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LAMIVUDINA, ZIDOVUDINA E NEVIRAPINA EM COMPRIMIDOS DOSE-FIXA COMBINADA POR CROMA-

TOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Zénia Maria Maciel Lavra e Pedro José Rolim Neto*

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Prof. Arthur de S4, s/n, Cidade Universitaria, 50740-521 Recife — PE, Brasil

Artigo

Rosali Maria Ferreira da Silva e Flavia Patricia Morais de Medeiros
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco, Largo de Dois Irmaos, 1117, 52171-010 Recife — PE, Brasil

Recebido em 8/12/06; aceito em 11/10/07; publicado na web em 9/4/08

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR SIMULTANEOUS DETERMINATION OF FIXED-
DOSE COMBINATION TABLETS OF LAMIVUDINE, ZIDOVUDINE AND NEVIRAPINE BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY. An analytical method has been developed and validated for the quantitation of lamivudine, zidovudine
and nevirapine in the fixed-dose combination film-coated tablet by high performance liquid chromatography, in accordance with

RE No. 899/2003, National Sanitary Surveillance Agency. It was based on an isocratic elution system with a potassium phosphate
buffer pH 3.0: acetonitrile (60:40 v/v) mobile phase, C18, 250 x 46 mm column, 10um particle size, A 270 nm. The statistically
evaluated results have shown that the method is specific, precise, accurate, and robust, ensuring the analytical safety of 3TC, AZT
and NVP determination, which emerges as a new therapeutic alternative for antiretroviral treatment.
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INTRODUCAO

A introdugdo da terapia combinada tem reduzido a morbidade
e mortalidade de pacientes infectados pelo virus da imuno-defici-
éncia humana (HIV). Farmacos de vdrias classes farmacoldgicas e
com mecanismos de acdo em diferentes etapas da replicagdo viral
tém sido associados na forma de dose-fixa-combinada (DFC). Um
dos mais potentes regimes terapéuticos inclui dois inibidores da
transcriptase reversa andlogos de nucleosideos (ITRN), a lamivudina
(3TC) e a zidovudina (AZT) e um ndo andlogo (ITRNN), a
nevirapina (NVP).!

A producdo de comprimidos revestidos DFC, como nova alter-
nativa terapéutica, exige o desenvolvimento e a validacdo de um
método analitico que atenda as especificagdes dos orgdos regula-
dores, haja vista a auséncia de métodos publicados em compéndi-
os oficiais para quantificacio destes fairmacos associados.

A validagido de um método assegura a especificidade, exatiddo
e precisdo de um ensaio analitico e estima a estabilidade do analito
durante a estocagem e manipulacg@o,? tendo como objetivo garantir
que o procedimento analitico forneca resultados reprodutiveis e
confidveis, que sejam adequados aos fins para os quais tenha sido
planejado.?

Técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), destacam-se na quimica analitica pela capaci-
dade de realizar andlises quali-quantitativas em amostras farma-
céuticas,* sendo freqiientemente utilizadas para determinacéo de
farmacos em formulagdes farmacéuticas, especialmente nas que
contém mais de um constituinte ativo.'

Meétodos publicados em artigos cientificos e compéndios ofi-
ciais foram tomados como referéncia no desenvolvimento deste
aqui descrito. Keneey et al.’ publicaram um método cromatografico
para quantificacdo de AZT + 3TC em plasma humano, tendo como
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fase estaciondria uma coluna C ; e como eluente uma mistura de
dgua e acetonitrila. Rodriguez et al.,® também utilizaram uma co-
luna C, e como eluente, acetonitrila e metanol. Doerge et al.,” por
sua vez, variaram apenas a fase moével para acetonitrila e dcido
fosférico, sendo considerado, portanto que estes dois ultimos mé-
todos apresentaram maior custo que o descrito por Kenney.® Pes-
quisas na literatura revelaram a determinacio individual da
nevirapina em fluidos biolégicos por cromatografia gasosa, CLAE
associada a detector ultravioleta, CLAE com extracdo de fase soli-
da ou associada a espectrofotometria de massa. Mahadik et al.,®
publicaram um método por HTPLC (cromatografia em camada
delgada de alta performance) no qual foi utilizado um sistema
solvente constituido por tolueno, tetracloreto de carbono, metanol,
acetona e amoOnia. Este mesmo farmaco também tem sua andlise
isolada publicada na Farmacopéia Brasileira, utilizando uma fase
movel constituida de tampao fosfato e acetonitrila, apresentando
assim um método mais simples e de custo mais acessivel.

