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RESUMO

Zanolli Filho, L. A. Desenvolvimento de metodologias alternativas para o controle de
qualidade de antiretrovirais por eletroforese capilar. 2007.102p. Dissertacdo de
Mestrado — Programa de PO@s-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Atualmente cerca de 38,6 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo virus da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em todo mundo. O Unico modo de
tratamento para esta doenca € atraves da utilizacdo de medicamentos responsaveis
por atuarem em diferentes pontos do ciclo replicativo do virus. No Brasil esta doenca
€ tratada como de calamidade publica, sendo seu tratamento feito através do
programa nacional DST/AIDS, o qual distribui gratuitamente os medicamentos
necessarios para o tratamento. Tendo em vista que varios desses medicamentos
sdo formulados pela industria local, esta dissertacdo tem como objetivo o
desenvolvimento de métodos analiticos passiveis de aplicagdo na rotina
farmacéutica para a qualificacdo de matérias primas, bem como o controle de
qualidade dos produtos acabados. As determinacdes nas formulacdes de nevirapina
e lamivudina foram realizadas por CZE, em eletrdlitos acidos com pH < 2,5. Para a
lamivudina a determinacdo foi realizada em um eletrélito de 0,5 % de TEA, 20
mmol.L* de TRIS, pH = 2,5, ajustado com &cido fosférico, com um tempo de andlise
inferior a 4 minutos. O método desenvolvido para a nevirapina foi conduzido em um
eletrolito de 10 mmol.L™ de fosfato de sédio (pH =2,5), com um tempo de andlise de
3 minutos. Um outro método foi desenvolvido permitindo a determinagcdo de
efavirenz, estavudina e ritonavir por MEKC, utilizando-se um planejamento fatorial 2°
com ponto central, um tempo inferior a 9 minutos em um eletrélito consituido de
20 mmol.L™ de tetraborato de sédio, 20 mmol.L™ de SDS e 30 % de acetonitrila. Os
métodos desenvolvidos foram validados de acordo com o0s protocolos oficiais,
mostrando que estes métodos apresentam caracteristicas adequadas para a analise
de formulagcbes farmacéuticas. Outra abordagem foi feita utilizando o acoplamento
da eletroforese capilar a espectrometria de massas, onde amostras de urina
fortificadas foram analisadas. As anélise foram conduzidas utilizando 400 mmol.L™
de &cido formico e liquido auxiliar constituido de 0,5 % de acido férmico diluido com
uma solugdo metanol:dgua (1:1), permitindo a identificacdo inequivoca dos
farmacos.

Palavras-chave: eletroforese capilar, antiretrovirais, cromatografia eletrocinética
micelar, eletroforese capilar em solucéo livre, espectrometria de massas,



ABSTRACT

Zanolli Filho, L. A. Desenvolvimento de metodologias alternativas para o controle de
qualidade de antiretrovirais por eletroforese capilar. 2007. 102p. Masters Thesis —
Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo.

There are approximately 38.6 million people infected by the immunodeficiency
acquired virus (AIDS) over the world. The only way of treatment for this illness is
administrating drugs that act in different points of the replicative cycle of the virus. In
Brazil this illness is dealt as public calamity, being its treatment made through the
national program DST/AIDS, which distributes free of charge necessary medicines
for the treatment. Considering that many of these drugs are formulated by the local
industries, this thesis has as objective the development of analytical methods to be
applied in the pharmaceutical routine for the qualification of raw materials, as well as
the quality control of the finished products. The analysis of drug formulations of
nevirapine and lamivudine were carried by CZE, in acid electrolytes with pH < 2.5.
For lamivudine the analysis was carried using an electrolyte composed of 0.5 % of
TEA, 20 mmol.L™ of TRIS, pH = 2.5, adjusted with phosphoric acid, with an analysis
time less than 4 minutes. The method developed for the nevirapine, was lead in an
electrolyte composed of 10 mmol.L™ of phosphate buffer (pH = 2.5), with a time of
analysis of 3 minutes. Another method was developed for efavirenz, estavudine
and ritonavir by MEKC, using 2° a factorial design with central point, with an analysis
time less then 9 minutes in an electrolyte of 20 mmol.L™ of sodium tetraborate, 20
mmol.L™* sodium dodecyl sulfate and 30 % acetonitrile. The developed methods were
validated in accordance with official protocols, showing that these methods can be
advantageously used in the analysis of pharmaceutical formulations. Another
approach was to use the coupling of capillary electrophoresis with mass
spectrometry, where fortified samples of urine had been analyzed. The analysis were
performed using 400 mmol.L™ formic acid and liquid sheath consisting of 0.5 % of
formic acid diluted with a solution of (1:1) methanol:water, allowing the unequivocal
identification detection of the drugs in the samples.

Keywords: capillary electrophoresis, antiretrovirals, micellar electrokinetic
chromatography, free solution capillary electrophoresis, mass spectrometry.



CAPITULO 1
INTRODUCAO



1.1 - AIDS: Uma viséao global

Desde o0 surgimento dos primeiros casos da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) em meados de 1981, a doenca tem se espalhado
por diversas regides do globo, sendo considerada uma das doencas infecciosas
mais terriveis da historia®,

Atualmente, segundo relatério anual da AIDS Epidemic Update de 2006,
estima-se que 38,6 milhGes de pessoas estejam infectadas pelo virus (Figura 1.1).
No mesmo ano cerca de 3,1 milhdes de pessoas morreram devido a AIDS.
Infelizmente, estima-se que a epidemia de AIDS ainda continua a crescer em
diversas regibes do planeta, principalmente na Africa sub-Saariana. Em paises e
regides como a China, india e partes da Europa Oriental e da Asia Central, estes

nlimeros vem crescendo anualmente?,

B 15.0%-34.0% O 1.0%—<5.0% O 0.1%-<0.5%
@ 5.0%—<15.0% 0 0.5%—<1.0% 1 <0.1%

Figura 1.1 — Porcentagem estimada de adultos e criancas vivendo com AIDS no final de 2006°.



No Brasil, de 1980 até dezembro de 2002, foram registrados 257.771
casos da doenca, com 113.840 6bitos conhecidos. Através de inquéritos soroldgicos
realizados pelo Ministério da Saude, estima-se a existéncia de 536.000 brasileiros
infectados pelo virus HIV (do inglés, Human immunodeficiency virus)®*.

Cabe ressaltar trés grandes fases da evolugcdo desta epidemia: 1 — fase
inicial, caracterizada pela infeccdo entre homens que fazem sexo com outros
homens, e por um nivel de escolaridade alto dos pacientes; 2 — uma segunda fase,
caracterizada pelo incremento de casos devido a transmissdo por uso de drogas
injetaveis, como a consequente diminuicdo do grupo etario e maior disseminacao
entre individuos heterossexuais; 3 — terceira e atual fase, quando se acentua a
tendéncia de disseminacao entre os heterossexuais, principalmente as mulheres”.

Esta ultima observacdo merece destaque, uma vez que tem sido relatada
em varios paises uma “feminizacao” da epidemia de AIDS. Em relacéo a distribuicdo
de casos segundo a faixa etaria, observou-se na ultima década um “envelhecimento”
da mesma, com um aumento persistente de importancia das faixas etarias acima de
35 anos, em ambos os sexos®.

Com relacdo a mortalidade, observa-se uma queda entre homens e
mulheres, maiores de 13 anos, em meados da década de 90, principalmente entre
1996 e 1997, periodo que coincide com a garantia de acesso ao tratamento
antiretroviral de alta eficiéncia (HAART, highly active antiretroviral therapy),

conhecido como coquetel de drogas®.



1.2 — Ciclo replicativo do virus HIV

A AIDS é uma doenca pandémica que possui como agente causador o
virus HIV, um retrovirus pertencente a subfamilia Lentivirinae. Como todos os
retrovirus, o genoma do HIV é codificado a partir do RNA que é transcrito a DNA
pela enzima transcriptase reversa (RT). O principal alvo durante a infeccdo é o
linfécito T CD**. O virus se liga ao linfécito por meio de uma glicoproteina (GP 120) e
em seguida se funde a membrana celular gracas a atuacdo de outra glicoproteina

(GP 41), liberando seu material genético no citoplasma (Figura 1.2)°.

GP 120

GP 41

Enzima
Trancriptase
Reversa

P17 RNA

P24
P10 GP= glicoproteina
P= proteina

Figura 1.2 — Estrutura esquematica do virus HIV-1'



D~

Uma vez no interior do citoplasma a enzima transcriptase reversa
responsavel pela replicacdo em uma fita dupla de DNA. A copia de DNA é
transportada para o nucleo celular onde uma enzima chamada integrase catalisa a
incorporacao do DNA viral (provirus) ao DNA hospedeiro. A expressao subsequente
dos genes virais resulta na transcricdo do RNA a partir do DNA do HIV-1 e na
traducdo das proteinas virais. As proteinas virais recém-formadas séo, no entanto,
produzidas na forma de precursores de poliproteinas, longas unidades compostas
de enzimas virais e proteinas estruturais. As poliproteinas e o0 RNA viral movem-se
para a superficie da célula onde ficam incorporados aos novos virus que brotam na
membrana celular, levando parte da mesma com eles para formar a camada externa
viral. Os virus recém-formados seriam, no entanto, ndo infectantes sem a acao de
uma terceira e essencial enzima do HIV, a protease, a qual processa as

poliproteinas virais em proteinas e enzimas estruturais funcionais (Figura 1.3)°.

Integrase
inhibitors ~ Celiular DNA
}( .) Reverse
Unintegrated transcriptase
Integrated \ . P
proviral DNA™ | &4~ linear DNA inhibitors
| \x——"' Reverse __A
_ . transcriptase

Genomic RNA
MHNA ):n ; ! \/\N CD4 molecule

RNA
Proteasets. ) t \ __,.1-—-.\ -
inhibitors 3 e B "“C
: = (8 B - gp120
: e —HIV
Fusion
Mature Fusion/entry
HIV virion inhibitors

Kabe Ris

Figura 1.3 — Ciclo de vida do virus HIV-15.



Os medicamentos atualmente empregados no combate ao HIV aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA), se baseiam na inibicdo das enzimas
transcriptase reversa, protease e inibidores da fusdo®. Também existem estudos em
andamento buscando outros alvos no combate ao virus tais como inibidores da
enzima integrase e inibidores de entrada™®.

No Brasil, a Lei 9113/96 garantiu a todos os individuos o acesso livre de
custos ao coquetel de drogas'’. Introduzida em 1996, esta combinacéo de farmacos
€ capaz de inibir as etapas da replicacao viral, podendo levar a uma diminuicao de
atée 100 vezes a frequéncia de reproducdo do virus em comparacdo com as
monoterapias utilizadas até entdo. Esta combinacdo de medicamentos é
responsavel por utilizar farmacos capazes de inibir diferentes etapas da replicacao
viral, sendo classificadas de acordo com as enzimas virais que inibem, dividindo-se
em trés categorias (Figuras 1.4, 1.5)**%3,

Mesmo com o surgimento desta terapia, a qual diminui as particulas virais
a niveis indetectaveis, o virus persiste em reservatorios no organismo, COmMo
linfécitos T adormecidos. O surgimento e a velocidade de aparecimento de cepas
resistentes a diferentes combinacdes de farmacos disponiveis no mercado tambéem
é um fator limitante*%*,

Porém, um dos fatores que torna ainda mais dificil a terapia anti-HIV é a
alta incidéncia de efeitos colaterais causados pelos farmacos atualmente
disponiveis. Estudos mostram ser esta a principal causa de falhas na aderéncia a
terapia antiretroviral (20,5 %), caracterizando-se principalmente por voémitos,
diarréias, nauseas e dores abdominais, além de dores de cabecas e, até mesmo,

alteracées na coloracdo da pele'®*.
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Tudo isto fomenta uma grande necessidade de descoberta e/ou
desenvolvimento de novos farmacos, bem como o desenvolvimento de métodos
analiticos eficientes para o controle de qualidade das matérias-primas, produtos
acabados, e de métodos para o acompanhamento do tratamento, em amostras

biolégicas (sangue e urina).
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ELETROFORESE CAPILAR
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2.1 — Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese capilar € uma técnica de separacdo que se baseia na
migracdo diferenciada de espécies idnicas ou ionizaveis, em um meio liquido,
quando submetidas & acdo de um campo elétrico’.

