destes
medicamentos, técnica que, além de onerosa, se mostra extremamente demorada e
geradora de residuos organicos téxicos. Em funcdo destas caracteristicas, o presente
trabalho propde o desenvolvimento de trés métodos para a determinacdo simultanea de
RIF e INH. Os dois primeiros métodos utilizam a espectrofotometria na regido do visivel
associada a métodos de Regressao de Minimos Quadrados Parciais (PLSR). O primeiro
consiste na derivatizagdo quimica dos analitos, utilizando os reagentes colorimétricos
neocuproina e Cu (ll), sendo que o modelo multivariado construido com faixa espectral
completa (350-800 nm), dados alisados em 5 pontos, utilizando 3 variaveis latentes
(explica 100% da variancia da matriz X e 99,99% da variancia da matriz Y) apresentou
um erro relativo médio de 1,63% para RIF e 1,82% para INH. Este método foi validado de
acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA, encontrando nos ensaios de precisao
e exatiddo limites compativeis as exigéncias estabelecidas pelos érgaos fiscalizadores.
Este método foi ainda aplicado na andlise de amostras de urina e soro humano sintético
fortificados com RIF e INH, obtendo-se recuperacdes proximas a 100%. O segundo
método utilizou como reagentes colorimétricos Fe (lll) e o-fenantrolina, sendo que o
modelo multivariado construido a partir dos dados originais e 4 variaveis latentes
apresentou baixo erro relativo médio para a determinacdo de RIF (2,26%); no entanto,
apresentou alto erro relativo médio para a determinagdo de INH (27,5%); mostrando a
baixa capacidade de previsdo para quantificagdo deste farmaco. O terceiro método
desenvolvido utilizou a técnica de voltametria de onda quadrada e adicdo de padréo para
a determinacdo dos analitos utilizando eletrodo de pasta de carbono. A melhor resposta
foi obtida em pH 4,00 utilizando os parametros instrumentais fixos em 30 Hz para a
frequéncia, 0,09 V para potencial de amplitude de pulso e 0,009 V para potencial de step.
Nestas condi¢cbes, a corrente de pico cresce linearmente com as seguintes faixas de
concentracdo: 4,00 x 107 a 5,40 x 10°® mol L™ (RIF) e de 2,00 x 10“ a 5,80 x 10* mol L™*
(INH). Este método apresentou erro relativo médio (4,43% para RIF e 13,6% para INH)

superiores ao método espectrofotomeétrico utilizando ions Cu (ll) e Neocuproina.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease, multiresistant, common in developing
countries with high death rate. Treatment uses multiple antibiotics, and at 4 last months is
treated with a isoniazid (INH) and rifampincin (RIF) combination. The North American
Pharmacopoeia (USP) uses high performance liquid chromatography for quality control of
these pharmaceutical products. But this technique presents high cost and time of analysis,
generating toxic organic wastes. These characteristics motivated the development of
three methods for simultaneous determination of RIF and INH. The first and second
methods used spectrophotometry (visible region) associated with the Partial Least
Squares Regression (PLSR). The method involves chemical derivatization of analytes
using colorimetric reagents neocuproine and Cu (Il), and the multivariate model was
constructed with full spectral range (350-800 nm) smoothed by 5 points, using 3 latent
variables (explaining 100% of the variance of X matrix and 99.99% of the variance Y
matrix) generating an relative error (Er) 1.63% for RIF and INH to 1.82%. This method
was validated in according to the standards set by ANVISA, meeting the tests of precision
and accuracy limits compatible with the requirements established by the inspectors. This
method was applied for serum synthetic human and urine samples analysis fortified with
RIF and INH, yielding recoveries close to 100%. The second method used as colorimetric
reagents Fe (lll) and o-phenanthroline and the multivariate model constructed from the
original data and 4 latent variables showed low mean relative error to RIF determination
(2.26%), however, for the determination of INH presented high relative errors (average
error of 27.5%) showing low predictive capacity for the quantification of these drugs. The
third method developed used the technique of square wave voltammetry and standard
addition to the determination of analytes using carbon paste electrode. The best response
is obtained using the instrumental parameters fixed at 30 Hz for frequency, 0.09 V for
potential pulse amplitude and 0.009 V for potential step. Under these conditions the peak
current increases linearly with the following concentration ranges: 4.00 x 10 to 5.40 x 10°®
mol L™ (RIF) and 2.00 x 10™ to 5.80 x 10 mol L™ (INH). But this method presented mean
relative error (4.43% for RIF and 13.6% for INH) bigger than spectrophotometric method

using Cu (Il) and Neocuproine.
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1 INTRODUGCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a Tuberculose (TB) como uma
das doencas negligenciadas, ou seja, aquelas que afetam milhares de pessoas, mas que
nao apresentam atrativos econbmicos para o investimento e desenvolvimento de
farmacos, por atingir principalmente popula¢cdes de paises em desenvolvimento [MOREL,
2006]. De acordo com esta organizacao, o Peru e o Brasil respondem em conjunto, por
50% de todos os casos de TB na América Latina. Estima-se que 50 milhdes de brasileiros
estivessem infectados com Mycobacterium tuberculosis em 2004, fazendo com que o
pais ocupasse a 162 posi¢céo na lista dos 22 paises de mais alta incidéncia de TB [WHO,
2010].

O custo mensal no Brasil para o tratamento inicial de um caso de TB (sem
cuidados anteriores) € de R$ 78,00; mas aumenta drasticamente para R$ 4.500,00 nos
casos de TB multirresistente, sem levar em consideragao os custos hospitalares, sociais
e psicologicos [MINISTERIO DA SAUDE, 2002]. Dada a alta incidéncia, gravidade e
reincidéncia da doenca (que pode variar de 3% para pacientes HIV-negativos a 35% para
pacientes HIV-positivos [PICON, 2007]), a TB & uma das doencas de notificagdo
compulséria estabelecida pelo ministério da saude.

Em funcdo da importdncia que este assunto reveste, investimentos
governamentais em pesquisa e desenvolvimento de novas techologias relacionadas ao
tema, sdo fundamentais para o controle e erradicagdo da doenga. Em 2004, durante a 22
Conferéncia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Saude, foi considerado
estratégico para o Pais, o investimento na produgéo de conhecimento cientifico sobre o
tema [MINISTERIO DA SAUDE, 2011]. De acordo com o Ministério da Saude, os
investimentos nas agfes de prevencao e controle da TB aumentaram 14 vezes, de 2002
(US$ 5,2 milhdes) a 2009 (US$ 74 milhdes) [MEDEIROS et al, 2004]. Em termos de
investimento cientifico, o Ministério da Saude criou um programa especifico de
financiamento para as pesquisas envolvendo doencas negligenciadas que apresentou um
aumento de 4 vezes, de 2003 (US$ 3,79 milhdes) a 2008 (US$ 17,91 milhdes)
[MINISTERIO DA SAUDE, 2009]. Mais especificamente, o Programa Nacional de
Controle da Tuberculose da Secretaria de Vigilancia da Saude iniciou em 2007 um
projeto de financiamento em pesquisa para o controle da doenca, totalizando até 2012
cerca de US$ 27 milhdes em investimentos [MINISTERIO DA SAUDE, 2009]

Nesse contexto, a proposta deste trabalho versa sobre o uso da
espectrofotometria na regido do visivel associada a processos de derivatizagdo quimica
(para evitar a interferéncia de matriz dos medicamentos e amostras de urina) e calibragéo

multivariada na determinacéo quantitativa simultdnea de rifampicina e isoniazida utilizada
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no tratamento da TB bem como o uso da voltametria de onda quadrada utilizando
eletrodo de pasta de carbono. Estas técnicas instrumentais citadas sdo de grande
interesse para a area de controle de farmacos, uma vez que propiciam a obtencéo de

dados relevantes de forma rapida, simples, segura e econémica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas negligenciadas

Em uma época em que a humanidade estd dando passos gigantes em relagédo a
avancos tecnoldgicos em saude, tais como, clonagem, biotecnologia e nano medicina,
soa estranho abordar um assunto de poucos progressos na area da saude. Trata-se das
doencas negligenciadas, enfermidades que nao s6 prevalecem em condi¢cdes de
pobreza, mas também contribuem para a manutengédo do quadro de desigualdade, ja que
representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises.

Recentemente, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a ONG Médicos Sem
Fronteiras propuseram a classificacdo das doencas em globais (ocorrem em todo o
mundo), negligenciadas (mais prevalentes nos paises em desenvolvimento) e mais
negligenciadas (exclusivas dos paises em desenvolvimento). Essa classificagdo
representa uma evolugao da denominacdo “doencgas tropicais” por contemplar os
contextos de desenvolvimento politico, econdmico e social. Ou seja, ultrapassa a visao
herdada do colonialismo em que o determinismo geogréafico seria a causa de doencas.
Além disso, sinaliza que o combate a essas moléstias, que atingem particularmente as
populagbes marginalizadas, €é essencial para o0 cumprimento dos objetivos de
desenvolvimento da Organizacdo das Nac¢bGes Unidas (ONU) para o milénio. [MOREL,
2006]

Embora haja esta classificacéo, a lista de doencas consideradas negligenciadas
varia de um pais para outro. Atualmente, a OMS concentra seus esforcos em dois
grandes grupos: doencas tratveis e contra as quais existem meios de combate (como
filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose, AIDS e dengue), e doencgas ainda sem
tratamento e que exigem cuidados especificos (como leishmaniose e doenca de Chagas).

Problemas como a caréncia de agua potavel, saneamento basico, escolaridade,
moradia e acesso a tratamentos de saude acentuam a proliferacdo de tais doencas, e,
por justamente afligirem populagbes mais pobres, o investimento em pesquisas
relacionadas ao tema (desenvolvimento de novos farmacos, sistemas de tratamentos

mais modernos, vacinas, diagnoéstico precoce e preciso na esfera da patologia e da
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clinica, no controle de vetores, nas intervencBes epidemiolégicas, bem como na
educacao, campanhas de prevencdo e promocdo da saude) ainda € insuficiente.
Atualmente, os paises e blocos que mais investem em pesquisas de doencas
negligenciadas sdo os Estados Unidos, com US$ 1.250.000 (70%). O Brasil aparece em
sexto lugar com cerca de US$ 22.000 (1,24%). Vale a pena ressaltar que os grandes
financiadores s&o geralmente os governos desses paises [MINISTERIO DA SAUDE,
2009]

Segundo dados da OMS, mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com
uma ou mais doencas negligenciadas, 0 que representa um sexto da populacdo mundial
[MINISTERIO DA SAUDE, 2011]. No Brasil, o quadro de doencas negligenciadas é
inquietante, jA que o alto indice de pobreza contribui para que grande parte dos 40
milhdes da populacdo mais pobre do Brasil esteja infectada por uma ou mais doencgas
negligenciadas [HOLTEZ et al, 2002]. A seguir serdo destacadas as doencas

negligenciadas mais comuns do Brasil.

» Filariose Linfatica (casos estimados no Brasil: 60.000 [HOLTEZ et al, 2002]):
enfermidade causada no Brasil exclusivamente por helmintos da espécie
Wuchereria bancrofti. O ser humano é o Unico hospedeiro vertebrado do parasito,
albergando vermes adultos nos vasos linfaticos e microfilarias na circulagéo
sanguinea, sendo o mosquito Culex quinquefasciatus o principal transmissor.
Dentre os sintomas é possivel citar as rea¢des do sistema imunolégico e em longo
prazo, fibrosacdo e obstrucdo dos vasos (formando nédulos palpaveis) que pode
levar a acumulagdo de linfa, com dilatagdo de vasos linfaticos alternativos e
espessamento da pele. Para o tratamento ¢é utlizado o antiparasitico
dietilcarbamazina (DEC) que elimina as microfilarias e o verme adulto. [MEDEIROS
et al, 2004]

» Oncocercose: é uma parasitose causada pelo verme Onchocerca volvulus
transmitido para o homem na forma de larva através da picada de insetos do
género Simulium, popularmente conhecidos como borrachudos. No Brasil, a
doenca € considerada a segunda causa infecciosa de cegueira. O tratamento é
realizado desde 1980 com ivermectina, medicamento que inibe a producédo de
novas larvas ou microfilarias, com os inconvenientes de a) tempo de tratamento -
como a média de vida dos vermes adultos € de 9 a 12 anos, este € o periodo
indicado para a duracdo do ciclo de tratamento, em duas doses anuais; b)
ineficacia contra parasitas adultos; c) ndo pode ser usada por gestantes, criancas

abaixo dos cinco anos de idade, pacientes com peso inferior a 15 kg ou com
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complicacdes neuroldgicas. Atualmente, pesquisas investigam a acdo da
amorcazina (remédio eficaz no combate dos vermes adultos) e alguma forma de
bloquear a atividade de uma bactéria simbionte da O.volvulus, o que impediria a
atividade do parasita infectante [FIGUEIRO et al, 2010].

Esquistossomose (casos estimados no Brasil: 1,5 milhdes [HOLTZ, 2008]):
doenca crbnica causada pelos parasitas multicelulares platelmintos do género
Schistosoma. E a mais grave forma de parasitose por organismo multicelular,
matando centenas de milhares de pessoas por ano. Existem seis espécies de
Schistosoma que podem causar a esquistossomose ao homem, mas apenas a S.
mansoni € encontrada no continente americano. Na fase inicial ou aguda, ha
disseminacdo das larvas pelo sangue, e principalmente o inicio da postura de
0vos nas veias que vao para o figado, ativando o sistema imunolégico. Estes
pacientes apresentam granulomas periovulares dispersos pelos intestinos, figado
e outros orgdos. O tratamento é feito com antiparasitarios (praziquantel ou
oxamniquine) para matar o parasita dentro do corpo e dura 1 ou 2 dias. Estd em
desenvolvimento uma vacina, com base no isolamento da proteina SM14. [KATZ,
2003]

Dengue (casos estimados no Brasil: 350.000 [HOLTZ, 2008]): o mosquito Aedes
aegypti é a principal espécie responsavel pela transmissdo do dengue. E um
mosquito doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica diurna e utiliza-se
preferencialmente de depdsitos artificiais de agua limpa para colocar os seus
ovos. A pessoa infectada tem febre alta (39° a 40°C), dores de cabecga, cansaco,
dor muscular e nas articulagBes, indisposi¢cdo, enjoos, vOmitos, manchas
vermelhas na pele, dor abdominal (principalmente em criancas), entre outros
sintomas. Apesar de muito pesquisada, ainda ndo esta disponivel uma vacina
preventiva, uma terapéutica ou quimioprofilaxia efetivas. No momento, o Unico elo
vulneravel na cadeia de transmissao do dengue é o controle do vetor [TAUIL et al,
2002].

Hanseniase (casos estimados no Brasil: 44.000 novos casos em 2006 [HOLTZ,
2008]): o Brasil continua sendo o segundo pais em numero de casos no mundo.
Trata-se de uma doenca infecciosa crbnica causada pelo Mycobacterium leprae,
cuja principal via de transmissdo é a respiratéria. Seus sintomas sistémicos
variam, sendo as lesBes e neurites as mais frequentes. Os nervos mais

comprometidos sdo os ulnares e medianos nos membros superiores, fibular
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comum e tibial posterior nos membros inferiores e facial, e grande auricular no
segmento cefdlico. Ao longo das Ultimas décadas, as taxas de prevaléncia tém
declinado ano a ano, resultado da consolidagédo do tratamento poliquimioterapico
[ARAUJO et al, 2003].

Toxoplasmose: zoonose altamente disseminada causada pelo Toxoplasma gondii,
com taxas de prevaléncias variaveis nas diversas partes do globo. Estudos
sorolégicos indicam que mais de 80% das infec¢Bes primarias por toxoplasmose
sdo assintomaticas, em decorréncia da efetividade do sistema imunolégico. Como
a doenca pode ser transmitida ao feto, utiliza-se um esquema composto por
pirimetamina somente apos a 142 semana de gravidez. Como drogas alternativas

séo utilizadas a associagdo sulfametoxazol/trimetoprima [CANTOS et al, 2000].

Malaria: causada pelo parasita Plasmodium, a malaria é transmitida de pessoa a
pessoa através da picada de mosquitos Anopheles. Os sintomas sdo semelhantes
aos da gripe com febre, e pode levar a morte, causada por dano cerebral (malaria
cerebral) ou dano aos 6rgéos vitais. Os medicamentos a base de cloroquina ja
ndo sao mais eficazes devido a resisténcia. Duas novas combina¢fes lancadas
ano passado pela DNDi (artesunato + mefloquina e artesunato + amodiaquina)
ampliam as opc¢des de tratamento [PONTES, 2010].

Doenca de Chagas: o parasita Tripanossoma cruzi, é transmitido principalmente
por insetos conhecidos como barbeiros. Os sintomas na fase aguda séo: febre,
mal-estar, edema facial, linfadenopatia generalizada e hepatoesplenomegalia. Ja
a fase crbnica pode ser assintomatica, ou envolver problemas no coragédo ou o
trato gastrintestinal. Os tratamentos atuais podem curar pacientes apenas na fase
aguda da doenca, utilizando-se medicamentos de dificil administracdo. Nao h&a

medicamentos para a fase cronica [PONTES, 2010].

Leishmaniose (casos estimados no Brasil — visceral e cutanea: cerca de 30.000
[HOLTZ, 2008]): os protozoéarios Leishmania sdo transmitidas ao homem por
cerca de 30 espécies de vetores flebétomos. A forma visceral provoca febre
prolongada, baco e figado aumentados, perda substancial de peso e anemia,
sendo fatal se ndo tratada. Ja a forma cutédnea apresenta cura espontanea ou
lesbes crbnicas na pele. O niumero de tratamentos aumentou na ultima década,

mas ainda ha varios inconvenientes, tais como, dificuldade de administracao,
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duracdo do tratamento, toxicidade, custo e crescente resisténcia dos parasitas
aos medicamentos [PONTES, 2010].

» Doenca do sono: transmitida ao homem pela mosca tsé-ts€, a doenca do sono é
causada por duas subespécies do protozodrio cinetoplastida Trypanosoma brucei.
Os sintomas vao desde dores de cabegca e surtos de febre até graves
perturbacBes no ciclo do sono, paralisia, gradativa deterioracdo mental e em
ultima instancia morte, se nao for tratada de forma eficaz. Sao dois os tratamentos
disponiveis. Um deles é extremamente toxico, matando 5% dos pacientes que
fazem uso, e o outro é de dificil administracdo com necessidade de hospitalizacédo
do paciente por 14 dias [PONTES, 2010].

2.1.1 Tuberculose

A tuberculose é uma doenga infecciosa causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis [WANG et al, 2009], que foi isolado pelo pesquisador Robert
Koch, razao pela qual esse microrganismo é também conhecido como “bacilo de Koch”.
Por se desenvolver em regides com abundéancia de oxigénio, tem como alvos principais
os pulmbes. Essa patologia €é mais frequentemente encontrada em paises
subdesenvolvidos, tais como india e paises do continente Africano [SILVA et al, 2009].
Trata-se da segunda causa infecciosa mais comum de morte, ficando atras apenas da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) [SARAOGI et al, 2010].

Segundo a OMS, os principais sintomas da tuberculose sdo: tosse, podendo ou
nao ser associada com muco ou sangue, dores no peito, fraqueza, perda de peso, febre e
sudorese noturna, podendo levar o infectado a morte. No entanto, a tuberculose é curavel
com seis meses de um tratamento composto por antibiéticos [WHO, 2010].

Depois da descoberta do bacilo causador da doenga, a era da quimioterapia anti-
tuberculose foi iniciada com a introducéo da estreptomicina. Em 1970, a estreptomicina, o
acido p-aminossalicilico e a isoniazida (INH) eram os principais farmacos utilizados na
terapéutica da tuberculose. Mas somente com a inclusdo da rifampicina (RIF) e
pirazinamida (PIR) € que se conseguiu a redugéo das taxas de reincidéncia da doenca e
do tempo de tratamento [PANCHAGNULA e AGRAWAL, 2004].

A RIF cuja estrutura esté representada na Figura 1 é um farmaco semissintético,
derivado da rifamicina B. Esta molécula é caracterizada por conter uma cadeia alifatica

formando uma ponte entre duas posi¢cdes ndo adjacentes de um nucleo aromatico.
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Figura 1: Estrutura molecular da Rifampicina

Sua féormula quimica (C43HssN4O1,) possui massa molar de 822,94 g/mol; e seu
nome oficial é 3-[[(4-metil- 1-piperazinil)imino]metil]rifamicina. Apresenta-se como um poé
cristalino, vermelho-alaranjado. Pouco sollivel em agua e acetona, moderadamente
solivel em acetato de etila, metanol, tetrahidrofurano (THF) e facilmente solavel em
cloroférmio e dimetilsulféxido (DMSO). Apresenta absorcdo maxima em 237, 255, 334 e
475 nm (0,002 mg/mL em tampéo fosfato pH 7,4). Suas suspensfes 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¢éo quatro, e o segundo de 7,9 referente ao nitrogénio trés da
piperazina. Suas solugbes em DMSO sdo muito estaveis, enquanto que as solugbes em
H,O sao pouco estaveis. [MERCK, 2000; United States Pharmacopeia, 2007].

A degradacdo da RIF é pH dependente, ou seja, em meio &cido hidrolisa
formando 3-formil-rifamicina, que apresenta atividade in vitro, mas ndo in vivo. Ja em
contato com ar e em meio alcalino oxida a 7-rifampicina quinona que também é inativa
[SHISHOO et al.,, 1999]. Nao suporta altas temperaturas e deve ser armazenada ao
abrigo da luz [MARTINDALE, 2002].

Este farmaco é extremamente efetivo contra o M. Tuberculosis, por possuir uma
atividade bactericida rapida, eliminando bactérias resistentes [BLANCHARD, 1996]. Age
ligando-se a subunidade B da RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB, inibindo a
etapa de transcricdo [LEVIN e HATFULL, 2006].

Apoés ingestdo da RIF na dose oral ocorrem concentragfes plasmaticas maximas
em 2 a 4 horas. O antibiético se distribui por todo o liquido e tecidos do organismo em
concentracdes significativas, as quais determinam uma coloragdo amarelo-avermelhada
na urina, fezes, saliva, suor e lagrimas. Ela é eliminada pela bile e sofre uma circulacdo
éntero-hepatica com meia vida variando entre 1 a 5 horas. A substancia € metabolizada
por desacetilacdo, estando presente nessa forma desacetilada na bile. Aproximadamente

30% da dose sao eliminado na urina de forma inalterada [SOHRANI et al, 1995].
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A INH é a hidrazida do &cido isonicotinico, descoberta em 1945 por Chorine
[MANDEL e PETRI, 1996]. Sua formula quimica (CgH;N3O) possui massa molar de
137,139 g/mol e sua nomenclatura oficial é 4-hidrazida &cida piridincarboxilica. A
estrutura da INH esté apresentada na Figura 2.

