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Validacao intralaboratorial
de método por eletroforese
capilar para a analise da
ass0ciacao de sulfametoxazol e
frimetoprima em comprimidos
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Imagem lustrativa

Resumo

0 objetivo do presente trabalho
foi desenvolver e validar um método
de eletroforese capilar em zona livre
para as andlises de sulfametoxazol e
trimetoprima em comprimidos. Utili-
zou-se um capilar de silica fundida
a 25 °C. 0 tampéo de cormrida con-
sistia em tampé&o de fosfato 15 mM
e a tenséo aplicada era de 25 KV. O
método foi linear na faixa de 100 a
220 pg / mL para sulfametoxazol e
17 a 47 pg / mL para frimetoprima.
A repetibilidade mostrou valores de
HorRat inferiores a 2 enquanto que
a faixa de recuperagéo foi de 96,3 %
- 97,9 % para sulfametoxazol e 96,5
% - 97,7 % para trimetoprima. Além
disso, a validagdo do método de-
monstrou resultados aceitaveis para
precisdo intermedidria e robustez.
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Abstract

The aim of the present work was
to develop and validate a capillary
zone electrophoresis method for
the analyses of sulfamethoxazo-
fe and frimethoprim in fablets. A
fused-silica capillary was used at
25 °C. The running buffer consis-
ted of 15 mM phosphate buffer and
the applied voltage was 25 kl! The
method was linear over the range
of 100 to 220 pyg/mlL for sulfame-
thoxazole and 17 to 47 ug/mL for
trimethoprim. Repeatability showed
HorRat values lower than 2 while
recovery range was 96.3 % - 97.9
% for sulfamethoxazole and 96.5
% - 97.7 % for trimethoprim. Mo-
reover, method validation demons-
trated acceptable results for infer-
mediate precision and robusiness.
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Introducao

0 Sulfametoxazol (4-amino-
-N-(5-metil-1,2-oxazol-3-il)benze-
nosulfonamida), & uma sulfonami-
da, antibiético de amplo espectro,
gue inibe competitivamente a en-
zZima bacteriana dihidropteroato-
-sintetase, enguanto a trimetopri-
ma (5-[(3,4,5-trimetoxifenilymetil]
pirimidina-2,4-diamina) é uma
inibidora da diidrofolato-redutase.
Ambas as drogas blogueiam o
metabolismo do acido félico, pro-
duzindo uma atividade sinérgica
antibacteriana (1).

A associagdo ¢ utilizada no tra-
tamento de infecces urinarias,
infeccies bacterianas das vias
aéreas, algumas infecgtes gas-
trointestinais e infecgtes por Pneu-
mocystis carinii, causa frequente
de pneumonia em individuos imu-
nocomprometidos (2, 3).

Mo Brasil, as técnicas para a
andlise desta associacio sao es-
tabelecidas pela Farmacopeia Bra-
sileira (4). S8o descritas técnicas
cromatograficas, as quais demons-
tram algumas desvantagens, como
a utilizacao de solventes orgdnicos,
fue podem causar impacto nega-
tivo na sal de do trabalhador € no
meio ambiente, além de apresenta-
rem custo elevado.

A eletroforese  capilar vem
substituindo os métodos cro-
matograficos nas inddstrias far-
macéuticas por ser uma técnica
analitica de alto desempenho e
baixo custo, requerer menor vo-
lume de amostra e ndo utilizar
solventes orgénicos (D).

Avalidac&o € um dos meios uni-
versalmente reconhecidos como
uma parte necessdria para a ga-
rantia do sistema de qualidade na
guimica analitica. Thompson & co-
laboradores destacam que méto-
dos analiticos validados e, portan-
to confidveis, sdo requeridos para
a submissdo as agéncias regula-
doras nacionais e internacionais

em todas as dreas de andlise ().

0 objetivo deste trabalho foi desen-
volver e validar intralaboratorialmente
um método analtico para a quantifi-
cagio da associagdo de trimetoprima
e sulfametoxazol em comprimidos
por eletroforese capilar.

Parte experimental

Amostras e reagentes

As substincias quimicas de re-
feréncia do sulfametoxazol e da
trimetoprima  foram  gentilmente
doadas pela Farmacopeia Brasilei-
ra. Os comprimidos foram obtidos
de uma fonte comercial. Todos os
reagentes utilizados sdo de grau
analitico e os solventes sdo grau
para cromatografia liguida de alta
gficiéncia. O metanol e o fosfato de
sodio monobasico foram adquiridos
da Merck. A solucdo de hidréxido
de s6dio 1 mM e a 0,1 mM foram
adquiridos da Agilent Technologies.
A 4gua ultrapura foi obtida usando
purificador Milli-Q.