A primeira andlise realizada por eletroforese foi publicada em 1979 por
Everaerts® e logo em seguida por Jogenson e Lukacs em 1981. Nos anos seguintes
a eletroforese capilar passou a ser aplicada as mais diversificadas areas: clinica,
forense, alimentos, ambiental e farmacéutica®.

As separagbes em eletroforese capilar sdo conduzidas em tubos de
dimensbes capilares, preenchidos com eletrélito condutor, e submetidos a acdo de
um campo elétrico. A utilizacdo de capilares de silica fundida proporciona algumas
vantagens frente a outros meios utilizados em eletroforese (placas de gel, papel).
Devido a relacdo entre a area superficial interna e volume apreciavelmente grande, o
capilar possibilita a dissipacdo mais eficiente do calor gerado pela passagem de
corrente elétrica (efeito Joule). A alta resisténcia elétrica do capilar possibilita o
estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 500 V.cm™), o que resulta em
separacdes de alta eficiéncia, muitas vezes excedendo 10° pratos. Outras vantagens
que podem ser citadas sdo: o volume de amostra necessario para analises é
relativamente pequeno (1 a 10 nL, volume injetado), possibilidade de injecéo e

deteccdo em fluxo.
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2.1.1 — Equipamento de eletroforese capilar

Um aspecto bastante importante da eletroforese capilar é a simplicidade
da instrumentacdo. Na Figura 2.1 um equipamento de eletroforese capilar é
representado esquematicamente, o qual consiste de uma fonte de alta tenséo,
capilares (normalmente de silica fundida), eletrodos (geralmente de platina), um

detector apropriado e um computador para o tratamento de dados.

dados

deteccao
b e
I capilar

I ©

amostra

=

tampao

Fonte de tenséao

Figura 2.1 — Representa¢do esquematica de um equipamento de eletroforese capilar

A fonte de alta tensdo € usada para estabelecer um campo elétrico ao
longo do capilar. As fontes, em geral, podem ser operadas a tensdo constante ou
corrente constante, com valores que variam de 0 — 30 kV e de 0 — 300 pA,
respectivamente. A injecdo da amostra pode ser feita através de processos
hidrodindmicos ou eletrocinéticos. O capilar € mantido durante a separagdo a uma
temperatura constante através da circulacdo de um liquido refrigerante ou por

passagem de ar forcado. A aquisicdo dos dados é feita através de um sistema
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interfaceado a um computador, responsavel pela conversdo do sinal analégico a

digital.

2.1.2 — Fluxo eletrosmético
A utlizagdo de capilares de silica fundida na execucdo da técnica
introduziu uma importante pecularidade: a geracdo do chamado fluxo eletrosmotico

(Figura 2.2).

Plano de cisalhamento

+ %3 = %)I:Zoluﬁo.

Fluxo Eletroosmético ammi>

Figura 2.2 — Ocorréncia do fluxo eletrosmotico.

O fluxo eletrosmatico é consequiéncia de uma interacdo entre a solucédo e
as paredes do capilar. Quimicamente, a silica fundida € caracterizada pela presenca
de varios tipos de grupo silanol (SiOH), os quais apresentam carater acido. Em
contato com uma solucao, alguns desses grupos sao ionizados e, com a ionizacao, a
superficie do capilar torna-se negativamente carregada, gerando um saldo positivo
de espécies carregadas positivamente no seio da solucdo. Quando um campo
elétrico € imposto tangencialmente & superficie, forcas elétricas causam um

movimento unilateral de ions em direcdo ao eletrodo de carga oposta. Durante a
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migracdo, os ions transportam moléculas de agua, induzindo o fluxo da solugéo
como um todo, na direcéo do catodo, conhecido como fluxo eletrosmético normal®.
Quando se torna necessario pode-se promover a inversdao do fluxo,
Figura 2.3. A forma mais amplamente empregada é a adicdo de tensoativos
catidnicos ao eletrolito condutor, principalmente os derivados de sais quaternarios de

amonio de cadeia longa.

Superficie do Capilar

Tensoativo
catibnico

=S
333333333333
+ ~Q -

anion

<@ Fluxo Eletroosmético

Figura 2.3 — Fluxo eletrosmatico invertido

Desta forma, uma camada de semi-micelas € adsorvida na superficie do
capilar promovendo em solucao, a organiza¢do de uma camada de anions, que sob
a acdo do campo elétrico, migra na direcdo do anodo, definindo o chamado fluxo

eletrosmético invertido.
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2.1.3 — Equacdes fundamentais em eletroforese capilar®

bY

As equacdes discutidas a seguir sdo aplicaveis a eletroforese capilar em
solucao livre praticadas em capilares de silica fundida.

Quando uma espécie carregada eletricamente é exposta a um campo elétrico,
essa migrara com velocidade (v;) caracteristica que é proporcional ao campo elétrico

aplicado (E), como mostra a Equacéo 2.1.

Vi = (Hep + teo) E [2.1]

A constante de proporcionalidade engloba up, que € chamada de
mobilidade eletroforética, onde f € o coeficiente de atrito, z € o nimero de cargas
elementares do ion e e é a carga elementar. O coeficiente de atrito aumenta com o
tamanho do ion e com a viscosidade do eletrélitoe representa o quociente da carga

g, € o coeficiente de atrito f.

o = [2.2]
Para solucbes de eletrdlitos compostos de um &cido ou base fracos,
existem pelo menos duas espécies em equilibrio, a molécula néo ionizada (com
mobilidade zero), e a base ou acido conjugado, cada qual com um valor particular de
mobilidade. Assim, da mesma forma que os ions simples sdo caracterizados por um
valor de mobilidade ibnica, o conceito de mobilidade efetiva é utilizado para

descrever a migracao de eletrolitos fracos. A mobilidade eletroforética efetiva (uer) de

um analito é dada pela somatoria das mobilidades eletroforéticas (z4) de todas as n
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espécies relacionadas entre si por equilibrios quimicos, multiplicadas pela

distribui¢cdo desta espécies (o):
Het = Zaj " H; [23]
j=1

A mobilidade eletrosmoética (ueo) por & que é a permitividade da solucao
(usualmente tomada como a permitividade do solvente puro), & € a permitividade do
vacuo, ¢ potencial zeta e 7, € a viscosidade dindmica da solu¢do, na qual assume-se
gue a razao entre permitividade e a viscosidade é independente do campo elétrico

na dupla camada, Equacéo 2.4.

_ 656 [2.4]
n

€eo
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2.1.4 — Modos de separacao em eletroforese capilar

Durante décadas passadas, a eletroforese capilar (CE) e suas muitas
variantes, tal como a eletroforese capilar em zona (capillary zone electrophoresis,
CZE), cromatografia eletrocinética micelar (electrokinetic chromatography, MEKC),
eletroforese capilar em gel (capillary gel electrophoresis, CGE), eletrocromatografia
capilar  (capillary  electrochromatography, @ CEC), isotacoforese (capillary
isotachophoresis, CITP) e focalizacdo isoelétrica (CIEF, capillary isoeletric focusing)

tem demonstrado serem técnicas de grande poder de separacdo® .

Eletroforese Capilar Zona (CZE)®

E a técnica de separacdo efetuada em capilares e baseada somente nas
diferencas entre as mobilidades de espécies carregadas (analitos), em eletrolitos
gue podem ser aquosos oOu organicos. Estes podem conter aditivos, como
ciclodextrinas, complexantes ou ligantes, que interagem com os analitos e alteram
suas mobilidades eletroforéticas.

A CZE é um dos modos de separacdo eletroforética mais usados na
pratica, provavelmente em raz&o da facilidade de sua implementacéo, e otimizagédo
das condi¢des experimentais. Em CZE, o tubo capilar é simplesmente preenchido
com um eletrdlito, geralmente com caracteristicas tamponantes. A separa¢ao ocorre
como resultado de duas estratégias: maximizar as diferencas entre as mobilidades
efetivas dos solutos e minimizar as causas de alargamento das zonas.

As equacdes tradicionais que descrevem resolucéo, eficiéncia e tempo de
migracdo em CZE incorporam o fendmeno de difusdo como Unica causa de

alargamento das zonas' e podem ser escritas como:
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1 ( ) Vv &
RSi Ty V. Bl T 1 [25]
o 4\/5 ! [ D(:Umédia + /er j
L + \Y
N = ef (luep /er) [26]
2DL,,
Lef 'Ltot

t=— o % [2.7]
D (M + o)V

onde x4 e i+ sao as mobilidades aparentes de dois solutos eluindo em
posicoes adjacentes, umedia € @ mobilidade média dos solutos, e, € a mobilidade
eletroforética do soluto i, 1, € a mobilidade do fluxo eletrosmotico, V é a diferenca
de potencial aplicada, D é a média dos coeficientes de difusdo dos dois solutos,
Lot € 0 comprimento do capilar, € 0 L¢s € a distancia do ponto de injecdo a posicao
do detector.

As equacdes [2.5] e [2.6] indicam que o0 uso de tensdes elevadas é
vantajoso, implicando em um ganho de resolucdo e eficiéncia, assim como a
diminuicdo do tempo de analise. Outra observacdo importante € que, em separacées
dificeis, a resolucdo de pares de solutos migrando muito préximos pode ser
melhorada pelo ajuste da magnitude do fluxo eletrosmoético. Quando a mobilidade
eletrosmotica for igual, mas de sinal oposto a mobilidade dos solutos, um ganho de
resolucao € alcancado [2.5]. As penalidades para este tipo de estratégia, no entanto,

sao perda de eficiéncia [2.6] e aumento consideravel no tempo de analise [2.7].
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Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), foi introduzida por Terabe
e colaboradores em 1984, voltada para separacdo de misturas contendo solutos
neutros’®. Em MEKC, agentes tensoativos idnicos (dodecilsulfato de sédio — SDS),
em condi¢cdes favoraveis a formacdo de micelas sdo adicionados ao eletrolito de
corrida, proporcionando um sistema cromatografico de duas fases. Desse modo a
eletrolito representa a fase primaria, a qual € transportada elestrosmoticamente pela
acdo do campo elétrico, enquanto que as micelas as quais representam a fase
secundaria, é transportada pela combinacdo da eletroforese e eletrosmose. A
particdo diferenciada de solutos neutros entre as duas fases é responsavel pela

seletividade da separacéao.

Eletroforese Capilar em gel (CGE)

Esta técnica € muito utilizada na separacdo de proteinas e DNA, por
diferencas de tamanho relativo. A separacdo ocorre preenchendo-se o capilar com
uma matriz polimérica. A grande vantagem sobre a eletroforese classica em placas é
a obtencdo de resultados quantitativos mais exatos, tempo de analise e a

possibilidade de automacéo do processo.
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Eletrocromatografia capilar (CEC)

CEC é uma técnica recente de separacdo que combina as vantagens da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com a eletroforese capilar (CE).
Nesta técnica, o transporte do solvente (fase movel) é feito através do fluxo
eletrosmoético ao longo da coluna. Os capilares utilizados para esse tipo de
separacao sdo recheados com uma fase estacionaria, como C18 (octadecilsilica),

monolitos, etc.

