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RESUMO

O regime terapéutico para o tratamento da AIDS utilizando efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila
tem demonstrado eficacia e seguranca. Neste trabalho, um método analitico foi desenvolvido e validado para a quanti-
ficacao simultanea de efavirenz (EFV), lamivudina (3TC) e fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) em comprimidos de
dose fixa combinada. A andlise por cromatografia a liquido de alta eficiéncia foi realizada em coluna de fase reversa Sun
Fire® C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um) a 30 °C, com 20 pL de volume de injecao e deteccao a 260 nm. A fase mével, composta
por metanol e solucdo tampédo acetato pH 5,4, foi utilizada em vazédo de 1,0 mL/min, sob gradiente. Foi obtida linearidade
adequada na faixa de 66 a 198 pug/mL para EFV, 66 a 198 ug/mL para 3TC e 33 a 99 ug/mL para TDF. Os valores de desvio
padrdo relativo foram inferiores a 5% e recuperacdes médias no intervalo de 98% a 102%, confirmando a precisdo e a
exatidao do método, respectivamente. Além disso, o método desenvolvido mostrou-se seletivo e robusto, podendo ser
aplicado com sucesso a andlises rotineiras de controle de qualidade.
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ABSTRACT

The therapeutic regimen for the treatment of AIDS using efavirenz, lamivudine and tenofovir disoproxil fumarate has
demonstrated efficacy and safety. In this work, an analytical method was developed and validated for simultaneous
quantitation of efavirenz (EFV), lamivudine (3TC) and tenofovir disoproxil fumarate (TDF) in fixed-dose combination
tablet. Analysis by high performance liquid chromatography was performed using a reversed phase column Sun Fire®
C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um) at 30 °C, 20 uL injection volume and detection at 260 nm. The mobile phase, composed
of acetate buffer pH 5.4 and methanol, was employed at 1.0 mL/min flow rate and gradient elution. Adequate linearity
was obtained in the range from 66 to 198 pg/mL for EFV, 66 to 198 ug/mL from 3TC and 33 to 99 pug/mL for TDF. Relative
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standard deviation values were lower than 5% and mean recoveries were within 98% to 102%, confirming the precision
and accuracy of the method, respectively. In addition, the developed method showed to be selective and robust and can

be successfully applied for routine quality control analysis.

Keywords: Efavirenz; lamivudine; tenofovir disoproxil fumarate; antiretroviral; validation; HPLC.

INTRODUCAO

Diversas combinacdes e esquemas terapéuticos de
antirretrovirais (ARV) sdo utilizados no tratamento
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
com o objetivo de alcangar o maximo beneficio e
diminuir o risco do desenvolvimento de resisténcia
viral. A otimizacdo da terapia consiste em estabe-
lecer doses ideais dos farmacos, reduzir o nimero
de unidades posoldgicas e elaborar formulagées
adequadas. Constantemente, busca-se melhorar a
biodisponibilidade, desenvolver novos farmacos e
novas combinacdes medicamentosas, de modo a
aumentar a eficicia, a conveniéncia, a durabilidade, a
estabilidade, o custo e a tolerabilidade dos pacientes
aos esquemas terapéuticos (CLERCQ, 2009; GOMES et
al., 2009).

Em estudo observacional, Maggiolo e Suter (2003)
concluiram que a terapia ARV ideal deve ser consti-
tuida em ndo mais que duas formas farmacéuticas por
dia, de pequenas dimensdes, em administracao didria
Unica e sem interferéncia com a alimentacao. Outros
trabalhos demonstram que quanto mais simples o
esquema terapéutico, maior é a probabilidade de
adesdo do paciente ao tratamento (AMBERBIER et
al., 2008; BARTLETT, 2002; CHESNEY, 2003; LANIECE
et al., 2003; MOLINA, 2008, PARIENTI et al., 2009;
ROSENBACH et al., 2004). A associacao de farmacos
em dose fixa e combinada tem grande aplicacdo e
aceitacdo nesse sentido, uma vez que proporciona
administracdo com menor frequéncia de formas
farmacéuticas, além de oferecer comodidade e maior
adesao do paciente.