Este estudo descreve o desenvolvimento e a validacdo de um
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
deteccdo e quantificacdo simultdnea de lamivudina, zidovudina e
nevirapina em comprimidos revestidos DFC, atendendo as exigén-
cias do guia para valida¢do de métodos analiticos publicado na
Resolugdo RE n°® 899/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitdria.’

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais
Medicamento
Comprimidos revestidos desenvolvidos pelo Laboratdério Far-

macéutico do Estado de Pernambuco - LAFEPE, contendo 150 mg
de lamivudina, 300 mg de zidovudina e 200 mg de nevirapina.
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Padrées de trabalho

Para o desenvolvimento e validacdo do método analitico de
doseamento do comprimido revestido foram utilizados padrdes de
trabalho de lamivudina (Northeast® lote 00019 — teor 100,47%),
zidovudina (ftaca® lote HVZ0210304 — teor 100,0%) e nevirapina
(Xiamem Mchem® lote 050501 — teor 98,32%).

Excipientes

Celulose microcristalina 101 (Valdequimica®), amido de mi-
lho (Cargill®), glicolato de amido sédico (Blanver®), didxido de
silicio coloidal (Degussa®), polivinilpirrolidona (Forlab®), estearato
de magnésio (Labsynth®) e constituintes do revestimento:
polietilenoglicol (PEG), élcool polivinilico (PVA), talco e diéxido
de titAnio (Colorcon®).

Reagentes

Acetonitrila (J. T. Baker®), fosfato de potdssio monobdsico
(Nuclear®), dcido fosférico 85% (Merck®) e dgua ultra-pura obtida
por sistema Milli-q-Plus (Millipore Corporation®).

Equipamentos e condi¢des cromatograficas

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® equipado
com bomba bindria LC — 10 ADVP, auto-injetor SIL — 10 ADVP,
detector UV SPD - 10 AVP, controlador de sistema SCL — 10 AVP
e forno para coluna CTO — 10 ASVP. As colunas utilizadas neste
estudo foram: coluna C, (Waters®), 250 x 4,6 mm, particula 10 um
e C,, (Phenomenex®), 250 x 4,6 mm, particula 10 pm, mantidas a
30 °C. A fase mével utilizada foi tampao fosfato pH 3,0 e acetonitrila
grau HPLC.

Foram utilizadas vidrarias (Pyrex®) certificadas por lote e equi-
pamentos previamente qualificados e certificados: sistema de pu-
rificagdo de dgua Milli-g-Plus (Millipore Corporation®), aparelho
de ultrassom (Ultrasonic Cleaner Unique®), balanca analitica
(Mettler®), unidades filtrantes de 0,45 um (Millex Millipore®), pa-
pel de filtro faixa preta (Schleicher & Scheuell®) e espectro-
fotdmetro UV (Cary 50 Varian®).

Método

Desenvolvimento do método analitico

Tendo em vista que os trés farmacos isolados ja apresentam
monografias descritas na Farmacopéia Brasileira,' foram
quantificados por seus métodos cromatograficos especificos nos
comprimentos de onda de 254 nm para AZT, 277 nm para 3TC e
237 nm para NVP. O desenvolvimento do método teve inicio com a
realizacdo de uma varredura espectrofotométrica na regido do UV
visivel, numa faixa de 200 a 800 nm, do padrdo misto contendo os
trés farmacos, objetivando-se identificar em qual comprimento de
onda os trés fadrmacos associados apresentavam valores de
absorvancias maximos.