Isotacoforese capilar (CITP)

A isotacoforese é uma técnica em que sdo empregados dois tipos de
eletrolito. Os solutos ficam confinados entre duas regides compostas por estes
eletrolitos. O primeiro eletrolito, que apresenta mobilidade eletroforética maior que
todos os componentes da amostra € chamado de eletrdlito lider. O segundo
eletrolito, que apresenta mobilidade eletroforética menor que todos os componentes
da amostra € conhecido como eletrdlito terminador. Quando o potencial € aplicado
cria-se um estado estacionario no qual as zonas dos analitos migram em ordem
decrescente de mobilidade, mas com velocidade constante e Unica. Outro aspecto
importante é que todas as zonas adotam a concentracdo do eletrolito lider. Desse

modo esse fenbmeno pode ser utilizado para concentracdo de amostras no capilar.

Focalizacao isoelétrica (CIEF)
Técnica eletroforética para separacdo de analitos anféteros de acordo
com seu ponto isoelétrico, através da aplicagcdo de um campo elétrico ao longo de

um gradiente de pH gerado no capilar.
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2.2 — Eletroforese Capilar acoplada a espectrometria de massas (CE-MS)

A espectrometria de massas € uma técnica analitica poderosa muito
utilizada na identificacdo de compostos desconhecidos, quantificacdo de materiais
conhecidos e elucidacdo de propriedades quimicas e estruturais de moléculas.
Basicamente um espectrémetro de massas € dividido em uma fonte de ions, um
analisador da relagédo carga/massa deste ions e um detector.

O principio em que a técnica se baseia é simples e envolve a geracao de
ions os quais sé@o depois detectados, entretando a sofisticacdo surge nos métodos
empregados na geracdo destes ions e no modo de analisa-los. Com o objetivo de se
adquirir resultados sensiveis e seletivos a espectrometria de massas normalmente é
utiizada em combinacdo com técnicas cromatograficas (GC e HPLC) e a
eletroforese capilar (CE)**™*°.

No caso de técnicas que operam em meio liquido como HPLC e CE, é
necesséria a utilizagdo de uma fonte de ionizacdo que possa transmitir moléculas da
fase liquida para a fase gasosa e ao mesmo tempo transferir carga a estas
moléculas. A técnica de ionizagdo por electrospray (ESI) é a mais utilizada.
Basicamente trés caracteristicas fazem com que o electrospray seja considerado
uma técnica distinta das outras técnicas de ionizacao:

i) capacidade para produzir ions multiplamente carregados, com namero
de cargas elevado, reduzindo assim, a razdo massa/carga (m/z), de tal modo que
seja possivel analisar compostos de elevada massa molecular;

i) as amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em solucgao, o

que permite o acoplamento com diversas técnicas de separacao;
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iii) e o fato de ser o electrospray uma técnica de ionizacdo suave que
permite que as interacdes ndo covalentes entre moléculas que existem em solucao

sejam preservadas na fase gasosa®’.

2.2.1 — Formagcao de ions®

A producdo de ions em electrospray requer essencialmente dois passos,
dispersao de gotas altamente carregadas quase a pressao atmosférica seguida de
condi¢cdes que permitam a evaporacdo da gota. A ionizacdo por electrospray nao é
um método de ionizagdo propriamente dita, mas um método de transferéncia de um
ion da fase liquida para a fase gasosa, e a ionizacdo de moléculas neutras em fase
liguida € um processo secundario.

A técnica de ionizacdo por electrospray é assim chamada devido a
formacdo de um spray eletrostético, este processo ocorre devido a passagem de
uma solugcdo contendo ions por um capilar onde uma alta tensdo € aplicada
(1000 a 5000 V), com isso a solucao é nebulizada eletrostaticamente com formagéo
de pequenas gotas altamente carregadas. A nebulizagdo da solugdo € em alguns
casos facilitada pela ajuda de um gas nebulizador (normalmente nitrogénio).
Posteriormente as moléculas sdo direcionadas a uma regido de alto vacuo onde

ocorre a separacao dos ions e consequentemente a sua detec¢cdo em um analisador

de massas.
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2.2.2 — Acoplamento CE-MS®

O acoplamento entre CE-MS é diferente dos acoplamento existentes entre
o0 LC-MS. Para que as separagdes por CE ocorram uma alta tensado € aplicada entre
as extremidades do capilar para que a separagdo ocorra, portanto em qualquer
equipamento de CE-MS, o circuito elétrico do CE precisa ser fechado para que a
separacao ocorra corretamente. Em separacdes que nao envolvem espectrometria
de massas, o contato é fechado mantendo solugbes condutoras nas duas
extremidades do capilar durante a separacao. No entanto, em CE-MS a extremidade
possui uma combinagdo de um liquido auxiliar e um gas; o liquido € necessério por
manter o contato fechado para que ocorra a separagéo por CE e um gas nebulizador
(normalmente nitrogénio) é responsavel pela formacdo do spray durante o processo
de dessolvatagao e ionizagao da amostra.

A forma mais utilizada para a juncao das duas técnicas € de uma interface
(Figura 2.3), onde um sistema formado por trés capilares, onde o mais ao centro € 0
capilar de separacédo do CE (A), o segundo é o responsavel por fechar o contato do
CE, constituido por uma solugdo condutora que leva o nome de liquido auxiliar
(sheath liquid) (B), bombeado em uma vaz&o que pode varia de 2 a 10 uL.min* e o
terceiro o gas nebulizador (C) responsavel pela dessolvatacao do liquido que sai do

capilar.
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Figura 2.3 — Representagdo esquematica da fonte de ionizagdo no CE-ESI-MS.

Em um sistema CE-ESI-MS o analito ao sair do capilar sofre ionizagéo a
pressdo atmosférica em P1, passando por um capilar aquecido, sendo transferido
para regides de pressdes reduzidas P2 e P3 até uma zona de alto vacuo P4,
passando pelos octapolos por onde ocorre a separacdo dos ions, chegando no ion
trap, que funciona como uma “armadilha de ions”, que possui como funcéo
concentrar os ions que estdo passando pelos octpolos para uma melhoria no sinal e

consequentemente sua deteccao (Figura 2.4).

skimmer interoctopole lens
+4.5 kv needle

sheath gas electron multiplier
inlet
ion trap
sample P3 P4 ion gauge
inlet

:

+ 15 kv dynode

sheath liquid
inlet

tube lens

heated capillary octopoles

Figura 2.4 — Representagdo de um equipamento de CE-ESI-MS’.
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2.3 — Andlise de antiretrovirais por eletroforese capilar
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma das técnicas mais

utilizadas na analise de anti-retrovirais, sendo aplicada com eficiéncia na analise

17 -19 20-25

formulacdes farmacéuticas , produtos de degradacéao e amostra biologicas
Porém em alguns casos como soro e plasma, devido as concentracfes existentes
serem baixas e devido a coplexibilidade da matriz, técnicas de clean-up e pré-
concentracdo utilizando extracdo em fase solida (SPE), sdo muito empregadas.
Outra forma que vem sendo muito utilizada no aumento da sensibilidade é o
acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas, combinando
assim as vantagens da separacdo cromatografica e a alta sensibilidade e
especificidade da espectrometria de massas®*?’.

A eletroforese capilar (CE) vem se destacando nos ultimos anos como
uma poderosa ferramenta analitica para separacdo de um grande numero de
substancias, incluindo compostos farmacéuticos. Esta técnica vem sendo
amplamente explorada devido a possibilidade de se obter analises de custo reduzido
e tempo de analise relativamente pequeno, quando comparado com outras
técnicas?® ¥,

Poucos sédo os métodos eletroforéticos existentes na literatura voltados a
analise de antiretrovirais. Muitos artigos descrevem o desenvolvimento e validacao
de métodos analiticos aplicados a amostras de soro, envolvendo procedimentos de
extracdo em fase sélida® ~*3. Fan et al** desenvolveram métodos para determinacéo
simultanea de antiretrovirais em amostras de soro, utilizando extracdo em fase sélida
e separacédo através do modo CZE, com um tempo de analise inferior a 10 minutos,

atingindo limites de deteccéo que variaram de 0,2 a 0,9 png.mL™. Em um estudo

posterior Fan e colaboradores? realizaram a separacdo de outros anti-HIVs, por
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MEKC, com um tempo de analise inferior a 14 minutos, atingindo limites de detecc¢éo
que variaram de 0,3 — 0,4 png.mL™,

Recentemente Tuan et al*®* desenvolveram um método para a
determinacao simultanea de 15 antiretrovirais em amostras de soro por MEKC, com
um tempo de andlise de aproximadamente 10 minutos. Porém o método proposto
mostra perturbacdes na linha de base, as quais podem comprometer a
quantificacdo. Pereira e colaboradores® demonstraram a separacdo de 9
antiretrovirais através de uma metodologia mais simples e robusta podendo ser
facilmente aplicada em analises de rotina de materiais bioldgicos. A separacéo foi
atingida um utilizando um eletrélito constituido de 10 mmol.L™ de tetraborato de
sédio (TBS), 20 mmol.L™* de dodecilsulfato de sédio (SDS), 30 % de acetonitrila e
5 % etanol.

Uma nova possibilidade que vem sendo muito explorada é o acoplamento
da eletroforese capilar com a espectrometria de massas. Este tipo de acoplamento
permite uma melhoria significativa na detectabilidade dos métodos, e ainda uma
identificacdo inequivoca dos analitos™* *°.

A aplicacdo da CE para andlise de formulagfes farmacéuticas vem sendo
pouco explorada, os métodos existentes mostram tempos de analise extremamente
pequenos, quando comparado com outras técnicas, demonstrando um grande

potencial da técnica muito pouco explorado®’*.
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Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos
alternativos passiveis de aplicacdo na analise de medicamentos disponiveis para o
tratamento da AIDS, bem como a validacdo dos mesmos de acordo com o0s
protocolos internacionais e nacionais. Aborda-se neste trabalho também o
desenvolvimento de um método aplicado a amostras bioldgicas, utilizando a

eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas.
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4.1 — Introducéao

A nevirapina  (1-ciclopropil-5,11-dihidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-b:2',3'-
e][1,4] diazepin-6-ona) foi o primeiro medicamento de sua classe a ser aprovado
pela FDA em 1996, sendo introduzida no mercado como Viramune® (Boehringer
Ingelheim). Estudos sugerem que a atividade da nevirapina se passa através da
alteragcdo quimica da ligagdo da polimerase com outros inibidores analagos de
nucleotideos fazendo com que os analogos se liguem a transcriptase, de forma

irredutivel mas nao produtiva, bloqueando a sintese de novos virus'>

Principais efeitos colaterais

A utilizagdo deste farmaco possui como incoveniente o surgimento de
uma reacgao alérgica, a qual pode provocar manchas vermelhas no corpo e coceira.
Podendo afetar também a boca, os labios e genitais. Na maioria dos casos estas
reagdes alérgicas tendem a desaparecer com o tratamento continuo. Outros efeitos

colaterais incluem: dores de cabeca, enjéos, vomitos, febre e hepatite®.
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4.2 — Instrumentagéo

Os experimentos foram conduzidos em dois sistemas de eletroforese
capilar (modelo P/ACE 5510, Beckman Coulter Instruments, Fullerton, CA, EUA),
equipado com um sistema de detecgcao UV/VIS e software (Beckman P/ACE System
Gold® Software) e (modelo HP®PCE, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA),
equipado com detector de arranjo de diodos e software (HP ChemStation, ver
A.08.03) para tratamento e aquisicdo de dados. O equipamento Beckman possui
sistema de refrigeragado do capilar por circulagdo de liquido refrigerante enquanto
que o Agilent utiliza ar forgado para o controle da temperatura interna do capilar.