(EFV),
lamivudina (3TC) e fumarato de tenofovir desoproxila

O esquema terapéutico com efavirenz

(TDF) tem demonstrado eficacia e seguranca no trata-
mento da AIDS (GALLANT et al., 2004; ARRIZABALAGA
et al., 2007; CASSETI et al., 2007; DIOP et al., 2012). Os
trés farmacos atuam, respectivamente, como inibi-
dores ndo nucleosideo, nucleosideo e nucleotideo
da transcriptase reversa e sao recomendados em
terapias iniciais ARV, conforme diretrizes da OMS,
do FDA e do Ministério da Saude (BRASIL, 2013; FDA,
2006; WHO, 2010).

As moléculas de EFV, 3TC e TDF (Figura 1) sdo estrutu-
ralmente distintas e apresentam propriedades fisico-
quimicas diferenciadas. O EFV é um farmaco hidro-
fobico com pKa 10,2 (MAURIN et al., 2002; MOFFAT
et al., 2004). A 3TC é um analogo da desoxicitidina,
possui pKa 4,3 e permanece primariamente na forma
nao-ionizada em solucdes aquosas (CIHLAR et al.,
2002; MOFFAT et al., 2004). O TDF, analogo da adenina
5" monofosfato, é um pré-farmaco lipofilico, pKa
3,75, biodisponivel na forma de tenofovir (CIHLAR et
al., 2002; GALLANT e DERESINSKI, 2003; SHARMA e
MEHTA, 2010).

Diante das diferentes caracteristicas fisico-quimicas
dos farmacos, evidencia-se a necessidade de um
método analitico simples, rdpido e eficiente, aplicavel
ao controle de qualidade e que viabilize o estudo e
a fabricacdo de comprimidos com associacao dos
ARV. Neste trabalho, um método por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado
para quantificacdo simultanea de EFV, 3TC e TDF em
comprimidos de dose fixa combinada.
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Figura 1. Estruturas quimicas de efavirenz (a), lamivudina (b) e
fumarato de tenofovir desoproxila (c).

METODOLOGIA
Materiais

Comprimidos e excipientes

Comprimidos revestidos de dose fixa combinada
contendo 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg
de TDF foram produzidos na Divisdao de Desen-
volvimento Farmacotécnico e Biotecnolégico da
Fundacao Ezequiel Dias (FUNED), Minas Gerais, Brasil.
Os comprimidos foram produzidos por compressdo
indireta, em que granulos de EFV foram obtidos
por via umida. As matérias-primas utilizadas foram
EFV (Nortec Quimica S.A., Rio de Janeiro, Brasil), TDF
(Cristalia, Itapira, Sao Paulo, Brasil e Blanver, Itapevi,
Sao Paulo, Brasil) e 3TC (Coben Pharmaceutical Co.,
Zhejiang, China). Os excipientes utilizados foram
celulose microcristalina 102 (diluente; Blanver Farmo-
quimica Ltda, Brasil), croscarmelose sédica (desinte-
grante; Colorcon do Brasil Ltda, Brasil), laurilsulfato de
sédio (tensoativo; Cognis Brasil Ltda, Brasil), estearato
de magnésio (lubrificante; Magnesia, Alemanha) e
amido parcialmente pré-gelatinizado (aglutinante;
Colorcon do Brasil Ltda, Brasil).

Reagentes e substdncias quimicas de referéncia

Os reagentes grau cromatografico e analitico empre-
gados foram metanol (J.T. Baker, México), acido acético
(Sigma-Aldrich, Alemanha), acetato de amonio (Sigma
-Aldrich, Alemanha) e acido trifluoroacético (Tedia,
EUA). Agua purificada foi produzida pelo sistema
Direct-Q3 Millipore® (Bedford, USA). As substancias
quimicas de referéncia foram provenientes da Farma-
copeia Americana: efavirenz lote FOG376, teor 99,8%;
lamivudina lote HOI378, teor 99,7% e fumarato de
tenofovir desoproxila lote FOJ134, teor 99,1%.

