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RESUMO: 

O fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), pró-fármaco oral, pertencente à classe dos 

inibidores da transcriptase reversa análogos de nucleosídeos (ITRNs). Os ITRNs 

destacam-se como terapêutica de primeira linha contra a infecção pelo HIV-1, sendo o 

TDF um dentre os produzidos no Brasil. Visando uma produção de medicamentos que 

assegure o cumprimento de padrões de qualidade, garantindo eficácia e segurança, o 

controle de qualidade dos produtos farmacêuticos necessita de métodos analíticos 

validados. Com esse objetivo, um método espectrofotométrico para a determinação 
-1

quantitativa do FTD na matéria-prima e comprimidos utilizando HCl 0,10 mol L  como 

solvente a 258 nm foi desenvolvido e validado. Não houve interferência dos excipientes 

e revestimento testados. A curva de calibração, obtida a partir da relação absorvância 
-1

versus concentração, mostrou-se linear na faixa de 4,00 a 38,00 mg mL  apresentando 

Equação da reta (y= 0.0213x + 0.0271) com coeficiente de determinação de 0,995. A 

exatidão média do método para três níveis de concentração foi de 99,0% (DPR=0,66 

%) com precisão repetitividade e intermediária adequadas (DPR<5%) e limites de 
-1 -1

detecção de 2,52 mg mL  e de quantificação de  8,70 mg mL . Assim, este método 

constitui uma ferramenta analítica importante, por ser simples, sendo útil para o 

controle de qualidade do antirretroviral tenofovir, já que esse é um dos medicamentos 

mais caro do esquema terapêutico, distribuído gratuitamente no Brasil para portadores 

do vírus da AIDS e da Hepatite B.

PALAVRAS-CHAVE: Fumarato de tenofovir desoproxila, Controle de qualidade, UV.
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ABSTRACT:

The tenofovir disoproxil fumarate (TDF) is a pro-drug, an antiretroviral belonging to 

inhibitors class of transcriptase reverse nucleoside analogues (ITRNs). The ITRNs 

stand as first-line anti-HIV-1 therapy, being TDF one of those produced in Brazil. Aiming 

medicine production that ensures compliance with quality standards, warranting 

effectiveness and safety, the quality control of pharmaceutical products, requires 

validated analytical methods. With this objective a spectrophotometric method for  
-1determining FTD content in raw material and tablets using HCl 0.10 mol L  as solvent at 

258 nm was developed and validated. Excipients and coating do not interfere. The 

calibration curve obtained from absorbance versus concentration was linear from 4.00 
-1

to 38.00 µg mL  presenting Equation (y =  0.0213x + 0.0271) with determination 

coefficient of 0.995. The average accuracy of the method for three level was 99.0% 

(RSD=0.66%) with adequate repeatability and intermediate precision (RSD<5%) and 
-1 -1detection limit of 2.52 µg mL  and quantification limit of 8.70 µg mL . Therefore, this 

method is an important analytical tool, due to its simplicity, being useful for tenofovir 

antiretroviral drug quality control, since it is the most expensive medicines of therapeutic 

sheme, freely distributed in Brazil for patients infected by virus of AIDS and Hepatitis B.

KEYWORDS: Tenofovir disoproxil fumarate, Quality Control, UV. 

1. INTRODUÇÃO 

O HIV, vírus da imunodeficiência humana, é um retrovírus que afeta o sistema 

imune das pessoas infectadas. O início do tratamento precoce está associado a 

benefícios clínicos e de prevenção do HIV, melhorando a qualidade de vida e reduzindo 

a incidência de infecção em nível de comunidade (SOUZA, 2003).

A terapia antirretroviral é recomendada para todas as pessoas com diagnóstico 

confirmado de HIV, e também para as pessoas com tuberculose ativa e co-infecção 

com HBV (vírus da hepatite B) apresentando doença hepática grave, grávidas e 

mulheres que amamentam crianças menores de cinco anos, indivíduos em 

relacionamento soro discordante (OMS, 2013). Para que a terapia seja potente contra a 

infecção pelo HIV é necessária à combinação de no mínimo três antirretrovirais.

O governo brasileiro visando à defesa e garantia dos direitos de indivíduos 

infectados por HIV/AIDS estabeleceu o acesso gratuito aos antirretrovirais 

(FORTUNAK e ANTUNES, 2014). E para garantir a viabilidade da política de 

distribuição desses medicamentos, vem fortalecendo a sua produção nacional, iniciada 

em 1993. Dentre os medicamentos produzidos está o fumarato de tenofovir desoproxila 

(TDF), cuja produção iniciou-se em 2011(FUNED, 2011).