Os experimentos realizados no desenvolvimento deste método utilizando-
se CZE, foram feitos utilizando capilares de silica fundida (Polymicro Technologies,
Phoenix, AZ, EUA), revestidos externamente com poliimida, com 75 um de didmetro
interno, 27,0 cm de comprimento total (19,4 cm de comprimento efetivo) para o
instrumento da Beckman e 31,5 cm (23,0 cm de comprimento efetivo) para o
equipamento da Agilent. As lavagens de condicionamento inicial do capilar, foram
realizadas por pressao de aproximadamente 20 psi, com passagem de hidroxido de
sédio 1 mol.L™ por 30 minutos, seguidos de 30 minutos de agua deionizada e
10 minutos de eletrdlito de corrida. No intervalo entre as corridas o capilar foi
recondicionado com lavagens de 1 minuto de eletrdlito e no término das analises
5 minutos de hidréxido de sddio 1 mol.L™" e 5 minutos de agua deionizada para a

limpeza do capilar.
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4.3 — Reagentes e solucgdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e
a agua deionizada purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
E.U.A.). O padrdao dos farmacos nevirapina e diazepam foram fornecidos pela
Farmanguinhos — FIOCRUZ, RJ. Solugbes padrao estoque foram preparadas em
agua com concentragdo aproximada de 200 ug.mL'1 e 500 pg.mL”, para a
nevirapina e o diazepam, e armazenadas sob refrigeragdo (4°C). Foram preparadas
solugdes estoque dihidrogenofosfato de soédio (Merck, Rio de Janeiro, RJ) na
concentragdo de 100 mmol.L™. O eletrdlito utilizado na metodologia desenvolvida foi
preparado diariamente através das respectivas diluicdes das solucdes estoque com

agua deionizada e o pH ajustado com acido fosfarico.
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4.4 — Preparo das amostras

Para a analise de nevirapina vinte comprimidos das amostras de
Nevimune (Laob Bioquimicos Ltda — amostra A); Viramune (Boehringer Ingelheim —
amostra B) e do genérico Nevirapina (Farmanguinhos — FIOCRUZ — amostra C),
foram pesados em balanga analitica e em seguida triturados com o auxilio de um
almofariz e pistilo.

Uma porgao equivalente 20 mg do ativo de cada amostra foi pesada em
balanga analitica e em seguida transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, O
material foi dissolvido adicionando 10 mL de acetonitrila e completando-se o volume
com agua deionizada. Apos dissolucdo do material este foi filtrado utilizado-se
membranas de 0,45 um (Millipore). Aliquotas de 5,0 mL destas solugdes e 1,0 mL de
diazepam (500 pg.mL™) foram transferidas em baldes volumétricos de 10 mL e o
volume completado com agua deionizada. As concentragdes finais foram de

100 pg.mL™ e 50 pg.mL™" para a nevirapina e o diazepam, respectivamente.
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4.5 — Desenvolvimento da metodologia

A metodologia proposta anteriormente para analise de formulagbes
farmacéuticas contendo lamivudina como principio ativo, apesar de ter sido
desenvolvida por CZE, ndo se aplica para este composto em decorréncia do tempo
de analise longo ocasionado pela composi¢cdao do eletrdlito, que interfere na
migragdo do mesmo. Procurou-se entdo desenvolver uma nova metodologia rapida e
passivel de aplicacdo em amostras reais. De acordo com a estrutura da nevirapina
(Figura 4.1 — A), observa-se que a presencga de grupos amina, estes grupamentos
podem facilmente serem ionizados em solugdes acidas (pH < 2,5). Uma estratégia
inicial foi de utilizar eletrélitos contendo diferentes concentragées de dihidrogeno
fosfato de soédio (10 — 30 mmol. L") com o pH ajustado para 2,5 com a adicdo de
acido fosforico. Observou-se que concentracdes superiores a 20 mmol.L™
ocasionavam um aumento significativo na corrente devido ao aumento da forga
ibnica do eletrolito, com isso otimizou-se a concentragdo do eletrélito, e outros
parametros como tensao aplicada, e comprimento do capilar, a fim de se obter uma
boa separagdo com o menor tempo de analise. Com estes parametros otimizados, o
eletrdlito de corrida foi composto de 10 mmol.L”' de tampao fosfato de sddio,
pH = 2,5, ajustado com acido fosférico, tensédo aplicada de 25 kV, tempo de injegao

da amostra de 0,5 psi por 5s e A =200 nm.
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cl —N

NH

(A) (B)

Figura 4.1 — Estrutura quimica da nevirapina (A) e do diazepam (B).

A escolha do padrao interno foi feita buscando-se um analito com
caracteristicas de ionizagao (pKa) e mobilidade préxima a do farmaco em estudo.
Dentre os diversos farmacos disponiveis no laboratério observou-se que o diazepam
(Figura 4.1 — B) poderia ser utilizado como padrao interno sem interferir na analise
da nevirapina, uma vez que em um pH < 2,5, a molécula encontra-se carregada
positivamente através da protonagcdo do nitrogénio presente em seu anel.
A Figura 4.2, mostra um eletroferograma de uma mistura de padrdes de nevirapina e

o diazepam (padrao interno).
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Figura 4.2 — Eletroferograma de uma solug¢ao padréo de nevirapina - A (100 ug.mL'1) e diazepam - B
(50 pug.mL™), eletrolito: 10 mmol.L”" de tampao fosfato (pH=2,5), tempo de injecdo de 5 s (0,5 psi),
voltagem de 25 kV e A = 200 nm.
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4.6 — Validac&do do método desenvolvido
4.6.1 — Linearidade, limite de deteccéo (LOD) e quantificagdo (LOQ)

Para a construgcado da curva analitica solugdes padrao de nevirapina foram
injetadas no intervalo de concentragdo entre 80 — 120 pg.mL™" contendo 50 pg.mL™
de padrao interno. A curva analitica foi construida com base na razdo das areas dos
picos (nevirapina / diazepam - PIl) versus a concentracédo (Figura 4.3), e posterior
regressao linear pelo método dos minimos quadrados. A Tabela 4.1 compila os
parametros referentes a regressao linear. Observa-se que o método apresentou
linearidade com r > 0,999 na faixa de concentracdo estudada. Os limites de
detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para a lamivudina foram 1,4 e 4,3 ug.mL™,
respectivamente. Os critérios utilizados para determinar o LOD e LOQ foram
baseados nos parametros referentes a regressao linear.

1,25
1,20

1,15 -
1,10 -
1,05 -
1,00 -

R? = 0,9996

0,95
0,90 ~

0,85 T T T T T 1
70 80 90 100 110 120 130

Razdo (nevirapina/ diazepam)

Concentragéo (ug.mL™)

Figura 4.3 — Curva analitica para nevirapina.



Tabela 4.1 — Validagao do método para nevirapina em relagao a linearidade, limite de detecgao e

quantificagao.
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Parametros

Dados estatisticos

Faixa linear® (ng.mL™")
Coeficiente linear
Coeficiente angular (S)
Coeficiente de correlagao (r)
Erro da regressao (s)

Limite de detecgao® (ug.mL™)

Limite de quantificagcao® (ug.mL™)

80-120
0,3542
0,0207
0,9996
0,0089

1,4
4,3

# cinco niveis de concentraco, injecéo em triplicata de cada nivel
®LOD = 3,3(s/S)

°LOQ = 10(s/S)
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4.5.2 — Precisdo do método — intra-ensaio

A precisao foi determinada através da analise das amostras em trés niveis
de concentracdo (80, 100 e 120 pug.mL™") com trés determinagdes para cada nivel.
A repetividade foi demonstrada pela média dos coeficientes de variagao (%CV),
onde o valor obtido foi de 1,5. Os dados apresentados mostram um boa precisao

uma vez que os valores ndo devem ser superiores a 2 %*.

Tabela 4.2 — Precisdo do método - Repetividade

Concentragdo amostra® (ug.mL™") | % CV
80,0 1,2
100,00 1,4
120,00 1,8
CV® (%) 1,5

@ Trés determinagdes para cada nivel

® CV (nove determinagdes)

4.6.3 — Testes de recuperacao

Para se determinar a exatiddo do método, testes de recuperagao foram
realizados de acordo com os procedimentos adotados pelos d&rgaos
regulamentadores. Quantidades conhecidas de nevirapina foram adicionadas em
amostras comerciais e analisadas pelo método proposto, de acordo com a
Tabela 4.3. Na Tabela 4.3 pode ser observado que os valores da recuperacdo média
obtidos para a nevirapina estao entre 97,2 a 102,7%, a média dos valores obtidos

devem estar em torno de 100 + 2% para cada concentracado na faixa estudada.
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Tabela 4.3 — Teste de recuperacao de padrao de nevirapina adicionado a uma amostra comercial e

analisadas pelo método proposto.

Amostra ~ ~ ~ a
Amostra comercial Padréo Padréo Recuperagéo
adicionada adicionado encontrado (%)
A 40 40 39,9 99,7
A 50 50 51,2 102,5
A 60 60 59,9 99,9
B 40 40 40,1 100,3
B 50 50 50,4 100,7
B 60 60 61,3 102.1
C 40 40 40,5 101,4
C 50 50 49,8 99,6
C 60 60 60,7 101,1

# _ média de trés determinacdes

4.6.4 — Aplicacdo do método em amostras

Para demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, nas condi¢des
anteriormente descritas, amostras contendo nevirapina como principio ativo foram

analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.4 e na Tabela 4.4.

N

T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

time / min

Figura 4.4 — Eletroferograma da amostra A de nevirapina (100 pg.mL'1) e diazepam (50 pg.mL'1) (PI),
Eletrolito 10 mmol.L™" tampao fosfato de sddio, pH = 2,5 ajustado com acido fosférico. Tempo de
injecdo 5 s (0,5 psi), 25 kV, A =200 nm.
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Tabela 4.4 — Resultados das analises de lamivudina em formulagdes farmacéuticas.

P/ACE 5100
Resultados A? B? c?
Quantidade declarada 200

(mg/capsula)
Quantidade encontrada 198.65+0.96 195.60+1.44 198.23 £0.84
(mg/capsula)

Pureza (%) 99.32 97.80 99.11
% CV. (%) 0.48 0.74 0.42
HP°°CE
Quantidade declarada 200

(mg/capsula)
Quantidade encontrada 198.88 +1.33 196.33+1.63 198.07 £1.48
(mg/capsula)
Pureza (%) 99.44 98.16 99.03
% CV. (%) 0.67 0.83 0.75

# media de trés determinacées

4.6.5 — Robustez

A robustez do método proposto foi avaliada através da comparagao dos
resultados experimentais obtidos utilizando dois equipamentos (Tabela 4.4). Testes
de significancia foram realizados para comparar (Tabela 4.5). Realizando-se um
teste F com os valores, observa-se que ndo existe uma diferenga significativa entre
os resultados obtidos entre os dois equipamentos, a um nivel de confianca de

P=95%.

Tabela 4.5 — Comparacgao da precisdo entre os valores obtidos em dois equipamentos.

Precisao
Amostras
valor de F calculado

A

1,39
B 113
¢ 1,76

Valor tabulado de F, P = 95 %, F»> = 19,00 (ref. [26])
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4.6 — Concluséo

Um método novo e rapido por CE para analise de nevirapina em
formulagdes farmacéuticas foi desenvolvido e validado. A robustez do método
proposto avaliada através da comparacao entre dois equipamentos distintos, mostra
que este pode ser facilmente implementado em laboratérios farmacéuticos para

analise de rotina em formulagdes farmacéuticas e matéria-prima.
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5.1 — Introducéao

A lamivudina (2’,3’-dideoxi-3’-tiocitidina) foi aprovada em 1995 para o uso
combinado com o AZT (zidovudina). Possui um mecanismo de agao semelhante aos
demais analogos nucleosideos, onde sao fosforiladas por enzimas quinases
celulares, gerando metabdlitos ativos que inibem a transcriptase reversa do HIV por
competicdo com nucleosideos de ocorréncia natural, o que resulta na finalizagao da
sintese do DNA viral. A sua utilizacao é eficaz na inibigao de ambos os tipos de HIV
(1 e 2). Outra aplicagao é a utilizagdo deste farmaco no tratamento de hepatite-B

sendo administrada em menores concentragdes’™.

