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RESUMO:

O fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), pré-farmaco oral, pertencente a classe dos
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRNs). Os ITRNs
destacam-se como terapéutica de primeira linha contra a infecgéo pelo HIV-1, sendo o
TDF um dentre os produzidos no Brasil. Visando uma produgao de medicamentos que
assegure o cumprimento de padrbes de qualidade, garantindo eficacia e seguranga, o
controle de qualidade dos produtos farmacéuticos necessita de métodos analiticos
validados. Com esse objetivo, um método espectrofotométrico para a determinacéo
quantitativa do FTD na matéria-prima e comprimidos utilizando HCI 0,10 mol L™ como
solvente a 258 nm foi desenvolvido e validado. Nao houve interferéncia dos excipientes
e revestimento testados. A curva de calibracao, obtida a partir da relagéo absorvancia
versus concentragéo, mostrou-se linear na faixa de 4,00 a 38,00 mg mL" apresentando
Equacéo da reta (y= 0.0213x + 0.0271) com coeficiente de determinagao de 0,995. A
exatiddo média do método para trés niveis de concentragao foi de 99,0% (DPR=0,66
%) com precisao repetitividade e intermediaria adequadas (DPR<5%) e limites de
deteccdo de 2,52 mg mL" e de quantificacdo de 8,70 mg mL". Assim, este método
constitui uma ferramenta analitica importante, por ser simples, sendo util para o
controle de qualidade do antirretroviral tenofovir, ja que esse € um dos medicamentos
mais caro do esquema terapéutico, distribuido gratuitamente no Brasil para portadores
do virus daAlDS e da Hepatite B.

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

Visdo Académica, Curitiba, v.15, n.1, Jan. - Mar./2014 - ISSN 1518-8361


https://core.ac.uk/display/328052702?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

88

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
determining FTD content in raw material and tablets using HCI 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
to 38.00 ug 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
detection limit of 2.52 yg mL™" and quantification limit of 8.70 yg 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.INTRODUCAO

O HIV, virus da imunodeficiéncia humana, é um retrovirus que afeta o sistema
imune das pessoas infectadas. O inicio do tratamento precoce esta associado a
beneficios clinicos e de prevencao do HIV, melhorando a qualidade de vida e reduzindo
aincidéncia de infecgao em nivel de comunidade (SOUZA, 2003).

Aterapia antirretroviral € recomendada para todas as pessoas com diagnostico
confirmado de HIV, e também para as pessoas com tuberculose ativa e co-infeccao
com HBV (virus da hepatite B) apresentando doenca hepatica grave, gravidas e
mulheres que amamentam criangas menores de cinco anos, individuos em
relacionamento soro discordante (OMS, 2013). Para que a terapia seja potente contraa
infeccao pelo HIV é necessaria a combinagao de no minimo trés antirretrovirais.

O governo brasileiro visando a defesa e garantia dos direitos de individuos
infectados por HIV/AIDS estabeleceu o acesso gratuito aos antirretrovirais
(FORTUNAK e ANTUNES, 2014). E para garantir a viabilidade da politica de
distribuicdo desses medicamentos, vem fortalecendo a sua produg¢ao nacional, iniciada
em 1993. Dentre os medicamentos produzidos esta o fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF), cuja produgéo iniciou-se em 2011(FUNED, 2011).

O fumarato de tenofovir desoproxila teve seu uso aprovado pelo 6rgao Food and
Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos, em 2001. E quimicamente
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denominado de 9-[(R)-2-[(isopropoxicarbonil) oxi] metoxi]fosfonil] metoxi] propil]
adenina fumarato, sua formula molecular é C,,H,,N,O,,P+ C,H,O,(USP, 2012).
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FIGURA 1. Estrutura do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)
Fonte: Google.

O TDF pertencente a classe dos inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleosideos (ITRNs). Oito medicamentos nucleosideo-nucleotideo atuam inibindo
aenzima 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 farmacos analogos de
nucleosideos destacam-se como terapéutica de primeira linha contra a infec¢do pelo
HIV-1(GARFORTH et al., 2008). O TDF tem resposta positiva também para supressao
dovirus da hepatite B (GISH, et al., 2005; SWEETMAN, 2007).