Equipamentos

Utilizou-se equipamento de ele-
troforese capilar Agilent HP 3D CE,
com detector por arranjo de diodos
(DAD), equipado com controle de
temperatura por ar forgado, ele-
trodos de platina e "Chemstation
Software”. Foi utilizado capilar de
sflica fundida Agilent Technologies
de 64,5 cm de comprimento total
(56 cm de comprimento efetivo) e
75 pm de didmetro interno.

Condigoes eletroforéticas

Desenvolveu-se e validou-se o
método utilizando como eletrélito
de corrida uma solugéo contendo
tampéo fosfato 15 mM, pH 6,2. 0
capilar foi mantido & temperatura
de 25° C e aplicou-se uma dife-
renga de potencial de 25 kV. O
tempo de introduco da amostra
foi de 15 segundos, utilizando-
-se pressdo de 45 mbar, com de-
teccdo por arranjo de diodos no
comprimento de onda de 221 nm.
0 tempo de corrida foi de 10 mi-
nutes, com tempo de migragéo de
aproximadamente 4 minutos para
a trimetoprima e 9 minutos para
o0 sulfametoxazol, conforme Figu-
ra 1. Utilizou-se como resposta a
altura do pico normalizada, que
compreende a relagdo da altura
pelo tempo de migracdo.

Preparo da amostra

Pesou-se, em ftriplicata, uma
massa equivalente a 100 mg de
sulfametoxazol do pé dos compri-
midos pulverizados. Logo apads, a
massa foi transferida para baltes
volumétricos com capacidade de
100 mL, com auxilio de uma so-
lugdo de metanol e Agua (50:50;
vv). Bm seguida, as solugtes fo-
ram submetidas ao banho de ul-
trassom por 5 min.

De cada solugdo, foram toma-
das aliquotas de 160 pL, introdu-
zZindo as mesmas em tubos tipo
eppendorf de 1 mL. Adicionou-se

Figura1. Eletroferograma da associagao de sulfametoxazol e trimetoprima
utilizando capilar de silica fundida (56 cm; 75 pm d.i.), tampéo fosfato 15

mM, pH 6,2 e detecgéo 4 221 nm.
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aos tubos 780 pL de tampdo fos-
fato de sédio dibasico 15 mM, pH
6,2 & 60 pL de solugéo de metanol
e dgua (50:50; v:v). Posteriormen-
te, as aliguotas de andlise foram
filtradas com filtro 0,22 pm. A
concentracdo final foi de 160 pg/
mL de sulfametoxazol & 32 pg/mL
de trimetoprima.

Validagao

intralaboratorial

O procedimento de validacéo in-
tralaboratorial foi baseado no fra-
balho publicado por Souza (7). O
método foi validado avaliando-se
05 sequintes pardmetros: lineari-
dade, efeito matriz (seletividade),
precisdo (repetibilidade e precisdo
intermedidria), exatidao (procedi-
mento de recuperacao) e robustez.
Salienta-se que a precisdo inter-
medidria foi determinada segundo
o INMETRO (8) e 0 ICH (9).

Linearidade

A linearidade foi realizada através
de ensaios com solugdes padrao.
Preparou-se, separadamente, uma
curva analitica para o sulfameto-
xazol e uma curva analftica para a
trimetoprima, com niveis de con-
centragdo igualmente espagados.
Para o sulfametoxazol, 0s niveis de
concentragéo foram os seguintes:
100, 120, 140, 160, 180, 200 e
220 pg/mL. Para a trimetoprima,
0s niveis de concentragdo foram os
seguintes: 17,22, 27,32,37,42 ¢
47 pg/mL. Para ambos os analitos,
realizou-se trés repetigbes inde-
pendentes de cada nivel.