Preparacao das solugoes

A solucao padrao estoque, a solucao padrao diluida,
a solucdo amostra e a solucdo placebo foram utili-
zadas nas etapas de desenvolvimento e validacao
do método analitico e foram preparadas conforme
descrito a sequir.

Solugdo padréo estoque

Aproximadamente 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33
mg de TDF foram transferidos separadamente para
baldes volumétricos de 50 mL. Adicionaram-se 40
mL de metanol, submeteu-se a banho de ultrassom
(Bransonic 220) por cinco minutos e o volume foi
completado com 0 mesmo solvente.

Solugéo padréo diluida

Transferiram-se 5 mL de cada solucao Solugdo padréo
estoque para um unico baldao volumétrico de 50 mL.
O volume foi completado com a fase mével inicial
(mistura de metanol e solucao tampao acetato pH
5,4; 30:70, v/v). As concentragdes finais de 132,0 ug/
mL para EFV e 66,0 pg/mL para 3TC e TDF foram
consideradas como concentra¢des de trabalho.

Solugdo amostra

O peso médio foi determinado empregando-se
vinte comprimidos revestidos contendo 66 mg de
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EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg de TDF. Em seguida, os
comprimidos foram pulverizados e quantidade de p6
equivalente ao peso médio referente a uma unidade
foi transferida para baldao volumétrico de 50 mL.
Acrescentaram-se 40 mL de metanol e, apds agitacao
em banho de ultrassom por 20 minutos, o volume
foi completado com o mesmo solvente e filtrado
em papel de filtro quantitativo. A solucao obtida foi
diluida com fase movel inicial até a concentracao de
132,0 ug/mL para EFV e 66,00 pg/mL para 3TC e TDF.
A solucdo resultante foi filtrada em membrana de
0,45 pm.

Solugéo placebo

Quantidade de p6 de placebo equivalente ao peso
médio referente a uma unidade foi transferida para
baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se 40 mL
de metanol e, apds agitacdo em banho de ultrassom
por 20 minutos, o volume foi completado com o
mesmo solvente e filtrado em papel de filtro quanti-
tativo. Transferiram-se 5 mL do filtrado para baldo
volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com
fase movel inicial e, em seguida, a solucdo foi filtrada
em membrana de 0,45 um.

Solugdo tampdo acetato pH 5,4

Dissolveram-se 7,7 g de acetato de ambnio em 1 L
de acido acético diluido 0,1% (v/v). O pH da solucao
foi ajustado para 5,4 com acido acético concentrado,

com auxilio de pHmetro (Metrohm Herisau E510).

Condi¢6es cromatograficas

Utilizou-se cromatodgrafo a liquido de alta eficiéncia
Hewlett Packard (HP 1100), equipado com bomba
quaternaria, forno de coluna, injetor automatico,
detector de arranjo de diodos (DAD). Os dados croma-
tograficos foram obtidos e processados no software
HP ChemStation®.
realizadas em coluna cromatogréfica de fase reversa
Sun Fire® C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um) a 30 °C e com

20 pL de volume de injecédo. A fase movel, composta

As andlises quantitativas foram

de metanol e solucdo tampao acetato pH 5,4, foi
utilizada em vazao de 1,0 mL/min sob gradiente
(Tabela 1). Os espectros de absorcdo no ultravioleta
de solucdes metandlicas dos trés ARV foram obtidos
por meio do detector DAD para avaliacao dos compri-

mentos de onda maximos de absorcao.

Tabela 1. Gradiente da fase mével para quantificacdo de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa combinada.

Intervalo de tempo (min)

0-4 70
4-6 30— 85 70 =15
6-13 15
13-14 85— 30 15 —»70
14-15 70

Validacao do método analitico

O método analitico foi validado conforme a Resolucao
RE n° 166 de 24 de julho de 2017 da Anvisa e o Guia
ICH Q2 (R1) (International Conference on Harmoni-
zation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) (BRASIL, 2017; ICH,

2005). Os parametros de validacdo avaliados foram:
seletividade, linearidade, precisao, exatidao, robustez,
limite de deteccao e de quantificacao.

Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela
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andlise de possiveis interferentes presentes na
mistura excipientes da formulacao (placebo) sujeitos
a coeluicao com os analitos de interesse. Para isso,
o cromatograma proveniente da Solu¢do amostra
foi comparado ao da Solugdo placebo. Além disso,
a pureza espectral dos picos de EFV, 3TC e TDF foi
avaliada no cromatograma da Solug¢do amostra com
auxilio do detector de arranjo de diodos (DAD).

Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF foram estabe-
lecidas a partir de trés solucdes padrao de EFV 660,0
pg/mL, 3TC 330 pg/mL e TDF 330 pug/mL preparadas
em metanol. Aliquotas dessas solucdes foram diluidas
em fase movel, de forma a obter onze concentrages
diferentes, na faixa de 50% a 150% da concentracédo
de trabalho de EFV (132 pg/mL), 3TC (66 pg/mL) e
TDF (66 pg/mL). As relagdes entre as dreas dos picos
cromatogréficos e as concentragbes dos analitos
foram submetidas a andlise de regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados. O ajuste dos dados
ao modelo de regressao, o coeficiente de correlacéo
(), o intercepto, a inclinacdo da curva e a aleato-
riedade dos residuos foram verificados.

Precisdo

A precisdao foi definida pelas andlises de repetibi-
lidade (intra-dia) e precisao intermediaria (inter-dias),
a partir da quantificacdo dos farmacos na concen-
tracdo de trabalho (132 pg/mL para EFV e 66 pg/
mL para 3TC e TDF) em seis amostras e em trés dias
consecutivos (n=18). A precisao intra-dia foi avaliada
pelas medicdes do desvio-padrao relativo das deter-
minacodes didrias, enquanto a precisao inter-dias foi
verificada pelo desvio-padrao relativo de todos os
resultados.

Exatidéo

Quantidades conhecidas de cada farmaco foram
adicionadas a misturas dos componentes da formu-
lacdo (excipientes) com o intuito de determinar a
porcentagem de recuperacdo. O experimento foi
executado em triplicata em trés niveis, correspon-
dentes a 80%, 100% e 120% da concentracao de
trabalho. A recuperacdo foi expressa pela relacdo
entre a concentracdo média determinada experi-
mentalmente e a respectiva concentracao teodrica de
acordo com a Equacao 1.

% Recuperacdo = ConcentracGomédiaexperimental x 100 (1)

Concentragdotedrica

Limite de deteccdo e de quantificacéo

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor
quantidade do analito que se pode detectar nas
condicdes experimentais do método. O limite de
quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade
do analito que se pode quantificar com adequada
precisao e exatiddo. Esses parametros foram
estimados pelo desvio padrao do intercepto (sa)
e inclinagdo da curva analitica (b) dos farmacos
(Equacdes 2 e 3). Em seguida, solucdes padrdo de cada

farmaco foram preparadas nas concentragdes de LQ

e de LD estimadas e diluicdes sucessivas foram reali-
zadas até a obtencdo de uma relacdo entre sinal e
ruido préxima de 3 para o LD e préxima de 10 para o
LQ. Ao encontrar a relagao sinal/ruido esperada para
oLQelLD, asolucao foi injetada cinco vezes no croma-

tografo e determinado o DPR das areas obtidas.
LD=33s_/b 2)

LQ=10s_,b (3)

Braz. J. H. Pharm. 2020, v. 2, n. 4

.46



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

Robustez

Os efeitos de sete varidveis (temperatura do forno
da coluna, pH da solucao tampao acetato, vazao da
fase movel, comprimento de onda, marca da coluna,
modelo do cromatégrafo e tempo de agitacdo em

banho de ultrassom) foram estudados por andlise

multivariada e a influéncia de cada uma delas foi
identificada e ordenada (GREEN, 1996; YOUDEN e
STEINER, 1975). O delineamento experimental incluiu
oito andlises, conforme demonstrado na matriz dos
fatores (Tabela 2), sendo os parametros nominais
identificados pelas letras mailsculas e os parametros
variados pelas letras minusculas.

Tabela 2. Matriz de fatores para avaliacdo da robustez do método analitico.