O TDF é um pro-farmaco analogo de dideoxinucleosideos (LAVRA, 2006), ja que sua
atividade antiviral necessita que esse seja fosforilado por quinases, cujo metabdlito trifosfato
formado é o responsavel por interromper a replicagdo do DNA, impedindo a extensdo da fita e
consequentemente a replicagéo viral (GARFORTH et al. , 2008).

Embora o Brasil ja produza o TDF e este seja amplamente utilizado nas
terapias supressoras de AIDS e Hepatite, ha poucos métodos descritos na literatura
para a determinacgéo do seu teor. A maioria deles aplica HPLC para analise em fluidos
bioldégicos e associado a outros farmacos 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). Ja, a determinacdo do TDF por espectrofotometria foi proposta por
SHIRKHEDKAR etal. (2009), SUDHAetal. (2010), SHAMAe MEHTA (2010).

Para que essa producdo seja realizada assegurando o cumprimento de
padrdes de qualidade, de modo a garantir a eficacia e seguranga dos medicamentos, o
controle de qualidade dos produtos farmacéuticos produzidos é imprescindivel, sendo
necessaria a utilizacdo de métodos de analise validados. Entretanto, atualmente ndo
existem descrito em compéndios oficiais métodos para a determinagédo de TDF em
matéria-prima e comprimidos.

O tempo de analise, o custo e a eficiéncia do método analitico sdo critérios
importantes durante o desenvolvimento de metodologias. O método
espectrofotométrico apresenta grande aplicabilidade, pois este representa uma
técnica simples, rapida, econdmica e adequada a rotina de controle de qualidade.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um
meéetodo de analise espectrofotométrico na regido do ultravioleta visando a
determinacao do teor de TDF em comprimidos e matéria-prima.

2. MATERIAL E EQUIPAMENTOS

O TDF, padréo secundario (99,9% - lote PD-0217) e a Amostra 1 (matéria-
prima- 98,9% - lote 13327/2011), foram cedidos pela Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda (Itapira, Sdo Paulo, Brasil), ja as amostras 2 e 3 (comprimidos 300
mgq), foram fornecidos pela Secretaria Municipal de Saude de Curitiba. As matérias-
primas utilizadas para a composigéo do placebo (amido pré-gelatinizado, estearato de
magnésio, croscarmelose sodica, lactose e celulose microcristalina) e o revestimento
(Opadry 11 Y-30-10671-A) foram de grau farmacéutico. Os solventes utilizados foram
preparados a partir de: cido cloridrico p.a. (Carlo Erba, Italia), agua ultrapura (Milli-Q®),
etanol p.a. (Merck, Alemanha), hidroxido de sédio (Biotec, Brasil).

Os equipamentos utilizados foram: espectrofotdmetro (Waters 2487, Milford,
MA, EUA), balanca analitica (Mettler AE-200, Greifensee, Suica) e ultrassom (Thorton
09, INPEC — Eletronica LTDA).

3.METODOLOGIA
Asolubilidade do farmaco foi testada em: etanol, agua purificada, HCl e NaOH.
O comprimento de onda de maior absorgao foi definido com solu¢gdo de TDF na

concentragdo de 30,00 ugmL™".

3.1 Validagao do método analitico

Os ensaios para determinagao dos parametros de validagao foram realizados
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acordo com recomendacgdes da legislacao vigente, Resolugéo 899 de 2003, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003).

3.1.1 Especificidade

Para o estudo da interferéncia dos excipientes da formulagdo do TDF foram
preparadas solugdo padréo (30,00 yg mL™") e solugéo placebo de acordo com a sua
propor¢ao no peso meédio de um comprimido.

3.1.2Linearidade

Foram construidas 3 curvas de calibragao analitica com 5 concentragdes de
padr&o (n=3), preparados na faixa dindmica de trabalho de 4,00 a 38,00 ygmL", a partir
da solucéo estoque de 300,00 ug mL"em HCI 0,10 mol L". Obtendo-se a equacéo da
reta e o coeficiente de correlagdo linear.