Principais efeitos colaterais
Quase nao possui efeitos colaterais, mas em alguns casos pode
ocasionar dores de cabecga e barriga, enjéos, vOmitos e diarréia. Deve-se evitar o

uso concomitante com a Zalcitabina®
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5.2 — Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(modelo HPPCE, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com detector
de arranjo de diodos e software (HP ChemStation, ver A.08.03) para tratamento e
aquisicao de dados. O aparelho possui um sistema de refrigeracédo do capilar por
circulagao de ar forcado que possibilita o controle da temperatura interna do capilar.

Nos experimentos realizados foram feitos utilizandos capilares de silica
fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA), revestidos externamente com
polimida, com 50 um de diametro interno, 28,5 cm de comprimento total e
20 cm até o detector. As lavagens de condicionamento inicial do capilar, foram
realizadas por pressdo de aproximadamente 940 mbars, com passagem de
hidréxido de sodio 1 mol.L™" por 30 minutos, seguidos de 30 minutos de agua
deionizada, 10 minutos de eletrdlito de corrida. No intervalo entre as corridas o
capilar foi recondicionado com lavagens de 5 minutos de eletrdlito e no término das
analises 5 minutos de hidroxido de sédio 1 mol.L”" e 5 minutos de agua deionizada

para a limpeza do capilar.
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5.3 — Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e
a agua deionizada purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). Padrdes dos farmacos lamivudina e fluoxetina, foram adquiridos da
Farmanguinhos — FIOCRUZ, RJ. Solugbes padrdao estoque foram preparadas nas
concentracdes de 1000 ug.mL™" e 500 pg.mL™" respectivamente e armazenadas sob
refrigeragdo (4°C). Foram preparadas solugbes estoque de dihidrogenio fosfato de
sodio, TRIS na concentragdo de 100 mmol.L™" e trietilamina (TEA) a 1% (v/v). Os
eletrdlitos utilizados na metodologia desenvolvida foram preparados diariamente

através das respectivas diluigdes das solugdes estoque em agua deionizada.
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5.4 — Amostras

Vinte comprimidos de lamivudina (150 mg) de diferentes Ilotes
(Amostra 1 e 2), fornecidos pela Farmanguinhos — FIOCRUZ, RJ, foram pesados em
balanga analitica e em seguida triturados com o auxilio de um almofariz e pistilo.
Uma porgao equivalente 20 mg do ativo foi pesada em balanga analitica e em
seguida transferida para um baldo volumétrico de 100 mL. O material foi dissolvido
adicionando 10 mL de acetonitrila e completando-se o volume com agua deionizada.
Apoés dissolugdo do material este foi filtrado utilizando-se membranas de 0,45 um
(Millipore). Uma aliquota de 5 mL desta solucdo e 1 mL de fluoxetina (500 pg.mL™"),
foram transferidas para um baldo de 10 mL e o volume completado com agua
deionizada. As concentracdes finais foram de 100 pg.mL" e 50 ug.mL" para a

lamivudina e a fluoxetina, respectivamente.
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5.5 — Desenvolvimento da metodologia

O carater basico da lamivudina (Figura 5.1), permite que esta seja
analisada por CE, onde sua carga e consequentemente sua mobilidade podem ser
alteradas em fungdo do pH. Em pH < 2,5 a molécula encontra-se ionizada
positivamente (protonacdo do grupo amina), que permite sua migracdo até o
detector, quando submetida a acido de um campo elétrico. Desta forma, a escolha de
um bom sistema tamponante se torna necessaria, para assegurar o controle do pH e
consequentemente a carga adquirida pela molécula. Estudos preliminares foram
feitos utilizando-se como eletrdlito o dihidrogenofosfato de sédio (10 — 20 mmol.L™),
com pH = 2,5 ajustado com acido fosférico. Observou-se no eletroferograma da
Figura 5.2 deformagdes no pico da lamivudina, referente provavelmente ao processo
de adsor¢ao do analito na parede do capilar. Uma forma de se minimizar este tipo de
interacéo € a adigcdo de compostos normalmente aminas, as quais interagem com a
parede do capilar minimizando a adsor¢cdo do analito, um composto comumente
utilizado é a trietilamina (TEA), a qual ndo absorve na regido do UV/VIS e no pH
utilizado encontra-se carregada positivamente. A concentragdo otimizada de TEA foi
0,5 % (v/v) em um eletrdlito com pH = 2,5 ajustado com acido fosférico (Figura 5.3).
Porém mesmo minimizando-se as interagdes do analito com a parede do capilar,
observa-se uma cauda no pico formado, este fato deve-se a diferenca de mobilidade
do analito e do co-ion no eletrdlito (fendmeno de eletrodispersdo)*. A mobilidade do
co-ion pode ser ajustada, adicionando-se normalmente uma espécie, que néao
interfira na analise e possua uma mobilidade préoxima a do analito. Buscando-se um
composto com estas caracteristicas utilizou-se o software PeakMaster* distribuido

gratuitamente na Internet, onde através da consulta de seu banco de dados e
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simulagdes, observou-se que o tris-hidroximetilaminometano (TRIS) poderia ser

utilizado; sua concentracéo otimizada foi de 20 mmol.L™" (Figura 5.4).

NH,
NZ |
HO O)\N
\LO |
S
quoxetlna (PI) lamivudina

Figura 5.1 — Estrutura quimica do farmaco de estudo e o padrao interno utilizado
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Figura 5.2 — Eletroferograma de uma solugdo padrdao de lamivudina (100 ug.mL'1), eletrdlito
10 mmol.L” tampéao fosfato (pH = 2,5), injecdo 5 s (50 mbar), 25 kV, A = 200 nm.

mAU
80 1

70 7

60 7

50 7

40 7

30 1

20 7

10 7

&

o 1

.1 2 3 4 5 min

Figura 53 — Eletroferograma de uma solugao padrdo de lamivudina (100 ug.mL'1), eletrdlito
10 mmol.L" tampao fosfato, 0,5 % TEA (pH = 2,5), tempo de injecdo 5 s (50 mbar), 25 kV,
A =200 nm.
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Figura 5.4 — Eletroferograma de uma mistura padrdo de lamivudina (100 pg.mL'1), eletrdlito
otimizado: 0,5 % TEA, 20 mmol.L” de TRIS, pH = 2,5 ajustado com acido fosférico, tempo de injegéo
5 s (50 mbar), 25 kV, A =200 nm.

Para a minimizagdo de erros provenientes da injegcdo do equipamento,
optou-se pelo uso de um padrdo interno, o qual deve possuir caracteristicas
semelhantes ao analito (tempo de migragcdo proximo, absortividade). Dentre os
diversos padroes de farmacos disponiveis, utilizou-se a fluoxetina como padrao
interno (Figura 5.1), por tratar-se de um composto basico e ser possivel de se

analisar pela metodologia proposta (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Eletroferograma de uma mistura padrao de lamivudina (1) (100 ug.mL'1) e fluoxetina (2)
(50 ug.mL'1) (PI), Eletrdlito 0,5 % TEA, 20 mmol.L™" de TRIS, pH = 2,5 ajustado com acido fosfdrico.
Tempo de injegédo 5 s (50 mbar), 25 kV, A = 200 nm.
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5.6 — Validagdo do método desenvolvido

A metodologia proposta foi validada segundo os parametros de
seletividade, linearidade, limite de detecgao, limite de quantificacdo, precisao e

exatiddo e recuperacao, de acordo com os dérgdos reguladores®”.

5.6.1 — Linearidade, limite de deteccéo (LOD) e quantificagdo (LOQ)

Para a construgédo da curva analitica o padrao de lamivudina, foi injetado
no intervalo de concentracéo entre 80 — 120 ug.mL™ contendo 50 png.mL™" de padréo
interno. A curva analitica foi construida com base na razdo das areas dos picos
(lamivudina / fluoxetina) versus a concentragédo, e posterior regressao linear pelo
método dos minimos quadrados (Figura 5.6). A Tabela 5.1 mostra os parametros
referentes a regressao linear. Observa-se que o método apresentou linearidade com
r > 0,999 na faixa de concentracdo estudada. Os limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) para a lamivudina foram 1,81 e 5,56 pug.mL™, respectivamente.
Os critérios utilizados para determinar o LOD e LOQ foram baseados nos
parametros referentes a regressao linear, comumente indicado nos protocolos de
validacdo de farmacos em medicamentos, muito embora esta pratica ndo seja

estritamente correta, uma vez que o LOQ esta fora da curva analitica.
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Figura 5.6 — Curva analitica da lamivudina.
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Tabela 5.1 — Validagdo do método para lamivudina em relacdo a linearidade, limite de detecgéo e

quantificagao.
Parametros Dados estatisticos

Faixa linear® (ng.mL™") 80 — 120
Coeficiente linear -0,0317
Coeficiente angular (S) 0,00612
Coeficiente de correlagao (r) 0,99955
Erro da regressao (s) 0,00337

Limite de detecgao® (ug.mL™) 1,81

Limite de quantificagcao® (ug.mL™) 5,56

# cinco niveis de concentraco, injecéo em triplicata de cada nivel
®LOD = 3,3(s/S)

°LOQ = 10(s/S)

5.6.2 — Precisdo do método — Repetibilidade

A precisdo intra-ensaio foi determinada através da analise da amostras
em trés niveis de concentracdo (80, 100 e 120 ug.mL™) com trés determinacdes
para cada nivel. A repetibilidade foi demonstrada pelo coeficiente de variagao (%CV)
das razdes das areas (lamivudina/Pl). Os dados estdo apresentados na Tabela 5.2.

Os valores relativos & precisdo devem ser menores que 2,0 %°.

Tabela 5.2 — Preciséo intra-enasio do método para lamivudina.

Concentragdo amostra® (ug.mL™") | % CV
80,0 0,85
100,00 0,92
120,00 0,96
CV® (%) 0,91

@ Trés determinagdes para cada nivel

®cv (nove determinagdes)
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5.6.3 — Testes de recuperacéao
A exatiddo do método foi calculada como a porcentagem de recuperagéo
de uma quantidade conhecida de analito adicionada a amostra. Na Tabela 5.3 pode

ser observado que os valores da recuperagao variaram de 96,6 a 103,1 %.

Tabela 5.3 — Teste de recuperacdo de padrdo de lamivudina adicionado a amostras comerciais
analisadas pelo método proposto.

Amostra Padréo adicionado Padrdo encontrado Recuperacao (%)
12 40 39,8 99,5
12 50 51,1 102,2
12 60 61,9 103,1
22 40 41,2 103,0
22 50 48,3 96,6
22 60 60,3 100,5

& Amostras de diferentes lotes

5.6.4 — Aplicacdo do método em amostras

Para demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, nas condigdes
anteriormente descritas, amostras de comprimidos contendo lamivudina como
principio ativo foram analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Figura 5.7 e na Tabela 5.4.
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Figura 5.7 — Eletroferograma da amostra 2 de lamivudina (100 ug.mL'1) e fluoxetina (50 pg.mL'1) (P,
Eletrolito 0,5 % TEA, 20 mmol.L™" de TRIS, pH = 2,5 ajustado com acido fosférico. Tempo de injegao
5 s (50 mbar), 25 kV, A =200 nm.