Temperatura do
forno da coluna (°C)

Hdot a
pH do tampéao 8 B b
acetato
Vazao da fase movel
. C C C

(mL/min)
Comprimento de

P D D d
onda (nm)
Tempo d itaca

po de agi a(%ao E R £
no ultrassom (min)
Marca da coluna F f f
Equipamento G g g
Resultados S t u

Combinacao ensaiada

I T I I R R B
A A A A

a a a a

b B B b b
C C C C C
d d d D D
e e E e E
F F f f F
G g G G g
v w X y z

Fatores A: 30 °C, a: 25 °C, B: 5,4, b: 5,7, C: 1,0 mL/min, ¢: 1,2 mL/min, D: 260 nm, d: 262 nm, E: 20 min, e: 15 min, F: Sun Fire® (C18 250
x 4,6 mm, 5 um), f: Zorbax Eclipse® (C18 250 x 4,6 mm, 5 um), G: HP 1100 e g: HP 1200. Resultados s, t, u, v, w, x, y, e z avaliados em
relacdo ao teor (%), tempo de retengdo (min), nimero de pratos tedricos, e fator de cauda.

Os resultados de cada experimento foram avaliados
em relagdo ao teor, tempo de retencdo, eficiéncia da
coluna (representada pelo nimero de pratos tedricos,
N) e fator de cauda. Estimou-se o efeito de cada fator
pela diferenca entre a média dos resultados das
analises com o parametro nominal (letras maiusculas)
e a média daqueles com o parametro variado (letras
minusculas). Assim, o efeito da temperatura do forno
da coluna, por exemplo, foi estimado de acordo com
a Equacao 4.

Efeito A =stttutv - wixty+z - (4)
a 4 4

As diferencas mais relevantes indicaram que os
fatores correspondentes tém maior influéncia que os
outros sobre a precisao do método. Essas influéncias
sao consideradas relevantes se o valor absoluto do
efeito é superior & expressdo sv2, em que s é o desvio
padrao obtido das oito determinacdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de absorcdo no ultravioleta de solugcdes
metanolicas dos trés ARV (EFV 10 pg/mL, 3TC 10 pg/
mL e TDF 20 pug/mL) apresentaram picos de absor¢cao
em 247 nm, 271 nm e 260 nm, respectivamente

(Figura 2). Optou-se pela deteccdo em 260 nm, uma
vez que os ARV em estudo absorvem consideravel-
mente nesse comprimento de onda. Apesar de nado
ser o comprimento de onda maximo de EFV e 3TC,
foi possivel a quantificacdo com sensibilidade e
seletividade adequadas.

0.20000

Abs,

0,40000

0,00000
200,00

260,00

300,00

Figura 2. Espectros na regido do ultravioleta, de 200 a 400 nm,

de EFV, 3TC e TDF em metanol.

Na anadlise cromatografica dos ARV, 3TC foi o primeiro
farmaco a eluir, seqguido de TDF e EFV (Figura 3).
A menor afinidade de 3TC pela fase estacionaria
resultou em menor tempo de retencao (tR = 2,8 min)
quando comparada aos farmacos mais hidrofébicos
TDF (tR = 9,2 min) e EFV (tR = 11,0 min). Todos os picos
apresentaram resolucdo, simetria e nimero de pratos
tedricos adequados para andlise cromatografica.

Sharma e Mehta (2010) descreveram método de
quantificacdo simultanea de EFV, 3TC e TDF, por
espectrofotometria derivada, pela técnica do ponto
de anulacdo em 291,4 nm, 305,66 nm e 271,4 nm
para cada farmaco, respectivamente. Um método
por CLAE em fase reversa também foi descrito por
Reddiah et al. (2012), em modo gradiente e com pH da

fase mével em 3,8. A quantificacdo por espectrofoto-
metria proposta por Sharma e Mehta (2010) apresenta
como desvantagem o fato de ndo possuir alto nivel de
especificidade e sensibilidade obtido com CLAE. J4 o
método de Reddiah et al. (2012) possui um tempo de
corrida longo (120 min), o que muitas vezes inviabiliza
as andlises de rotina, quando grandes quantidades de
amostras sdo preparadas.