Ap6s realizagdo de pesquisas referente a métodos de andlises
para quantificacdo de antiretrovirais, ja descritos em farma-
copéias'®!! e em artigos cientificos publicados,>>* foram testadas
variagdes, avaliando-se os seguintes parametros: fase estaciondria
(C, e C ); fase mével, modificando-se as proporgdes do tampdo
fosfato de potdssio monobdsico pH 3,0 (K,HPO,) e acetonitrila
(ACN); vazdo (1,0 e 1,5 mL/min) e volume de injecao (10,0 e 20,0
uL).

A partir dos cromatogramas obtidos, avaliou-se a adequacio
do sistema cromatografico através dos pardmetros: fator de capa-
cidade, nimero de pratos, fator de assimetria e resolucdo entre os
picos.
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Preparagdo da solugdo tampdo fosfato 0,05 M pH 3,0

A solucdo tampao foi preparada dissolvendo-se 7,09 g de fosfato
de potdssio monobdsico em dgua ultrapura em 1000 mL. O ajuste
do pH foi realizado com 4cido fosférico 85%.

Preparagdo das amostras

Os comprimidos revestidos DFC foram pesados, triturados e
pulverizados. O equivalente a 37,5 mg de 3TC, 75 mg de AZT e 50
mg de NVP foi pesado analiticamente, transferido para baldo
volumétrico de 100 mL, diluido em fase mével e sonicado por 20
minutos. As amostras foram aferidas e filtradas em papel de filtro
faixa-preta. Do filtrado, retirou-se aliquota volumétrica e diluiu-se
com fase mével até obtengdio da concentragdo final de 45, 90 e 60
pg/mL de 3TC, AZT e NVP, respectivamente. As solucdes obtidas
foram filtradas em unidades filtrantes de 0,45 um e analisadas por
CLAE. Foram preparadas amostras em quintuplicatas.

Preparagdo da curva controle

As curvas controle foram preparadas diariamente a partir de
dilui¢des de uma solucdo estoque do padrdo misto em fase mével
(375 pg/mL de 3TC, 750 ug/mL de AZT e 500 pg/mL de NVP),
obtendo-se concentracdes de 30, 45 e 75 pug/mL para 3TC, 60, 90 e
150 pg/mL para AZT e 40, 60 e 100 pg/mL para NVP, referentes as
concentracdes minima, média e maxima.

Validagdo do método analitico

Condicoes cromatogrdficas

O método de separacdo cromatografica desenvolvido capaz de
quantificar os trés farmacos presentes nos comprimidos revestidos
foi alcangado com sistema de elui¢do isocratico, em coluna de fase
reversa C , 250 x 4,6 mm, particula 10 um, a temperatura de 30
°C. A fase movel foi constituida de 60% de tampao fosfato de po-
tassio 0,05 M pH 3,0 e 40% de acetonitrila, com vazio de 1,0 mL/
min e volume de injecdo de 20 uL. O comprimento de onda seleci-
onado foi 270 nm.

Pardmetros avaliados

O método proposto foi validado seguindo os pardmetros de
linearidade, robustez, faixa de variacdo, precisdo, exatiddo, especifi-
cidade e limites de detecc@o e quantificacdo de cada principio ati-
vo, especificados na Resolugao RE n° 899/2003.°

A linearidade do método foi verificada a partir da andlise de
trés curvas auténticas do padrdo misto nas concentragdes de 30;
37.5; 45; 60 e 75 pug/mL para 3TC; 60; 75; 90; 120 e 150 pg/mL
para AZT e 40; 50; 60; 80 e 100 pg/mL para NVP. Os resultados
obtidos foram tratados estatisticamente, por cdlculo de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados. O intervalo de varia-
¢do testado foi entre 66 e 166% da concentracdo média dos trés
farmacos.