Para a avaliaciio da linearidade,
0s residuos de regressdo de am-
bas as substancias foram analisa-
dos. Os valores aberrantes foram
tratados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife, o qual foi
aplicado consecutivamente até
gue novos valores aberrantes nédo
fossem detectados, ndo ulfrapas-
sando, porém, o limite maximo
de exclusdo de valores, cujo per-
centual é de 22,2% do nimero de
dados (10, 11). Em seguida, anali-
saram-se as seguintes premissas:
normalidade dos residuos (pelo
teste de Ryan-Joiner), homosce-
dasticidade (pelo teste de Levene
modificado por Brown e Forsythe)
e ndo autocorrelacdo dos residuos
(teste de Durbin & Watson). Dessa
forma, foi possivel trabalhar com o
método da regresséo (Método dos
Minimos Quadrados Ordindrios-
MMQQO) e com falta de ajuste,
através do teste F, o qual avaliou
as significancias da regressao e
0 desvio da linearidade avaliado
contra o erro puro (11-16).

Efeito Matriz

0 procedimento descrito por
Souza para a avaliacdo do sfei-
to matriz propde a utilizagéo de
duas curvas do analito: uma ori-
ginada a partir de solugdes com o
padrdo, denominada de solvente,
e outra, originada da amostra,
denominada matriz (7).

Foram preparadas curvas in-
dependentes para o sulfameto-
xazol e para a trimetoprima. A
curva matriz foi preparada com

0s excipientes do comprimido,
respeitando a quantidade méaxi-
ma permitida de cada excipiente
g, em seguida, adicionaram-se
as solugdes de sulfametoxazol ou
frimetoprima nas concentragdes
respectivas de cada nivel de con-
centracdo, idénticas as da verifi-
cacdo da linearidade. A curva com
solvente fol preparada de modo
idéntico ao preparo da curva para
0 estudo da linearidade.

As curvas matriz foram che-
cadas pelo método da adigao.
Aliquotas de solugéo de sulfame-
toxazol e de trimetoprima foram
adicionadas as solugbes com os
componentes da matriz (excipien-
tes) em niveis de concentragdo
equivalentes a 100, 120, 140,
160, 180, 200 e 220 pg/mL, para
o0 sulfametoxazol e, a 17, 22, 27,
32, 37,42 e 47 pg/mL para a tri-
metoprima. Para cada concentra-
céo, foram realizadas frés repeti-
goes independentes.

Analisou-se, pelo MMQQ, os
dados experimentais obtidos das
curvas dos analitos em solvente
e em matriz, sendo imprescin-
divel o cumprimento das pre-
missas citadas na avaliacdo da
linearidade. Em seguida, proce-
deu-se a confirmagio da homo-
geneidade das varidncias dos
residuos da regressdo através
do teste de hipdteses. Pode-se
assim, realizar a comparacdo
entre as inclinagbes e interse-
gOes das curvas de solvente e
de matriz através do teste t com
vari&ncias combinadas (7).



Exatidao — Procedimento de

Recuperagdo

0 procedimento de recuperagéo
foi realizado separadamente para
08 analitos sulfametoxazol e tri-
metoprima. As amostras brancas
foram fortificadas com solucdes
dos padrGes analiticos do sulfa-
metoxazol e da trimetoprima. O
preparo das amostras brancas
foi feito a partir dos excipientes
do comprimido (matriz). Essas
foram posteriorments fortificadas
em trés niveis de concentracéo,
80%, 100% e 1209%, partindo-se
da concentracdo da aliquota de
andlise. Em sequida, procedeu-se
a extracdo dos analitos de modo
idéntico ao procedimento de ex-
tragéo dos comprimidos.

A recuperacao foi avaliada a
partir da taxa de recuperacao,
sendo esta o quociente da con-
centragdo encontrada & da con-
centracdo tedrica adicionada,
multiplicada por 100.

Precisao

Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada por
ensaios com comprimidos da asso-
ciagdo de sulfametoxazol e trimeto-
prima. Procederam-se as andlises
em curto periodo de tempo & em
condigbes equivalentes ({mesmo
analista, mesmo equipamento,
mesmo laboratério e mesmos

reagentes). Primeiro, realizou-se
0 procedimento de extragéo dos
analitos da matriz e, posterior-
mente, prepararam-se oito repeti-
cdes genuinas.

Precisdo Intermedidria

Os experimentos foram condu-
zidos em cinco diferentes dias,
permitindo-se avaliar a precisdo
intermediaria através do CV (%).
0 coeficiente de variagdo foi ob-
tido a partir do desvio padrdo da
precisdo intermedidria € da média
das mensuragdes dos cinco dias,
sendo trés ensaios por dia.

Robustez

A robustez foi considerada na
fase de desenvolvimento do mé-
todo e, avaliada posteriormente,
como um parametro da validacéo,
certificando-se de gue o método
pode ser aplicado em laboratério
diverso, com precisao adequada.