Mesmo com as caracteristicas fisico-quimicas
distintas dos farmacos, a selecdo do pH da fase moével
e 0 esquema de gradiente proposto neste estudo
permitiram que a andlise simultanea de EVF, 3TC e
TDF em comprimidos de dose fixa combinada fosse
desenvolvida em condicdes satisfatorias e em curto

tempo de corrida cromatografica (15 min).

Braz. J. H. Pharm. 2020, v. 2, n. 4

.48



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

i 31C

EFV
TDF

e ]
i :

3T1C

ode

t&i

Figura 3. Cromatogramas obtidos para (A) solucao amostra dos comprimidos de dose fixa combinada e
(B) solucao padrao contendo lamivudina a 66 ug/mL (3TC), fumarato de tenofovir desoproxila a 66 pg/mL
(TDF) e efavirenz a 132 pg/mL (EFV), obtidos conforme as condi¢des cromatograficas otimizadas.

Seletividade

Entende-se por seletividade a capacidade do método
em avaliar, de forma inequivoca, o analito de interesse
na presenca de componentes que podem inter-
ferir na sua determinagcdo em uma matriz complexa
(BRASIL, 2017). O estudo da seletividade do método
proposto foi realizado por verificacdo da resposta
da matriz (placebo) na deteccdo dos farmacos. O
cromatograma da Solugdo placebo nao apresentou
interferéncias nos picos dos ARV, o que demonstra a
seletividade do método em relacao aos componentes
presentes na formulacdo estudada. Adicionalmente,
as purezas espectrais dos picos da Solugcdo amostra
foram avaliadas com o detector DAD (3TC = 99,95%,
TDF =99,86% e EVF = 99,27%). Os elevados valores de
pureza obtidos evidenciam auséncia de coeluicdo de
substancias junto aos farmacos.

Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF indicaram

correlacdo linear adequada entre as concentracdes
e as areas dos picos no intervalo de 50% a 150% da
concentracao de trabalho (Tabela 3). As regressdes
lineares foram significativas (p < 0,05) e os coefi-
cientes de correlacao (EFV =0,9971; 3TC = 0,9983; TDF
= 0,9962) foram superiores ao valor recomendado
de 0,99 (BRASIL, 2017). O intercepto nao foi diferente
de zero (p > 0,05) e os residuos apresentaram distri-
buicdo aleatéria e sem tendéncias na regressdo de
todos os farmacos.

Precisdo

A precisao da determinacao de EFV, 3TC e TDF em
comprimidos de dose fixa combinada foi estabelecida
em trés dias consecutivos de andlises e expressa
em valores de DPR (Tabela 4). As concentracbes
médias apresentadas na Tabela 4 estao expressas
como porcentagem obtida do valor tedrico. Na
andlise de EFV, 3TC e TDF, nos comprimidos de dose
fixa combinada, os valores de DPR para a precisao
intra-dia (n=6) foram 1,16%, 1,12% e 1,32%, respec-
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Tabela 3. Parametros das curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF.

Parametros da regressao

EFV
Faixa de trabalho (ug/mL) 66 a 198
Coeficiente de correlagao (r) 0,9971
Inclinagdo + desvio padréo 2592 +0,36
Intercepto + desvio padrao 99,04 + 49,25

Resultados
3TC TDF
33a99 33a99
0,9983 0,9962
47,75+ 0,50 29,80 £ 0,47
- 8,69 £ 34,92 29,93 £32,55

Tabela 4. Resultados da repetibilidade (precisdo intra-dia) e da exatidao de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa
combinada.