O _NH
N NH,

~

N
N

Figura 2: Estrutura molecular da Isoniazida

Apresenta-se como um po cristalino branco, solavel em agua, ligeiramente sollvel
em etanol e praticamente insolivel em éter e benzeno. Suas solugbes 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
adgua e muito estavel em DMSO. Possui absor¢do maxima em 266 e 265 nm (0,01 mg/mL
em HCI 0,01 mol L) [MERCK, 2000; United States Pharmacopeia, 2006]. E incompativel
com agucares e deve ser armazenado ao abrigo da luz [MARTINDALE, 2002].

O mecanismo de acao da INH (&cido 4-piridinocarboxilico hidrazina) € complexo e
pouco entendido. Evidéncias sugerem que esse farmaco inibe a biossintese dos acidos
micolicos que compdem a parede celular do microrganismo, tornando a bactéria
suscetivel aos radicais de oxigénio e a outros fatores do meio [ROSSETTI et al, 2002].

A INH é rapidamente absorvida por via oral e parenteral. As concentracdes
plasmaticas maximas de 3 a 5 pg/mL séo atingidas uma a duas horas apds a aplicagéo.
O farmaco se difunde por varios liquidos e tecidos do organismo. Sao encontrados teores
significativos nos liquidos pleural, ascitico e no liquido cefalorraquidiano. O metabolismo
da INH apresenta variagcbes genéticas que determinam nas popula¢gdes humanas o
aparecimento de individuos que acetilam rapidamente e lentamente. Nestes Ultimos, a
INH tem sua meia vida aumentada de 1,5 horas para 3 horas. Nos adultos com fungéo
renal normal, mais de 75% da dose oral de isoniazida é excretada na urina, em 24 horas,
cerca de metade desta porcentagem sob a forma inalterada. Pequenas quantidades de
farmaco sdo ainda excretadas na saliva e nas fezes [SOHRANI et al, 1995].

No Brasil, 0 Ministério da Salde propds um novo sistema de tratamento da
doenca, a partir de 2009 [MINISTERIO DA SAUDE, 2009]. Basicamente, as mudancas

ocorridas promovem unicamente a utilizacdo do esquema de tratamento basico, que
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consiste na utilizagado nos dois primeiros meses do medicamento “Coxcip 4” (comprimido
contendo em dose fixa combinada RIF, INH, pirazinamida e etambutol); e nos quatro
ultimos meses por um medicamento composto apenas por RIF e INH (cipsula contendo
300 mg e 200 mg ou 150 mg e 100 mg de RIF e INH, respectivamente). Este Ultimo, ja
utilizado anteriormente na rede publica de saude.

SituagBes como a monoterapia, prescricdo impropria dessa associacao ou falta de
colaboracdo do paciente para o uso deste sistema terapéutico podem levar ao
surgimento de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou mais farmacos
[DUCATTI et al, 2006].

Além disso, medicamentos com especificacbes similares dos fabricantes em
termos de concentracdo dos principios ativos, podem apresentar perfis de
bioequivaléncia e biodisponibilidade diferentes de marca para marca, ou mesmo entre
lotes, devido a diversos fatores inerentes a fabricagdo do mesmo (p. ex. qualidade das
matérias-primas utilizadas, adogdo de boas praticas de fabricagdo, tamanho das
particulas dos componentes, métodos de produgdo adotados, entre outros). Por esta
razdo, € evidente a necessidade da disponibilizacdo de metodologias analiticas rapidas,
confiaveis e de baixo custo, de maneira a facilitar as operacdes de controle de qualidade
destes medicamentos bem como assegurar a qualidade dos mesmos que em

consequéncia auxilia na eficacia do tratamento.

2.2 Métodos analiticos para a determinacao de drogas tuberculostaticas

A Organizagcdo Mundial de Saude (WHO) recomenda o uso combinado de
farmacos para minimizar a ocorréncia de casos multirresistentes. Por esta razao, doses
combinadas de duas ou mais associa¢des de drogas tuberculostaticas em uma Unica
formulacdo farmacéutica séo utilizadas no tratamento da doenga em todo o mundo. Esta
pratica diminui consideravelmente o tempo de tratamento, o risco de resisténcia, o custo,
erros na administracéo e distribuicdo dos medicamentos [WHO, 2001]. A combinacéo de
farmacos propicia muitas vantagens terapéuticas, mas exige estudos quanto a
estabilidade e controle de qualidade dessas associacdes farmacéuticas. Muitos
procedimentos tém sido descritos para a andlise dessas drogas em misturas
farmacéuticas e/ou fluidos biologicos.

Um grande ndamero de trabalhos reportados na literatura envolve a determinacéo
guantitativa destes farmacos através de técnicas cromatogréaficas. Os métodos mais
frequentes envolvem a cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC)
para separacéo e posterior quantificacdo de INH, RIF e PIR por densitometria e deteccéo

por UV-Vis [ARGEKAR et al, 1996], cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
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(HPLC) acoplada a detector UV-Vis [GAITONDE e PATHAK, 1991; PANCHAGNULA et
al, 1999; CALLERI et al, 2002; ESPINOSA-MANSILLA et al, 2002; KHUHAWAR et al,
2002] ou tandem massa [FANG et al, 2010], determinagéo de daptomicina e RIF por
cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia (UPLC) acoplada a um detector UV e
utilizando 4-nitrofenol como padréo interno [GIKAS et al, 2010].

Alguns autores, ao comparar meétodos analiticos, apontam as técnicas
espectrofotométricas como alternativas viaveis para a substituicdo da HPLC, pois quando
comparadas, apresentam vantagens como diminuicdo no consumo de solventes, no pré-
tratamento da amostra, no tempo de andlise, e, principalmente nos custos envolvidos no

processo.

2.2.1 Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria na regido UV-VIS é uma das técnicas analiticas mais
empregadas, em funcdo da sua robustez, custo relativamente baixo, pequeno tempo de
andlise e grande numero de aplicacbes desenvolvidas. Os procedimentos podem
envolver medidas diretas de espécies que absorvem radiacédo, medidas de espécies que
somente absorvem radiacdo apos derivatizacdo quimica, além do acoplamento deste tipo
de espectroscopia a diversas técnicas ou processos, como a cromatografia, eletroforese
e andlises em fluxo. Além disso, pode ser utilizada como uma importante ferramenta para
determinacdo de parametros fisico-quimicos, tais como, constantes de equilibrio e
velocidade de reacdes [ROCHA, TEIXEIRA, 2004].

O fundamento desta técnica instrumental baseia-se no fato de que quando a
energia eletromagnética luminosa atravessa uma solugdo, parte desta radiagdo é
absorvida e o restante é transmitido. A radiacdo absorvida, por sua vez, depende da
guantidade de moléculas presentes (concentracdo) e da estrutura destas moléculas.
Dependendo da técnica, equipamentos e principalmente a frequéncia de energia
eletromagnética utilizada como fonte a ser absorvida, tém-se as denominacdes de
regides de luz ultravioleta, visivel, raios X ou infravermelho [SKOOG, 2002].

O espectro eletromagnético abrange um enorme intervalo de comprimentos de
onda e frequéncias (e, portanto energias). A Figura 3 mostra qualitativamente as regides
espectrais mais importantes. As divisdes estdo baseadas nos métodos requeridos para

gerar e detectar as diferentes espécies de radiagao.
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Figura 3: Regifes do espectro eletromagnético.
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Quando uma molécula é irradiada com luz ultravioleta ou visivel, ha energia
suficiente para promover transi¢cdes eletronicas, durante a qual a molécula absorve um
quantum de energia e os elétrons sédo excitados do orbital que ocupam no estado
fundamental a outro orbital de maior energia. Esta regido estd compreendida entre 160 e
780 nm e as medidas nessa regido tem ampla aplicacdo na determinacdo quantitativa de
espécies inorganicas e organicas [SKOOG, 2002].

A andlise espectrofotométrica quantitativa tem como principio a relacdo
proporcional existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da solugéo
da substancia, Lei de Lambert-Beer. Considerando-se uma solugdo diluida de uma
substancia capaz de absorver luz em dado comprimento de onda em solvente
transparente, verifica-se que o decréscimo da luz ao atravessar a solucao é diretamente
proporcional a intensidade da radiacdo incidente, a concentragdo da substancia
absorvente e a espessura (distancia percorrida pela luz na solugéo) [SKOOG, 2002].

Um grande numero de trabalhos reporta a utilizacdo da espectrofotometria na
regido do UV-Vis para determinagéo e estudo de dissolugcdo de farmacos. Recentemente,
MOURA (2009) caracterizou os parametros fisico-quimicos da olanzapina acompanhado
do desenvolvimento e validagdo de um método analitico de doseamento e dissolucao
deste farmaco antipsicotico. Embora a aplicacdo desta técnica seja muito difundida,
poucos trabalhos relatam a aplicagdo direta de espectrofotometria na regido do
ultravioleta sem aplicacdo de estratégias para contornar os problemas relacionados a
sobreposicdo espectral. Além disso, a falta de seletividade da técnica na regido UV
dificulta a sua aplicacdo na determinacdo de farmacos em amostras biolégicas, em
decorréncia do intenso sinal dos componentes da matriz, motivo que justifica o uso de
ferramentas matematicas e/ou reacbes de derivatizacdo quimica para resolver estes
problemas.

Dentre as ferramentas matematicas mais utilizadas para viabilizar a determinacao

guantitativa de farmacos por espectrofotometria UV-Vis é possivel citar, a derivada dos
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dados espectrais [MARTINS et al, 2007; SABNIS et al, 2008; VETUSCHI et al, 2005;
REGO et al, 2010] e métodos de calibragdo multivariada [NI et al, 2006; GHASEMI e
NIAZI, 2005; SAMADI-MAYBODI e NEJAD-DARZI, 2010].

Outras inovag0des relacionadas a analise por espectrofotometria UV-Vis consistem
na adocao de estratégias para aumento de sensibilidade, visando ampliacdo da faixa de
aplicacdo da técnica e permitindo, em alguns casos, que medidas de concentracbes da
ordem de n mol L™ sejam efetuadas [ROCHA e TEIXEIRA, 2004].

2.2.1.1 Espectrofotometria na regido do Visivel e Derivatizacdo Quimica

Um grande numero de espécies (inorganicas e orgéanicas) apresenta sinal
bastante intenso na regido ultravioleta, o que faz com que a sua determinagdo seja
vidvel, mesmo em pequenas concentragfes. Adicionalmente, a validacdo deste método
costuma ser mais simples e efetiva, quando comparados, por exemplo, a métodos
fundamentados em cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia. [MADAN et al, 2005]
Infelizmente, a seletividade da regidao UV é negativamente influenciada pela frequente
interferéncia espectral, fato que obriga a utilizacdo de processos de separacdo prévia
[FERNANDEZ, et. al, 2003] que normalmente acrescentam etapas que afetam a
repetibilidade e reprodutibilidade da determinacao.

Uma das possibilidades mais simples para minimizar a interferéncia dos
componentes da matriz € a utilizacdo de reacdes de derivatizacdo quimica diretas
(empregando-se compostos que complexam diretamente com o analito) [BENAMOR,
AGUERSSIF, 2007] ou indiretas (utilizando compostos que pela agédo do analito sofrem
alguma modificagcdo quimica — p.ex. oxidagdo, reducdo — gerando uma espécie
absorvedora [AL-MOMANI, 2006] ou uma espécie de facil complexacdo) [LAVORANTE et
al, 2006]. Em ambas, o objetivo principal € obter compostos coloridos que possibilitem a
determinagdo dos analitos na regido do visivel (380 a 800 nm), excluindo a possivel
interferéncia dos demais compostos absorvedores presentes na matriz e que absorvem
na regido ultravioleta (190 a 380 nm).

O aumento de sensibilidade também ¢é outro objetivo dos processos de
derivatizagdo quimica. Como a absortividade molar (€), empiricamente assume valores

maximos da ordem de 10° L mol? cm®

, € sua magnitude para um determinado
comprimento de onda, depende da secao transversal de captura (S) da espécie e da
probabilidade de ocorréncia da transicdo eletronica (P), relacionada a absorcédo de
radiacdo (Equacdo 01), é possivel planejar modificacBes estruturais nos reagentes, de
modo a maximizar S efou P, visando o aumento da absortividade molar da espécie.

Sendo assim, espécies que absorvem fracamente podem ser convertidas em compostos
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com maior absortividade molar, visando a determinagdo de menores quantidades do

analito.

£=8,7x10"PxS Eq. 01

A sensibilidade e a seletividade dos reagentes denominados cromogénicos
usados para determinacao espectrofotométrica podem ser modificadas pela incorporacéo
de diferentes substituintes na molécula. Por exemplo, dentre 0s varios reagentes
disponiveis para determinacdes espectrofotométricas de ions metalicos, 0s compostos
heterociclicos contendo a estrutura a,a-diamina (-N=C-C=N-), conhecida como grupo
funcional ferroina, € uma das classes de reagentes cromogénicos mais estudadas. Os
compostos mais conhecidos desta classe séo a 1,10-fenantrolina e a 2,2’-bipiridina, que
formam quelatos estaveis e intensamente coloridos com ferro (Il) e cobre (I). Varias
modificagbes nas estruturas desses reagentes foram realizadas com o objetivo de
melhorar a sensibilidade nas determinacdes espectrofotométricas e alguns exemplos séo
mostrados no Quadro 1.

Da mesma forma, podem ser citados os reagentes da familia da cuproina,
conhecidos pela alta seletividade para a determinacdo de cobre (I). Exemplos de
reagentes dessa familia, que geram complexos de cobre com diferentes absortividades
molares sao 2,2’-biquinolina (¢ = 6220 L mol-1 cm-1 em 546 nm), neocuproina (€ = 7950
L mol-1 cm-1 em 445 nm) e batocuproina (¢ = 13900 L mol-1 cm-1 em 479 nm)
[STEPHEN e ISLAM, 1993].

Alguns trabalhos utilizando rea¢Bes de derivatizacdo quimica foram
desenvolvidos para a determinacdo de INH através de derivatizacdo quimica utilizando os
reagentes Cu (I) e Neocuproina [SAFAVI et al, 2004], ferricianeto de potassio [ZHANG et
al, 2008], 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol na presenca de tetraborato de sédio em
metanol absoluto [TAN, 2006], 1,10-fenantrolina e Fe(lll) [EL-BRASHY et al, 1991].
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Quadro 1. Comprimento de onda de maxima absorcdo e coeficiente de absortividade
molar dos principais quelatos formados com ions Cu (I) e Fe (Il). [STEPHEN e ISLAM,

1993]
O Cul,’ FelLy™
Ligante (L
g Auax / NmM g/Lmoltcm?® | Auax/nm | €/L mol*cm™
7 N \
—N N= 435 4500 522 8650
2,2’ — bipiridina
/_N (1—\ 435 7000 510 11100
1,10 — fenantrolina
454 7950 - -
Neocuproina
457 12140 533 22350
434 480000 395 140000
Sulfonato de a,f,y, -
tetrafenilporfirina

2.2.2. Voltametria

Um conjunto de técnicas instrumentais de analises, conhecido pela denominacéo

abrangente de técnicas eletroanaliticas, ja h& alguns anos, tém recebido grande atengéo

de pesquisadores de diversas areas do conhecimento, tais como, medicina, bioquimica,

biologia molecular, quimica ambiental e fisico-quimica [BRAININA, 1987], com o objetivo
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de se obter informagbes que caracterizam eletroquimicamente as propriedades
intrinsecas das substancias. Estudos de processos de oxidacdo e reducdo em varios
meios, extensdo dos processos de adsor¢do em superficies, mecanismo de transferéncia
de elétrons, obtencdo da velocidade e constantes de equilibrio de reac¢des quimicas,
exemplificam algumas das numerosas aplicacbes atuais das chamadas técnicas
eletroanaliticas [SKOOG, 2002].

Particularmente, os métodos voltamétricos se fundamentam na medida de
corrente que se desenvolve em uma célula eletroquimica (que contém a solucdo do
analito), em funcéo da aplicacdo de um potencial, sempre em condi¢cBes de polarizacao
do eletrodo de trabalho. [SKOOG, 2002] Uma das grandes vantagens dos métodos
voltamétricos consiste na possibilidade da medida ser realizada diretamente ha amostra,
sem necessidade de etapas de pré-purificagbes ou de separagbes prévias, além de
tornar possivel a analise de materiais coloridos ou amostras contendo particulas sélidas
dispersas [RUPP e ZUMAN, 1992].

Estas vantagens, aliadas ao curto tempo na realizacdo das andlises, ao baixo
custo da instrumentacdo e dos materiais utilizados, se comparados as técnicas
cromatogréficas e espectroscépicas, e a baixa sensibilidade ou inatividade que as
técnicas apresentam em relacdo a presenca de interferentes, fizeram com que houvesse
um aumento do interesse na sua aplicacdo. Este crescente interesse gerou o
desenvolvimento de técnicas cada vez mais sensiveis as espécies em estudo (como € o
caso dos métodos de redissolucao), algumas inclusive com limites de deteccdo tao
baixos que j4 podem ser comparados aos das técnicas tradicionais utilizadas na analise
de compostos organicos e inorganicos em matrizes ambientais, bioldgicas e em

alimentos.

2.2.2.1 Voltametria de onda quadrada

A técnica voltametria de onda quadrada foi desenvolvida em 1952 por Baker e no
decorrer dos anos apresentou algumas modificagbes instrumentais aliadas ao
desenvolvimento de novas teorias que foram responsaveis pelo estabelecimento da
técnica para a analise de tracos e na obtencdo de dados relacionados a cinética e ao
mecanismo de reagfes quimicas sob as mais variadas condi¢cdes [SOUZA et al, 2003].
Dentre as vantagens desta técnica, pode-se citar a sua rapidez de aplicacdo frente a
outras técnicas de pulso (p. ex. pulso diferencial), excelente sensibilidade e diminuicédo
das correntes residuais, menor consumo da espécie eletroativa e diminuicdo dos
problemas associados ao bloqueio da superficie do eletrodo por produtos de reacdes
[RAMALEY et al, 1969].
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Nesta técnica (Figura 4), ocorre a aplicacdo de potenciais de altura AE,

(incremento da varredura de potenciais), que variam de acordo com uma escada de

potencial com largura AE, (amplitude do pulso de potencial) e durac¢éo t (periodo). As

correntes sdo medidas no final dos pulsos diretos (1) e reversos (2) e o sinal obtido € a

intensidade da corrente resultante de forma diferencial [SOUZA et al, 2003].

U
MJJ
Einic.

Tempo — -~

Figura 4: Forma de aplicagédo do potencial na voltametria de onda quadrada. [SOUZA et

al, 2003]

Na Figura 5, sdao apresentados voltamogramas de onda quadrada tipicos de

sistemas reversiveis e irreversiveis, juntamente com as suas respectivas correntes direta,

reversa e resultante. Como é possivel observar em ambos os voltamogramas, a corrente

resultante apresenta maior sensibilidade, uma vez que este tipo de voltametria minimiza a

contribuicdo da corrente capacitiva [SOUZA et al, 2003].

Corrente

resultante

1

reversa

Potencial
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resultante

direta

reversa

Potencial

Figura 5: Voltamogramas esquematicos de onda quadrada onde — 1. Representa um
processo redox de um sistema reversivel e 2. de um sistema irreversivel [SOUZA et al,

2003]
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A separagdo das correntes é uma ferramenta muito utilizada para diagnosticar o
grau de reversibilidade de um sistema eletroquimico. Para sistemas reversiveis, quanto
maior for a contribuicdo da corrente reversa, maior sera a corrente resultante, pois ela é a
diferenca entre as correntes direta e reversa. Ja para sistemas irreversiveis, a corrente
reversa é minima e, consequentemente, a sua contribuicdo para a intensidade da
corrente resultante € minima.

Muitos trabalhos reportam o uso de técnicas voltamétricas para a determinacéo de
farmacos, pois os métodos sdo de baixo custo, rapidos, sensiveis e com boa seletividade.
Em funcao destas caracteristicas, € comum encontrar trabalhos envolvendo a analise de
formulacdes farmacéuticas [GARCIA et al,1993; CARVALHO et al, 2007; TOLEDO et al,
2005] e amostras bioldgicas [EL-HEFNAWEY et al, 2004, GOYAL, et al, 2007].

A aplicagdo dos métodos voltamétricos na analise de INH e/ou RIF também
podem ser encontrados. Para estes casos, € possivel utilizar eletrodos preparados a
base de pasta de carbono [HAMMAM et al, 2004], eletrodo de carbono vitreo modificado
com &cido poliamido sulfénico [YANG et al, 2008], nanotubos de carbono
[SHAHROKHIAN e AMIRI, 2007] ou ainda utilizar um eletrodo screen-printed (SPCE)
modificado com poli-L-histidina [BERGAMINI et al, 2010]. Todos estes métodos
apresentaram desempenho reprodutivel e alta sensibilidade.

2.2.3 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial € uma metodologia que apresenta caracteristicas
vantajosas para estudar a influencia de varidveis em processos, pois requer um pequeno
namero de ensaios, funciona bem na presenca de erros aleatorios e principalmente avalia
as interagfes entre as variaveis, permitindo verificar os efeitos sinérgicos ou antagdnicos
relacionados as respostas obtidas.

Para executar um planejamento fatorial, escolhem-se as variaveis a serem
estudadas e efetuam-se experimentos em diferentes valores destes fatores, sendo
realizados experimentos para todas as combinacdes possiveis dos niveis selecionados
(BRUNS et al, 2003). De modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por
b®, onde a é o nimero de fatores e b sdo os niveis estudados. E evidente que com um
namero reduzido de niveis ndo é possivel explorar de maneira completa uma grande
regido no espaco das variaveis. Entretanto, € possivel observar tendéncias importantes

para a realizacao de investigacfes posteriores (EIRAS et al, 1999).
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2.2.3 Determinacao simultanea empregando-se métodos de calibracdo multivariada

A determinacgéo de dois ou mais componentes de farmacos associados € sempre
um desafio. Este problema é ainda mais complicado quando tais componentes estéo
presentes em uma mesma formulagdo farmacéutica, podendo ser agravado pela
presenca de excipientes que apresentem resposta analitica similar aos analitos.

A calibracdo multivariada, fundamentada em técnicas de Regressédo de Minimos
Quadrados Parciais (PLSR), corresponde a uma ferramenta poderosa para a andlise
quimica [BRO et al, 2003], com grande potencial de aplicacdo em problemas de analise
ambiental [GARRIDO et al, 2003, DURAN MERAS et al, 2005; LI et al, 2008], anélise de
alimentos [OZGUR, et al, 2001; MILCZAREKA et al, 2009; WU et al, 2011; NI et al, 2011,
MAZUREK, SZOSTAK, 2011], industrial [GUARRIGUES et al, 1995; PEINADO, et al,
2011; LEE et al, 2011], incluindo a area farmacéutica [SENA et al, 2000; MEDINA et al,
1999; BORDBAR et al, 2009; ZEAITER et al, 2011].