No parametro robustez foi analisada a possivel influéncia de
pequenas variagdes ocasionadas pela alteracdo na propor¢do da
composi¢do da fase mdvel, na vazdo, na temperatura do forno, no
tempo de sonicag@o para preparacdo das amostras e em diferentes
lotes da coluna utilizada como fase estaciondria. Na variacdo da
propor¢do da fase mével, foram realizadas andlises com tampao
fosfato de potdssio monobdsico pH 3,0:acetonitrila nas propor¢des
de 62:38 (v/v); 60:40 (v/v); e 58:42 (v/v). Em relacdo a vazdo, a
variagdo analisada foi de 0,99; 1,00 e 1,01 mL/min. A variacdo do
tempo de sonicacdo para preparagdo das amostras foi de 15, 20 e
25 min. Para a temperatura do forno, foram avaliadas as variacdes
de 28, 30 e 32 °C.

A especificidade e seletividade do método foi determinada pela
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andlise do placebo dos comprimidos revestidos contendo amido,
celulose microscristalina 101, polivinilpirrolidona, glicolato de
amido sddico, didxido de silicio coloidal e estearato de magnésio,
componentes do nidcleo, PEG, dlcool polivinilico, talco e didxido
de titdnio, componentes do revestimento.

A precisio foi avaliada em dois niveis: repetitividade (precisao
intra-corrida) e precisdo intermedidria (precisdo inter-corridas). Para
a repetitividade, replicatas de 6 determinacdes a 100% da concen-
tragdo teste dos fadrmacos associados foram analisadas. J4 para pre-
cisdo intermedidria, 5 replicatas foram analisadas em dias diferen-
tes e por analistas diferentes.

Para avaliar a exatiddo do método, amostras em concentragdes
conhecidas equivalentes a 66, 100 e 166% da concentragio tedrica
analisada para cada farmaco foram testadas, as quais correspondem
as concentragdes minima, média e maxima, respectivamente.

Os limites de detec¢ao (LD) e quantificacdo (LQ) foram esti-
mados de acordo com as equagdes LD = DP x 3/IC e LQ = DP x 10/
IC, onde DP € o desvio padrdo dos coeficientes lineares obtido
com as trés curvas de linearidade e IC é a média dos coeficientes
angulares das respectivas curvas, segundo a RE 899/2003
(ANVISA).?

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento do método analitico

As condigdes para o método cromatogrifico foram primeira-
mente estabelecidas com o padrdo misto de 3TC, AZT e NVP e,
ap6s otimizagdo dos pardmetros, foram aplicadas para o doseamento
do comprimido revestido DFC.

A varredura espectrofotométrica (Figura 1) realizada para ve-
rificagdo do comprimento de onda adequado demonstrou que a as-
sociagdo de farmacos apresentava absorvancia adequada em 270
nm, sendo confirmado por andlise cromatogrifica em detector de
varredura por fotodiodo e pela quantificagdo comparativa dos
farmacos isolados nos métodos farmacopéicos.
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Figura 1. Varredura espectrofotométrica no UV- visivel do padrdo misto
contendo 3TC, AZT e NVP
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Por apresentar os trés picos simétricos, com boa resolucdo en-
tre eles e dreas bem definidas, a fase estaciondria escolhida para o
doseamento foi a coluna C,; (Phenomenex®).

Sob as condigdes experimentais verificadas (Tabela 1) o méto-
do 2 foi o escolhido por apresentar melhor resolucdo entre os pi-
cos, condigdes ideais para conservagdo da coluna e tempos de re-
tencdo de 2,4 min para 3TC; 3,4 min para AZT e 4,8 min para
NVP, adequado a rotina de andlise para aprovagdo ou liberaciio do
produto na industria farmacéutica. A temperatura selecionada foi
de 30 °C por ser percebida durante as andlises como a que apresen-
ta maior facilidade de estabilizacdo para o forno do cromatégrafo.
O volume de injecdo e a vazao selecionados foram 20 uL e 1,0 mL/
min, respectivamente. O cromatograma € apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma referente ao método analitico para quantificagcdo
de lamivudina (45 ug/mlL), zidovudina (90 ug/mL) e nevirapina (60 Lg/mlL)
em comprimido revestido dose-fixa-combinada, utilizando coluna C,, fase
movel tampdo fosfato pH 3,0:acetonitrila (60:40), fluxo 1,0 mL/min e volume
de injegdo 20 UL