A robustez foi avaliada a partir
de deliberadas variagbes nos pa-
rdmetros do método e no procedi-
mento de extracdo. Realizaram-se
variagbes nos seguintes parame-
tros: comprimento de onda, di-
ferenca de potencial, tempo de
injecdo, molaridade do tampéo,
temperatura do cassete, pH do
tampéo e concentragdo do sol-
vente de extragdo. Procedeu-se
a andlise dos dados com a apli-

cagdo do teste t para amostras
pareadas, sendo gue, o teste tem
como premissa a andlise prévia
das variancias, as quais devem
ser homogéneas.

Resultado e discussao

Linearidade

Para utilizar o MMQO faz-se ne-
cessario a confirmagéo das pre-
missas do método, caso contrdrio,
0 MMQO ndo pode ser realizado.
As premissas sdo referentes aos
testes de normalidade, indepen-
déncia e homogeneidade das
varidncias dos residuos, além da
andlise de variincia da regresséo
e do desvio da linearidade dos re-
siduos. A Tabela 1 apresenta os
resultados dos referidos testes
para o sulfametoxazol e a Tabela
2 para a trimetoprima.

As premissas do método foram
satisfeitas, logo, o MMQO pode
ser utilizado para a confecgdo
e 0 ajuste da curva analitica. Ao
final, a linearidade do método foi
comprovada na faixa de trabalho
de 100 a 220 g/mL para o sulfa-
metoxazol e, 17 a 47 qg/mL, para
a trimetoprima.

Efeito Matriz

As curvas analiticas do sulfa-
metoxazol e da trimetoprima em
matriz apresentaram-se lineares.

Tabela 1. Resultados dos testes de premissas para a avaliacdo da linearidade e para a confecgdo da curva

analitica do sulfametoxazol (u=0,05).

Testes estatisticos
Normalidade
Homoscedasticidade
Independéncia
Regressio

Desvio de Linearidade

Estatistica Padrio de SMX Valor Critico
R 0,98 0,95

tp -1,38; p=0,187 <211; p> 0,05
D 3,04 >0=1,18; >tv= 1,40

P 8,06X10" p < 0,001

p 9,90 10" p>0,05

R= coeficiente de correlacdo de Ryan — Joiner; tL = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin —Watson; p = significincia
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Tabela 2. Resultados dos testes de premissas para a avaliagdo da linearidade e para a confecgéo da curva

analitica da trimetoprima (a=0,05).

Testes estatisticos Estatistica Padrao de TMP Valor Critico
Normalidade R 0,99 0,95
Homoscedasticidade t;p 1,187; p=2,51x10" <2,101; p>0,05
Independéncia D 2,57 >0,=1,20; >d,=1,41
Regressdo P 1,06 x10™ p < 0,001
Desvio de Linearidade P 5,07 x 10" p>0,05

R= coeficiente de correlagio de Ryan — Joiner; tL = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin —Watson; p = significancia

0Os testes das premissas geraram
resultados satisfatérios, de acordo
com o8 critérios de aceitagao.
Apés a confirmacdo das line-
aridades dos analitos em matriz
g 0 cumprimento das premissas,

as etapas subsequentes, como o
teste de homoscedasticidade das
variiincias dos residuos e o teste t
para variancias combinadas, foram
realizadas (Tabela 3 e Tabela 4).
Conforme apresentado nas Ta-

belas 3 e 4, os resultados permi-
temn afirmar que, para comprimidos
de sulfametoxazol e trimetoprima,
0 método ndo apresenta interfe-
rentes da matriz no método (néo
apresenta efeito matriz), pois,

Tabela 3. Resultados dos testes para a avaliagdo do efeito matriz do sulfametoxazol («=0,05)

Testes estatisticos Estatistica Calculado Valor Critico
Homoscedasticidade das F 2,08 <2,24
variancias dos residuos

Teste t para varidncias b, & =117 <2,03
combinadas L=1,27

F = razdo entre as varidncias dos residuos de solvente e matriz; th = estatistica t para comparagéo das inclinagdes das curvas de
solvente & matriz; ta = estatistica t para comparagéo das intersecees das curvas de solvente matriz

Tabela 4. Resultados dos testes para a avaliagao do efeito matriz da trimetoprima (0=0,05)

Testes estatisticos Estatistica Calculado Valor Critico
Homoscedasticidade das F 1,17 <217
variancias dos residuos