Basicamente, ela é composta de duas fases: a calibracéo e a previsédo (Figura 6).
Na fase de calibragdo, "n" espectros de misturas dos analitos sdo obtidos em "p"
comprimentos de onda diferentes, formando uma matriz X, com "n" linhas e "p" colunas,
para um conjunto de amostras com composicdo conhecida. Também uma matriz Y com
os valores de concentragdo deve ser formada contendo "n" linhas, correspondendo as
diferentes amostras, e "g" colunas, indicando o teor dos diferentes analitos presentes nas
amostras [NAGATA et al, 2001].
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Figura 6: Organizacdo dos dados para a calibracdo multivariada. [NAGATA et al, 2001]

Inicialmente, o método consiste na decomposi¢cdo de cada uma das matrizes de
dados (X e Y), em termos da soma de varias matrizes M (tantas quantas forem os
nameros originais de dimensdes da matriz de dados). Cada uma dessas matrizes M é o

produto de vetores chamados “scores” e “loadings”. As amostras ficam entdo
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representadas pelos “scores” (novas coordenadas das amostras no novo sistema de
eixos) enquanto as variaveis ficam representadas pelos “loadings” (peso que cada
variavel antiga contribui para formar as novas coordenadas do sistema de eixos).
Posteriormente, realiza-se uma relagdo entre os “scores” das duas matrizes (X e Y),
utilizando um modelo linear para a obtencéo do vetor de regresséo, que sera utilizado na
etapa de previsdo. Nesta etapa o modelo construido utilizara um conjunto teste para
estimar as concentracGes Yteste, dos analitos. O melhor modelo é aquele em que se
consegue obter os menores erros de previsdo e a melhor relagao linear entre os "scores”
de X e Y. No PLSR isto é alcancado por meio de uma ligeira mudanca nos valores dos
“scores”, de forma a produzir a melhor relacao possivel [SENNA et al, 2000].

A utilizacdo de métodos de calibracdo multivariada na quantificacdo de drogas
tuberculostaticas tem sido realizada principalmente associada a técnicas
espectrofotométricas. Dois métodos para a determinagdo espectrofotométrica de RIF,
pirazinamida e INH foram desenvolvidos por ESPINOSA-MANSILLA e colaboradores
(2001) utilizando a regido do UV acoplada PLSR-1 e uma modificagdo da andlise linear
hibrida (método de HLA/XS). Para ambos os métodos, o niumero de variaveis latentes
(VLs) selecionados foram 6 e 8 para RIF e INH, respectivamente. No entanto, o niUmero
de VLs selecionados para a pirazinamida foi de 7 para PLSR-1 e 3 para HLA/XS. Os
coeficientes de correlacdo encontrados foram semelhantes para ambas as modelagens,
sendo superiores a 0,9951. A melhor preciséo foi obtida usando o modelo PLSR-1 com
valores de RSD de 1,44, 0,76 e 0,90 % que foram obtidos para a repetibilidade de uma
amostra contendo 12,6, 16,0 e 840 mg mL" de RIF, INH e pirazinamida,
respectivamente.

No trabalho de SILVA (2008), a técnica espectroscopica UV-Vis em solucdo
permitiu 0 desenvolvimento de modelos que viabilizaram a determinagdo de RIF e INH
em amostras sintéticas, sendo o melhor modelo elaborado com 4 VLs e dados centrados
na média. Nestas condi¢Ges, os erros médios de validagdo observados foram de 2,8%
para INH e 5,7% para RIF. Modelos de calibracdo fundamentados em espectroscopia em
fase sdlida, necessitaram de 8 VLs e pré-processamento por corre¢do do espalhamento
multiplicativo (MSC). Nestas condigfes, erros inferiores a 10% foram observados, para
ambas as espécies em estudo, mas a andlise de amostras comerciais foi seriamente
comprometida pela presenca de excipientes que modificam o perfil espectral das
amostras e reduzem a capacidade de previsdo dos modelos. Neste mesmo trabalho,
utilizou-se técnica de espectroscopia no infravermelho com refletancia difusa (DRIFT),
apresentando uma excelente capacidade de previsdo de amostras sintéticas e
comerciais, com erros inferiores a 5%. Utilizando-se a regido espectral completa (DRIFT)

observam-se menores erros de validacao para modelos construidos com 4 VLs e dados
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centrados na média, o que permitiu erros meédios de validagdo de 2,5 e 3,4% para INH e
RIF, respectivamente. A metodologia fundamentada em espectroscopia eletrbnica em
solucdo foi validada de acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA, encontrando
nos ensaios de precisdo e exatiddo limites compativeis as exigéncias estabelecidas pelos
orgaos fiscalizadores.

No trabalho realizado por GOICOECHEA e colaboradores (1999) RIF, INH e
pirazinamida, foram simultaneamente determinados utilizando espectroscopia de
absorcéo eletrbnica associada ao PLSR-1, em amostras sintéticas e comprimidos. As
regides espectrais selecionadas foram: RIF 273-500 nm, INH 220-337 nm e pirazinamida
220-347 nm, necessitando-se de 7 VLs para minimizacdo dos erros de validacao
cruzada. Os erros relativos de previsdo obtidos foram: 2,06% para RIF, 5,40% para INH e
1,17% para pirazinamida, com excelentes recuperac¢des em todos 0s casos.

DU e colaboradores (2007) reportam um meétodo para a determinacdo de RIF, INH
e pirazinamida, em comprimidos, utilizando a técnica NIR acoplada a métodos de
calibragdo multivariada (PLSR, redes neurais com backpropagation - BPNN ou fun¢éo de
base radial - RBFNN). Uma andlise por componentes principais (PCA) foi realizada para
avaliar a faixa espectral e o pré-tratamento de dados, a fim de reduzir as dimensfes dos
dados de entrada e consequentemente reduzir o niumero de neurdnios da camada de
entrada. Os melhores valores de RMSEP foram obtidos via RBFNN para a determinagao
simultanea do contetdo de RIF, INH e pirazinamida.

A utilizagdo de métodos de calibragdo multivariada associados a métodos
eletroanaliticos, apesar de ser um assunto ainda muito pouco explorado na literatura, é
bastante promissora para determinacdo simultanea de espécies cujos sinais analiticos
sdo sobrepostos [CARVALHO et al, 2000; SAURINA et al, 2000; NI et al, 2002]. Esta
intensa sobreposi¢céo de picos voltamétricos, geralmente ocorre porque grande parte dos
farmacos sofre oxidagéo e/ou reducdo em potenciais muito proximos, o que inviabiliza a
determinagdo simultdnea de dois ou mais componentes eletroativos presentes em
amostras farmacéuticas comerciais sem a utilizacdo de procedimentos de modificacdo de
eletrodos de trabalho ou ferramentas como a calibragdo multivariada.

LOMILLO e colaboradores (2001) utilizaram a polarografia de pulso diferencial
para a determinacdo de RIF, INH e pirazinamida em amostras farmacéuticas e fluidos
biologicos, utilizando PLSR para a definicdo dos sinais polarograficos sobrepostos. Um
algoritmo genético (GA) foi usado para selecionar 0s potenciais do polarograma.
Selecionou-se 6 VLs para a RIF, 5 para a INH e 4 para a pirazinamida, sendo que 0 erro
relativo de calibracdo obtido foi de 1,53% para RIF, 1,30% para INH e 1,77% para

pirazinamida.
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2.3 Validacdo de Métodos Analiticos

As normas estabelecidas pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria)
para a andlise de medicamentos sdo baseadas na Farmacopéia Brasileira, que em geral
sugere metodologias fundamentadas em técnicas cromatograficas ou espectroscopicas,
e procedimentos analiticos que dependem da forma de apresentacdo do medicamento
(comprimido, suspensédo oral, injecdo, outros) [SILVA, 2008]. Os estudos de validacéo
constituem uma exigéncia da ANVISA, principalmente para controlar variacbes que
possam vir a ocorrer em uma nova metodologia analitica proposta. A metodologia
proposta sé é considerada valida se respostas compativeis com os métodos descritos na
legislacdo forem obtidos.

Os ensaios exigidos pela ANVISA sao classificados de acordo com categorias ja
estabelecidas [ANVISA, 2003]: categoria | (testes quantitativos para a determinagdo do
farmaco em produtos farmacéuticos ou matérias-primas), categoria |l (testes quantitativos
ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e produtos de degradagdo em
produtos farmacéuticos e matérias-primas), categoria lll (testes de desempenho, tais
como: dissolucéo, liberacdo do principio ativo) e categoria IV (testes de identificagédo). No
caso dos parametros a serem analisados para a categoria |, a ANVISA recomenda:

» Especificidade e Seletividade: Capacidade de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradacéo
e componentes da matriz. Para analises quantitativas este parametro pode ser
avaliado comparando-se os resultados obtidos de amostras contaminadas ou nao
com outros componentes. Outra maneira € comparar os resultados do teste com

os de um segundo método validado e bem caracterizado (ANVISA, 2003).

» Linearidade: Capacidade do método em demonstrar que os resultados obtidos
séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado. Recomendam-se no minimo cinco concentracdes

diferentes e um coeficiente de correlacao (r) igual ou superior a 0,99.

> Intervalo: E a faixa entre os limites de quantificagéo superior e inferior do método.

Seu alcance deve variar de 80 a 120% da concentracao tedrica do teste.

» Precisdo: Avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem multipla. A precisao é considerada em trés niveis:
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- Repetibilidade: Concordancia do resultado realizado pelo mesmo analista em um
mesmo instrumento, sendo realizada em triplicata em concentra¢des baixa, média
e alta.

- Precisé@o Intermediaria: Resultados obtidos em um mesmo laboratério, mas com
dias, analista e/ou equipamentos diferentes.

- Reprodutibilidade: Concordancia obtida em laboratoérios diferentes. Se houver
comprovacao da reprodutibilidade, ndo é necessaria a comprovacado da Precisédo
Intermediéria.

Esses parametros devem ser expressos em termos de coeficiente de variacdo
(CV), que consistem na razdo do desvio padrdo (DP) pela concentracdo média

determinada (CMD) expressa em porcentagem.

» Exatiddo: Proximidade dos resultados em compara¢cdo com um valor verdadeiro,

aplicando a metodologia proposta na legislacao.

» Robustez: avaliacdo dos resultados com base em pequenas e deliberadas
variacOes de temperatura, pH, diferentes fabricantes de solventes.

3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho prop6e o desenvolvimento de métodos simples e de baixo
custo para o controle de qualidade de medicamentos que apresentam a associacao RIF e
INH.

3.2 Objetivos Especificos

1. Otimizar as reacbes de complexacdo dos analitos de interesse (tipo de
complexante, pH, concentracao);

2. Desenvolver modelos de calibragcdo convencional (principio da aditividade
espectrofotométrica, derivada dos dados espectrais) para determinacao de RIF e
INH via reacdes de complexac¢éao;

3. Desenvolver modelos de calibragdo multivariada para determinagéo simultanea de

RIF e INH via reagcfes de complexacéo;
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4. Estudar o comportamento voltamétrico dos farmacos (pH, tipo de eletrdlito, faixa
de potencial e concentracdo) pela técnica de voltametria ciclica, utilizando-se o
eletrodo de pasta de carbono;

5. Desenvolver modelo de calibragdo através da técnica de voltametria de onda
quadrada;

6. Escolher o sistema de melhor desempenho e valida-lo de acordo com as
especificacBes da ANVISA;

7. Aplicar o método de calibragcdo de melhor desempenho na determinacdo das
espécies de interesse em amostras farmacéuticas e comparar estes resultados
com a técnica cromatografica padréao;

8. Verificar a potencialidade do melhor método de calibracdo na aplicacdo em

amostras biol6gicas;

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes, equipamentos e programas computacionais

Foram utilizados reagentes de grau PA da marca Vetec e padrdes gentilmente
cedidos pelo laboratério farmanguinhos de RIF (teor 99,7%) e INH (teor 100,8 %) de grau
farmacéutico em todos os experimentos.

Para cada forma de apresentacdo, duas amostras de medicamentos em
associacao diferenciados por fabricante e/ou quantidade de RIF e INH foram gentilmente
fornecidos pela Secretaria de Saude do Estado do Parana (Quadro 2).

Quadro 2. Medicamentos contendo isoniazida e rifampicina.

SIMBOLOGIA FARMACO APRESENTACAO | PROCEDENCIA
MED A 300 mg RIF/ 200 mg INH Capsulas NUPLAM
MED B 150 mg RIF/ 100 mg INH Céapsulas LQFEX
MED C 300 mg RIF/ 200 mg INH Comprimidos Medopharm
MED D 150 mg RIF/ 100 mg INH Comprimidos Medopharm

Os procedimentos de pesagem foram efetuados em balanca analitica digital
Bioprecisa FA 2104N, com incerteza de + 0,0001 g.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotbmetro UV-Vis
Shimadzu 2401 PC, em cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6tico.

A andlise cromatogréfica foi realizada em Cromatografo em fase Liquida de Alta

Eficiéncia Varian (modelo 900-LC), equipado com uma coluna C18 (4,6 mm x 25 cm, 5
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pMm) com injecao automatica e sistema de deteccdo DAD (detector de arranjos de diodos),
os dados foram adquiridos utilizando-se o software Galaxie.

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato PalmSens
(PSTrace 1.2), utilizando-se uma cela eletroquimica de 10 mL contendo um eletrodo de
pasta de carbono (eletrodo de trabalho), um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e um contra
eletrodo de platina.

Os dados do planejamento fatorial (analise de efeitos e superficies de resposta)
foram realizados no programa Statistica 6.1. Para o desenvolvimento dos modelos
convencionais de calibracdo, os dados foram organizados no Origin Pro 6.1. Ja os
modelos de calibragdo multivariada foram construidos no programa PLS-toolbox 3.0, que

opera em ambiente Matlab v.7.0.1.

4.2 Preparo de solucdes

Solucéo de isoniazida 2,00 x 102 mol L™: cerca de 0,0686 g de INH (137,139 g mol™) foi
dissolvida e posteriormente diluida com agua destilada em baldo volumétrico de 25,0 mL.

Solucéio de rifampicina 2,75 x 10 mol L'™": cerca de 0,1131 g de RIF (822,94 g mol™) foi
dissolvida em metanol (20% do volume total da solugédo) e posteriormente diluida com

agua destilada em balédo volumétrico de 50,0 mL.

Solucéo de Fe () 1,50 x 10° mol L™ cerca de 0,0243 g de cloreto férrico (162,30 g
mol™) foi dissolvido e diluido com agua destilada em bal&o volumétrico de 100,0 mL.

Solucdo de 1,10-fenantrolina (0-Fen) 2,00 x 102 mol L™: cerca de 0,1982 g de o-Fen

(198,22 g mol™) foi dissolvida em etanol (5% do volume total da solugéo) e

posteriormente diluida com agua destilada em baldo volumétrico de 100,0 mL.

Solucdo de Cu (1) 1,00 x 10 mol L™ cerca de 0,1208 g de nitrato de cobre (241,60 g

mol™) foi dissolvido e diluido com &gua destilada em bal&o volumétrico de 50,0 mL.

Solucéo de neocuproina (NC) 1,00 x 102 mol L™: cerca de 0,1086 g de Neocuproina

(217,27 g mol™) foi dissolvido em metanol (20% do volume total da solugéo) e

posteriormente diluida com agua destilada em balédo volumétrico de 50,0 mL.

Solucéo pH = 3,00 (Clack-Lubs): cerca de 7,4550 g de KCI (74,55 g mol™) foi dissolvido

em aproximadamente 490 mL de Agua destilada. Gotejou-se &cido cloridrico 0,2 mol L™




Dissertacdo de Mestrado — Sandra Stets 40

até que fosse atingido o pH 3,00. Transferiu-se esta solugdo para um baldo volumétrico
de 500,0 mL, e o volume foi completado com agua destilada [adaptacdo: MORITA e
ASSUMPCAO, 1972].

Solucédo tampao Acetato (pH = 5,00): cerca de 4,115 g de acetato de sodio (82,03 g mol

) e 1,630 mL de acido acético foram diluidos em baldo volumétrico de 500,0 mL com

agua destilada.

Solucao tampao Britton-Robinson (pH 2-10): cerca de 3,740 mL de &acido o-fosforico,

2,473 g de acido bérico e 2,290 mL de acido acético foram dissolvidos em um baldo
volumétrico de 1000,0 mL com agua destilada. A partir desta solugéo, aliquotas foram

tratadas com solucdo de NaOH 0,02 mol L™ até atingir o pH desejado.

Solucdo tampao Fosfato (pH = 6,80): Cerca de 1,800 g de hidrogenofosfato de sédio

(142,96 g mol™) foi dissolvido em cerca de 1990,0 mL de &gua ultra-pura, posteriormente
adicionou-se acido o-fosforico até que se atingisse o pH = 6,80 e dilui-se em um balédo
volumétrico de 2,0 L. Esta solugéo foi filtrada com membrana de acetato de celulose
(Millipore) com tamanho de poro de 0,45 pm e sonicada por 10 minutos em banho de
ultra-som (Ultra Cleaner 1400).

4.3 Desenvolvimento do método empregando Cu (ll) e NC para derivatizagao quimica.
4.3.1 Preparo da amostra

Em todos os ensaios, quantidades apropriadas de solucdo de RIF e INH foram
adicionadas em uma pequena quantidade de solugdo tampé&o acetato (pH = 5,00) contida
em balao volumétrico de 10,0 mL. Posteriormente, acrescentou-se 1000 uL de NC (1,00 x
102 mol L™), 1000 pL da solugdo de Cu(NO;), (1,00 x 102 mol L™) e completou-se o

volume com a prépria solugdo tampao utilizada anteriormente.

4.3.2 Planejamento fatorial para otimizag@o da reacéo de complexacéo Cu (l) - NC

Para otimizar a reacdo colorimétrica Cu (l) - NC que permite a determinacdo
indireta de isoniazida, foi realizado um planejamento fatorial 2° avaliando-se as seguintes
variaveis: pH 4,0 (nivel -1) e 6,0 (nivel +1); concentracdo de Cu (Il) 5,00 x 10 mol L™
(nivel -1) e 1,00 x 10" mol L™ (nivel +1); e concentra¢do de NC 2,00 x 10 mol L™ (nivel -
1) e 1,00 x 10 mol L™ (nivel +1). A resposta monitorada foi a banda de absor¢do em 455

nm. Foram realizados experimentos para todas as combinagcfes possiveis dos niveis
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selecionados com triplicata do ponto central. Foram calculados os efeitos principais e de
interacdo, observando-se a presenca ou a auséncia de efeitos significativos.
Posteriormente, um segundo planejamento composto central foi realizado
mantendo-se fixa a concentraco de INH (4,00 x 10 mol L) e NC (2,50 x 10 mol L™),
no qual se estudaram as variaveis significativas para a reacdo de complexacdo e 0s

niveis apresentados na Tabela 01.

Tabela 01: Variaveis e niveis estudados na reagdo colorimétrica para a determinagéo
indireta de INH

Fatores
o 2 -1 0 +1 +2
Niveis

pH 3,60 4,00 5,00 6,00 6,40
Ccumy/ mol L™ 3,96x10° 5,00x10° 7,50x10° 1,00x10* 1,10x10*

Foram realizados experimentos para todas as combinacdes possiveis dos niveis
selecionados para cada uma das reagfes, com quintuplicata do ponto central (destinado
ao célculo da estimativa do desvio), totalizando treze ensaios como é mostrado na Tabela
02.

Tabela 02: Planejamento experimental 2? composto central para a reacdo de
complexacdo Cu () - NC que permite a determinacdo de INH.

Fatores

Ensaio pH Concentracgao de Cu (ll)
01 -1 1
02 +1 1
03 -1 +1
04 +1 +1
05 -2
06 \2 0
07 0 -2
08 0 V2
09 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
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4.3.3 Métodos de calibracdo convencional (Cu (Il) e NC para derivatizacdo quimica)

Uma vez que a proposta prevé a determinacdo da associacao de farmacos (RIF e
INH), e os agentes colorimétricos (Cu (ll) e NC) para determinacdo indireta da INH
também reagem com a RIF, foi preparada uma curva analitica para o0 composto formado
variando-se a concentracéo de RIF de 1,00 x 10° mol L™ a 7,50 x 10” mol L™*. Uma curva
analitica para a determinacdo indireta da INH também foi construida na faixa de
concentracdo de 1,00 x 10° mol L™* a 5,50 x 10®° mol L™*. Em ambos os casos, manteve-
se a concentragdo de Cu (ll) constante e em excesso, com pH controlado (pH = 5,00)
através do uso de solucdo tampao acetato.

Todas as solucdes preparadas foram analisadas por espectrofotometria na regido
do visivel. Esses mesmos espectros foram utilizados para a metodologia derivativa
através do ponto de anulagdo. Nesta Ultima, os espectros foram derivados com 9 pontos
de alisamento (0A/d)\), e as curvas analiticas da derivada da absorbancia vs a
concentracéo de RIF ou INH foram obtidas.

Para complementar os métodos de calibragdo convencionais, foi desenvolvido um
sistema de equacgdes simultdneas, fundamentado no principio da aditividade
espectrofotométrica, também conhecido como método de Vierordt [MEDINA et al, 1999]

de acordo com a sequéncia de expressfes apresentada a seguir:

Aus0 nm = Arir@so nm) + Ainnaso nm) = (EriF@so nm) X B X Crig) + (Einm@so nm) X B X Cinm)

Auss nm = Arirass nm) + Ainass nm) = (EriF@ss nm) X D X Crig) + (Einm@ss nm) X B X Cinn)

Onde, A: absorbancia; ¢: absortividade molar (L mol™* cm™); b: caminho ético (1 cm) e C:

concentragéo (mol L™).

4.3.4 Andlise multivariada (Cu (Il) e NC para derivatizagdo quimica)

Para o desenvolvimento dos modelos multivariados, foram preparadas 25
misturas sintéticas na faixa de concentragdo de 1,00 x 10®° a 7,00 x 10 mol L™ para a
RIF e 1,00 x 10® a 5,00 x 10° mol L™ para a INH e 7 misturas (3 delas realizadas em
triplicata) que foram utilizadas na etapa de validagdo, conforme mostrado na Figura 7.
Posteriormente, adicionou-se solugdo tampéo acetato (que também foi utilizada para
acertar o menisco), 1000 pL de solugéo de neocuproina 1,00 x 10° mol L™ e 1000 pL de
solucdo de nitrato de cobre 1,00 x 10 mol L™ em bal6es volumétricos de 10,0 mL. Estas

amostras foram conduzidas para a andlise espectrofotométrica na regiao do visivel.
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Figura 7. Composi¢cdo do conjunto de calibracdo e validagdo no desenvolvimento de
modelos multivariados — ([_]) amostras do conjunto de calibrago, (.) amostras do
conjunto de validacéo, (G ensaios realizados em triplicata.