A performance do sistema cromatografico escolhido foi avaliada
de acordo com os pardmetros: fator de capacidade, resolucdo entre os
picos, fator de assimetria e nimero de pratos. A resolucdo entre 0s
picos mede a qualidade da separacdo entre eles: quanto mais distan-
tes, melhor a separacdo e mais segura € a quantificacdo. Os valores da
resolucdo entre os picos 3TC e AZT foi de 5,46 e entre AZT e NVP
6,70 sendo superiores a 2,00, indicando separacdo eficaz entre os mes-
mos. O fator de assimetria obtido foi de 1,30 para 3TC; 1,24 para AZT
e 1,19 para NVP, apresentando, portanto, valores inferiores a 1,5, des-
crito na literatura como aceitdvel para amostras de interesse.'> O nd-
mero de pratos diz respeito a eficiéncia da coluna, devendo ser superi-
or a 2000.+"* Neste método, os resultados foram 3330,56; 4927,21;
5828,60 para 3TC, AZT e NVP, respectivamente.

Tabela 1. Resultados dos testes realizados durante o desenvolvimento do método analitico proposto para quantificagdo de 3TC, AZT e

NVP
Parametros Método 1 Método 2 Método 3 Meétodo 4 Método 5 Método 6
Fase moével 60:40 60:40 25:75 75:25 60:40 60:40
Fase estaciondria C8 Cl18 C18 C18 Cl18 Cl18
Fluxo (mL/min) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5
Tempo 3TC 2,4 2,4 2,4 2,8 2,3 1,6
de retencdo AZT 3.4 3,4 2,7 5,0 2,9 1,9
(min) NVP 4,6 4.8 3.1 10,1 34 2,3
Volume de inje¢do (uL) 20 20 20 20 10 20
Resultado Picos com Boa resolugio Nao houve Tempo de Areas nio Picos muito
assimetria entre 0s pico e separacao reteng@o alto para  reprodutiveis préximos
caudal dreas reprodutiveis dos picos rotina de andlise
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Validacido do método analitico

Os resultados obtidos da avaliagdo dos parametros foram trata-
dos estatisticamente por Andlise de Varidncia (ANOVA) one-way e
teste t de Student,” com nivel de significincia de 95%.

Robustez

Um método robusto tem a habilidade de fornecer resultados
inalterados quando sujeito a pequenas mudangas.'* Para todas as
modifica¢des analisadas na robustez, propor¢do da fase modvel,
variacdo da vazdo, tempo de sonicacdo da amostra, variagdo da
temperatura do forno e nimero de lote da fabricag¢do da coluna, os
resultados obtidos apresentaram desvio padrdo relativo inferior a
2,0%, a partir de amostras analisadas em quintuplicata. Pela andli-
se estatistica dos resultados, foi verificado que os valores obtidos
para os F calculados foram inferiores ao do F tabelado, determi-
nando com 95% de confianca que o método € robusto para estas
variaveis testadas (Tabela 2).

Lineridade e intervalo de variagdo
A linearidade de um método demonstra que os resultados obti-

Quim. Nova

dos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do farmaco na
amostra, dentro de um intervalo especificado.’ As éreas obtidas no
intervalo de varia¢@o analisado demonstraram que ndo hd falta de
ajuste no modelo proposto, visto que os residuos nio apresentaram
anormalidade na sua distribuicio, considerando os trés parimetros
em estudo. Os coeficientes de determinacéo obtidos para 3TC, AZT
e NVP (Tabela 3), respectivamente, sugerem que 99,68; 99,78 e
99,78% da variagdo total em torno das médias sdo explicadas pela
regressdo, restando 0,32; 0,22 e 0,22% explicados pelos residuos.
Portanto, o método € linear nas concentracdes propostas.