Tabela 5.4 — Resultados das analises de lamivudina em formulagdes farmacéuticas.

Parametros

Amostra1l® Amostra2?

Quantidade declarada (mg/capsula)
Quantidade encontrada (mg/capsula)
CV (%)

Pureza (%)

150,0 150,0
152,2 147,9
1,1 1,6

101,4+0,22 98,6+0,31

& Amostras de diferentes lotes
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5.7 — Investigacdo de impurezas enantioméricas através da utilizacdo de
ciclodextrinas

Uma vez que a lamivudina € uma substancia que pode possuir até 4
enantidmeros, sendo que uma dessas conformacdes possui atividade toxica quando
absorvida pelo organismo, buscou-se a determinagdo qualitativa de possiveis
impurezas quirais presentes nas formulacdes disponiveis no laboratério.

Como as ciclodextrinas (CD) sao os seletores quirais mais utilizados em
eletroforese capilar, a investigagao de possiveis impurezas quirais foi feita utilizando-
se diferentes ciclodextrinas disponiveis no laboratério®. A estratégia inicial foi de se
utilizar seletores quirais neutros no pH em estudo (pH=2,5), como a metil (M), dimetil
(DM) e hidroxipropil (OH) — B — CD. Como o eletrélito de separacéo utilizado
anteriormente era acido, as CDs neste meio (auséncia de fluxo eletrosmético),
tendem a ficar estaticas no interior do capilar, quando se aplica um determinado
campo elétrico. Com a passagem do analito, estes formam complexos transitorios
com as CDs, onde na presenga de enantidmeros estes sofrem intera¢cdes que levam
a uma modificacdo na sua mobilidade, com possivel resolucdo dos isdbmeros. As
separacgdes foram realizadas adicionando-se propor¢des de CDs que variam de 0 a
2,5 % (m/v), a seguir sdo apresentados os eletroferogramas obtidos utilizando-se

ciclodextrinas a 2,5 % (m/v) (Figuras 5.8; 5.9; 5.10).
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Figura 5.8 — Eletroferograma para amostra de matéria-prima de lamivudina (1000 pg.mL™"). Eletrolito
de corrida: 0,5 % TEA, 20 mmol.L" de TRIS, pH = 2,5 ajustado com acido fosférico, 2,5 % M-B-CD.
Tempo de injegédo 5 s (50 mbar), 20 kV, A = 200 nm.
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Figura 5.9 — Eletroferograma para amostra de matéria-prima de lamivudina (1000 ug.mL'1). Eletrolito
de corrida: 0,5 % TEA, 20 mmol.L™" de TRIS, pH = 2,5 ajustado com acido fosforico, 2,5 % DM-B-CD.
Tempo de injecado 5 s (50 mbar), 20 kV, A =200 nm.
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Figura 5.10 — Eletroferograma para amostra de matéria-prima de lamivudina (1000 ug.mL'1). Eletrélito
de corrida: 0,5 % TEA, 20 mmol.L" de TRIS, pH = 2,5 ajustado com &cido fosférico, 2,5 % OH-B-CD.
Tempo de injecédo 5 s (50 mbar), 20 kV, A =200 nm.
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Pode-se observar através dos eletroferogramas que para a solugao
padrdao de lamivudina, as CDs influenciam o tempo de migragdo de compostos,
ocasionada pela interacdo entre o analito e a ciclodextrina. Variando-se a
concentracdo do seletor quiral, ndo observou-se a separacdo de nenhum
enantidmero. Isso implica que possivelmente as amostras possuem um grau de
pureza quiral elevado ou a CD ndo se mostrou adequada para discriminar os

isbmeros.



67

5.8 — Conclusoes

Um método simples e preciso por CZE foi desenvolvido para a
determinacdo de lamivudina em formulagdes farmacéuticas com um tempo de
analise inferior a 3,5 minutos. A validagdo mostra que o método proposto possui
caracteristicas adequadas e pode ser facilmente implementado na rotina analitica de

laboratdrios de controle de qualidade.
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CAPITULO 6

METODOLOGIA PARA DETERMINACAO
ESTAVUDINA, RITONAVIR E EFAVIRENZ EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS
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6.1 — Introducao

O tratamento inicial para AIDS, consiste na utilizacdo de farmacos
responsaveis por atuarem em diferentes pontos do ciclo replicativo viral, sendo
normalmente utilizados em combinacdes. A estavudina, ritonavir e o efavirenz, sdo
farmacos recomendados para compor a terapia anti-retroviral®.

A estavudina (2’,3'-didesidro-desoxitimidina), possui atividade semelhante
aos analogos nucleosideos, onde sua acdo ocorre através da fosforilacdo por
enzimas quinases celulares, gerando metabdlitos que inibem a transcriptase. O
efavirenz (do inglés, 8-chloro-5-(2-cyclopropylethynyl)- 5-(trifluoromethyl)- 4-oxa-2-
azabicyclo [4.4.0]deca- 7,9,11-trien-3-one) induz mudancas conformacionais no sitio
ativo da enzima transcriptase reversa do HIV, ipendindo sua acdo. O ritonavir
(do inglés, 1,3-thiazol-5-ylmethyl [3-hydroxy-5- [3-methyl-2-[methyl- [(2-propan-2-yl-
1,3-thiazol- 4-yl)methyl] carbamoyl] amino-butanoyl] amino-1,6-diphenyl-hexan-2-yl]
aminoformate) atua na enzima responsavel pela metabolizacdo dos inibidores da
protease no figado, acarretando em um aumento dos metabdlitos ativos os quais
irdo atuar na inibicdo do virus®™*.

Apesar dos avancos na abordagem clinica da infeccéo pelo HIV, através
da administracdo de esquemas terapéuticos potentes, ainda constam falhas
terapéuticas decorrentes de toxicidade do farmaco, resisténcia viral e principalmente
falta de adesao ao tratamento. Um dos principais motivos que levam a diminuicdo da
adesdo ao tratamento, pelos pacientes € a complexidade do regime terapéutico, com
a administracdo de um grande namero de comprimidos e capsulas diariamente. Com
isso um grande interesse vem sendo demonstrado pelas indUstrias farmacéuticas na

utilizacdo destes farmacos combinados em uma Unica capsula®.
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6.2 — Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(modelo HP®PCE, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com detector
de arranjo de diodos e software (HP ChemStation, ver A.08.03) para tratamento e
aquisicdo de dados. O aparelho possui sistema de refrigeracdo do capilar por
circulacao de ar forcado que possibilita o controle da temperatura interna do capilar.

Os experimentos realizados no desenvolvimento deste método utilizando-
se MEKC, foram feitos com capilares de silica fundida (Polymicro Technologies,
Phoenix, AZ, EUA), revestidos externamente com poliimida, com 75 um de diametro
interno, 48,5 cm de comprimento total e 40 cm até o detector. As lavagens de
condicionamento inicial do capilar, foram realizadas por pressdao de
aproximadamente 940 mbars, com passagem de hidréxido de sédio 1 mol.L™* por 30
minutos, seguidos de 30 minutos de agua deionizada e 10 minutos de eletrdlito de
corrida. No intervalo entre as corridas o capilar foi recondicionado com lavagens de 5
minutos de eletrdlito e no término das andlises 5 minutos de hidroxido de sédio

1 mol.L™* e 5 minutos de 4gua deionizada para a limpeza do capilar.



72

6.3 — Reagentes e solucgdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e
a agua deionizada purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). Padrdes dos farmacos estavudina, ritonavir e efavirenz, foram fornecidos pela
Farmanguinhos — FIOCRUZ e Fundacdo do Remédio Popular - FURP. Solucdes
padréo estoque foram preparadas em acetonitrila com concentragcdo aproximada de
1000 pg.mL™* e armazenadas sob refrigeracdo (4°C). Foram preparadas solucées
estoque de tetraborato de sddio (TBS), dodecilsulfato de sodio (SDS) (Merck, Rio de
Janeiro, RJ) na concentracdo de 100 mmol.L™. Os eletrdlitos utilizados na
metodologia desenvolvida foram preparados diariamente, por respectivas diluicbes

das solucdes estoque em agua deionizada.
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6.4 — Amostras

Vinte comprimidos de estavudina (30 e 40 mg) e efavirenz (200mg),
fornecidos pela Farmanguinhos, foram pesados em balanca analitica e em seguida
triturados com o auxilio de um almofariz e pistilo.

Uma porcdo equivalente 20 mg do principio ativo de cada amostra foi
pesada em balanca analitica e em seguida transferida para um baldo volumétrico de
100 mL. O material foi dissolvido adicionando-se 10 mL de acetonitrila e
completando-se o volume com agua deionizada. Apos dissolucdo do material, este
foi filtrado utilizado-se membranas de 0,45 um (Millipore). Aliquotas de 5 mL destas
solugbes e 1,0 mL de padréo interno zidovudina (1000 pug.mL™?) foram transferidas
em baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com agua deionizada. As

concentracdes finais foram de 100 ug.mL™ , para estavudina e o seu padréo interno.
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6.5 - Desenvolvimento da metodologia para determinagdo simultanea da

estavudina, ritonavir e efavirenz em formulacdes farmacéuticas

Uma abordagem inicial foi de se realizar a separacdo dos compostos por
CE devido a presenca de grupamentos ionizaveis (Figura 6.1), o que poderia permitir
a analise dos compostos. Porém estudos preliminares utilizando-se como variaveis:
pH do eletrolito de corrida (fosfato, pH 7; tetraborato - TBS, pH 9,3); concentracdo do
eletrolito de corrida (10 — 40 mmol.L™); adicdo de solventes organicos (metanol,
etanol e acetonitrila) nas concentracdes (0 — 20 %) nao atingiram a separacao .
Alguns parametros instrumentais como tensao aplicada (15 — 30 kV) e temperatura
(20 — 30 °C), também foram estudados, entretanto, a separacdo nédo foi alcancada
em nenhum dos experimentos realizados, onde em alguns casos o0 tempo de
migracdo dos compostos era muito longo (ritonavir e efavirenz) ou a mobilidade do

analito era muito proxima a mobilidade do fluxo eletrosmético (estavudina).
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Figura 6.1 — Estrutura quimica do efavirenz, estavudina e ritonavir.
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Com isso uma outra estratégia no desenvolvimento do método analitico
foi a utilizacdo da técnica da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), utilizando
como tensoativo aniénico dodecilsulfato de sédio (SDS) e como eletrdlito TBS.
Alguns experimentos foram realizados, mostrando que a adicdo de SDS ao eletrélito
de separacdo proporciona uma diferenciacdo na mobilidade da estavudina nao
possivel anteriormente em CE, porém, somente a adicdo de SDS ao meio nao
proporcionou uma analise com tempo migracdo e resolucdo adequadas entre 0s
compostos. Uma das op¢des mais utilizadas em MEKC para melhoria da resolucéo e
ajuste do fator de retencédo dos compostos (k) é a utilizacdo de solventes organicos
(metanol, etanol e acetonitrila), entre outros, os quais proporcionam uma melhoria
nestes fatores.

A fim de se otimizar a composicao do eletrdlito (TBS), concentracdo do
tensoativo (SDS) e porcentagem do solvente utilizado acetonitrila (ACN), realizou um
planejamento fatorial 2°** com ponto central (PC), escolhendo-se como fator de
resposta, funcbes baseadas em resolucdo. As condi¢cdes utilizadas na realizacéo
dos experimentos do planejamento foram: injecdo hidrodinamica durante 5 s
(50 mbar), temperatura do capilar de 25°C, A = 200 nm e tensdo de 17,5 kV. As
variaveis e niveis utilizados durante o planejamento fatorial estdo descritos na
Tabela 6.1.