Em seguida, foram elaborados modelos de calibragdo multivariada, que foram
otimizados pela selecdo de niumero de variaveis latentes e variancia explicada, auséncia
de anomalias, erros de validag&o cruzada e validacdo externa para a obtencdo do melhor
vetor de coeficiente de regressdo na analise desejada. Para avaliar a capacidade de
previsdo deste modelo, bem como dos modelos univariados construidos, utilizou-se o
conjunto de validagdo externa contendo sete amostras sintéticas, sendo trés delas
realizadas em triplicatas como ja mostrado na Figura 7. Este mesmo conjunto foi
aproveitado para a validacdo segundo os critérios da ANVISA [ANVISA, 2003].

4.3.5- Validacdo da Metodologia Escolhida

O melhor modelo desenvolvido foi validado segundo critérios estabelecidos pela
ANVISA (Resolucdo RE n° 899) [ANVISA, 2003]. Foram avaliados os parametros
linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo e robustez. Para os ensaios de precisao,
exatiddo e robustez, foi utilizado o mesmo conjunto de validacdo externa descrito na

Figura 7.

Precisdo e Exatidao: Os testes de precisdo foram considerados em dois niveis: Precisdo
intermediaria (inter-corridas) e reprodutibilidade (intra-corrida). A preciséo intermediaria
foi avaliada, utilizando o conjunto de triplicatas contemplando o intervalo linear do

método. No ensaio para a reprodutibilidade, o0 mesmo conjunto foi analisado por dois
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analistas, em dias diferentes em um mesmo equipamento. A precisdo foi expressa na
forma de desvio padréo relativo e coeficiente de variagdo, considerando-se satisfatérios
valores inferiores a 5% para ambos os parametros. Com os resultados das previsoes
para as amostras sintéticas do conjunto de validagdo externa, foi possivel verificar a
exatiddo da metodologia multivariada utilizando-se a Raiz Quadrada do Erro Médio
Quadratico de Previsdo (RMSEP) e erro relativo médio.

Robustez: A robustez do método foi avaliada, analisando-se o comportamento espectral
dos compostos resultantes das reacdes colorimétricas em diferentes condi¢cdes de

temperaturas (5 a 55° C), e tempos de leitura (0, 1 e 2 horas).

Andlise de amostras reais: Para a avaliacdo do modelo multivariado foram analisadas

amostras reais contendo a associacdo em estudo. Para tanto, 10 comprimidos (ou

capsulas) foram triturados e homogeneizadas em almofariz. Massas de
aproximadamente 0,4400 g foram tomadas e dissolvidas em 25,0 mL de metanol e
diluidas a um volume de 100,0 mL com agua destilada. Destas solu¢des foram tomadas
aliquotas de 440,0 yL onde se adicionou solucao tampédo acetato (que também foi
utilizada para acertar o menisco), 1000 pL de solucdo de neocuproina 1,0 x 102 mol L™ e
1000 pL de solucdo de Cu (I) 1,0 x 102 mol L™, completou-se o volume em baldes
volumétricos de 10,0 mL e realizou-se a leitura espectrofotométrica ndo necessitando de

filtracdo prévia. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
4.3.6 Andlise por Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

A andlise por Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia foi realizada
conforme método descrito na Farmacopéia Norte Americana [USP, 2007]. A eluigdo por

gradiente foi aplicada de acordo com as informagdes apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3. Constituicdo das fases moveis na andlise cromatografica por método padréo —
HPLC [USP, 2007].

Tempo (min) Solucéo A (%)* Solucédo B (%0)** Eluic&o
0-05 100 0 Isocratica
05 - 06 100 —» 0 0 — 100 Gradiente Linear
06 — 15 0 100 Isocratica

* Solucdo A: Solugdo Tampéo Fosfato de Sédio Dibasico: Acetonitrila (96:4)

** Solugao B: Solugdo Tampéao Fosfato de Sédio Dibasico: Acetonitrila (45:55)

As solugbes para curva analitica foram preparadas com concentragbes que
variavam de 1,21 a 2,67 x 10 mol L™ de RIF e de 2,92 a 8,75 x 10 mol L™ de INH. Para
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tanto, a dissolugdo dos padrbes foi realizada em uma mistura de tampéo fosfato de
sédio:metanol grau HPLC (96:4), no maximo 10 minutos antes da leitura.

As analises dos medicamentos foram realizadas em triplicata, triturando-se 10
formulacdes de cada forma de apresentacdo do medicamento, sendo pesado cerca de
0,0122 g a 0,0328 g e dissolvido com solugéo tampao em um baldo volumétrico de 100,0
mL, esta solucdo foi sonicada por 10 minutos e analisada no maximo 2 horas apés o

preparo das amostras.

4.3.7 Aplicacdo do método desenvolvido para a determinacdo de RIF e INH em matrizes

biolégicas

4.3.7.1 Andlise de urina humana fortificada com RIF e INH

Em uma aliquota (10,0 mL) da urina de dois voluntarios saudaveis adicionaram-se
guantidades apropriadas das solugbes de padrdo de RIF e INH de forma que a
concentracéo final ficasse na ordem de 5,00 x 10" mol L™ para ambos os analitos. Uma
aliqguota de 3000 pL desta amostra foi preparada conforme procedimento descrito em

4.3.1, sendo posteriormente submetida a analise espectrofotométrica e previsdo do

modelo multivariado desenvolvido e validado.

4.3.7.2 Aplicagdo do método desenvolvido em amostras de soro humano sintético

As amostras de soro humano sintético (pH 7,60) foram preparadas de acordo com
0 método proposto por PARHAM e colaboradores (2001). Uma mistura contendo cerca
de 1,27 g de NaCl, 0,16 g de NaHCO3, 2,6 x10° g de glicina, 3,50 x10 g de triptofano,
3,70 x10°® g de tirosina, 3,20 x 10° g de serina, 6,60 x 10 g de fenilalanina, 9,10 x 102 g
de lisina, 6,30 x 10° g de histidina, 2,90 x 102 g de acido aspartico, 1,00 x 102 g de
arginina e 9,10 x 10° g de alanina foram adicionados a um baldo de 250,0 mL e
completou-se o volume com agua destilada. Uma aliquota de 10,0 mL deste soro
sintético preparado foi fortificada com uma quantidade adequada de solu¢do padrao de
RIF e INH obtendo-se a concentracéo final de 4,50 x 10 mol L™ para a RIF e 6,10 x 10
mol L™ para INH. Posteriormente, uma aliquota de 1000 puL desta amostra foi preparada
conforme procedimento descrito em 4.3.1, sendo posteriormente conduzida a andlise

espectrofotométrica e previsdo do modelo multivariado desenvolvido e validado.
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4.4 Desenvolvimento de método empregando Fe (lll) e o-Fen para derivatiza¢do quimica.

4.4.1 Procedimento geral para o preparo das amostras

Adicionaram-se quantidades apropriadas das soluctes de RIF e INH, 1000 uL da
solugéo 1,50 x 10 mol L™ de FeCls, 1000 pL da solucdo 2,00 x 102 mol L™ de o-FEN e
completou-se o volume dos baldes volumétricos de 10,0 mL com solucao Clark Lubs
(pH=3,00). Em seguida, essas solucdes foram submetidas a leitura espectrofotométrica

na regido do visivel.

4.4.2 Andlise multivariada (Fe (lll) e o-Fen para derivatizacao quimica)

Para andlise da associacdo RIF e INH através da segunda proposta de reacao de
colorimétrica, construiu-se um conjunto de calibragdo constituido por 25 misturas
sintéticas na faixa de concentracdo de 2,00 x 10 a 1,00 x 10 mol L™ para a RIF e 1,50 x
10° a 9,50 x 10° mol L* para a INH, semelhante ao conjunto de calibracdo ja
apresentado na Figura 7 (se¢éo 4.3.4). O conjunto de validagdo externa constitui-se por 7
misturas, sendo 03 dessas em triplicata, dentro da faixa de concentracdo utilizada no
conjunto de calibracao.

Em seguida elaboraram-se modelos de Regressdo de Minimos Quadrados
Parciais (PLSR), os quais foram otimizados (numero de variaveis latentes, variancia
explicada, auséncia de anomalias, erros de validagdo cruzada e validacdo externa) para

a obtencéo do melhor vetor de coeficiente de regressdo na determinagéo desejada.

4.5 Método voltamétrico

4.5.1 Preparo do eletrodo de pasta de carbono

O eletrodo de pasta de carbono foi preparado através da mistura (1:4 m/m) de
6leo mineral (Nujol) e grafite em pé (Fluka). Esta pasta foi homogeneizada e colocada na
extremidade do eletrodo que contém uma cavidade. Tal cavidade consiste de um tubo de
vidro com didmetro interno de 0,5 cm, contendo no seu interior (com uma profundidade
de 0,2 cm) um disco de platina conectado a um fio de platina para contato elétrico.

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se uma cela eletroquimica
(10 mL) contendo trés eletrodos: eletrodo de trabalho (o eletrodo de pasta de carbono),

eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e contra eletrodo de platina.
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4.5.2 Estudo do comportamento eletrodo-solucdo (voltametria ciclica)

O estudo do efeito do pH sobre os sinais voltamétricos de RIF dissolvida em
metanol (5,00 x 10 mol L") e INH (5,00 x 10 mol L™) em eletrodo de pasta de carbono
utilizando a técnica de voltametria ciclica foi realizado na faixa de pH 2-10, dentro do
intervalo de potencial de 0,00 a 1,00 V e velocidade de varredura de 0,05 V s™. Para
verificar o tipo de processo envolvido na interface eletrodo-solucdo, foram realizadas
medidas voltamétricas em diferentes velocidades de varredura obtidas na faixa de 0,01 a
0,10 V s™ para a INH e na faixa de 0,01 a 0,12 V s para a RIF. Posteriormente foram

construidas curvas Ipa vs a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*?).

4.5.3 Estudos utilizando Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

Todos 0s ensaios a seguir foram realizados empregando-se solu¢des de RIF 1,00
x 10®° mol L™, Para tal, dissolveu-se cerca de 0,082 g do padréo de grau farmacéutico em
um baldo de 100,0 mL com &gua destilada, essa solucédo foi sonicada por 40 minutos até
dissolucdo completa da RIF.

Realizou-se a otimizacdo dos parametros da técnica de voltametria de onda
quadrada (frequéncia, potencial de amplitude de pulso e potencial de step — Tabela 03),
utilizando solucées de 1,00 x 10° mol L™ de RIF e 1,00 x 10 mol L™ de INH, ambas
preparadas em solugcédo tampao Britton-Robinson (pH = 4,00).

Tabela 03. Fatores e niveis otimizados no Planejamento Fatorial 2° para a otimizacdo dos
parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada utilizada na determinagéo de
RIF e INH.

Niveis
-1 0 +1
Fatores
Frequéncia (Hz) 10 20 30
EAmpIitude (V) 0,03 0,06 0,09
Estep (V) 0,005 0,007 0,009

Foram realizados experimentos para todas as combinac¢des possiveis dos niveis
selecionados para cada analito, com triplicata do ponto central (destinado ao calculo da

estimativa do desvio), totalizando onze ensaios como é mostrado na Tabela 04.
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Tabela 04: Ensaios experimentais para todas as combinacBes possiveis dos niveis
selecionados do planejamento fatorial 2° para a otimizacdo dos parametros instrumentais
da Voltametria de onda quadrada na determinacdo de RIF e INH

Parametro _

Ensaio Frequéncia (Hz) Eamplitude (V) Estep (V)
01 -1 -1 -1
02 +1 -1 -1
03 -1 +1 -1
04 +1 +1 -1
05 -1 -1 +1
06 +1 -1 +1
07 -1 +1 +1
08 +1 +1 +1
09
10
11

Todos os estudos posteriores foram realizados nas condi¢des otimizadas.

Em seguida, realizou-se um novo estudo do pH (2,00 a 8,00). Para este fim,
solugdes de RIF (1,00 x 10° mol L™ e INH (1,00 x 10®° mol L) foram preparadas em
solucdo tampéao Britton-Robinson nos pHs estudados e submetidas a leitura voltamétrica
nas condi¢cdes previamente otimizadas. Graficos da corrente de pico (l) e potencial de

pico (E) foram construidos vs os pHs estudados.

4.5.4 Curva analitica e desenvolvimento do método de adi¢édo de padrao

Para a construcdo das curvas analiticas de RIF e INH, foram preparadas diluicdes
a partir das respectivas solucées trabalho (1,00 x 10 mol L™ para RIF e 1,00 x 10° mol L’
! para INH), em baldes volumétricos de 10,0 mL. A faixa de concentracéo estudada para
RIF foi entre 4,09 x 10" a 5,39 x 10 mol L™, enquanto para INH foi de 1,00 x 10* a 5,79
x 10 mol L™ em solugéo tamp&o Britton-Robinson (pH = 4,00). Em seguida, as solucdes
foram conduzidas a analise voltamétrica.

As analises dos medicamentos foram realizadas em triplicata, triturando-se 10
formulactes de cada forma de apresentacdo do medicamento, sendo pesado cerca de
0,0203 g a 0,0363 g do medicamento que foi dissolvido com solugdo tamp&o Britton-
Robinson (pH = 4,00) em um bal&o volumétrico de 100,0 mL. Esta solucao foi sonicada

por 40 minutos.
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Para a construgdo do método de adi¢do de padrao para a determinagédo de INH,

uma aliquota de 200 pL da solu¢do dos medicamentos foi diluida em 10,0 mL de tampéo

Britton-Robinson (pH = 4,00). A esta solugédo foram realizadas sucessivas adicdes de

100,0 pL da solugéo do padrédo de INH (3,00 x 10 mol L™), sendo que em cada adicdo a

mistura foi homogeneizada com auxilio de um agitador magnético e posteriormente a

medida voltamétrica de onda quadrada foi realizada.

J& para a construcdo do método de adicdo de padrdo para a determinagcdo de

RIF, uma aliquota de 20 uL da solu¢cdo dos medicamentos foi diluida em 10,0 mL de

tampédo Britton-Robinson (pH = 4,00). A esta solucdo foram adicionadas 100,0 uL da

solugéo padrdo de RIF 1,00 x 10®° mol L?, sendo que em cada adicdo a mistura foi

homogeneizada com auxilio de um agitador magnético e posteriormente realizou-se a

medida voltamétrica de onda quadrada.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos Espectrofotométricos Preliminares

Para atender ao objetivo principal do trabalho, que visa a determinacdo da

associacao farmacéutica RIF e INH através de espectrofotometria na regido do visivel,

estudos preliminares foram realizados. Para tanto, duas solu¢des, uma contendo 1,00 x

10° mol L de INH e outra contendo 1,00 x 10° mol L de RIF foram submetidas a

analise espectrofotométrica, conforme é observado na Figura 8.

Absorbéancia/ u.a.

50 60 70 80
Comprimento de onda/

Figura 8: Comportamento espectral da solugéo de padrdes de RIF (5,00 x 10° mol L) e
INH (5,00 x 10™° mol L) na regido do UV-Vis.
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A RIF apresenta uma banda de absor¢do bem definida com valor maximo préximo
a 470 nm, enquanto que a INH ndo apresenta nenhuma banda na faixa de comprimento
de onda do visivel (350 a 800 nm). Desse modo, fica evidente a necessidade de se
recorrer ao uso de reacbes que resultem em compostos coloridos e permitam a
determinacgdo de INH nesta regido do espectro eletromagnético.

Em fungdo desses resultados, duas reacgdes colorimétricas indiretas foram
avaliadas quanto a possibilidade de utilizacdo para a determinacao indireta de INH via
espectrofotometria na regido do visivel. Na primeira, 0 reagente neocuproina complexa
com fons Cu (Il) formando o composto incolor [Cu(NC),]**, que por sua vez é reduzido
pela INH a [Cu(NC),]", que apresenta coloracdo amarelo-alaranjada, e portanto pode ser

utilizada para a determinacéo de INH.

2NC + Cu** = [Cu(NC),J*
[CU(NC),J*" + INHeg = [CU(NC),]" +INHo, [SAFAVI et al, 2004]

Na segunda proposta, a INH reduz os ions Fe (lll) a Fe (ll), que por sua vez sdo
facilmente determinados através da reacdo colorimétrica com o—fenantrolina, conforme

reacao abaixo.

INH + Fe** — Fe*
Fe* + 30-FEN =— Fe(0-FEN);

5.2 Determinagéo Indireta de INH utilizando ions Cu (ll) e Neocuproina (NC)

O método desenvolvido por SAFAVI e colaboradores (2004) estd baseado na
formacao de um complexo de transferéncia de carga entre Cu (I) e NC (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolina) conforme apresentado anteriormente.

O comportamento espectral deste complexo ([Cu(NC),]") esta representado na
Figura 9, e sua formacgdo esta diretamente relacionada com a concentracao de INH, o

gue permite a determinacao deste farmaco na regiao do visivel.
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Figura 9: Comportamento espectral do composto ([Cu(NC),]") que permite a
determinacéo indireta de INH e, no detalhe, a estrutura quimica do complexo.

Como o objetivo deste trabalho € a determinacdo simultinea de INH e RIF,
estudaram-se as possiveis reacbes secundarias de RIF com estes reagentes
colorimétricos. A Figura 10 ilustra o comportamento espectral da RIF na presenca de Cu
() e NC.

0.8

0.7 ——RIF
| —— RIF + Cu(ll)
—— RIF + Cu(ll) + NC

0.6

0.5
0.4

0.3 1

Absorbancia/ u.a.
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400 500 600 700 800
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Figura 10: Mudancas no comportamento espectral da RIF (5,00 x 10 mol L™) quando na
presenca dos reagentes colorimétricos Cu(ll) (2,00 x 10° mol L") e NC (2,00 x 10° mol
LY.
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Nesta figura é possivel observar duas mudancas significativas no comportamento
espectral da RIF, sendo que na primeira (adicdo apenas de Cu (Il)) ocorre basicamente
um aumento no sinal de absor¢édo da RIF (mais pronunciado na regido UV do espectro),
enquanto na segunda (adicdo de Cu (II) e NC) o maximo de absor¢cédo se desloca para
regido de menor comprimento de onda, provavelmente decorrente da formacdo de um

complexo.

5.2.1 Planejamento Fatorial para otimizacdo da reacdo de complexagéo Cu(l) - NC

Inicialmente, construiu-se um planejamento fatorial 2° para revelar as melhores
condicbes da reacdo de complexacdo Cu (Il) — NC, seguida da posterior reducdo do
complexo pela INH. Os fatores estudados foram: pH (4,00 e 6,00), concentracdo de ions
Cu (Il) (5,00 x 10° e 1,00 x 10 mol L™) e concentracéo de NC (2,00 x 10* e 1,00 x 103
mol L™"). Os ensaios foram realizados conforme mostrado na Tabela 05, sendo que a

resposta monitorada foi o sinal de absor¢cado do complexo formado (455 nm).

Tabela 05. Planejamento Fatorial 2% para a otimizac&o da reacdo colorimétrica (formacéo
de [Cu(NC),]")

Fatores Absorbéncia (u.a.)
Ensaio pH Ceuq Cne A=455nm
01 -1 -1 -1 0,1418
02 +1 -1 -1 0,2901
03 -1 +1 -1 0,2239
04 +1 +1 -1 0,4340
05 -1 -1 +1 0,2255
06 +1 -1 +1 0,3381
07 -1 +1 +1 0,3318
08 +1 +1 +1 0,4805
09 0 0 0 0,5173
10 0 0 0 0,5270
11 0 0 0 0,5391

Através dos cdlculos dos efeitos e considerando-se a estimativa do desvio de
0,0469 (d X toses, 0=2), pOode-se constatar que os efeitos principais (concentragdo de Cu (Il) e

pH) e o efeito de interacdo entre eles sdo significativos. Ja o efeito principal da
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concentragdo de NC, bem como os efeitos de interacdo que envolve este fator ndo séo
significativos no nivel de 95% de confianca (Tabela 06).

Tabela 06. Efeitos principais e de interagcdo entre os fatores otimizados pelo
planejamento fatorial 2°.

Fatores Efeitos Principais Efeitos de interacao

Ceum 0,1187

pH 0,1549

Cnc 0,02454
CeumX pH 0,0715
CnexpH -0,0243
Cne X Ceugy 0,0057
CneXCeyayxpH -0,0064

Em funcdo desta constatacdo, o planejamento fatorial completo 2° pode ser
transformado em um planejamento fatorial completo 2 com duplicata de cada um dos
ensaios, gerando a interpretacdo geométrica mostrada na Figura 11 evidenciando que 0s
maiores valores de absorbancia séo obtidos quando se utilizam as condi¢cdes estudadas
no ponto central.

- — = — — = 0,4572
+ _| 0,2778 :

&
wn
N
~
[

_| 0,1836 |— — — — — 0,3141

I I
- pH +

Figura 11: Interpretagdo geométrica dos fatores significativos (pH e Cc,q) noO
planejamento fatorial 23,
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Como os resultados indicam uma convergéncia de maior sensibilidade para o
ponto central, nenhum deslocamento em termos de pH e concentragdo de Cu (ll) foi
realizado no segundo planejamento fatorial 2° composto central com quintuplicata do
ponto central para obtencao da superficie de resposta. Neste planejamento, manteve-se
constante a concentra¢do de NC em 2,50 x 10™ mol L.* (concentrag&o um pouco superior
ao nivel -1 do planejamento fatorial 2% e INH no valor de 4,00 x 10° mol L™. A resposta
monitorada foi a banda de absor¢cdo em 455 nm cujos valores podem ser observados na
Tabela 07.

Tabela 07. Planejamento Fatorial 2° composto central para a otimizacdo da reacéo
colorimétrica (formac&o de [Cu(NC),]").

Fatores oH Concentracéao Absorbéncia (u.a.)
Ensaio de Cu(NOs), A =455 nm
01 -1 -1 0,0834
02 +1 -1 0,2730
03 -1 +1 0,1704
04 +1 +1 0,4989
05 -\2 0 0,0549
06 \2 0 0,4302
07 0 2 0,2057
08 0 \2 0,4408
09 0 0 0,3618
10 0 0 0,3367
11 0 0 0,3376
12 0 0 0,3404
13 0 0 0,3464

Novamente, os efeitos principais e de interacdo mostraram-se significativos (pH =
0,2591, concentragéo de Cu (Il) = 0,15650 e pH x concentracdo de Cu (ll) = 0,0695) com
nivel de 95% de confianga (s = 0,0103 X tgs9, 5=4 = 0,0287). A partir desses resultados, um

modelo quadrético foi construido e validado estatisticamente pela ANOVA (Tabela 08).
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Tabela 08. ANOVA para o modelo quadratico construido a partir do planejamento fatorial
2% composto central para a otimizacdo da reacdo colorimétrica que permite a
determinacdo de INH.