Precisdo e exatiddo

O método apresentou-se preciso nos dois niveis analisados. Na
repetitividade, as seis amostras auténticas com concentragdo de
100% (Tabela 4), apresentaram desvio padrdo relativo (RSD) para
3TC, AZT e NVP inferiores a 2%. Para a precisdo intermedidria
(Tabela 5), os resultados entre dias e analistas diferentes ndo evi-
denciaram diferenga estatisticamente significativa entre analistas
e dias, empregando-se o teste t de Student. Como resultados para o
t calculado, tém-se no 1° dia e para analistas diferentes 0,911; 1,697
e 1,277; ja no 2° dia, os valores foram de 0,040; 0,437 e 1,373 para

Tabela 2. Andlise estatistica das variacdes testadas para verificacio da robustez do método analitico validado para doseamento simultaneo

de 3TC, AZT e NVP

Andlise lamivudina (45 pg/mL) zidovudina (90 pg/mL) nevirapina (150 pg/mL)
estatistica
Propor¢do de fase movel (%)

58:42 60:40 62:38 58:42 60:40 62:38 58:42 60:40 62:38
Média 46,83 46,59 46,74 93,17 93,13 93,14 63,48 62,66 63,29
RSD (%) 1,56 1,29 1,59 0,50 1,24 0,44 1,62 0,94 1,01
F cal 0,137 0,003 1,503
F tab 3,885

Fluxo de fase mével (mL/min)

0,99 1,00 1,01 0,99 1,00 1,01 0,99 1,00 1,01
Média 44,77 44,04 44,18 89,50 89,30 88,41 59,72 58,97 59,10
RSD (%) 1,69 0,56 0,73 1,11 0,49 1,00 0,52 1,10 1,49
F cal 3,041 3,347 1,837
F tab 3,885

Temperatura do forno da coluna (°C)
28 30 32 28 30 32 28 30 32
Média 45,04 44,53 44,97 90,48 90,21 90,83 61,09 60,66 61,18
RSD (%) 1,10 0,85 1,61 0,61 0,62 0,64 1,10 0,47 0,90
F cal 1,229 1,554 1,388
F tab 3,885
Tempo de sonicagdo da amostra (min)
15 20 25 15 20 25 15 20 25
Média 44,25 44,04 44,20 89,24 87,83 88,20 59,46 59,02 59,39
RSD (%) 1,19 0,56 1,08 1,13 1,28 1,17 0,84 1,01 0,85
F cal 0,312 2,321 0,978
F tab 3,885
Diferentes lotes da coluna cromatogréfica
2289547 160140 3307383 2289547 160140 3307383 2289547 160140 3307383

Média 44,02 44,36 44,29 89,23 89,52 88,81 60,25 59,97 60,06
RSD (%) 1,48 1,55 0,74 0,85 0,82 0,70 1,10 1,01 0,84
F cal 0,461 2,818 0,284
F tab 3,885
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Tabela 3. Resultados da linearidade obtidos a partir de trés curvas
auténticas dos farmacos associados (lamivudina, zidovudina e
nevirapina) nas condi¢des do método validado

lamivudina zidovudina nevirapina
IC (= DP) 52812,31 42449,57 32655,38
(+ 2205,36) (= 1470,17) (= 1117,99)
Coeficiente 119560,00 164932,90 47994,81
linear (+ DP) (x 114832,30) (+ 153102,60)  (+ 77617,68)
R? 0,9968 0,9978 0,9978
Intervalo 30-75 60 — 150 40 - 100
ng/mL png/mL ng/mL
LD 1,11 1,54 2,00
ng/mL pg/mL ng/mL
LQ 1,69 2,33 3,03
wg/mL png/mL ng/mL
F calculado 3,705 4,277 2,919
F tabelado 5,218 5,218 5,128