Tabela 6.1 — Variaveis e niveis do planejamento fatorial 2***,

Fatores 1)1 +1)
1[TBS (mm) |10 |15 ] 20
SDS (mM) | 20 |25 | 30
3|ACN (%) |20 |25]30
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A Tabela 6.2 mostra os 11 ensaios executados. Os niumeros de 1 a 11 na
vertical a esquerda representam 0s ensaios e 0S numeros na vertical a direita a
ordem pela qual foram realizados os experimentos. A ordem de execucao foi
escolhida aleatoriamente mediante sorteio. Os numeros de 1 a 3 na horizontal

representam os fatores investigados (segundo Tabela 6.1).

Tabela 6.2 — Tabela com o planejamento fatorial 2*** para analise dos antiretrovirais com triplicata no
ponto central.

Ensaio |[1]|2]3 Ordem
Aleatéria
1 -1-1- 11
2 +1-]-
3 -1+ - 9
4 +]+] - 10
5 -1-1+ 2
6 +] -1+ 4
7 -1+ 8
8 + 1+ ]|+ 1
9,10,11|10]0]0 7

Para se realizar uma avaliacdo dos eletroferogramas obtidos através do
planejamento fatorial, como funcéo resposta utilizou-se o

CRS (chromatographic resolution statistic)®, que é definida pela expresséo:

-
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A resolucéo Ri - entre as bandas de dois solutos adjacentes é definida
pela diferenca entre o tempo de migracéo ti, dividida pelo valor médio entre as
larguras de base de cada banda W , expressas nas mesmas unidades dos tempos

de migracado’.

Onde, Ry € a resolucdo meédia de todos os pares de soluto, Rqy a
resolucdo Otima desejada, Rmin @ resolucdo minima aceitavel, t; 0 tempo de migracéo
do dltimo soluto e n 0 nimero de solutos na amostra. O primeiro termo da CRS é a
medida da separagéo entre picos adjacentes e se aproxima de zero quando todos o0s
picos se aproximam de um valor de resolugcdo definido como 6timo. O segundo
termo da CRS mede a uniformidade do espagcamento entre 0S picos e este termo
aproxima-se ao valor unitario, da resolucao dos pares de picos individuais é igual ao
valor médio das resolugbes. Eletroferogramas com picos bem resolvidos e
uniformemente espagados minimizam o valor de CRS.

A seguir sdo apresentados os eletroferogramas correspondentes aos
experimentos do planejamento fatorial realizado. Todos o0s compostos foram

injetados na concentrac&do de 100 mg.L™.

mAU
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0 — fng Ll

é .“3 iO iz i4 min

Figura 6.2 — Eletrélito 1(—,—,—). Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.3 — Eletrélito 2 (+,—,—) Separa¢do de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.4 — Eletrélito 3 (-,+,—) Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.5 — Eletrélito 4 (+,+,—) Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.6 — Eletrdlito 5 (-,—+) Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.7 — Eletrélito 6 (+,—+) Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.8 — Eletrolito 7 (—,+,+). Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.9 — Eletrolito 8 (+,+,+). Separacdo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.
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Figura 6.10 — Eletrdlito 9 (0,0,0) - PC. Separacédo de mistura padrdo: 1 — estavudina; 2 — ritonavir;
3 — efavirenz.

A comparacdo dos eletroferogramas obtidos com os eletrélitos 1 e 2,
indicam que o aumento na concentracdo do TBS, causa um aumento consideravel
no tempo de migracdo dos compostos, com uma migracdo muito proxima do
composto 1 ao fluxo eletrosmético. Quando ocorre 0 aumento na concentracao de
SDS e aumento na concentracdo de TBS (eletroferograma 1), ha mudancas
significativas no espacamento dos picos, com aumento exagerado no tempo de
migracédo total. Porém quando se aumenta a concentracdo de solvente no eletrdlito
de corrida (Eletrélitos 5 e 6), juntamente com o0 aumento na concentracdo de TBS,
se tem uma diminuicdo muito pronunciada na janela de migracdo (Eletrélito 5),

conseguentemente menor tempo de analise, e uma diferenciacédo entre a mobilidade
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do fluxo eletrosmotico, e a migracdo dos compostos (eletrélito 6). Nos eletrélitos 7 e
8 observa-se que o aumento nas concentracfes de SDS e % ACN influenciam o

tempo de analise e no tempo de migracao.

Tabela 6.3— Valores das funcdes resposta CRS para 0s experimentos do fatorial 2* com ponto central

Ensaio |1]2]3]CRS
1 [-1-1-170
2 f+f-[-| 34
3 [-f+[-| 18
4 |+|+|-| 63
5 |-|-|+| 35
6 |+|-|*| 37
7 -1+1+| 53
8 +|+]|+| 84

9,10,11|0J0|O0| 5,7

Através do tratamento estatistico, da funcdo resposta (Tabela 6.3),
observa-se nitidamente que dois eletrdlitos, poderiam ser utilizados (Ensaios 5 e 6),
porém o eletrdlito 5, existe uma proximidade muito grande do analito 1 (estavudina)
do fluxo eletrosmotico, além da baixa resolu¢do dos analitos 1 e 2. Portanto, as
condicbes estabelecidas como Otimas na separacdo dos trés farmacos,
determinadas a partir da analise estatistica dos efeitos individuais, juntamente com a
andlise das funcbes resposta provenientes do planejamento fatorial foram: 20
mmol.L™? de tetraborato de sédio (pH = 9,3), 20 mmol.L™ de SDS e 30 % de
acetonitrila, tensédo aplicada de 20 kV (polaridade positiva, ligeiramente aumentada
para diminuir tempo de analise), comprimento do capilar, 48,5 cm, comprimento
efetivo, 40 cm, 75 um de diametro interno, janela de detec¢cdo, 3 mm e temperatura
constante de 25°C. A fim de se melhorar a precisdo da metodologia, minimizando

possiveis erros de injecdo do equipamento, escolheu-se dentro dos diversos
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antiretrovirais disponiveis no laboratério a zidovudina como padrdo interno

(Figura 6.11).

mAU 4 3
120
100 ] 1, 2 4
80 ]
60 1

40 7

e JUL U

1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Figura 6.11 — Condicdo otimizada através do planejamento fatorial. Eletrélito: 20 mmol.L™" de
tetraborato de sédio, 20 mmol™ de SDS e 30 % de acetonitrila. Separacéo de uma mistura padrées: 1
— estavudina; 2 — ritonavir; 3 — efavirenz; 4 - zidovudina.
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6.6 — Validagdo do método desenvolvido para estavudina

A metodologia proposta foi validada segundo os parametros de
seletividade, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e
exatidao e recuperacao.
6.6.1 — Linearidade, limite de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

Para a construcdo da curva analitica solu¢des padrdo de estavudina,
foram injetadas no intervalo de concentracédo entre 80 — 120 pg.mL™ contendo 100
ng.mL™* de padrdo interno. A curva analitica foi construida com base na raz&o das
areas dos picos (estavudina / zidovudina) versus a concentracdo, e posterior
regressao linear pelo método dos minimos quadrados (Figura 6.12). A Tabela 6.4
refere-se aos parametros referentes a regresséao linear. Observa-se que o método
boa apresentou linearidade com r > 0,999 na faixa de concentracdo estudada. Os
limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para a estavudina foram 2,4 e 7,3
ng.mL™, respectivamente. Os critérios utilizados para determinar o LOD e LOQ

foram baseados nos parametros referentes a regresséo linear.

1,35 -
1,25
1,15
1,05

0,95 -

Razédo (estavudina/Pl)

0,85 +

0, 75 T T T T T 1
70 80 90 100 110 120 130

Concentrag&do (ug.mL™)

Figura 6.12 — Curva analitica estavudina.
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Tabela 6.4 — Validagdo do método para a estavudina em relacéo a linearidade, limite de deteccéo e

guantificacao.
Parametros Dados estatisticos
Faixa linear® (ng.mL™) 80 — 120
Coeficiente linear -0,038
Coeficiente angular (S) 0,01087
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9992
Erro da regressao (s) 0,00796
Limite de deteccao® (ug.mL™) 2,4
Limite de quantificacdo® (ng.mL™) 7,3

2 cinco niveis de concentracéo, injecéo em triplicata de cada nivel
®LOD = 3,3(s/S)

°LOQ = 10(s/S)
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6.6.2 — Precisdao do método — intra-ensaio

A precisao foi determinada através da analise das amostras em trés niveis
de concentracéo (80, 100 e 120 pug.mL™) com trés determinacdes para cada nivel.
A precisdo foi demonstrada pelo coeficiente de variagdo (%CV) das razGes das
areas (estavudina / zidovudina - PI). Os dados sdo apresentados na Tabela 6.5.
Para assegurar uma boa precisdo do método esperam-se o0s valores de % CV

menores que 2,0 %°.

Tabela 6.5 — Precisdo do método - Repetividade

Concentragéo amostra® (ug.mL™) | % CV
80,0 0,95
100,00 1,1
120,00 0,99
CV® (%) 1,0

2 Trés determinacdes para cada nivel
bcv (nove determinacdes)

6.6.3 — Testes de recuperacéo

A exatiddo do método foi calculada como a porcentagem de recuperacao
de uma quantidade conhecida de analito adicionada a amostra. Na Tabela 6.6 pode
ser observado que os valores da recuperacdo média obtidos para a estavudina

compreendem a faixa de 97,0 a 102,2 %.
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Tabela 6.6 — Teste de recuperacéo de padrdo de estavudina adicionado a uma amostra comercial e

analisadas pelo método proposto.

Amostra Amostra Padréo Padréo Recuperacgéo (%)

comercial adicionado encontrado
adicionada

12 40 40 39,5 98,8

1a 50 50 51,1 102,2

12 60 60 58,2 97,0

28 40 40 40,3 100,8

22 50 50 49,2 98,4

28 60 60 58,9 98,1

& amostras de estavudina de diferentes lotes

6.6.4 — Aplicacdo do método em amostras

Para demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, nas condi¢des

anteriormente descritas, amostras contendo estavudina como principio ativo foram

analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 6.13 e na

Tabela 6.7.
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Figura 6.15— Eletroferograma da amostra 1 de estavudina (1) e zidovudina (PI) (100 pg.mL™).
Eletrdlito: 20 mmol.L-1 de tetraborato de sddio, 20 mmol.L-1 de SDS, 30 % de acetonitrila. Injecdo 5 s
(50 mbar), 20 kV, A =200 nm.



Tabela 6.7 — Resultados das andlises das amostras de estavudina (30 e 40 mg)

Parametros

Amostra l Amostra 2

Quantidade declarada (mg/céapsula)
Quantidade encontrada (mg/cépsula)
CV (%)

Pureza (%)

30 40
29,8 40,5
1,12 0,87

99,3+0,15 101,3+0,33

87
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6.7 — Validacdo do método desenvolvido para efavirenz

6.7.1 — Linearidade, limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

Para a construcéo da curva analitica solu¢des padrao de efavirenz, foram
injetados no intervalo de concentrac&o entre 80 — 120 ug.mL™* contendo 100 pg.mL™
de padrdo interno. A curva analitica foi construida com base na razéo das areas dos
picos (efavirenz / zidovudina) versus a concentracdo, e posterior regressao linear
pelo método dos minimos quadrados (Figura 6.14). A Tabela 6.8 compila os
parametros referentes a regressao linear. Observa-se que o método apresentou
linearidade com r > 0,9987 na faixa de concentracdo estudada. Os limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para a estavudina foram 1,6 e 4,7 pug.mL™,
respectivamente. Os critérios utilizados para determinar o LOD e LOQ foram
baseados nos parametros referentes a regresséo linear.