_ _ Graus de _ _
Fonte de Variagdo  Soma Quadréatica Média Quadratica FcaicuLapo
liberdade
Regressao 0,2182 5 4,36 x 10
160,983
Residuos 0,0019 7 2,71 x 10™*
Falta de Ajuste 0,0017 3 5,67 x 10™ 4576
Erro Puro 0,0004 4 1,00 x 10™ ’
Total 0,1101 12

% de Variancia Explicada = 99,10
% de Maxima Variancia Explicavel = 99,80

O modelo apresentou boa porcentagem de variancia explicada (99,10%) em
comparacdo a porcentagem de méaxima variancia que poderia ter sido explicada. A
regressao mostrou-se significativa com 95% de confiangca (MQR/MQr >>> Fs; = 3,97) e
baixa falta de ajuste (MQfaj/MQep <<< F3, = 6,59). Todos estes dados foram
confirmados pelos baixos valores de residuos e sua distribuicdo aleatoria.

Uma vez que o efeito de interacdo é significativo, os efeitos principais ndo podem
ser interpretados individualmente. Assim, o efeito de interagdo (pH x concentragdo de Cu

(1)) pode ser melhor visualizado na interpretacdo geométrica mostrada na Figura 12.

[y
1

0,33
.......................................... ,

4 A

0,09 0,344 0,23

Concentragao de Cu(NO,),
i o

0,083 [FEN— 61 M 0,273

-1 0 1
pH

Figura 12: Interpretacio geométrica dos efeitos do planejamento fatorial 2 composto
central.
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Nesta figura é possivel observar que em pH 4,0 (nivel -) um aumento de 0,09 u.a
ocorre quando é variada a concentracao de Cu (Il) do nivel menor para o nivel maior. No
entanto, em pH 6,0 (nivel +) um aumento maior (0,23 u.a.) no valor de absorbéancia é
observado quando é variada a concentracao de Cu (ll), evidenciando que o efeito do pH
depende da concentracdo de Cu (Il) utilizada. Interpretacdo similar pode ser realizada
fixando-se a concentracdo de Cu (ll), evidenciando novamente a dependéncia entre as

duas variaveis estudadas.

A Figura 13 mostra uma representacdo tridimensional da absorbancia vs os
fatores codificados otimizados.

Il -06
. Il <06
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Figura 13: Superficie de resposta para o0 modelo quadratico AbSss nm) = 0,3446 + 0,1311
pH + 0,0807 Ccyqy — 0,0576 pH® — 0,0173 Ccygy” + 0,0347 pH X Ceyg.-

A superficie de resposta mostra que a maior sensibilidade para a determinacao foi
obtida em pH 6,0 e em altas concentragdes de Cu (Il). A influéncia do pH sobre a reducédo
do Cu (II) pela INH foi descrita por SAFAVI e colaboradores (2004), que relata o
favorecimento do processo de oxidagdo do grupo hidrazina em pH maior do que 5,0.
Observando-se os valores de pKa da INH (pKa; = 1,85 referente ao grupo —NH,, pKa, =
3,54 referente ao N do anel aromético e pKaz = 10,77 referente ao grupo -NH [KLOPMAN
et al, 1996]) e o gréfico de distribuicdo das espécies (Figura 14); os demais ensaios o pH
= 5,0 para evitar a possibilidade de hidrélise dos ions Cu (ll) e Cu (l).
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Figura 14: Diagrama de distribuicdo das espécies para a INH.

Analisando o diagrama de distribuicdo das espécies para a INH é possivel concluir
que a molécula de INH no pH otimizado ndo tem mais os 2 prétons mais facilimente
ionizaveis o que pode favorecer a reagdo colorimétrica utilizada. Vale a pena ressaltar,
gue embora a superficie de resposta sugira o pH = 6,0 como condi¢éo otimizada para o
processamento da reacdo colorimétrica, utilizar-se-4 em todos os ensaios 0 pH ajustado

em 5,00 para evitar a possivel hidrolise do ion cuprico.

5.2.2 Métodos de calibracdo convencionais (Cu (ll) e NC para derivatiza¢cdo quimica)

Devido & proximidade dos comprimentos de onda de méxima absor¢cdo dos
complexos formados (Figura 15), ou seja, 450 nm para a 0 composto que envolve a
determinacdo direta de RIF e 455 nm para o complexo [Cu(NC),]* (que envolve a
determinacgéo indireta da INH), torna-se inviavel a resolucdo dos sinais de absorbancia, o
gue dificulta a determinacdo simultanea dos analitos, sem nenhuma manipulagdo dos

dados espectrais.
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Figura 15: Comportamento espectral dos complexos envolvidos na determinagéo de INH
(Complexo 1: [Cu(NC).]") e RIF (Complexo 2))

Uma das formas que permite contornar parte do problema de interferéncia

espectral € a metodologia derivativa. Assim, os espectros de cada um dos farmacos

complexados foram processados em primeira derivada com 9 pontos de alisamento.

Nestas condi¢bes, o espectro da RIF apresenta um ponto de anulagdo de melhor

definicGo em 450 nm, ponto este onde a derivada do sinal de absorbancia é zero para

gualquer valor de concentracdo deste analito. Em funcdo desta caracteristica, uma curva

analitica com valores de 9A/d), neste ponto de anulacdo, pode ser elaborada para INH

(Figura 16).
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Figura 16: Primeira derivada dos dados espectrais (RIF) e curva analitica (INH)
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De maneira analoga, a INH apresenta também um ponto de anulagdo onde a
derivada do sinal é zero, em 455 nm. Neste ponto uma curva analitica com valores de

0A/d) pode ser elaborada para determinacdo da RIF (Figura 17).
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Figura 17: Primeira derivada dos dados espectrais (INH) e curva analitica (RIF).

Utilizando-se treze misturas sintéticas para avaliar a capacidade de previsao deste
sistema de calibragéo, foi possivel observar a baixa capacidade do método derivativo em
realizar a determinacado quantitativa dos farmacos. Em todas as amostras a concentragdo
determinada foi negativa, ou seja, nao determinavel. Esta incapacidade de previséao,
provavelmente foi uma consequéncia da perda de sensibilidade do método que é gerada
pela derivatizacdo dos dados espectrais, além do aumento do ruido. Para a RIF, a curva
analitica foi construida no comprimento de onda de 455 nm (muito préximo do seu proprio
ponto de inflexdo, 450 nm). Neste comprimento de onda a derivada do sinal de absorgéo
da RIF apresenta valores muito proximos de zero, dificultando o emprego da metodologia
derivativa para a determinacao deste farmaco. Além disso, a proximidade dos pontos de
inflexdo (450 e 455 nm) faz com que os valores dos sinais utilizados para a construcao
das curvas analiticas sejam muito pequenos e, portanto os ruidos nos espectros
derivados apresentam grande influéncia, explicando a impossibilidade de determinacao.

Para o método de Vierordt, o sistema de equacdes foi resolvido prevendo-se os
valores de concentracdo para RIF e INH, com seus respectivos erros relativos médios
(Tabela 09).
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Tabela 09: Resposta prevista e erro obtidos pelo método de Vierordt para RIF e INH.

Concentracao real

Concentracao prevista

Erro Relativo

Amostra (mol LY (mol L) (s¥) (%)
RIF INH RIF INH RIF INH
1a3  150x10° 450x10° 548x10° 647x10° 00 437
(7,48 x 10°)* (1,78 x 10°)*
5 s Ll22x10° 5,14 x 10®
4a6 1,10x10° 4,40x 10 99,9 16,9
(4,23x10°%*  (3,51x107)*
2,28 x 107 4,86 x 10°
7a9 350x10° 2,80x10° 99,3 73,4
(1,81 x 10%)* (1,46 x 10°)*
10 5,00 x 10° 4,30 x 10° 3,54 x 107 7,16 x 10 99,3 66,5
11 6,50 x 10° 1,15 x 10° 5,39 x 10 5,04 x 10 99,2 338,0
12 4,20 x 10° 3,55x 10° 0,00 6,43 x 10° 100 81,1
13 3,00 x 10° 1,80 x 10° 1,96 x 107 3,66 x 10° 99,3 103,0
ERRO RELATIVO MEDIO (%) 99,7 76,2

s* = Estimativa do desvio para as analises realizadas em triplicata.

Como esperado, o principio da aditividade espectrofotométrica, assim como o
método derivativo anteriormente avaliado, também apresentou baixa capacidade de
previsdo e altos valores de erro relativo médio (76,2% para INH e 99,7% para RIF).
Nesse método obtém-se maior exatiddo quando os maximos de absorcdo dos dois
analitos ndo se sobrepdem consideravelmente, fato que n&o acontece para estas
analises.

Os resultados apresentados indicam que os sistemas univariados de calibracéo,
fundamentados em curvas analiticas convencionais e no uso de sistemas derivativos, se
apresentam inadequados para 0 processamento de sinais espectrais com intensa
sobreposicdo. Como comentado anteriormente, trata-se do principal inconveniente
associado ao uso de espectroscopia eletrdnica, inconveniente este que normalmente
limita consideravelmente a sua aplicabilidade. Deste ponto de vista, o uso de alternativas

multivariadas se justifica plenamente.

5.2.3 Método Multivariado (Cu (ll) e NC para derivatizagcao quimica)

Os espectros na regido do visivel do conjunto de calibracdo, composto por 25
misturas sintéticas, dentro da faixa de concentracdo de 1,00 x 10 a 5,00 x 10®° mol L™
para a INH e 1,00 x 10° a 7,00 x 10 mol L™ para a RIF foram adquiridos (Figura 18) e
processados através da metodologia de Regressdo de Minimos Quadrados Parciais
(PLSR) e procedimento de validagao cruzada. Nesta etapa, além da utilizagdo dos dados

originais, foram testados diversos tipos de tratamentos (primeira derivada, segunda
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derivada, alisamento, normalizacdo) aliados a procedimentos de pré-processamento
(dados centrados na média, autoescalamento), avaliando sempre a capacidade de

previsdo dos modelos utilizando um conjunto de validag&o externa.

Absorbancia/ u.a.

T T T
400 500 600 700 800

Comprimento de onda/ nm

Figura 18: Comportamento espectral das 25 misturas sintéticas do conjunto de
calibracdo utilizados na construgdo do modelo multivariado para a determinacdo de RIF e
INH.

O modelo otimizado para determinagdo de RIF e INH com melhor capacidade de
previsdo apresentou as seguintes caracteristicas: faixa espectral de 350 a 800 nm, com
dados alisados em 5 pontos, 0 que permite uma minimizacdo dos ruidos instrumentais.
Para definir o melhor nidmero de variaveis latentes (VLs) para constru¢do do modelo
multivariado, utilizou-se o método de validacéo cruzada, "Leave one out”.

Neste procedimento, um espectro é retirado do conjunto de calibragdo, sendo
utilizado como elemento de previsdo. Esta operagdo é repetida tantas vezes quanto
necessario, de maneira a garantir que todos os elementos do conjunto participem como
elemento de previsdo. Os erros que surgem desta previsdo sdo apresentados como a
Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico de Validacdo Cruzada (RMSECV) em funcgéo
do numero de VLs (Figura 19).
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N Variavel Bloco X Bloco Y
8 1 Latente (VL) VL | Cum | VL | Cum
n 1 99,70 [ 99,70 | 90,11 | 90,11
5 2 0,29 | 100,0 | 9,82 | 99,93
n 3 0,00 | 100,0 | 0,60 | 99,99
T 4 0,00 | 100,0 | 0,00 | 99,99
;o_5ﬁ 5 0,00 | 100,0 | 0,00 | 99,99
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Figura 19: Evolugédo dos valores de RMSECV pelo numero de variaveis latentes, no
detalhe: porcentagem de variancia capturada pelo modelo em cada variavel latente.

A minimizacéo dos erros de previsdo para o modelo construido com 3 VLs, gera
valores de RMSECYV de 3,05 x 107 mol L™ para RIF e 6,28 x 107 mol L™ para INH. Sendo
que a variancia capturada para a matriz X é de 100% e da matriz Y de 99,99%. Embora
fosse esperado que o sistema a ser calibrado apresentasse apenas 2 VLs (uma para
cada farmaco), modelos com esta caracteristica apresentaram uma menor capacidade de
previsdo para INH, indicando que a inclusédo desta terceira VL é importante para explicar
parte da informagéo espectral referente ao complexo [Cu(NC),]".

A Figura 20 mostra o vetor de regressao obtido para este modelo construido

utilizando os dados alisados em 5 pontos e 03 VLs.
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Figura 20: Grafico do vetor de coeficiente de regresséo para RIF e INH do modelo PLSR
construido.

Esta figura evidencia que praticamente todas as regides espectrais foram
consideradas relevantes para a correlacdo desejada, sendo que apenas a regido apos 0s
700 nm ndo apresenta informacdo analitica relevante (coeficientes de regressdo muito
préximos de zero).

A Figura 21 mostra o grafico de “loadings” vs comprimento de onda e sua
semelhanga ao comportamento espectral dos compostos caracteristicos empregados

para a determinacdo espectrofotométrica na regido do visivel de RIF e INH.
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Figura 21:(A) Loadings das 3 primeiras VLs e no detalhe: comportamento espectral
individual de (B) RIF e (C) INH na presenca dos reagentes colorimétricos Cu (ll) e NC.

No gréafico de “loadings” é possivel observar a contribuicdo de cada variavel
original para a construcéo das 03 primeiras VLs, sendo que nenhuma delas evidencia a
insercdo de ruidos ao modelo. Além disso, observa-se que o comportamento dos
“loadings” referentes a primeira VL, assemelha-se muito ao comportamento espectral do
complexo formado com a RIF indicando que esta VL explica grande parte da informagéo
analitica referente a este complexo e, portanto € fundamental na construcdo do modelo
multivariado para determinacdo de RIF. De modo andlogo, o comportamento dos
“loadings” referentes a segunda VL é similar ao inverso do comportamento espectral do
complexo [Cu(NC),]*, ou seja, essa VL explica grande parte da informacédo espectral

deste complexo, sendo fundamental na construcdo do modelo para quantificacdo de INH.
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A terceira e Ultima VL explica as demais informacdes espectrais relevantes na construcdo
do modelo.
A Figura 22 apresenta o gréfico de residuos de Student vs Leverage para a

verificacdo de anomalias no conjunto de calibracéo.
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Figura 22: Residuos de Students vs leverage para o0 modelo multivariado construido.

Os residuos de Student indicam se as amostras estdo incluidas na distribuicéo
normal, considerando-se um intervalo de confianga de 95%, enquanto que o Leverage
representa a distancia entre cada espectro e o centroide do conjunto. Por definicdo, os
valores maximos permitidos para estes parametros sdo = 2,5 para os Residuos de
Student e 0,36 para o Leverage (considerando-se 3 VL/N, onde VL representa 0 nimero
de VLs utilizadas na constru¢cado do modelo, e N é o nimero de amostras do conjunto de
calibracdo). Embora a amostra 25 encontre-se fora do limite de leverage (0,36), uma
tentativa de retirada desta amostra do conjunto de calibracdo foi realizada. No entanto,
isso ndo contribuiu para a minimizacao de erros de calibracdo e validacéo. Tal fato pode
ser explicado ja que as amostras de maior e menor concentra¢do dos analitos geralmente
possuem um comportamento espectral diferente do comportamento médio das demais
amostras do conjunto.

A Figura 23 ilustra os valores reais vs 0s valores previstos pelo modelo de

regressao durante a validacéo cruzada para ambos os analitos.
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Figura 23: Valores previstos (CV) vs. valores reais de (A) RIF; (B) INH

Como € possivel observar, o modelo apresentou boa capacidade preditiva,
demonstrada pelos altos coeficientes de correlacdo obtidos (Rcy = 0,9999 para RIF e Rey
= 0,9997 para INH).

A capacidade de previsao foi confirmada frente ao conjunto de validagdo externa
(conjunto de misturas sintéticas que nao foram utilizadas na etapa de calibracdo)
obtendo-se os valores apresentados na Tabela 10. E possivel observar que os erros

relativos foram baixos, inferiores a 3,83% para a RIF e 6,11% para INH, com boa
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repetibilidade (baixos valores de estimativa do desvio padrdo) A utlizacdo da
espectrofotometria na regido do visivel acoplada ao PLS mostrou-se satisfatéria por se
tratar de uma técnica simples, de baixo custo, alta sensibilidade e baixos valores de erro
para a determinacao destes tuberculostaticos.

Tabela 10: Resposta prevista e erro obtidos pelo modelo multivariado PLSR para a
previsdo de RIF e INH.

Concentracéo real Concentracao prevista

Erro Relativo (%)

Amostra (mol L™ (mol L™ (s¥)
RIF INH RIF INH RIF INH
-5 -5
1a3  150x10° 450x10° 1°2x10 444x 10 1,92 1,18
(2,65x 107)* (4,04 x 107)*
5 s l14x10° 4,39 x 107
4a6 1,10 x 10 4,40 x 10 3,50 0,70
(5,77 x 10%* (3,0 x 107)*
s s  3,50x10° 2,83 x10°
7a9 3,50 x 10 2,80 x 10 0,28 1,36
(1,53x107)* (2,52 x 107)*
10 5,00 x 10° 4,30 x 10° 4,98 x 10° 4,42 x 10° 0,22 2,90
11 6,50 x 10° 1,15x10° 6,42 x 10 1,09 x 10 1,15 4,60
12 4,20 x10° 3,55x10° 4,18 x 10° 3,33x10° 0,30 6,11
13 3,00x10° 1,80 x10° 2,99 x 10° 1,77 x 10° 0,24 1,47
ERRO RELATIVO MEDIO (%) 1,63 1,82

s* - estimativa do desvio padrao para triplicata

Para fins de comparacao, a Tabela 11 apresenta os erros relativos médio para o
conjunto de validagdo externa empregando-se todas as metodologias de analise
simultdnea de INH e RIF utilizando-se o procedimento de derivatizagdo empregando-se

como reagentes solugdes de Cu(ll) e NC.

Tabela 11: Capacidade de previsdo dos modelos construidos para a determinacdo de
INH e RIF.

Erro relativo médio (%)

MODELO
RIF INH
Principio da aditividade espectrofotométrica 99,7 76,2
Primeira derivada dos dados espectrais 100 100
Modelo multivariado (PLSR) 1,63 1,82

Através destes dados, € possivel confirmar a superioridade da capacidade de
previsdo da metodologia de calibracao multivariada para a analise requerida.

5.2.4.Validacao do método empregando ions Cu () e NC na derivatizagdo quimica
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Os valores de RMSEP e erro relativo médio do conjunto de validagdo externa
através do modelo PLSR foram respectivamente 3,30 x 107 mol L™ e 1,63% para RIF e
8,11 x 10" e 1,82% para a INH, indicando uma boa exatiddo do método.

O método apresentou linearidade em uma faixa de concentracdo para RIF de 1,00
x 10®° a 7,00 x 10®° e de 1,00 x 10®° a 5,00 x 10° mol L™ para INH. Apesar de obter
coeficientes de correlacdo (0,9999 para a RIF e 0,9997 para a INH) maiores que o0s
preconizados pela ANVISA (coeficiente de correlacago = 0,99), o intervalo de
concentracdo modelado ndo compreende a faixa de 80 a 120% do valor nominal de
concentracdo dos analitos em amostras farmacéuticas, e, portanto ndo obedece a esta
especificacdo da ANVISA. Ou seja, a proporcdo 1:4 da quantidade em mol de RIF:INH
esta dentro dos limites lineares estabelecidos pelo modelo (representada pelas amostras
que se localizam no canto esquerdo superior da Figura 7), mas sem a possibilidade de
aumentar a concentracdo de INH ou diminuir a de RIF. Esta impossibilidade de obter um
modelo no intervalo recomendado se deve ao fato de que a diminui¢do da concentragédo
de RIF acarretaria em prejuizo de previsdo devido a baixa sensibilidade para esta
determinacdo. Por outro lado, aumentar a concentracdo de INH também ndo € uma
solugdo viavel, j& que o comportamento espectral das misturas teria valores de
absorbancia superiores a 3,0 u.a., regido que néo garante a obediéncia da lei de Lambert
- Beer.

A Figura 24 apresenta a aleatoriedade dos residuos para RIF e INH no modelo

desenvolvido.
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Figura 24: Gréfico dos residuos (CV) vs concentracao real para RIF e INH.

Os dados de coeficientes de correlacdo jA mencionados, juntamente com a
aleatoriedade dos residuos, indicam um bom ajuste do modelo multivariado, sendo este
linear na faixa de concentracdo estudada.

As analises de precisdo envolveram estudos de repetibilidade (preciséo intra-
corrida) e precisao intermediaria (precisao inter-corrida). Neste trabalho, esta figura de
mérito analitico foi obtida através dos calculos de coeficiente de variacdo (CV, Equacao
02) e estes, foram comparados aos valores referenciados pela ANVISA.

DP

CV (%) = = <100

Eq. 02

Onde: DP é a estimativa do desvio padrdo e CMD a concentragdo média determinada.

O valor maximo aceitavel de CV (%) deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a
finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% de DPR. Os resultados

para estes parametros estdo apresentados na Tabela 12.



Dissertacdo de Mestrado — Sandra Stets 70

Tabela 12. Resultados do ensaio de repetibilidade (precisédo intra-corrida) e precisdo
intermediaria (precisdo inter-corrida) para o modelo multivariado.

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03

Concentracao RIF INH RIF INH RIF INH
(mol L™ 1,50x10° 4,50x10° 1,10x10° 4,40x10° 3,50x10° 2,80x10°
Precisio CMD  1,52x10° 4,48x10° 1,14x10° 4,40x10”° 3,51x10”° 2,84x10°
intra- DP  2,81x107 8,50x107 4,67x10® 3,08x107 1,23x107 2,17x10”

corrida Cv 1,84 % 1,89 % 0,41 % 0,70 % 0,35 % 0,77 %

Precisio @CMD 1,55x10° 4,55x10° 1,14x10° 4,43x10° 3,54x10° 2,82x10°
inter- DP  3,27x107 1,31x10° 1,72x107 1,14x10° 3,67x107 7,06x10°
corrida CV 2,11 % 2,87 % 1,51 % 2,58 % 1,04 % 2,51 %

A Tabela evidencia que a metodologia proposta apresenta boa repetibilidade
(preciséao intra-corrida) e boa precisao intermediaria (precisao inter-corrida) com valores
de DPR dentro dos critérios aceitaveis (DPR < 5%). Em ambos os casos, a determinagéo
de RIF mostrou maior precisdo que a determinacdo de INH.