. . Fumarato de tenofovir
Lamivudina .
desoproxila

Média =+ DPR Média £ DPR Média =+ DPR
Dia (%) Dia (%) Dia (%)
n=6 n=6 n=6
Precisao 1 102,09+ 1,16 1 96,55 = 1,12 1 93,41 +1,32
2 100,79 + 0,87 2 96,83 + 1,38 2 93,87 + 1,37
3 103,04 £ 1,28 3 95,64 + 1,46 3 96,54 £ 1,45
Padrao Recuperacao Padrao Recuperacao Padréao Recuperacao
adicionado + DPR (%) adicionado + DPR (%) adicionado + DPR (%)
(ng/mL) n=3 (ng/mL) n=3 (ng/mL) n=3
Exatidao 105,6 99,70 £ 0,41 52,8 100,13 £ 0,56 52,8 100,00 £ 0,30
132,0 100,07 £ 0,92 66,0 100,26 = 0,01 66,0 99,87 +£ 1,28
158,4 99,53 + 1,81 79,2 99,88 + 0,49 79,2 100,83 + 0,08

tivamente. Para a precisao inter-dias, os valores de
DPR (n=18) para EFV, 3TC e TDF foram 1,40%, 1,36%
e 1,98%, respectivamente. Em todos os casos, os
desvios foram menores que 5,0%, o que garante
precisdo satisfatéria do método para doseamento
dos ARV (GREEN, 1996).

Exatidéo

O método de adicao de padrao ao placebo, em trés
diferentes concentracdes, foi utilizado no experi-
mento de exatidao (Tabela 4). As recuperagoes
médias (n=9) obtidas para os ARV (EFV =99,77%, 3TC
=100,09% e TDF = 100,24%) estao compreendidas no

intervalo recomendado de 98% a 102% e os valores
de DPR foram inferiores a 2,0% (GREEN, 1996). Alter-
nativamente, esses resultados foram comparados ao
valor tedrico de 100% utilizando o teste t de Student
(a = 0.05; G.L. = 8). Os valores de t obtidos (EFV =
0,66; 3TC = 0,68 e TDF = 0,89) foram inferiores ao
valor critico t 0,05;8= 2,31, o que evidencia nao existir
diferencas significativas (p > 0,05) entre as quanti-
dades de farmacos que foram recuperadas daquelas
utilizadas nas contaminacdes dos placebos.

Limite de quantificacéo (LQ) e de deteccéo (LD)

Os valores dos LD e de LQ foram estimados a partir
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das curvas analiticas e determinados experimental-
mente por diluicdes sucessivas (Tabela 5). As concen-
tragOes obtidas pela relagao entre o sinal e o ruido
da linha de base foram inferiores as concentracdes
estimadas por regressao. Mesmo assim, podem-se
considerar validos os resultados experimentais de LD

e LQ, uma vez que os valores de DPR de cinco inje¢cdes
consecutivas foram inferiores a 2% para os ARV. Isso
demonstra a reprodutibilidade das respostas nas
concentragdes experimentais de deteccdo e quanti-

ficacdo dos farmacos.

Tabela 5. Valores estimados a partir da curva analitica e valores experimentais para os limites de deteccao e de quantificacao de

Limite de deteccao Limite de quantificacao

EFV,3TCe TDF.

Farmaco Estimado pela curva Experimental (ng/ Estimado pela curva Experimental (pg/
analitica (ng/mL) mL) + DPR (%) analitica (ng/mL) mL) = DPR (%)
EFV 45,29 2,78 £0,66 137,23 9,28 £ 0,66
3TC 34,86 0,29 £ 1,08 105,64 0,78 £ 0,69
TDF 52,07 0,99 £1,27 157,78 6,90 = 0,45
Robustez e seguido conforme o procedimento descrito no

O efeito de cada variavel foi verificado em relagdo aos
parametros de teor, tempo de retencao, nimero de
pratos tedricos e fator de cauda (Tabela 6), mediante
delineamento experimental de combinagbes por
matriz de fatores. As diferencas superiores ao valor
critico (sv2, em que s é o desvio padrdo obtido nas
oito determinagées) foram consideradas significa-
tivas nas analises.

O parametro que mais influenciou a determinacao
do teor dos ARV foi o tempo de agitacdo da amostra
em banho de ultrassom. A solubilizacao do farmaco
é condicao essencial para a andlise cromatograéfica
e constitui-se em um parametro critico na deter-
minacao do teor. A reducdo do tempo de agitacao
para 15 min prejudicou a extracdo dos farmacos
no solvente organico e, por conseguinte, os teores
foram significativamente inferiores quando compa-
rados aos resultados do procedimento normal de
agitacdo em 20 min. Recomenda-se que a pulveri-
zacao dos comprimidos seja feita cuidadosamente
até a obtencéo de particulas finas e homogéneas e
o tempo de extracdo em metanol seja padronizado

preparo das amostras.