3.1.3 Precisao

Arepetitividade do procedimento analitico foi determinada por meio da analise
de seis solucdes de mesma concentragdo (25,00 ug mL" em HCI 0,10 mol L") pelo
mesmo analista, equipamento e dia. Ja a precisdo intermediaria foi avaliada no mesmo
laboratorio, utilizando o mesmo equipamento, porém em dias diferentes e com
analistas diferentes. Os resultados foram avaliados de acordo com o Desvio Padréao
Relativo (DPR).

3.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir da adigdo a Amostra 3 e recuperacao
de quantidades conhecidas de solu¢cdes de TDF padrao nos niveis de concentracéo
baixo (10,00 yg mL™"), médio (15,00 ug mL") e alto (20,00 ug mL™"). As quantidades de
TDF recuperadas foram calculadas utilizando-se a curva de calibragéo.
3.1.5 Limite de detecgao e Limite de quantificagao

Os limites de detecgado (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados pelo
quociente do desvio padrao dos coeficientes lineares das 3 curvas de calibragao pela
média dos coeficientes angulares, multiplicados por 3 e 10, respectivamente.

3.1.6 Aplicagao do Método

ParaAmostra 1 foram pesados, em triplicata, 300,00 mg e para as Amostras 2 e
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3 foram determinados os pesos medio de 20 comprimidos e apés triturados, pesou-se o
equivalente a 300,00 mg do p6, em triplicata. As amostras pesadas foram diluidas até
concentracdo de 30,00 yg mL" em HCI 0,1 mol L™ filtradas e suas concentracdes
determinadas em espectrofotdbmetro a 258 nm utilizando a Equacédo da reta de
calibragao.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

A varredura espectral do TDF apresentou picos maximos de absor¢ao a 210 e
258 nm, sendo o ultimo o comprimento de onda utilizado para a validagédo do método.
Nao foram observados sinais de interferentes do placebo, nem do revestimento nesta
regido, conforme observado na Figura 2.

16 -
1,4 o o7,
S assass Padrio = Place bo
1,2 ,
.E .
= ‘t
l:g 1 N ~
b . = = Revestimento
2 038 - :
d .i
06 - . ven
'|:|,4 - . \ I.'. -"‘
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0 _$|-_____-—_—_—_—- . . .
200 220 240 260 280 300

Comprimento de onda [nm)

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

O método mostrou-se linear (r’=0,9957) nas condigdes propostas conforme
Figura 3a. O grafico de residuo (Figura 3b) demonstrou que os valores residuais
estiveram distribuidos aleatoriamente com baixa dispersao em relagéo ao valor médio,
indicando que s&o independentes da variancia, demonstrando a auséncia de tendéncia
nos dados. Aplicando-se analise de variancia para o modelo previsto, observa-se que a
falta de ajuste n&o é significativa a 99% de confianga (p<0,01).
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FIGURA 3. Curva de calibragéo analitica na faixa de 4,00 a 38,00 umL" (a) e analise de
residuos (b)

Os limites de detecgdo e quantificacdo calculados a partir das curvas de
calibracdo foram de 2,52 yg mL" e 8,70 yg mL", respectivamente. O método foi
considerado preciso ja que apresentou DPR 1,51 % para o ensaio de repetitividade e
1,19 % para precisdo intermediaria, estando em conformidade com os valores
especificados (DPR < 5%) (BRASIL, 2003).

O método foi considerado exato ja que as médias das porcentagens de
recuperacao do padrao de TDF estao de acordo com os limites especificados (98 a 102
%) (Tabela 1) (BRASIL, 2003).
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TABELA 1. Resultados do ensaio de exatidao para a amostra 3 com adicéo de padréo
em 3 niveis de concentragéo (n=3).

. g
Quantidade (ug mL ) Recuperag&o (%)

Adicionada Recuperada
10,00 9,83 98,30 (+0,02)*
15,00 14,87 99,10 (+0,14)*
20,00 19,92 99,60 (0,39)*
* Desvio Padrao

O teor médio de TDF encontrado naAmostra 1, 2 e 3 foide 95,90; 93,87 € 94,24
% (xdesvio padrao), respectivamente.

5.CONCLUSAO

O método desenvolvido para determinacdo do TDF em matéria-prima e
comprimidos, por ser um método simples e viavel economicamente, tem aplicabilidade
no controle de qualidade do medicamento, uma vez que demostrou ser especifico,
linear, preciso e exato.
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