O método também foi considerado robusto (Tabela 13) por apresentar
estabilidade das solu¢des analiticas por até 2 h apds a sua preparagdo (DPR méaximo
observado de 3,29%) e resultados precisos até a temperatura de 25° C para analises
feitas em um sistema variando-se a temperatura (5° a 55° C).
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Tabela 13: Avaliacdo da capacidade de previsdo do modelo construido para uma mistura
contendo 3,50 x 10° mol L de RIF e INH em diferentes temperaturas, erro relativo médio
destas determinac¢des e estimativa do desvio padréo para previsdo desta mesma solugao

em diferentes tempos de reacao.

Concentracéo Predita Erro Relativo Tempo
Temperatura (mol L™ Médio (%) de DPR (%)

(°C) RIF INH reagao
(350x10% (350x10% R~E o INHO oy RIFINH
5 3,51 x 10° 3,47 x 107 0,33 -1,15 5 0,29 0,17
10 3,64 x 107 3,37 x 107 2,93 -3,59 10 0,36 0.87
15 3,69 x 10° 3,28 x 10° 5,45 -6,28 20 1,24 0,90
20 3,76 x10° 3,19 x 10° 7,48 -8,85 30 1,49 0,99
25 3,96 x10° 3,19 x 10° 7,73 -8,85 45 1,43 1,21
30 4,02 x 10° 3,14 x 10° 14,8 -10,1 60 1,97 1,22
35 4,09 x10° 3,10 x 10° 17,0 -11,5 90 2,08 1,43
40 4,19 x10® 3,10 x10°® -88,0 -11,4 120 2,97 3,29
45 4,27 x10° 3,09 x 10° 22,1 -11,7 180 542 5,89
50 4,36 x 10° 3,10 x 10° 24,7 -11,5 240 8,37 6,78
55 3,52 x10° 3,45 x 10° 63,7 -1,30 300 9,12 8,01

Finalmente, de acordo com os estudos de linearidade, precisdo e exatiddo, foi

determinada a faixa de aplicacdo do método analitico multivariado dentro dos intervalos
compreendidos entre 1,00 x 10® a 5,00 x 10> mol L™ para a INH e 1,00 x 10 a 7,00 x 10°
®>mol L para a RIF.

5.2.5 - Andalise de amostras reais

A exatiddo do método multivariado proposto também foi avaliada em relagdo aos
resultados obtidos por aplicagdo do método cromatografico padrdo, na andlise de
medicamentos. Para tal, os cromatogramas dos padrbes de calibracdo e as curvas

analiticas obtidas estdo representados na Figura 25.
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Figura 25: (A) Cromatogramas dos Padrdes farmacéuticos obtidos pelo método padrao

farmacopeico. Curva analitica construida a partir do método padréo para (B) INH; (C)

RIF.

Pode-se observar uma excelente linearidade tanto para a RIF (Y = -4,9462 +
191450 Cgjr, R = 0,9908) quanto para a INH (Y =-1,4639 + 35451 Cj\y, R = 0,9969). Os

cromatogramas obtidos pela andalise dos medicamentos estdo apresentados na Figura

26.
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Figura 26: Cromatogramas obtidos na andlise dos medicamentos pelo método padrdo
farmacopeico.

Empregando a curva analitica construida, estimou-se a quantidade dos analitos
em cada formulacdo farmacéutica. Estes dados foram comparados com os obtidos pelo
método espectroscopico multivariado (Tabela 14), evidenciando uma excelente coeréncia

entre o método da farmacopéia e a proposta neste trabalho.

Tabela 14. Analise de medicamentos pela metodologia farmacopeica e pelo método UV-
Vis proposto acompanhado dos erros relativos.

Medicamento Método Padrao Método Proposto Erro Relativo (%)
RIF/mg INH/mg RIF/mg INH/mg RIF INH

MED A 299,0 205,0 304,9 2124 2,0 3,6
MED B 153,2 101,2 154,0 106,2 0,5 4.9
MED C 325,0 199,1 318,3 208,7 -2,1 4.8
MED D 169,7 108,7 165,5 109,2 -2,5 0,5

Assim, a utilizacdo da reacdo de derivatizacao utilizando Cu (ll) e NC na analise
por espectroscopia na regido do visivel acoplada a PLSR mostrou-se adequada na
determinacdo de ambos os analitos em medicamentos associados.

De modo geral, 0 método proposto apresenta capacidade de previsdo semelhante
ao método padrao, enquadrando-se na maioria das especificacdes recomendadas pela

ANVISA. Além disso, apresenta vantagens como diminuicdo no tempo de andlise e
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principalmente no custo como pode ser observado na Tabela 15 que compara ambos os

métodos utilizados para a analise de cada amostra.

Tabela 15. Comparacao entre 0 método padrdo e método proposto na analise de uma
amostra contendo a associacdo estudada.

Método Padréo Método proposto
Tempo de preparo de uma amostra 30 minutos 10 minutos
Tempo de leitura para uma amostra 20 minutos 50 segundos
Custo estimado dos reagentes R$ 30,00 R$ 7,00
Custo estimado dos equipamentos R$ 120.000,00 R$ 30.000,00

Ha de se ressaltar ainda que no método desenvolvido ndo houve interferéncia dos

excipientes, nem a necessidade de separacdo dos mesmos através de filtragao.

5.2.6 Aplicagdo do método desenvolvido em amostras biol6gicas

5.2.6.1 Andlise de urina humana fortificada com RIF e INH

Como pode ser observado nos resultados da secao anterior, 0 método analitico
desenvolvido mostrou-se rapido, de baixo custo, sensivel e preciso para a analise de
rotina de RIF e INH em capsulas e comprimidos. Como as faixas lineares do método
multivariado proposto para RIF e INH sdo compativeis com a concentragdo destes
medicamentos na urina excretada por pacientes em tratamento [BARSOUM et al, 2008],
um estudo para diagnosticar a viabilidade de aplicacdo direta deste método em amostras
de urina humana sem efetuar uma etapa de separagdo na amostra foi realizada. Apesar
deste método apresentar boa sensibilidade, a seletividade € um parametro extremamente
importante nesta matriz, uma vez que devem ser considerados os efeitos da matéria
organica presente na amostra, assim como, sua coloragéo caracteristica.

A Figura 27 compara 0 comportamento espectral de uma mistura sintética e uma
amostra de urina fortificada com concentragbes apropriadas dos analitos e diluidas na
propor¢do 3:10 (faixa linear do modelo multivariado construido) analisada pelo método

proposto.
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Comportamento espectral dos complexos:
—o— Amostra de urina fortificada
—a — Amostra Aquosa fortificada
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Figura 27: Comportamento espectral da solugdo aquosa e amostra de urina fortificadas
com quantidades apropriadas de RIF e INH apoés as reacdes colorimétricas.

E possivel observar que o comportamento espectral da urina fortificada é muito
similar ao comportamento espectral da mistura em solugéo aquosa.
A Tabela 16 mostras os resultados obtidos na andlise de duas amostras de urina.

Tabela 16. Resultados obtidos na determinacdo de RIF e INH por espectrofotometria UV-
Vis em amostra de urina humana fortificada.

Adicéo / mol L™ Concentracdo Encontrada / mol L™ Recuperacao / %
RIF INH RIF* INH* RIF INH

5,00x 10° 5,00 x 10° 4,83 x 10™ +3,07x10" 5,20 x 10°+ 2,81x10”" 96,7 104,0
500x 10° 5,00x 10° 4,87x10°+9,57x10" 5,09 x 10° + 9,50x10™" 97,5 101,9

" Valores médios e estimativa do desvio padrdo para cinco determinacoes.

Dessa forma pode-se inferir que estes resultados sdo extremamente satisfatérios.
Vale a pena ressaltar que a viabilidade desta determinacdo s6 foi possivel pelo uso de
reacfes de derivatizacdo quimica que tornaram o meétodo mais seletivo comparado
aqueles que utilizam a regido UV (190-350 nm) para a constru¢do de modelos
multivariados. Assim, este método pode ser aplicado a analise direta de RIF e INH em

amostras de urina sem a interferéncia dos componentes da matriz biolégica.
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5.2.6.2 Andlise de soro sintético fortificado com RIF e INH

O fato de néo termos dados de literatura que mencionem a quantidade de RIF e
INH encontrada em soro sanguineo faz com que esta etapa do trabalho seja voltada para
diagnosticar a interferéncia dos constituintes do soro humano sintético na determinacao
dos farmacos através do método desenvolvido. A quantidade média (n = 5) de RIF e INH
recuperada foi igual a 99,8 e 99,1 % para RIF e INH, respectivamente. A precisdo da
metodologia, aplicada em amostra de soro humano sintético, foi avaliada por meio de 5
replicatas, sendo o DPR obtido igual a 4,88 x 10" para a RIF e 5,21 x 10" para a INH.

Esses resultados indicam que os componentes do soro humano sintético néao
interferem no método desenvolvido, sendo que os resultados de recuperacao
encontrados foram melhores em comparacdo com a andlise de urina, 0 que pode ser

atribuido a auséncia de cor na matriz de soro sintético.

5.3 Método empregando Fe (lll) e o-FEN para a derivatizacdo quimica

Nesta segunda proposta de derivatizacdo quimica, a determinacgdo indireta de INH
foi bem descrita por [EL-BRASHY et al, 1991], e novamente os reagentes utilizados para
esta derivatizacdo complexam com a RIF (Figura 28). Um fator agravante nesta proposta
esta representado pela maior quantidade de possiveis reacbes secundarias, fato que
dificulta muito o desenvolvimento de uma metodologia de calibracdo. E possivel observar
pelo comportamento espectral dos possiveis complexos formados, que em alguns casos,
sao formados compostos que deixam de absorver na regido visivel (mistura de RIF + Fe
(Il1) ou mistura de RIF + Fe (II)).
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Figura 28: Comportamento espectral de varios compostos formados com a RIF a partir
das reacOes de derivatizagdo empregando-se Fe (lll) e o-Fen.

Diversas tentativas foram realizadas para minimizar o problema e possibilitar a
aplicacdo da metodologia multivariada para esta proposta. No entanto, como sera

possivel observar nos resultados a seguir, nenhum modelo satisfatério foi encontrado.
5.3.1 Modelo Multivariado (Fe (lll) e o-Fen para derivatizagdo quimica)

Os espectros na regido do visivel do conjunto de calibracdo, composto por 25
misturas sintéticas, dentro da faixa de concentracdo de 1,50 x 10 a 9,50 x 10®° mol L™
para a INH e 2,00 x 10° a 1,00 x 10* mol L™ para a RIF foram adquiridos e processados
através da metodologia de Regressdo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR) e
procedimento de validag&o cruzada. Nesta etapa, além da utilizacdo dos dados originais,
foram testados diversos tipos de tratamentos (primeira derivada, segunda derivada,
alisamento, normalizacdo) concomitantemente a procedimentos de pré-processamento
(dados centrados na média, autoescalamento), avaliando sempre a capacidade de
previsdo dos modelos, através de um conjunto de validacdo externa composto por 13
misturas sintéticas, sendo 3 delas em ftriplicata.

O melhor modelo empregou dados originais na regidao espectral compreendida
entre 380 e 800 nm com resolucdo de 1 nm. A regido entre 350 e 380 nm foi eliminada do

conjunto de dados espectrais por apresentar ruido intenso (Figura 29).
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Figura 29: Espectros do conjunto de calibracdo utilizado na constru¢do do modelo
multivariado.

Para definir o melhor nimero de variaveis latentes (VLs) para construcdo do
modelo multivariado, utilizou-se o método de validacdo cruzada, "Leave one out’. Os
erros que surgem desta previsdo sdo apresentados como RMSECV em fungdo do
namero de variaveis latentes (Figura 30).

RMSECYV (RIF), RMSECV (INH)
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Figura 30: Evolugdo do RMSECV em fung&o do niumero de variaveis latentes para o
modelo utilizando dados originais e regido espectral compreendida entre 380 e 800 nm.
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Através desse gréfico foi possivel observar que a partir de 2 VLs 0s erros para o
RIF séo praticamente constantes, enquanto que para a INH a minimizacdo do erro ocorre
somente apés a quarta VL. Adicionalmente, observa-se que estas quatro VLs explicam
100,0 % da variancia dos dados espectrais (matriz X), e 99,92% da variancia dos dados
de concentragao (matriz Y).

Por esta razdo 4 VLs foram selecionadas para a elaboracdo do modelo de
determinacdo simultdnea de RIF e INH. Entretanto, para fins comparativos, modelos
envolvendo um maior ou menor numero de VLs também foram elaborados, no entanto, a
capacidade de previsdo do modelo néo foi melhorada.

A Figura 31 mostra o grafico dos coeficientes de regressao para o melhor modelo

para esta proposta vs 0os comprimentos de onda.

Vetor de Regresséao para RIF e INH

——RIF -6
—e— |NH

450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda/ nm

Figura 31: Grafico dos coeficientes de regressao na faixa espectral estudada para RIF e
INH utilizando dados originais e 4 VL.

Analisando-se os dados de coeficiente de regressdo para o melhor modelo é
possivel observar que para a determinacéo de INH, os coeficientes de regresséo indicam
gue nenhuma regido espectral € importante na construcdo do modelo de determinagéo
para este farmaco (valores muito proximos de zero). Esta tendéncia gera indicios de uma
baixa capacidade de previséo para a INH por esta metodologia.

A analise do grafico de residuos Studentizados vs Leverage indica que todas as
amostras apresentam baixos valores de residuo, e leverage dentro dos limites aceitaveis.
Assim, para ambos os parametros avaliados nenhuma amostra pode ser considerada

anobmala.
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Embora a Figura 32 apresente um bom coeficiente de correlagao entre o valor real

e o previsto para RIF (Rcy = 0,9999), 0 mesmo ndo pode ser dito para a correlacdo

encontrada para a INH (Rcy = 0,9200). Este é um outro indicio da dificuldade de obtencao

de um modelo com boa capacidade de previséo para a INH.
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Figura 32: Grafico de valores reais vs valores previstos para a validacao cruzada, valores
de coeficientes de regressdo (R?(CV)), RMSEC e RMSECV obtidos pelo modelo

multivariado para: (A) RIF; (B) INH
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Para uma melhor avaliagdo do modelo construido, uma etapa de validacdo
externa foi realizada. Os valores das concentracdes de RIF e INH previstos por esse
modelo, bem como os erros relativos e os valores de RMSEP estdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17. Resultados da previsdo das concentracdes das misturas sintéticas de RIF e
INH, reservadas para validagdo, utilizando o melhor modelo multivariado encontrado para
previsdo. (concentracdes expressas em mol L™ e erro relativo em %).

Concentragéo real Concentragéo prevista _
Erro Relativo (%)

Amostra (mol L™ (mol L™ (s¥)
RIF INH RIF INH RIF INH
1a3  650x10° 500x10° ©62x10°  608x10° o
(2,65 x 107)* (4,04 x 107)*
486  225x10° o000x105 225X10°  9Axi0C o oo
’ ’ (5,77 x 10%* (3,0 x 107)* ’ ’

7a9 250x10° 7,50 x10° 249 x10° 5,08 x 10° 0,47 32,3

’ ’ (1,53 x 107)* (2,52 x 107)* ’ ’
10 450x10° 9,00x10° 4,45 x 10° 9,71 x 10° -1,04 7,91
11 3,50x10° 2,00x10° 3,57 x10° 2,97 x 10° 1,93 48,5
12 8,50 x 10° 3,00x10° 8,76 x 10° 4,74 x 10° 3,09 58,1
13 9,50 x 10° 8,00 x 10° 1,01 x 10* 9,20 x 10 7,28 15,0
ERRO RELATIVO MEDIO (%) 2,26 27,5

s* - estimativa do desvio padréo para triplicata

O modelo multivariado construido apresenta baixo erro relativo médio para a
determinacédo de RIF (2,26%), no entanto, para a determinacdo de INH, os altos erros
relativos (erro médio de 27,5%) na sua determinacdo acompanhado da interpretacdo do
vetor de coeficientes de regressdo mostram a baixa capacidade de previsdo para

guantificacéo deste farmaco.

5.4 Método Voltamétrico

Em virtude de problemas de adsor¢do da RIF quando dissolvida em metanol na
superficie do eletrodo, optou-se por seguir os estudos dissolvendo este farmaco em
agua. Como a solubilidade deste farmaco é baixa neste solvente, fez-se necessaria a
utilizacdo de uma técnica voltamétrica mais sensivel para a determinagcado dos analitos.

A proposta voltamétrica para determinacéo de RIF e INH foi baseada na utilizagao
de eletrodos de pasta de carbono. Estes sensores eletroquimicos tém sido aplicados com

frequéncia em analises farmacéuticas e biomédicas [FARGHALY et al, 2005; FIORUCCI
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e CAVALHEIRO, 2002; RADI, 2003], sendo muito atrativos, uma vez que oferecem
versatilidade, baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo, facilidade de renovacéao
da superficie, além da possibilidade de miniaturizacao.

5.4.1 Estudo do comportamento eletroquimico de RIF e INH em eletrodo de pasta de
carbono

A técnica de voltametria ciclica (VC) foi utilizada para estudar o comportamento
eletroquimico dos farmacos de interesse na superficie de um eletrodo de pasta de
carbono. No entanto, devido a menor sensibilidade desta técnica, houve a necessidade
de utilizar solugbes com concentragcdes maiores de INH e RIF, sendo que neste ultimo
caso, isso s6 é possivel empregando-se uma quantidade de metanol. Este tipo de
solubilizacdo €é incompativel com o uso do eletrodo de pasta de carbono, pois na
composi¢cdo da pasta, utiliza-se 6leo mineral como aglutinante, que na presenca de
solventes organicos pode ser parcialmente solubilizado e assim comprometer a
compactacado do eletrodo de trabalho.

Mantendo-se a concentracéo de RIF constante (5,00 x 10 mol L™), a anélise por
VC deste farmaco em diferentes pH’s apresentou um processo redox quase reversivel e

melhor definido em pH = 4,00, conforme mostrado na Figura 33.
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Figura 33: Influéncia do pH no comportamento voltamétrico da RIF (5,00x10° mol L"), no
detalhe: influéncia do pH no Iy, para o pico (1a) em 0,305V.

O primeiro pico anédico (al) (Epa =0, 305 V) juntamente com o0 respectivo pico

catédico (cl) (Epc = 0,121 V), pode ser atribuido ao mecanismo que envolve a
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transferéncia de dois protons e dois elétrons, tipico das hidroquinonas [HAMMAM et al,
2004] (Figura 34).

o
HyC— _o
3 HeC

Figura 34: Esquema do primeiro processo de oxidacdo da RIF (em destaque vermelho)
em eletrodo de pasta de carbono (pH = 4,00)

Ja o segundo pico anddico (a2), é irreversivel e de menor intensidade, o que pode

ser decorrente da oxidagdo do grupo hidroxila fendlico (Figura 35) [HAMMAM et al, 2004].

H,c—©

H,c—©

Figura 35: Esquema do segundo processo de oxidacdo da RIF (em destaque azul) em
eletrodo de pasta de carbono (pH = 4,00)

Adicionalmente, na caracterizagdo do processo redox envolvido, este estudo
mostrou que além de obter uma maior sensibilidade em pH 4,00, h4& uma maior
reversibilidade do sistema (AE = 184 mV), quando comparado com os resultados obtidos
para o pH 5,00 e 8,00.

Este mesmo estudo foi realizado para a INH, mantendo-se a concentracdo do

farmaco constante (5 x 10 mol L™) (Figura 36).
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Figura 36: Influéncia do pH na corrente de pico anddica (Ipa) para a INH (5,00 x 10™* mol
L™) em eletrodo de pasta de carbono.

A analise por VC mostrou um unico processo totalmente irreversivel (Ey, = 0,903
V) envolvendo dois elétrons que pode ser atribuido a oxidacdo da amida da molécula de
INH [MAJIDI et al, 2006] (Figura 37). Coincidentemente, os maiores valores de I, foram

obtidos também em pH 4,0 decrescendo com o aumento do pH.

(@) NH HO N (@) N~ -
“NH, SNH NSy
~ A + N b 22 [+ = +
| — - | + 2- 4+ 2H —> | + H | =N+ 2e-+H
NS _— bz =
N N N N

Figura 37: Esquema do processo de oxidacdo da INH (em destaque verde) em eletrodo
de pasta de carbono (pH = 4,00) [MAJIDI et al, 2006]

Para caracterizar o processo envolvido na interface eletrodo-solugéo para RIF e
INH conforme mostra a Figura 38, um estudo da influéncia da velocidade de varredura na
corrente de pico anddico foi realizado.
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Figura 38: Estudo da Ipa vs a raiz quadrada da velocidade de varredura; (A) INH; (B)

RIF.

Em ambos os casos, a relacdo linear obtida (R = 0,996 para a RIF e R = 0,993

para a INH) indica um processo difusional das espécies eletroativas na interface eletrodo-

solucéo.

De acordo com esses resultados, foi possivel observar o comportamento

voltamétrico reversivel da RIF e irreversivel da INH, caracterizados por um processo

difusional das espécies eletroativas na interface eletrodo-solu¢cdo. Ambos os farmacos

apresentam sinais voltamétricos melhores em pH 4 (tanto em termos de sensibilidade,

quanto de reversibilidade dos sistema para RIF) e uma ampla faixa de separagéo entre
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0s picos anddicos (aproximadamente 0,600 V) o que deve possibilitar a determinacéo de

RIF e INH através de métodos convencionais de calibragéao.

5.4.2 Estudos utilizando voltametria de onda quadrada (SWV)

Tendo em vista o problema de solubilidade da RIF e a certa incompatibilidade do
metanol com o eletrodo de trabalho, optou-se pela utilizagdo de uma das técnicas
voltamétricas mais sensiveis, ou seja, a voltametria de onda quadrada. Assim, ambos 0s
farmacos foram dissolvidos somente em agua destilada e analisados via SWV (Figura
39).

50
—RIF
INH
40 Branco
30
- 204
10 /
OI'\I'I'I'I'I'IJ'-\I/.'\I/'I'I
-0.6 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1.2 14
E /V vsAg/AgCl

Figura 39: Comportamento voltamétrico (SWV) da RIF e INH em eletrodo de pasta de
carbono.