Apesar de possuir a mesma fase estacionaria,
diametro interno e tamanho de particulas, a mudanca
da coluna provocou alteragdes no tempo de retencao,
no numero de pratos tedricos e no fator de cauda
dos picos. Essas alteracdes sdo normais e esperadas
devido a diferenca no processo de fabricacdo de
cada coluna, da silica utilizada como suporte e da
manutencao e condi¢cdes de uso pelos usudrios, o que
pode promover alteracdes abruptas da seletividade
da fase estacionaria em relacdo ao analito (SNYDER et
al., 1997).

A mudanca na vazao da fase moével interferiu
diretamente no tR dos ARV. O aumento da vazédo da
fase moével promove reducdo do tempo de retencao
e, consequentemente, reducdo do tempo de corrida
(SNYDER et al., 1997).

A temperatura do forno da coluna, o comprimento
de onda de deteccdo e o pH da solugdo tampdo
acetato nao apresentaram influéncia significativa nos
parametros avaliados. A mudanca do equipamento
também nado foi considerada uma variavel critica,
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Tabela 6. Efeitos das varidveis estudadas em relacao aos parametros de teor (%), tempo de retencao (min), eficiéncia da coluna (N) e

fator de cauda.

VELEVE

Forno da coluna
Q)
A:30;a: 25

-0,54  -0,15 8579 0,01 -0,31

pH do tampao

-0,50
B:5,4;b:57

0,03 1641 -0,01 0,77

Vazao (mL)

0,46
C:1,0;c:1,2

0,94 -2728 0,01 -0,49

\ detecgao (nm)

0,30
D: 260; d: 262

0,03 -1003 -0,01 0,09

Tempo ultrassom
(min)
E: 20 min; e: 15 min

1,50 0,03 -11274  -0,01 1,55

Coluna
F: SunFire; f:
Eclipse

1,36 098  -13287 -0,04 0,37

Modelo equipa-
mento

G: HP110; g:
HP1200

056 -0,03 -11430 0,04 0,53

Valor critico

1,24
(sv2)

0,73 12372 0,04 1,06

exceto pela alteracdo da eficiéncia na determinacao
do teor de TDF.

CONCLUSAO

O método analitico apresentado neste estudo
permitiu a quantificagao simultanea de EFV, 3TC e TDF
em comprimidos de dose fixa e combinada. Apesar
das diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos, a analise por CLAE em fase reversa com
gradiente de fase movel (solucao tampao acetato pH
5,4 e metanol) e deteccdo em 260 nm foi eficiente na
separacdo e quantificacao dos ARV.

O método desenvolvido foi seletivo em relacdo aos

-0,09 150 0,00 0,30 -0,05 15020  -0,03
0,00 120 -0,02 1,10 0,02 -70 -0,02
0,56 770 0,02 -0,62 0,67 -7398 0,03
0,02 -104 0,01 0,14 0,01 -1422 -0,01
0,01 -72 0,00 2,14 0,01 611 0,01
0,50 1028  -0,08 1,02 0,34  -10189 -0,09
0,10 -460 0,02 0,39 0,03  -23731 0,01
0,39 777 0,05 1,31 0,40 18299 0,06

demais componentes da formulacdo e apresentou
precisdo e exatidao satisfatorias. O tempo de extracao
dos farmacos é uma variavel critica do procedimento
de preparo das amostras, sendo recomendavel a
pulverizacdo cuidadosa até a obtencao de granulos
finos e homogéneos, de forma a permitir a total
solubilizacdo dos analitos. Os limites de deteccao
e quantificacdo dos farmacos e as faixas lineares
obtidas também foram adequados para as andlises

simultaneas dos ARV.

O método proposto é de simples execucao, rapido e
capaz de garantir resultados confidveis nas andlises

de rotina de controle de qualidade.
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