Tabela 4. Resultados analiticos da repetitividade (precisdo intra-
dia) do método validado

Concentragao
1 2 3 4

Média %RSD
5 6

3TC 44,79 44,81 43,95 43,36
AZT 90,18 90,02 89,68 89,07
NVP 6144 60,48 60,30 60,73

44,28 4479 44,33 1,33
90,00 91,15 90,02 0,76
60,75 61,04 60,79 0,67

3TC, AZT e NVP, respectivamente. Todos os resultados se mostra-
ram inferiores ao ¢t tabelado de 2,306; confirmando com 95% de
confianga que o método € preciso, por ndo apresentar diferencas
estatisticamente significativas entre analistas e entre dias.

Na exatiddo, os resultados para o ¢ calculado referente a con-
centragdo minima considerada de 66% para a concentragdo média
de 100%, e para a concentra¢do maxima referente a 166% estio
descritos na Tabela 6. Estes resultados quando comparados com o
t tabelado de 2,776 com 95% de confianca se apresentaram inferi-
ores, demonstrando que o método desenvolvido € exato, ja que nao
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Tabela 6. Resultados do tratamento estatistico por teste ¢ de Stu-
dent para verificacdo da exatiddo do método

Concentragdo t calculado t tabelado
3TC 0,449

66% AZT 0,175
NVP 0,815
3TC 0,908

100% AZT 0,850 2,776
NVP 1,771
3TC 1,353

166% AZT 1,554
NVP 2,115

foram evidenciadas diferengas estatisticamente significativas en-
tre os valores obtidos e os esperados.

Especificidade

O método proposto demonstrou ser seletivo e especifico, nio
sendo afetado pelos excipientes utilizados no processo de fabrica-
¢do do comprimido revestido, o que pdde ser confirmado pela au-
séncia de absorvancias nos tempos de retencdo dos picos referen-
tes aos trés farmacos (Figura 3).

Método desenvolvido
3TC+AZT+NVP
Placebo - Doseamento

3TC NVP

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

Figura 3. Cromatograma da especificidade do método com comprimido
revestido placebo

Tabela 5. Resultados do tratamento estatistico por teste t de Student para verificacdo da precisdo do método validado entre analistas e dias

diferentes
Dia I Dia II
3TC AZT NVP 3TC AZT NVP
Analista I Analistal — Dia I e Il
3TC AZT NVP
Média 44,07 90,21 60,58 4429 90,13 60,41 t calculado 0,799 0,169 0,431
RSD % 1,18 0,62 0,93 0,74 1,00 1,12 t tabelado 2,306
Analista 11 Analista I - Dia I e Il
3TC AZT NVP
Média 40,30 90,84 61,09 40,28 90,35 60,86 t calculado 0,088 1,199 0,688
RSD % 0,49 0,68 1,13 1,03 0,75 0,46 t tabelado 2,306
Dia I Dia II
Analistas I e II Analistas I e 11
t calculado 0,911 1,697 1,277 0,040 0,437 1,373

t tabelado 2,306
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CONCLUSAO

O método descrito neste trabalho foi desenvolvido a fim de se
disponibilizar um procedimento analitico para quantificacdo desta
associacdo de farmacos antiretrovirais em comprimidos revestidos
dose-fixa-combinada, haja vista a inexisténcia de métodos oficiais
destinados a este doseamento. E um método simples, apresentando
confiabilidade e seguranca necessdrias em procedimentos analiti-
cos. Os parametros verificados garantiram que ele € robusto, exa-
to, preciso e especifico para a quantificacdo da forma farmacéutica
contendo a associacdo de lamivudina, zidovudina e nevirapina,
apresentando-se, portanto, validado conforme a RE 899/2003
(ANVISA) e sendo recomendado para a rotina de andlises de con-
trole de qualidade na industria farmacéutica, atendendo as Boas
Préticas de Laboratdrio.
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