O fumarato de tenofovir desoproxila teve seu uso aprovado pelo órgão Food and 

Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos, em 2001. É quimicamente 
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denominado de 9-[(R)-2-[(isopropoxicarbonil) oxi] metoxi]fosfonil] metoxi] propil] 

adenina fumarato, sua fórmula molecular é C H N O P • C H O (USP, 2012). 19 30 5 10 4 4 4 

FIGURA 1. Estrutura do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)

Fonte: Google.

O TDF pertencente à classe dos inibidores da transcriptase reversa análogos 

de nucleosídeos (ITRNs). Oito medicamentos nucleosídeo-nucleotídeo atuam inibindo 

a enzima transcriptase reversa: zidovudina (AZT), estavudina (d4T), zalcitabina (DDC), 

lamivudina (3TC), didanosina (DDI), abacavir (ABC), emtricitabina (FTC) e fumarato de 

tenofovir desoproxila (TDF) (SOUZA & ALMEIDA, 2003). Os fármacos análogos de 

nucleosídeos destacam-se como terapêutica de primeira linha contra a infecção pelo 

HIV-1(GARFORTH et al., 2008). O TDF tem resposta positiva também para supressão 

do vírus da hepatite B (GISH, et al., 2005; SWEETMAN, 2007).

O TDF é um pró-fármaco análogo de dideoxinucleosídeos (LAVRA, 2006), já que sua 

atividade antiviral necessita que esse seja fosforilado por quinases, cujo metabólito trifosfato 

formado é o responsável por interromper a replicação do DNA, impedindo a extensão da fita e 

consequentemente a replicação viral (GARFORTH et al. , 2008).

Embora o Brasil já produza o TDF e este seja amplamente utilizado nas 

terapias supressoras de AIDS e Hepatite, há poucos métodos descritos na literatura 

para a determinação do seu teor. A maioria deles aplica HPLC para análise em fluidos 

biológicos e associado a outros fármacos REZK et al. (2005), KING et al. (2006), 

MANGOANKAR & DESAI (2008), APPALA et al. (2008) e RAJU et al. (2008), 

KANDAGAL et al.(2008), DELAHUNTY et al. (2006) e por MASSAKI et al. (2007), 

GOMES et al. (2008), JOSHI et al. (2009),  PATEL et al. (2009) e SHARMA & 
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GUPTA (2009). Já, a determinação do TDF por espectrofotometria foi proposta por 

SHIRKHEDKAR et al. (2009), SUDHA et al. (2010), SHAMA e MEHTA (2010).

Para que essa produção seja realizada assegurando o cumprimento de 

padrões de qualidade, de modo a garantir a eficácia e segurança dos medicamentos, o 

controle de qualidade dos produtos farmacêuticos produzidos é imprescindível, sendo 

necessária a utilização de métodos de análise validados. Entretanto, atualmente não 

existem descrito em compêndios oficiais métodos para a determinação de TDF em 

matéria-prima e comprimidos.

O tempo de análise, o custo e a eficiência do método analítico são critérios 

importantes durante o desenvolvimento de metodologias. O método 

espectrofotométrico apresenta grande aplicabilidade, pois este representa uma 

técnica simples, rápida, econômica e adequada à rotina de controle de qualidade.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um 

método de análise espectrofotométrico na região do ultravioleta visando à 

determinação do teor de TDF em comprimidos e matéria-prima.

2. MATERIAL  E  EQUIPAMENTOS

O TDF, padrão secundário (99,9% - lote PD-0217) e a Amostra 1  (matéria-

prima- 98,9% - lote 13327/2011), foram cedidos pela Cristália Produtos Químicos 

Farmacêuticos Ltda (Itapira, São Paulo, Brasil), já as amostras 2 e 3 (comprimidos 300 

mg), foram fornecidos pela Secretária Municipal de Saúde de Curitiba. As matérias-

primas utilizadas para a composição do placebo (amido pré-gelatinizado, estearato de 

magnésio, croscarmelose sódica, lactose e celulose microcristalina) e o revestimento 

(Opadry II Y-30-10671-A) foram de grau farmacêutico. Os solventes utilizados foram 
®preparados a partir de: ácido clorídrico p.a. (Carlo Erba, Itália), água ultrapura (Milli-Q ), 

etanol p.a. (Merck, Alemanha), hidróxido de sódio (Biotec, Brasil).

Os equipamentos utilizados foram: espectrofotômetro (Waters 2487, Milford, 

MA, EUA), balança analítica (Mettler AE-200, Greifensee, Suíça) e ultrassom (Thorton 

09, INPEC – Eletrônica LTDA).

3. METODOLOGIA

A solubilidade do fármaco foi testada em: etanol, água purificada, HCl e NaOH. 

O comprimento de onda de maior absorção foi definido com solução de TDF na 
-1concentração de 30,00 µg mL  .