Teste { para varidncias ti, & =124 <2,02
combinadas £=10,04

R= coeficients de correlagdo de Ryan — Joiner; tL = estatistica t de Leveng; d = estatistica de Durbin — Watson; p = significincia
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gstatisticamente (a=0,05), as
curvas do sulfametoxazol e da

Tabela 5. Resultados das variacOes dos pardmetros do método na

avaliacao da robustez para a trimetoprima
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trimetoprima em solvente e em Parametro Variagao Concentragio Teste t Valor de
. " Amostra (pgfmL) Referdncia
matriz se equivalem. (3=0,08)
24 nm HA oosr
Exatidio — Procedimento e 221 nm 3242 :
l:lE Hecuperagﬁo 254 nm 30,86 051
0 método mostrou-se exato, , Sl 3Hat7 0418
Diferenca ds 26K 31,31 *
com valores de faxa de recupera- potencial ol ) e
¢édo entre 96,3 % e 97,9 % para e e Dﬁz
o0 sulfametoxazol e entre 96,5 % B B gn'ﬁg o
e 97,7 % para a trimetoprima, Tempodelnegio o e -
estando estes valores dentro dos o i ik
||m|teslestabelec|dus pela Unido ””E“,l.’,;‘,f'ﬁ”“ i 28,57 . 430324303
Europeia (17). 20mM 2.3 0,108
20°%C 32,18 0,116
T Ti ratura d " ¥
Precisao Emﬁi&? " 25 33 .
A precis@o foi estudada pela re- 0% 32,47 0,000
petibilidade e pela precis@o inter- B0 30,61 0,235
mediaria interdias. Os resultados r— 62 a7z 8
da repetibilidade foram avaliados 64 30,36 0,730
com base nos valores de HorRat, Metanal 40% 28,18 0210
que foram de 0,507 para o sulfa- Gorweitugiodo Metanol 50.% . .
Metanal 60% 28,52 0.7

metoxazol e 0,688 para a trimeto-
prima, sendo o critério de aceita-
bilidade < 2,0. A precisédo interdias

"Valor estabelecido utilizado para comparagao

Tabela 6. Resultados das variagoes dos pardmetros do método na

foi avaliada com base no CV%, 2la |
avaliacdo da robustez para o sulfametoxazol

apresentando resultados de 5,07%

para a trimetoprima e 5,50% para Parametro Variagdo Concentragdo Teste t Valor de
o sulfametoxazol, sendo esses va- (RSSAA e
lores considerados satisfatorios,
i et i 214 nm 157,06 0,087
com Ibasg nos critérios de aceita- gl s b .
¢éo (inferiores a 8%) (18). onda 254 nm 150,82 0,270
20 k¥ 183,78 0,042
RUbUStEZ : ; Diferenga de 25 k¥ 162,41 =
A robustez foi avaliada através potencial 30k 165,04 0,000
de peguenas modificacies nos s e o
parametros do método, obser- N ik 14897 %
vando-se pequenas alteracdes Tampaie ege 205 149,05 0,000
nos Itempns de mlgral[;ao.lpara a = i o
andlise dos dados foi aplicado o Molaridade da 15 mM 148,97 . 430324308
teste t para amostras pareadas, tampn 20 mi 169,04 0,134
CDI’IfDrTlﬂB TﬂhEIE 58 Ta.hEh 6. Temperatura do 20°C 147,04 0,404
As varidncias foram previamente iR 25 10 14956 3
B avaliadas, apresentando-se ho- 30° 168,60 0,071
=T
g mogeneas. &0 157,10 0,313
= 6.2 14872 *
<< - pH do tampaa
g Conclusao 55 L e
5 G
E Os resultados da validagao de- cmtnginge a0 4% 12 i
3 monstraram que o método possui e Metanol 50 % 140,85 *
g significativa linearidade, preciséo Mstanal BF |0 1L, 7R
" 4 2 € exatiddo. Assim sendo, 0 método *Valor estabelecido utilizado para comparagdo
2



proposto pode ser aplicado para a andlise quantitati-
va de sulfametoxazol e frimetoprima em comprimidos,
contribuindo para aprimorar o controle de qualidade
das formulagdes farmac@uticas. Ademais, pode contri-
buir para a redug&o do uso de solventes orgénicos nas
técnicas analiticas, gerando menos residuos e menos
danos & satde do trabalhador.
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