Embora tenha sido adotada uma modificagdo no solvente utilizado para
solubilizacdo da RIF, é possivel observar que ndo ocorreram grandes modificacdes no
comportamento voltamétrico deste farmaco. Em pH 4,00 a RIF mostra duas correntes de
pico (Epy = 0,180 V e Ep, = 0,871 V), enquanto que a INH apresenta apenas uma corrente
de pico em 0,910 V. Apesar da segunda corrente de pico da RIF (em E,) ser muito
proximo ao pico da INH, ele apresenta pequena intensidade, indicando que 0 mesmo néo
terd tanta influéncia na determinacdo univariada da INH. Os picos de maior intensidade
para ambos os farmacos apresentam potencial de oxidagdo distantes (AEp, = 0,730 V),

fato que gera indicios da possibilidade de determinacdo dos dois farmacos em mistura.
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Com a finalidade de maximizar o sinal analitico dos farmacos utilizando a técnica
de voltametria de onda quadrada (SWV), a resposta do eletrodo de pasta de carbono foi
avaliada em relacao ao pH e condi¢fes instrumentais da técnica. Essas medidas foram
realizadas em solucéo 1,67 x 10™ mol L™ do farmaco e o efeito do pH sobre o potencial
de pico (E;) e da corrente de pico (I,) da RIF foi examinado em eletrolito suporte Britton-
Robinson, com o pH ajustado entre 2,00 a 8,00. Os resultados obtidos estédo

apresentados na Figura 40.

16 -
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Figura 40: Comportamento Voltamétrico (SWV) da RIF em diversos pHs em eletrodo de
pasta de carbono.

A Figura 41 representa a influéncia do pH nos dados de potencial (E) e corrente
de pico (I) para o processo redox da RIF.
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Figura 41: Evolucéo do | (em azul) e do E (em preto) em funcéo do pH para a resposta
voltamétrica da RIF em eletrodo de pasta de carbono.

E possivel observar que o aumento do pH promoveu uma mudanca no E para
valores menos positivos em uma relacao linear. Esse resultado mostra que o processo é
dependente da concentragdo hidrogenibnica do meio e a etapa de transferéncia de
elétrons é precedida por uma protonacao.

Por outro lado, a dependéncia de pH vs I, revelou que o pico de corrente tem um
valor maximo de pH 4,00 (Figura 41) diminuindo em ambas as dire¢ées, tanto para pHs
maiores quanto para menores. Por este motivo todos 0s experimentos posteriores
utilizando o eletrodo de pasta de carbono foram realizados em pH 4,00.

O mesmo estudo foi realizado para a INH (4,50 x 10 mol L™), sendo que a Figura
42 apresenta o comportamento voltamétrico da INH em funcgdo do pH.
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Figura 42: Comportamento Voltamétrico (SWV) da RIF em diversos pHs em eletrodo de
pasta de carbono.

A Figura 43 representa a influéncia do pH no E e | para a determinacdo de INH
em eletrodo de pasta de carbono.
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Figura 43: Evolucdo do I, (em verde) e do E, (em preto) em fungcdo do pH para a
resposta voltamétrica da INH.
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De acordo com a Figura 42, observa-se que o comportamento da INH assemelha-
se ao comportamento da RIF onde, o aumento da pH promoveu uma mudanga no E,
para valores menos positivos em uma relacdo linear. Sendo assim, a mesma
interpretagcdo do mecanismo redox da RIF pode ser utilizada para a INH. Outro fator
coincidente foi a dependéncia de pH vs |, que revelou um valor maximo de corrente em
pH 4,00, conforme mostrado na Figura 43. Assim, a partir deste estudo todos os ensaios

foram realizados em tampéao Britton-Robinson (pH = 4,00).

5.4.2.1 Otimizacao dos parametros operacionais da voltametria de onda quadrada

Para obter as melhores correntes de pico para a determinacdo de RIF e INH, dois
planejamentos fatoriais foram realizados. No caso da RIF empregou-se uma
concentracéo fixa de 5,00 x 10°® mol L?, enquanto para INH a concentracdo utilizada foi
de 5,00 x 10 mol L™, em decorréncia das menores intensidades de pico, em ambos os
planejamentos, o pH 4,00 das solu¢gbes aquosas foi mantido pela utilizacdo de uma
solugdo tamp&o Britton-Robinson, e as respostas obtidas estdo apresentadas na Tabela
18.

Tabela 18: Planejamento Fatorial para a otimizagdo dos parametros instrumentais para a
determinacéo de RIF e INH por Voltametria de onda Quadrada em eletrodo de pasta de
carbono.

arametro Frequéncia [,/ nA lp / pA
Ensaio (Hz) Eampitude (V) Estep (V) RIF INH
01 -1 -1 -1 12,32 7,07
02 +1 -1 -1 12,35 7,14
03 -1 +1 -1 13,33 8,08
04 +1 +1 -1 13,95 8,66
05 -1 -1 +1 13,72 8,25
06 +1 -1 +1 14,32 8,30
07 -1 +1 +1 14,08 8,21
08 +1 +1 +1 14,47 9,22
09 0 0 0 14,02 8,91
10 0 0 0 14,02 8,75
11 0 0 0 14,05 8,61

Os efeitos dos fatores obtidos neste planejamento estéo apresentados na Tabela
19.
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Tabela 19: Efeitos dos fatores: Frequéncia, amplitude de pulso e potencial de step para a
determinacdo voltamétrica de RIF e INH em eletrodo de pasta de carbono utilizando
Voltametria de onda quadrada e estimativa do desvio padrdo para os ensaios realizados
em triplicata.

Fatores INH RIF
Frequéncia 0,4281 0,4115
Eamplitude 0,8545 0,7802
Estep 0,3674 -0,0939
Frequéncia vs Eampiiude 0,7552 1,1634
Frequéncia vs Egp -0,0978 - 0,0829
Eampiitude VS Estep 0,4116 0,5229
Eampiiude VS Frequéncia vs Egep -0,1130 -0,1979
S = X tg59, o=2 0,5133 0,0610

Para o planejamento realizado para a otimizacdo das condi¢cdes experimentais
para a INH e pelos célculos dos efeitos e considerando-se a estimativa do desvio de
0,5133 (8 X tgsu, o=2), pode-se constatar que somente o efeito principal da Eampitude € O
efeito de interagéo que envolve a frequéncia e Eampiude S80 Significativos.

J& para o planejamento realizado para a otimiza¢éo das condigbes experimentais
para a RIF, todos os efeitos principais, bem como os efeitos de interagdo sao
significativos no nivel de 95% de confianga. Assim, considerando-se o efeito de interacdo
de terceira ordem, observa-se que uma melhor sensibilidade é obtida nos niveis maximos
dos fatores estudados. Como para a INH a resposta otimizada ocorre nos maiores
valores de Eampide © frequéncia, sem efeito do Egep, coOnsiderou-se para os demais
ensaios o nivel +1 de todos os fatores para a determinagéo desejada.

Para ambos os farmacos, a melhor resposta foi obtida nos niveis positivos para
todos os fatores. Um deslocamento deste planejamento para avaliar valores superiores
dos parametros analisados, ndo pode ser realizado devido ao aumento da intensidade
dos ruidos no sinal voltamétrico Todos os experimentos posteriores foram realizados nas
condi¢bes otimizadas, ou seja: pH = 4,00; amplitude de pulso = 0,09 V; frequéncia = 30
Hz; potencial de step = 0,009 V.

5.4.3 Aplicagdo analitica

5.4.3.1 Curva Analitica individual

A linearidade da corrente de pico para a RIF foi avaliada na faixa de concentracéo
de 4,00 x 107 a 5,40 x 10° mol L™ (Figura 44).
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Figura 44: Comportamento voltamétrico e curva analitica para a determinag&o individual
de RIF em eletrodo de pasta de carbono nas condi¢des: pH = 4,00; amplitude de pulso =
0,09 V; frequéncia = 30 Hz; potencial de step = 0,009 V.

Observa-se uma excelente linearidade (R = 0,99032; I, = 20,3912 + 4,9642 x 10°
Cri) em uma ampla faixa de concentracdo. O mesmo estudo foi realizado para a INH
(Figura 45) na faixa de concentracdo de 2,00 x 10* a 5,80 x 10” mol L*. Para este
analito, a faixa de concentragdo estudada foi mais estreita, uma vez que nas maiores

concentracdes de INH em solucéo é possivel perceber a saturagdo do eletrodo.
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Figura 45: Comportamento voltamétrico e curva analitica para a determinagéo individual
de INH em eletrodo de pasta de carbono nas condigfes: pH = 4,00; amplitude de pulso =
0,09 V; frequéncia = 30 Hz; potencial de step = 0,009 V

Obteve-se uma excelente linearidade na faixa de concentragdo estudada (R=
0,9951; I, = 3,4386 + 42781,95 Cj\n). No entanto, observou-se uma maior sensibilidade
para a determinacédo de RIF visto que o coeficiente angular da equacédo da reta € mais de
100 vezes superior que 0 mesmo parametro da equacao da INH.

Para ambas as curvas analiticas construidas, foram obtidas coeficientes de
correlacdo superiores a 0,99. Utilizando-se as curvas analiticas, construiu-se o0 método de
adicdo de padréo para ambos os farmacos. Esse método desenvolvido foi aplicado para
a determinacdo de RIF e INH em associacdo farmacéutica, sem a necessidade de pré-
tratamento ou extragdo antes das andlises.

A Figura 46 mostra os voltamogramas obtidos e a curva de adicdo de padrdo em
triplicata (no detalhe) para a determinacéo individual de RIF na formula¢éo farmacéutica
em forma de capsulas para o medicamento A (MED A).
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Figura 46: Comportamento voltamétrico da RIF e curva de adicao de padrao em triplicata
(no detalhe) para o medicamento MED A.

A Figura 47 mostra o comportamento voltamétrico e a curva de adicao de padrédo

em triplicata (no detalhe) para a determinac@o de INH. Neste caso, esta representado

apenas a determinacao da formulacado farmacéutica em capsulas MED A.
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Figura 47: Comportamento voltamétrico da INH e curva de adi¢cdo de padrdo em triplicata
(no detalhe) para o medicamento MED A.
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Os resultados das determinagfes de RIF e INH através do método de adigédo de

padréo foram comparados aos obtidos através do método farmacopeico (Tabela 20).

Tabela 20: Valores previstos pelo método voltamétrico desenvolvido e erro relativo médio
em relacdo ao valor determinado pelo método padrdo farmacopeico.

VALOR HPLC VALOR PREVISTO (SWV)* ERRO RELATIVO (%)
RIF INH RIF INH RIF INH
299,04 205,02 305,79+ 2 233,10+ 6 2,26 13,69
153,17 101,22 157,49 = 2 115,15+ 7 2,82 13,76
325,05 199,15 312,42+ 6 217,24 +1 -3,89 9,08
169,71 108,75 154,87 £ 5 128,01 + 6 -8,74 17,71

* Valores médios obtidos para triplicata e estimativa do desvio padréo

Estes resultados indicam que a determinacdo de RIF pelo método de adicao de
padréo via SWV, apresenta melhor exatiddo que a determinacdo de INH. Este fato pode
estar correlacionado com o deslocamento do potencial de pico observado com o aumento
da concentracdo de INH (Figura 45), e principalmente decorrente da menor sensibilidade
(coeficiente angular da curva analitica) e precisdo (maiores valores de estimativa do
desvio padrdo) do método voltamétrico para a determinacao deste farmaco.

Além disso, comparando-se os resultados do método voltamétrico utilizado (erro
relativo médio de 4,43% para RIF e 13,6% para INH) e o melhor método
espectrofotométrico multivariado na regido do visivel (erro relativo médio de 1,78% para

RIF e 3,45% para INH), é possivel observar uma menor exatiddo do método de SWV.

6 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Trés propostas foram avaliadas como alternativas para o controle de qualidade de

medicamentos contendo a associagao Rifampicina e Isoniazida:

Proposta 1: Utilizacdo de Cu (Il) e Neocuproina para a determinacao espectrofotométrica
simultanea na regido do visivel

1. A determinacao indireta de INH foi otimizada em relacdo ao pH e a concentracao

de um dos agentes complexantes. Resultados de maior sensibilidade foram

obtidos em condi¢do de maior pH (6,0) e maior concentracdo de Cu (Il). Mesmo

ap6s a derivatizagdo quimica, problemas de sobreposicdo espectral sao

observados e, portanto varias metodologias de calibragdo (convencional e

multivariada) foram empregadas.
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2. Os problemas de interferéncia espectral observados entre RIF e INH inviabilizam
a determinagao de suas misturas, utilizando-se modelos de calibracdo univariados
convencionais, métodos  derivativos  ou principio da  aditividade
espectrofotométrica, propiciaram erros relativos médios muito elevados (acima de

76,2 %) para a determinagdo dos farmacos de interesse.

3. O modelo de calibragédo elaborado via PLSR apresenta uma melhor capacidade
de previsao (Er = 1,63 % para RIF e 1,82 % para INH) quando comparados com

0s métodos de calibracdo convencionais.

4. Na fase de validacdo segundo os critérios da ANVISA este modelo apresentou
boa exatiddo, especificidade em relagdo a matriz, repetibilidade e preciséo
adequadas. A leitura espectrofotométrica das solu¢gbes contendo a associacao
RIF e INH em temperaturas superiores a 30 °C e/ou 2 horas de preparo aumenta
a margem de erro para a determinacdo de ambos os farmacos influenciando

diretamente a capacidade de previsao do modelo.

5. De modo geral, pode-se considerar que este método atende aos requisitos
necessarios, apresentando boa capacidade de previsdo em amostras reais e
possui como principal vantagem uma maior especificidade, rapidez, baixo custo,

facil implementacéo.

6. O método proposto foi aplicado com sucesso na determinacao de RIF e INH em
matrizes biol6gicas (urina e soro humano sintético) obtendo-se recuperacdes
proximas a 100% em todas as analises, sem a necessidade de tratamento
prévio da amostra, e, portanto, pode ser empregado como um método auxiliar
nas analises de urina de pacientes em tratamento, podendo contribuir no

monitoramento e na aplicacdo de medidas terapéuticas de combate a doenca.

Proposta 2: Utilizacdo de Fe (lll) e o-fenantrolina para a determinagéo espectrofotométrica
simultanea na regido do visivel:

1. O modelo de calibragdo PLSR apresentou boa capacidade preditiva para a RIF
(erro relativo médio 2,30%), porém apresenta altos erros relativos para a
determinagdo de INH (27,82%). Para este ultimo farmaco, ha indicios de que o
modelo ndo considerou a informacdo analitica do complexo Fe (ll) - o-Fen,
provavelmente em decorréncia da formacdo de diversos complexos de grande

absortividade molar, principalmente com a RIF. Assim, o complexo que
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caracteriza indiretamente a INH sofre uma reagdo secundaria que dificulta a
construgdo de um modelo robusto e confidvel para INH, o que inviabiliza a

determinag&o simultanea dos farmacos em associacao.

Proposta 3: Determinag&o voltamétrica

1.

Utilizando-se eletrodo de pasta de carbono e a técnica de voltametria ciclica
observou-se o comportamento voltamétrico quase reversivel da RIF e irreversivel
da INH, caracterizados por um processo difusional das espécies eletroativas na
interface eletrodo-solucao.

Ambos os farmacos apresentam uma corrente de pico anddica mais intensa (RIF
e INH) e reversivel (RIF) em pH 4,00, com uma ampla faixa de separacéo entre os
picos anddicos tanto utilizando a voltametria ciclica quanto a voltametria de onda
gquadrada.

A incompatibilidade do uso de eletrodo de pasta de carbono e metanol (solvente
utilizado para solubilizar uma maior quantidade de RIF) gerou a necessidade do
uso da voltametria de onda quadrada, como método para a determinacao
desejada. Além disso, a sensibilidade da técnica voltametria de onda quadrada é
superior a sensibilidade da voltametria de pulso diferencial.

A melhor resposta para ambos os analitos é obtida em pH 4,00 utilizando os
parametros instrumentais fixos em 30 Hz para a frequéncia, 0,09 V para potencial
de amplitude de pulso e 0,009 V para potencial de step Nestas condi¢bes a
corrente de pico cresce linearmente com as seguintes faixas de concentracéo:
4,00 x 107 a 5,40 x 10° mol L™ (RIF) e de 2,00 x 10 a 5,80 x 10 mol L™ (INH).
Pelo uso do método de adicdo de padrdo foi possivel determinar
voltametricamente a concentragdo dos analitos em formulacdes farmacéuticas. No
entanto, em comparacdo com o método padrédo farmacopeico, os resultados néo
foram satisfatorios para a determinagéo de INH (erros de determinacéo superiores
a 10%).

Concluindo, a proposta 1 mostrou-se mais adequada para a quantificagdo dos

tuberculostaticos rifampicina e isoniazida em amostras farmacéuticas e em urina.



Dissertacdo de Mestrado — Sandra Stets 98

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-MOMANI, I. F. Flow Injection Spectrophotometric Determination of the Antibacterial
Levofloxacin in Tablets and Human Urine. Analytical Letters, vol. 39, 2006, pgs. 741-
750.

ANVISA - Resolucdo RE n° 475, de 19 de marco de 2002. Determina a publicacdo do
"Guia para validacao de métodos analiticos e bioanaliticos, 2003.

ARAUJO, M. G.: Hanseniase no Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, vol. 36, 2003, pgs. 373-382.

ARGEKAR, A.P.; KUNJIR, S.S.; PURANDARE, K.S. Simultaneous determination of
rifampicin, isoniazid and pyrazinamid by high performance thin layer chromatography.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 14, 1996, pgs. 1645-1650.

BARSOUM, B. N.; KAMEL M. S.; Diab, M. M.A. Spectrophotometric Determination of
Isoniazid and Rifampicin from Pharmaceutical Preparations and Biological Fluids.
Research Journal of Agriculture and Biological Sciences, vol. 4, 2008, pgs.471-484.

BENAMOR, M.; AGUERSSIF, N. Simultaneous determination of calcium and magnesium
by derivative spectrophotometry in pharmaceutical products. Spectrochimica Acta
Part A, vol. 69, 2008, pgs. 676-681.

BERGAMINI, M. F.; SANTOS, D. P.; ZANON!I, M.B. Determination of isoniazid in human
urine using screen-printed carbon electrode modified with poly-L-histidine.
Bioelectrochemistry, vol. 77, 2010, pgs. 133-138.

BLANCHARD, J. S. Molecular mechanisms of drug resistance in Mycobacterium
tuberculosis. Annual Review of Biochemistry, vol. 65, 1996, pgs. 215-239.

BORDBAR, M.; YEGANEH-FAAL, A.; GHASEMI, J.; AHARI-MOSTAFAVI, M. M,
SARLAK,N.; BAHARIFARD, M. N. Simultaneous spectrophotometric determination of
minoxidil and tretinoin by the H-point standard addition method and partial least

squares. Chemical Papers, vol. 63, 2009, pgs. 336—344.
BRAININA, K. H. Advances in Voltammetry. Talanta, vol. 34, 1987, pgs. 41- 50.

BRO, R. Multivariate calibration. What is in chemometrics for the analytical chemist?
Analytica Chimica Acta, vol. 500; 2003, pgs.185-194.



Dissertacdo de Mestrado — Sandra Stets 99

BRUNS, R. E., SCARMINIO I.S. BARROS NETO, B., Como fazer experimentos: pesquisa
e desenvolvimento na ciéncia e na industria; 22 Ed; Campinas; SP: Editora da
UNICAMP; 2003.

CALLERIE.; LORENZI, E.; FURLANETTO, S.; MASSOLINI, B. G.; CACCIALANZA,G.
Validation of a RP-LC method for the simultaneous determination of isoniazid,
pyrazinamide and rifampicin in a pharmaceutical formulation. Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 29, 2002, pgs. 1089—-1096.

CANTOS, G. A.; PRANDO, M. D.; SIQUEIRA, M.V.; TEIXEIRA, R.M.; Toxoplasmose:
ocorréncia de anticorpos antitoxoplasma gondii e diagndstico. Revista da Associacdo
Medica Brasileira, vol. 46, 2000; pgs. 335-41.

CARVALHO, L. M.; Voltammetric behavior of amfepramone (diethylproprion) at the
hanging mercury drop electrode and its analytical determination in pharmaceutical

formulations. Journal of Brazilian Chemical Society, vol. 18, 2007, pgs. 789-796.

CARVALHO, R.M.; MELO, C.; KUBOTA, L.T. Simultaneous determination of phenol
isomers in binary mixtures by differential pulse voltammetry using a carbon fibre
eletrode and neural network with prunning as a multivariate calibration tool. Analytica
Chimica Acta, vol. 420, 2000, pgs. 109-121.

DU, L.; WU, L.; LU, J.; GUO, W.; MENG, Q.; JIANG, C.; SHEN, S.; TENG, L. Application
of near infrared diffuse reflectance spectroscopy with radial basis function neural
network to determination of rifampincin, isoniazid and pyrazinamide tablets. Chemical
Research in Chinese Universities, vol. 23, 2007, pgs. 518-523.

DUCATTI, R. G.; RUFFINO-NETO, A.; BASSO, L. A.; SANTOS, D. S. The resumption of
consumption - A review on Tuberculosis. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, vol.
101, 2006, pgs. 697-714.

DURAN MERAS |.; GALEANO DIAZ T.; ALEXANDRE FRANCO M.; Simultaneous
fluorimetric determination of glyphosate and its metabolite, aminomethylphosphonic
acid, in water, previous derivatization with NBD-Cl and by partial least squares
calibration (PLS). Talanta, 2005, vol. 65(1), pgs. 7-14.

EIRAS S.P., COSCIONE A.R., ANDRADE J.C., CUSTODIO R., Métodos de otimizagao
em guimica. Criado em 1999. Disponivel em:

HTTP://www.chemkeys.com/artigo/9/89/#; acesso em 29 de dezembro de 2010.



Dissertacéo de Mestrado — Sandra Stets 100

EL-BRASHY, A. M.; IBRAHIM, F. A.; EL-ASHRY, S. M. Colorimetric determination of
some important hydrazine derivatives. Microchimica Acta, vol. 105, 1991, pgs. 105—
110.

EL-HEFNAWEY, G. B. Voltammetric behavior and qualification of the sedative-hypnotic
drug chlordiazepoxide in bulk form, pharmaceutical formulation and human serum at
a mercury electrode. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol.34,
2004, pgs 75-86.

ESPINOSA-MANSILLA, A.; ACEDO-VALENZUELA, M. I.; PENA, A.M.; CANADA, F.C.;
MADAN, J.; DWIVEDI, A.K.; SINGH, S. Determination of antitubercular drugs in urine
and pharmaceuticals by LC using a gradient flow combined with programmed diode

array photometric detection. Talanta, vol. 58, 2002, pgs. 273-280.

ESPINOSA-MANSILLA, A.; VALENZUELA, M.LA.; PENA, A.M.; SALINAS, F.; CANADA,
F.C. Comparative study of partial least squares and a modification of hybrid linear
analysis calibration in the simultaneous spectrophotometric determination of
rifampicin, pyrazinamide and isoniazid. Analytica Chimica Acta, vol. 427, 2001, pgs.
129-136.