3.1 Validação do método analítico

Os ensaios para determinação dos parâmetros de validação foram realizados 
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acordo com recomendações da legislação vigente, Resolução 899 de 2003, da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003).

3.1.1 Especificidade 

Para o estudo da interferência dos excipientes da formulação do TDF foram 
-1

preparadas solução padrão (30,00 µg mL ) e solução placebo de acordo com a sua 

proporção no peso médio de um comprimido.

3.1.2 Linearidade 

Foram construídas 3 curvas de calibração analítica com 5 concentrações de 
-1padrão (n=3), preparados na faixa dinâmica de trabalho  de 4,00 a 38,00 µg mL , a partir 

-1 -1da solução estoque de 300,00 µg mL em HCl 0,10 mol L . Obtendo-se a equação da 

reta e o coeficiente de correlação linear.

3.1.3  Precisão

A repetitividade do procedimento analítico foi determinada por meio da análise 
-1 -1

 de seis soluções de mesma concentração (25,00 µg mL em HCl 0,10 mol L ) pelo 

mesmo analista, equipamento e dia. Já a precisão intermediária foi avaliada no mesmo 

laboratório, utilizando o mesmo equipamento, porém em dias diferentes e com 

analistas diferentes. Os resultados foram avaliados de acordo com o Desvio Padrão 

Relativo (DPR).

3.1.4  Exatidão

A exatidão do método foi avaliada a partir da adição à Amostra 3 e recuperação 

de quantidades conhecidas de soluções de TDF padrão nos níveis de concentração 
-1 -1 -1baixo (10,00 µg mL ), médio (15,00 µg mL ) e alto (20,00 µg mL ). As quantidades de 

TDF recuperadas foram calculadas utilizando-se a curva de calibração. 

3.1.5 Limite de detecção e Limite de quantificação

 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram calculados pelo 

quociente do desvio padrão dos coeficientes lineares das 3 curvas de calibração pela 

média dos coeficientes angulares, multiplicados por 3 e 10, respectivamente.

3.1.6  Aplicação do Método

Para Amostra 1 foram pesados, em triplicata, 300,00 mg e para as Amostras 2 e 
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3 foram determinados os pesos médio de 20 comprimidos e após triturados, pesou-se o 

equivalente a 300,00 mg do pó, em triplicata. As amostras pesadas foram diluídas até 
-1 -1, concentração de 30,00 µg mL  em HCl 0,1 mol L filtradas e suas concentrações 

determinadas em espectrofotômetro a 258 nm utilizando a Equação da reta de 

calibração.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A varredura espectral do TDF apresentou picos máximos de absorção a 210 e 

258 nm, sendo o último o comprimento de onda utilizado para a validação do método. 

Não foram observados sinais de interferentes do placebo, nem do revestimento nesta 

região, conforme observado na Figura 2.

FIGURA 2. Varredura espectral do FTD, placebo e revestimento em espectrofotômetro

2O método mostrou-se linear (r =0,9957) nas condições propostas conforme 

Figura 3a. O gráfico de resíduo (Figura 3b) demonstrou que os valores residuais 

estiveram distribuídos aleatoriamente com baixa dispersão em relação ao valor médio, 

indicando que são independentes da variância, demonstrando a ausência de tendência 

nos dados. Aplicando-se análise de variância para o modelo previsto, observa-se que a 

falta de ajuste não é significativa a 99% de confiança (p<0,01). 
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-1
FIGURA 3. Curva de calibração analítica na faixa de 4,00 a 38,00 μ mL  (a) e análise de 

resíduos (b)

Os limites de detecção e quantificação calculados a partir das curvas de 
-1 -1

calibração foram de 2,52 µg mL  e 8,70 µg mL , respectivamente. O método foi 

considerado preciso já que apresentou DPR 1,51 % para o ensaio de repetitividade e 

1,19 % para precisão intermediária, estando em conformidade com os valores 

especificados (DPR < 5%) (BRASIL, 2003).

O método foi considerado exato já que as médias das porcentagens de 

recuperação do padrão de TDF estão de acordo com os limites especificados (98 a 102 

%) (Tabela 1) (BRASIL, 2003).
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TABELA 1. Resultados do ensaio de exatidão para a amostra 3 com adição de padrão 

em 3 níveis de concentração (n=3).

* Desvio Padrão

O teor médio de TDF encontrado na Amostra 1, 2 e 3 foi de 95,90; 93,87 e 94,24 

% (±desvio padrão), respectivamente.

5. CONCLUSÃO

O método desenvolvido para determinação do TDF em matéria-prima e 

comprimidos, por ser um método simples e viável economicamente, tem aplicabilidade 

no controle de qualidade do medicamento, uma vez que demostrou ser específico, 

linear, preciso e exato.
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