1,10 -
1,05 -
1,00 -
0,95 -
0,90 -
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0,80 -
0,75 -
0,70 -

0, 65 T T T T T 1
70 80 90 100 110 120 130

Razéao (efavirenz/Pl)

Concentragéo (ug.mL™)

Figura 6.14 — Curva analitica para o efavirenz, faixa 80 & 120 pug.mL™.
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Tabela 6.8 — Validagdo do método em relacao a linearidade, limite de detecgdo e quantificacdo

Parametros Dados estatisticos
Faixa linear® (ug.mL™) 60 — 120
Coeficiente linear 0,1533
Coeficiente angular (S) 0,04753
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9996
Erro da regressao (s) 0,04185
Limite de deteccao® (ug.mL™) 2,9
Limite de quantificacdo® (ug.mL™) 8,8

& cinco niveis de concentracéo, injecéo em triplicata de cada nivel
®LOD = 3,3(s/S)

°LOQ = 10(s/S)

6.7.2 — Precisdo do método

A precisado intra-ensaio foi determinada através da analise das amostras
em trés niveis de concentracdo (80, 100 e 120 pg.mL™) com trés determinagdes
para cada nivel. A precisao foi demonstrada pelo coeficiente de variacao (%CV) das
razBes das areas (Efavirenz/Zidovudina - PIl). Dados apresentados na Tabela 6.9. O

valores relativos a precisdo devem ser menores que 2,0 %.

Tabela 6.9 — Precisdo do método - Repetividade

Concentragdo amostra® (ug.mL™) | % CV
80,0 1,2
100,00 0,9
240,00 1,7
CV® (%) 1,3

% Trés determinacgdes para cada nivel

®cv (média das nove determinacdes)
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6.7.3 — Testes de recuperacao

A exatiddo do método foi calculada como a porcentagem de recuperacao
de uma quantidade conhecida de analito adicionada a amostra. Na Tabela 6.10 pode
ser observado que os valores da recuperacdo média obtidos para o efavirenz foram

de 100,3 a 100,7 %.

Tabela 6.10 — Teste de recuperacao de padréo de efavirenz adicionado a uma amostra comercial e

analisadas pelo método proposto.

Amostra Padréo adicionado Padrdo encontrado Recuperacgao (%)
12 40 40,3 100,6
12 50 50,1 100,3
12 60 58,2 100,7

6.7.4 — Aplicacdo do método em amostras

Para demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, nas condigdes
anteriormente descritas, amostras contendo efavirenz como principio ativo foram
analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 6.15 e na

Tabela 6.11.
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Figura 6.15- Eletroferograma da amostra de efavirenz e zidovudina (PI) (100 ug.mL'l). Eletrélito: 20
mmol.L-1 de tetraborato de sédio, 20 mmol.L-1 de SDS, 30 % de acetonitrila. Inje¢do 5 s (50 mbar),
20 kV, A =200 nm.



Tabela 6.11 — Resultados das analises de efavirenz em formulacdes farmacéuticas

Parametros Amostra
Quantidade declarada (mg/céapsula) 200
Quantidade encontrada (mg/capsula) 203,3
CV (%) 1,0
Pureza (%) 101,7 £ 0,45

91
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6.8 Conclusdes

Neste capitulo pode se observar como ferramentas quimiométricas podem
auxiliar no desenvolvimento de métodos analiticos, gerando um numero reduzido de
experimentos e maximizando a separagcao entre os analitos com o menor tempo de
analise. A metodologia proposta pode ser facilmente empregada na analise de

formulacdes farmacéuticas individuais ou combinada.
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CAPITULO 7

METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE LAMIVUDINA,
NEVIRAPINA, INDINAVIR E ZALCITABINA EM AMOSTRAS
DE URINA
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7.1 — Introducao

A separacgao e determinagao de antiretrovirais em matrizes biolégicas sao
necessarias para os estudos farmacocinéticos’ e também no monitoramento do
tratamento, levando ao diagnéstico de possiveis resisténcias ao tratamento ou
ineficicacia do mesmo?

Diversos métodos utilizando CE para quantificacgdo em amostra de soro,
encontram-se disponiveis na literatura. Devido a baixa concentracdo esperada,
técnicas de pré-concentracdo utilizando cartuchos de SPE sdo frequentemente
utilizadas®*®. Uma nova abordagem que vem sendo adota é a utilizagdo da técnica
acoplada a espectrometria de massas’®. Cahours e colaboradores realizaram a
determinacdo da didanosina e alguns nucleosideos, atigindo a separagéo utilizando
um eletrdlito constituido de uma mistura de acido féormico e amoénia (forga idnica de

10 mmol.L™") e liquido auxiliar constituido de 0,5 % de acido férmico em MeOH:Agua

(1:1), atingindo um limite detecgédo de 2 pg.L-"®.
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7.2 — Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(PACE/MQD, Beckman Coulter), acoplado a um espectrObmetro de massas
(LCQDeca XP Max, Finningan) do tipo ion trap e software (Xcalibur) para tratamento
€ aquisi¢ao de dados.

Os experimentos realizados no desenvolvimento deste método foram
feitos utilizando capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ,
EUA), revestidos externamente com poliimida, com 50 um de didametro interno, 80
cm aproximadamente de comprimento total. As lavagens de condicionamento inicial
do capilar, foram realizadas por pressdo de aproximadamente 20 psi, com passagem
de hidréxido de sédio 1 mol.L™" por 30 minutos, seguidos de 30 minutos de agua
deionizada. No intervalo entre as corridas o capilar foi recondicionado com lavagens
de 5 minutos de eletrdlito e no término das analises 5 minutos de hidroxido de

aménio 1 mol.L”" e 5 minutos de agua deionizada para a limpeza do capilar.

7.3 — Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e
a agua deionizada purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
E.U.A.). Padrbes dos farmacos lamivudina, nevirapina, indinavir e zalcitabina, foram
fornecidos pela FURP e Farmanguinhos - FIOCRUZ. Solugdes padrédo estoque
foram preparadas em acetonitrila com concentragdo aproximada de 1000 pg.mL™" e
armazenadas sob refrigeracao (4°C). Foi preparada uma solugao estoque de acido
férmico 1 mol.L™”". O eletrdlito utilizado na metodologia desenvolvida foi preparado

através das respectivas diluicbes das solugdes estoque em agua deionizada.
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7.4 — Amostras

As amostras de urina foram preparadas através de fortificagdo com uma
mistura de padrdes, levadas a vortex durante 1 minuto e diluidas com adigdo de
acetonitrila na proporcao 2:1 (acetonitrila:amostra), sendo centrifugadas sob uma

rotacdo de 10.000 rpm durante 5 minutos.

7.5 - Desenvolvimento da metodologia para anélise do lamivudina, nevirapina,

indinavir e zalcitabina.

O carater basico destes farmacos (Figura 7.1), permite que estes sejam
analisados por CZE, onde sua carga e consequentemente sua mobilidade podem
ser alteradas em funcdo do pH. Em pH < 2,5 estas moléculas encontram-se
protonadas, que permite sua migracao até o detector, quando submetida a agao de
um campo elétrico. Uma vez que as moléculas separadas precisam ser levadas até
o sistema de detecgao (espectrometro de massas), a escolha do eletrdlito deve ser
feita levando-se em consideragdo que o0 mesmo seja volatil e que nao interfira na
separagcdo e muito menos na ionizacdo dos compostos pelo electrospray.
Experimentos iniciais foram feitos utilizando acido acético e acido féormico como
eletrdlitos, porém somente com o Uultimo se obteve uma boa ionizagdo. A
concentragéo foi ajustada afim de se obter uma forga iGnica satisfatéria para que
ocorresse a separagao sem deformagdes nos picos, com isso a concentracao de
acido formico utilizada foi de 400 mmol.L™". O liquido auxiliar utilizado na formagao
do electrospray foi ajustado para uma concentragao de 0,5 % de acido formico (v/v)
diluido em uma solugdo MeOH:H,O (1:1). Os parametros referentes ao
espectrometro de massas foram otimizados através do software Xcalibur
(Finningan), que permite a regulagem de todos os parametros internos do detector a
fim de se obter a maxima sensibilidade do equipamento. A tens&o do spray utilizada
foi de 5 kV (ionizagdo positiva), temperatura do capilar de entrada no MS em 250°C,

fluxo de N, em 20 u.a.
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Figura 7.1 — Estrutura quimica do lamivudina, nevirapina, indinavir e zalcitabina

A figura 7.2 mostra um eletroferograma reconstituido de uma mistura de
padrées em urina, mostrando que mesmo com migragdes proximas a espectrometria

de massas pode ser utilizada para resolugédo dos compostos.
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Figura 7.2 — Mistura de padrdes de antiretrovirais na concentracao 6 ug.mL'1. Eletrélito 400 mmol.L™
de acido férmico, 30 kV, tempos de injecdo 10 s/25 psi. Liquido auxiliar: 0,5 % de acido férmico em
MeOH:Agua (1:1).
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7.6 — Figuras de mérito da metodologia

A sensibilidade do método foi avaliada através de diluicbes sucessivas de
uma amostra de urina fortificada com 6 ug.mL" de cada antiretroviral. Com a
metodologia proposta conseguiu-se chegar a concentragdo minima de 0,75 pug.mL™",

como pode ser observado no eletroferograma reconstituido na Figura 7.5.
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Zaicitabina

6.84

100

Figura 7.3 — Mistura de padrées de antiretrovirais na concentragdo 0,7 pug.mL™. Eletrélito
400 mmol.L" de &cido férmico, 30 kV, tempos de injecdo 10 s/25 psi. Liquido auxiliar:
0,5 % de acido formico em MeOH:Agua (1:1).
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7.9 — Conclusdes

A metodologia proposta possibilita uma detec¢éo inequivoca das espécies
presentes na urina dos antiretrovirais estudados, mostrando a possibilidade de
aplicagao da técnica em estudos clinicos para acomplanhamento do tratamento em

pacientes.
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CAPITULO 8
CONSIDERA(;C)ES FINAIS
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8.1 — Conclusodes Finais

Os métodos propostos para a analise dos farmacos em estudo em
formulacdes farmacéuticas (Capitulo 4, 5 e 6), mostram boa linearidade, preciséo,
exatiddo e tempo de analise relativamente pequeno. Com base nas caracteristicas
de desempenho, os métodos propostos podem ser utilizados em analises de rotina
na indastria farmacéutica, para monitoracdo dos produtos acabados bem como na
qualificacdo de matérias primas. No caso da metodologia proposta para a analise de
nevirapina o0 método proposto mostrou robustez adequada através da comparacao
das anélises nos dois equipamentos.

O desenvolvimento de uma metodologia por CE-MS, mostrou que o
acoplamento com a espectrometria de massa pode levar a uma deteccédo inequivoca
das espécies presentes na matriz bioldégica (urina), ndo necessitando de uma

abertura da amostra.
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8.2 — Perspectivas Futuras

Uma préxima etapa a ser estudada com os antiretrovirais estudados e
outros disponiveis no laboratério consiste na avaliacdo pratica/tedrica das
constantes de interacdo analitos-micela para determinacdo das relacdes
estrutura-retencdo (QSRR) e uma possivel determinagcdo da relacdo
estrutura-atividade (QSAR). Outra possibilidade a ser avaliada futuramente consiste
no estudo tedrico do mecanismo de separacdo por MEKC com a adicdo de um
complexante auxiliar (ciclodextrinas).

A metodologia proposta para analise por CE-MS, uma vez que néao atinge
os limites de deteccdo necessarios para analise em amostras biologicas, faz com
que se realize estudos de pré-concentracdo. A estratégias de pré-concentracao
serdo feitas utilizando-se cartuchos de SPE e estudos de injecdo eletrocinética para

uma melhoria na sensibilidade da metodologia.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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