FANG, P.; DELI, H.; HUAZHU, R.; YOUTAN, Q.; XU, W. P.; PINGLIU, Y.; YUANZHANG,
W.; CHANGCHEN,Y.; ZHANG, F. Simultaneous determination of isoniazid,
rifampicin, levofloxacin in mouse tissues and plasma by high performance liquid
chromatography—tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography, vol. 878,
2010, pgs. 2286—2291.

FARGHALY, O. A,; TAHER, M. A.; NAGGAR, A. H.; EL-SAYED, A. Y. Square wave
anodic stripping voltammetric determination of metoclopramide in tablet and urine at
carbon paste electrode. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol 38,
2005, pgs. 14-20

FERNANDEZ DE CORDOVA, M. L.; BARRALES, P.O.; RODRIGUEZ, T.G.; DIAZ, AM.;
A flow injection sensor for simultaneous determination of sulfamethoxazole and
trimethoprim by using Sephadex SP C-25 for continuous on-line separation and solid
phase UV transduction. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 31,
2003, pg. 669-677.


http://www.springerlink.com/content/103392/?p=314de3c1b8f140cb9edfe6af0735a0f5&pi=0

Dissertagdo de Mestrado — Sandra Stets 101

FIGUEIRO, R.; GIL-AZEVEDO, L. H.; The role of neotropical blackflies (diptera:
simuliidae) as vectors Of the onchocerciasis: a short overview of the ecology behind
the Disease. Oecologia Australis, vol. 14, 2010, pgs. 745-755.

FIORUCCI, A. R.; CAVALHEIRO, E. T. G. The use of carbon paste electrode in the direct
voltammetric determination of tryptophan in pharmaceutical formulations. Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 28, 2002, pgs. 909-915.

GAITONDE, C. D.; PATHAK, A. C. Rapid and sensitive estimation of isoniazid,
pyrazinamide and rifampicin in combined dosage form by reversed phase liquid
chromatography. Drug Development and Industrial Pharmacy, vol. 17, 1991, pgs.
1201-1214.

GARCIA, M. G.; GARCIA, A.; GONZALEZ, |. Extration and electrochemical quantification
of the active ingredient (diazepam) in pharmaceutical products. Talanta, vol. 40,
1993, pgs. 1775-1779.

GARRIDO FRENICH, F. J.; ARREBOLA LIEBANAS, M.; MATEU-SANCHEZ, MARTINEZ
VIDAL, J. L. Multicomponent determination of pesticides in vegetables by gas
chromatography with mass spectrometric detection and multivariate calibration.
Talanta, vol. 60, 2003, pgs. 765-774.

GHASEMI, J.; NIAZI, A. Two- and three-way chemometrics methods applied for
spectrophotometric determination of lorazepam in pharmaceutical formulations and
biological fluids. Analytica Chimica Acta, vol. 533, 2005, pgs. 169-177.

GIKAS, E.; BAZOTI, F. N.; NOURGIAKIS, P.; PERIVOLIOTI, E.; ROUSSIDIS, A,
SKOUTELIS, A.; TSARBOPOULOS, A. Simultaneous quantification of daptomycin
and rifampicin in plasma by ultra performance liquid chromatography: Application to a
pharmacokinetic study. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 51,
2010, pgs. 901-906.

GOICOECHEA, H. C.; OLIVIERI, A. C. Simultaneous determination of rifampicin,
isoniazid and pyrazinamide in tablet preparations by multivariate spectrophotometric
calibration. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 20, 1999, pgs.
681-686.

GOYAL, R. N.; OYAMA, M.; SINGH, S. P. Fast determination of salbutamol, abused by
athletes for doping, in pharmaceutical and human biological fluids by square wave

voltammetry. Journal of Electroanalytical Chemistry, vol. 611, 2007, pgs. 140-148.



Dissertagéo de Mestrado — Sandra Stets 102

GUARRIGUES, S.; ANDRADE, J. M.; LA GUARDIA; M.; PRADA, D. Multivariate
calibrations in Fourier transform infrared spectrometry for prediction of kerosene
properties. Analytica Chimica Acta, vol. 317, 1995, pgs. 95-105.

HAMMAM, E.; BELTAGIB, A. M.; GHONEIMA, M. M. Voltammetric assay of rifampicin
and isoniazid drugs, separately and combined in bulk, pharmaceutical formulations
and human serum at a carbon paste electrode. Microchemical Journal, vol. 77, 2004,
pgs. 53—-62.

HOLTEZ, F. B.; PESSINI, G. L. SANCHES. W. R.; CORTEZ D. A. G. NAKAMURA C. V.
DIAS B. P.; Screening of some plants used in the Brazilian folk medicine for the
tretment of infections diseases. Memodriais do instituto Oswaldo Cruz. 2002, Vol
97(7), pgs. 1027-1031.

KATZ, N.; ALMEIDA, K.; Esquistossomose, xistosa, barriga d'agua. Ciéncia e Cultura, vol.
55, 2003, pgs. 38-41.

KHUHAWAR, M. Y.; RIND, F. M. A. Liquid chromatographic determination of isoniazid,
pyrazinamide and rifampicin from pharmaceutical preparations and blood. Journal of
Chromatography B, vol. 766, 2002, pgs. 357-363.

KLOPMAN, G.; FERCU, D.; JACOB, J. Computer-aided study of the relationship between
structure and antituberculosis activity of a series of isoniazid derivatives. Chemical
Physics, vol. 204, 1996, pgs. 181-193.

LAVORANTE, A. F.; PIRES, C. K.; REIS, B. F. Multicommuted flow system employing
pinch solenoid valves and micro-pumps. Spectrophotometric determination of
paracetamol in pharmaceutical formulations. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, vol. 42, 2006, pgs. 423—-429.

LEE M. J.; SEO D.Y.; LEE H.E.; WANG I.C.; KIM W.S.; JEONG M.Y.; CHOI G. J.; In line
NIR quantification of film thickness on pharmaceutical pellets during a fluid bed
coating process. International Journal of Pharmaceutics, 2011. Vol. 403(2), pgs. 66-
72.

LEVIN, M. E.; HATFULL, G.F. Mycobacterium smegmatis RNA polymerase: DNA
supercoiling, action of rifampicin and mechanism of rifampicin resistance. Molecular
Microbiology, vol. 8, 2006, pgs. 277 — 285.



Dissertacéo de Mestrado — Sandra Stets 103

LI L.; CHENG Y. B.; USTIN S.; HU X. T.; RIANO D.; Retrieval of vegetation equivalent
water thickness from reflectance using genetic algorithm (GA)-partial least squares
(PLS) regression. Advances in Space Research, 2008, vol. 41(11), pgs. 1755-1763.

LOMILLO, M. A. A.; RENEDO, O. D.; MARTINEZ, M. J. A. Resolution of ternary mixtures
of rifampicin, isoniazid and pyrazinamide by differential pulse polarography and partial
least squares method. Analytica Chimica Acta, vol. 449, 2001, pgs. 167-177.

MADAN, J.; DWIVEDI, A.K.; SINGH S. Estimation of antitubercular drugs combination in
pharmaceutical formulations using multivariate calibration. Analytica Chimica Acta,
vol. 538, 2005, pgs. 345-353.

MAJIDI M. R.; JOUYBAN A.; ASADPOUR-ZEYNALI K.; Voltammetric behavior and
determination of isoniazid in pharmaceuticals by using overoxidized polypyrrole
glassy carbon modified electrode. Journal of Electroanalytical Chemistry, 2006, vol.
589:1, pgs. 32-37.

MANDELL, G L.; PETRI JUNIOR, W. A. Farmacos Antimicrobianos. In: HARDMAN, J. G.,
et.al.. As bases farmacoldgicas da terapéutica. 9 ed. México DF: Mc. Graw- Hill

Interamericana S.A., 1996.

MARTINDALE. The complete drug reference. 33 ed. London: Pharmaceutical Press,
2002.

MARTINS, J. D.; NERY, C. G. C.; PIANETTI, G. A.; VIANA-JUNIOR, N. S.; VIANNA-
SOARES, C. D. Determinacdo da glibenclamida por espectrofotometria derivada no
ultravioleta para avaliacdo do teste ou perfil de dissolucdo de comprimidos. Revista

Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, vol. 43, 2007, pgs. 63-70.

MAZUREK, S.; SZOSTAK, R.; Quantification of aspartame in commercial sweeteners by
FT-Raman spectroscopy. Food Chemistry, 2011, vol. 125(3), pgs. 1051-1057.

MEDEIROS, Z.; OLIVEIRA, C.; QUARESMA, J.; BARBOSA, E.; AGUIAR-SANTOS, A.
M.; BONFIM, C.; ALMEIDA, J.; LESSA, F. A filariose bancroftiana no municipio de
Moreno — Pernambuco, Brasil. Revista Brasileira de Epidemiologia, vol. 7, 2004, pgs.
73-79.

MEDINA, A. R.; CORDOVA, M. L. F.: MOLINA-DIAZ, A. Simultaneous determination of

paracetamol, caffeine and acetylsalicylic acid by means of a Fl ultraviolet pls



Dissertagdo de Mestrado — Sandra Stets 104

multioptosensing device. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 21,
1999, pgs. 983-992.

MERCK: The Merck Index. MERCK & CO INC.12 ed. N.J: Whitehouse station. 2000.

MILCZAREKA, R. R.; SALTVEIT B, M. E.; GARVEYC, T. C.; MCCARTHYA, M. J.
Assessment of tomato pericarp mechanical damage using multivariate analysis of
magnetic resonance images. Postharvest Biology and Technology, vol. 52, 2009,
pgs. 189-195.

MINISTERIO DA SAUDE. Doencas negligenciadas sdo foco de investimento cientifico,
Disponivel em
http://portal.saude.gov.br/portal/aplicacoes/reportagensEspeciais/default.cfm?pg=dsp
Detalhes&id _area=124&CO_NOTICIA=10052 dia 10 de janeiro de 2011.

MINISTERIO DA SAUDE. Fundagio Nacional de satde: Tuberculose: guia de vigilancia
epidemioldgica elaborado pelo Comité Técnico/cientifico de assessoramento a
tuberculose e assessor para Co-infeccdo HIV-TB- Brasilia: Fundagdo Nacional de
saude, ministério da saude, 2002 pgs. 100.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Ac¢bes transversais da
vigilancia em saude : promogéo, integragdo e analise: gestdo 2007-2008 / Ministério
da Saude, Secretaria de Vigilancia em Salde. — Brasilia: Ministério da Saude, 2009.

pgs 200 (Série C. Projetos, Programas e Relatorios)

MINISTERIO DA SAUDE: Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Nota
técnica sobre as mudancas no tratamento da tuberculose no Brasil para adultos e
adolescentes. Brasilia; 20009. Disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nota_tecnica_versao_28 de_agosto_v_

MINISTERIO DA SAUDE: Texto de difusdo técnico-cientifica do Ministério de Saude;
Doencas negligenciadas: estratégias do Ministério da Saude. Revista Saude Publica,
vol. 44, 2010, pgs. 200-202.

MOREL, M. C. Inovagdo em saude e doengas negligenciadas. Cadernos de Saude
Publica, vol. 22, 2006, pgs. 1522-1523.

MORITA, T. e ASSUMP(;AO, R. M. V.; Manual de solugcfes, Reagentes e Solventes; 22
Ed; S&o Paulo: Editora Edgard Blucher; 1972, p. 272.


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nota_tecnica_versao_28_de_agosto_v_

Dissertagdo de Mestrado — Sandra Stets 105

MOURA, J. R. Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica aplicavel ao
desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos de olanzapina. Dissertacdo de
Mestrado. Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana — Parana,
Brasil. 2009

NAGATA, N.; BUENO, M. |. M. S.; PERALTA-ZAMORA, P. G.; Métodos matematicos
para correcdo de interferéncias espectrais e efeitos interelementos na andlise
quantitativa por Fluorescéncia de Raios-x. Quimica Nova, vol. 24, 2001, pgs. 531-
539.

NI, Y.; LI, S.; KOKOT, S.; Simultaneous voltammetric analysis of tetracycline antibiotics in
foods. Food Chemistry, 2011, vol.124(3), pgs.1157-63.

NI, Y.; Ql, Z.; KOKOT, S.; Simultaneous ultraviolet-spectrophotometric determination of
sulfonamides by multivariate calibration approaches. Chemometrics and Intelligent
Laboratory Systems, vol. 82, 2006, pgs. 241-247.

NI, Y., WANG, L., KOKOT, S. Voltammetric determination of chlorpromazine
hydrochloride and promethazine hydrochloride with the use of multivariate calibration.
Analytica Chimica Acta, vol. 439, 2002, pgs. 159-168.

OZGUR, M. U.; BOZDOGAN, A.; ERCAG, A.; KOYUNCU, I. Simultaneous determination
of anthocyanin and ponceau 4R in drink powders by derivative spectrophotometry
and partial least-squares multivariate spectrophotometric calibration. Monatshefte fur
Chemie, vol. 132; 2001, pgs. 669-673.

PANCHAGNULA, R.; AGRAWAL, S. Biopharmaceutical and pharmacokinetic aspects of
variable bioavailability of rifampicin. International Journal of Pharmaceutics, vol. 271,
2004, pgs. 1-4.

PANCHAGNULA, R.; SOOD, A.; SHARDA, N.; KAUR, K.; KAUL, C. L. Determination of
rifampicin and its main metabolite in plasma and urine in presence of pyrazinamide
and isoniazid by HPLC method. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
vol. 18, 1999, pgs. 1013-1020.

PARHAM, H.; ZARDAR, B. Determination of isosorbide dinitrate en arterial plasma,
synthetic serum and pharmaceutical formulations by linear sweep voltammetry on a
gold electrode. Talanta, v.55, 2001, pgs. 255-262.



Dissertagéo de Mestrado — Sandra Stets 106

PEINADO, A., HAMMOND, J.; SCOTT, A.; Development, validation and transfer of a Near
Infrared method to determine in-line the end point of a fluidised drying process for
commercial production batches of an approved oral solid dose pharmaceutical
product. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2011, vol. 54(1), pgs.
13-20.

PICON, P. D.; BASSANESI, S. L.; CARAMORI, M. L. A;; FERREIRA, R. L. T,
JARCZEWSKI, C. A.; BORBA VIEIRA, P. R. Fatores de risco para a recidiva da
tuberculose. Jornal Brasileiro de Pneumologia, vol. 33, 2007, pgs. 572-578.

PONTES, F. Doencas negligenciadas ainda matam 1 milhdo por ano ho mundo. Inovacao
em Pauta, 2010, pgs 69-73.

RADI, A. Anodic voltammetric assay of lamsoprazole and omeprazole on a carbon paste
electrode. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 31, 2003, pgs.
1007-1012.

RAMALEY, L.; KRAUSE, M. S. Theory of square wave voltammetry. Analytical chemistry,
vol. 41, 1969, pgs. 1362-1369.

REGO, J. F. do; MOURA, J. |. de; MOITA, G. C. Determinagdo de olanzapina em
formulacbes farmacéuticas por espectrofotometria: desenvolvimento e validacéo.
Quimica Nova, vol. 33, 2010, pgs. 471-477.

ROCHA, F. R. P.; TEIXEIRA, L. S. G. Estratégias para aumento de sensibilidade em
espectrofotometria UV-Vis. Quimica Nova, vol. 27, 2004, pgs. 807-812.

ROSSETTI, M. L. R.; VALIM, A. R. M.; SILVA, M. S. N.; RODRIGUES, V. S. Tuberculose

resistente: revisdo molecular. Revista Saude Publica, vol 36, 2002, pgs. 525-532.

RUPP, E. B.; ZUMAN, P.; SESTAKOVA, |.; HORAK, V. Polarographic determination of
some pesticides. Aplication to a study of their adsorption on lignin. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, vol .40, 1992, pgs.2016-2021.

SABNIS, S. S., DHAVALE, N. D., JADHAV, V. Y., GANDHI, S. V. Spectrophotometric
simultaneous determination of Rabeprazole Sodium and Itopride Hydrochloride in

capsule dosage form. Spectrochimica Acta Part A, vol. 69, 2008, pgs. 849-852.



Dissertagéo de Mestrado — Sandra Stets 107

SAFAVI, A.; KARIMI, M.A.; HORMOZI NEZHAD, M.R.; KAMALI, R.; SAGHIR N. Sensitive
indirect spectrophotometric determination of isoniazid. Spectrochimica Acta Part A,
vol. 60, 2004, pgs. 765—769.

SAMADI-MAYBODI, A.; NEJAD-DARZI, S. K. H. Simultaneous determination of
paracetamol, phenylephrine hydrochloride and chlorpheniramine maleate in
pharmaceutical preparations using multivariate calibration. Spectrochimica Acta Part
A, vol. 75, 2010, pgs. 1270-1274.

SARAOGI, G.K.; GUPTA, P, GUPTAB, U. D., JAIN, N.K.; AGRAWAL,G. P. Gelatin
nanocarriers as potential vectors for effective management of tuberculosis.

International Journal of Pharmaceutics, vol. 385, 2010, pgs. 143-149.

SAURINA, J.; HERNANDEZ-CASSOU, S.; FABREGAS, E.; ALEGRET, S. Cyclic
voltammetric simultaneous determination of oxidizable amino acids using multivariate
calibration methods. Analytica Chimica Acta, vol. 405, 2000, pgs. 153-160.

SENA, M. M.; FERNANDES, J. C. B.; ROVER, L. JR.; POPPI, R. J.; KUBOTA, L. T.
Application of two- and three-way chemometric methods in the study of acetylsalicylic
acid and ascorbic acid mixtures using ultraviolet spectrophotometry. Analytica
Chimica Acta, vol. 409; 2000, pgs. 159-170.

SENA, M. M.; POPPI, R. J.; FRIGHETTO, R.T.S.; VALARINI, P. T. J. Avaliacdo do uso de
Métodos Quimiométricos em andlise de solos. Quimica Nova, vol. 23, 2000, pgs 239-
247.

SHAHROKHIAN, S.; AMIRI, M. Multi-walled carbon nanotube paste electrode for selective

voltammetric detection of isoniazid. Microchimica Acta, vol. 157, 2007, pgs. 149-158

SHISHOQO, C. J.; SHAH, S. A,; RATHOD, S. S.; SAVALE, J. S.; KOTECHA, J. S.; SHAH,
P. B. Stability of rifampicin in dissolution medium in presence of isoniazid.

International Journal of Pharmaceutics, v. 190, 1999, pgs. 109-123.

SILVA, B. D.; Desenvolvimento de Metodologias Espectroscépicas Multivariadas para
Quantificacdo de Isoniazida e Rifampicina em Medicamentos. Dissertacdo de
mestrado, UFPR, Curitiba, 2008.

SILVA, B.B.; LOPES-COSTA, P.V.; PIRES, C.G.; PEREIRA-FILHO, J.D.; J.D. SANTOS

A.R. Tuberculosis of the breast: analysis of 20 cases and a literature review.



Dissertagdo de Mestrado — Sandra Stets 108

Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, vol. 103, 2009,
pgs. 559—563.

SKOOG, D. A.; LEARY, J. J. Principles of Instrumental Analysis, Saunders College
Publishing: USA, 2002.

SOHRANI A. S.; AHMAD B.; KHALID, J. H. Acetylation percentage method for
determination of acetylator status in human volunteers and tuberculous patients.
Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences,vol 8, 1995, pgs.11-16.

SOUZA DE, D.; MACHADO, S. A. S.; AVACA, L. A. Voltametria de onda quadrada.
Primeira parte: Aspectos teoricos. Quimica Nova, vol. 26, 2003, pgs. 81-89.

STEPHEN, W. |.; ISLAM, M. A. 3,5,6-Trisubstituted 1,2,4-triazines as analytical reagents:
Part 1l. Compounds containing the cuproine functional group. Analytica Chimica Acta,
vol. 274, 1993, pgs. 347-354.

TAN, H. S.I. Sensitive colorimetric determination of isoniazida. Journal of Pharmaceutical
Sciences, vol. 62, 2006, pgs. 993-997.

TAUIL, P. L. Aspectos criticos do controle do dengue no Brasil. Caderno de Saude
Publica, vol 18, 2002, pgs. 867-871.

TOLEDO, R. A.; CASTILHO, M.; MAZO, L. H. Determination of dipyridamole in
pharmaceutical preparations using square wave voltammetry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 36, 2005, pgs. 1113-1117.

USP - The United States Pharmacopoeia, U.S. Pharmacopoeia Convention, Rockuville,
MD, 2007.

VETUSCHI, C.; GIANNANDREA, A.; CARLUCCI, G.; MAZZEO, P. Determination of
hydrochlorothiazide and irbesartan in pharmaceuticals by fourth-order UV derivative
spectophotometry. Il Farmaco, vol. 60, 2005, pgs. 665-670.

WANG, W.; CHEN, J.; CHEN, Y.; LIN, L. Tuberculosis of the head and neck: a review of
20 cases. Oral Surgery, Oral medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and
Endodontology, vol. 197, 2009, pgs. 381-386.

WHO - World Health Organization. Tuberculosis. Reportagem publicada em 13 de
fevereiro de 2010. Acesso pelo site: http://www.who.int/topics/tuberculosis/en/ em
marco de 2010.


http://www3.interscience.wiley.com/journal/68503813/home
http://www3.interscience.wiley.com/journal/68503813/home
http://www3.interscience.wiley.com/journal/113291819/issue

Dissertagéo de Mestrado — Sandra Stets 109

WHO, World Health Organization, Switzerland, Geneva, 2001,
http://whglibdoc.who.int/hg/2002/TDR TB 4FDC 02.1.pdf.

WU, D., NIE, P., CUELLO, J., HE, Y., WANG, Z. e WU, H.; Application of visible and near
infrared spectroscopy for rapid and non-invasive quantification of common adulterants

in Spirulina powder. Journal of Food Engineering, 2011, vol. 102(3), pgs. 278-286.

YANG, G.; WANG, C.; ZHANG, R.; WANG, C.; QU, Q.; HU,X. Poly(amidosulfonic acid)
modified glassy carbon electrode for determination of isoniazid in pharmaceuticals.

Bioelectrochemistry, vol. 73, 2008, pgs. 37-42.

ZEAITER, M., KNIGHT, W. e HOLLAND, S.; Multivariate regression modeling for
monitoring quality of injection moulding components using cavity sensor technology:
Application to the manufacturing of pharmaceutical device components. Journal of
Process Control, vol. 21(1), 2011, pgs.137-150.

ZHANG, H.; WU, L.; LI,Q.; DU,X. Determination of isoniazid among pharmaceutical
samples and the patients saliva samples by using potassium ferricyanide as

spectroscopic probe reagent. Analytica Chimica Acta, vol. 628, 2008, pgs. 67-72.


http://whqlibdoc.who.int/hq/2002/TDR%20TB%204FDC%2002.1.pdf

