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Resumo

Atualmente vem se fazendo necessario o desenvolvimento de novos farmacos e/ou
associagoes entre eles, visando o aumento do conforto do paciente e 0 aumento da
adesdo do mesmo ao tratamento. No entanto, a seguranca e a eficacia de tais
medicamentos devem ser atestadas e asseguradas por meio de validagcbes
competentes e de acordo com as normas previamente estabelecidas pelos 6rgaos
reguladores a fim de garantir a qualidade do mesmo. O método espectrofotométrico
no UV foi escolhido por se apresentar como um método, rapido e preciso para
analise simultanea de farmacos, especialmente quando auxiliado por ferramentas
estatisticas e software. Sabe-se também que a falta de qualidade de um
medicamento pode ocasionar sérios transtornos na saude do paciente, tanto com um
aumento da dose, quanto com a reducdo da mesma, visto isso, podemos notar a
necessidade de ser realizado um controle de qualidade adequado. A falta de
estudos para a determinacédo e validagdo da curva de absorcao dessa associacao
de medicamentos faz-se necessario um estudo para tal desenvolvimento. O objetivo
do trabalho foi determinar simultaneamente zidovudina, lamivudina e nevirapina em
formas farmacéuticas a partir do desenvolvimento e validacado de método
espectrofotométrico com determinagcdo por andlise multivariada. O método
desenvolvido com solucéo diluente etanol/agua (1:1) possibilitou a determinacéo de
zidovudina, lamivudina e nevirapina nos comprimentos de onda de 267 nm, 235 nm
e 295 nm, respectivamente. A validacao foi realizada conforme guias do ICH e
ANVISA, avaliando os parametros de especificidade, linearidade, precisao, exatidao
e robustez. O método foi considerado especifico, sem interferéncia de excipientes
das formulacdes; linear, com coeficientes de determinacdo superiores a 0,998;
preciso e exato com desvio padrao relativo inferior a 1,96% e robusto nas condi¢des
avaliadas. O método espectrofotométrico validado permitiu o doseamento em
formulagdes farmacéuticas contendo farmacos individuais ou em associagées.
Dessa forma, o método contribui para o desenvolvimento tecnoloégico das ciéncias
farmacéuticas no Brasil no ambito do controle de qualidade de medicamentos.
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1. Introducao

1.1. Historico

Atualmente, a Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) é considerada
uma pandemia. Foi descoberta em 1981 e hoje € uma das grandes discussdes
existentes no mundo, pois envolve questées como direitos humanos, o uso racional
de medicamentos e sua politica, além da qualidade de vida dos portadores desta
sindrome (BASAVAPATHRUNI & ANDERSON, 2007).

A AIDS causada pelo virus HIV atinge atualmente milhées de pessoas ao redor
do mundo. Estima-se que, no Brasil, 718 mil individuos vivam com o virus HIV,
dentre elas alguns j& manifestam a AIDS, e, em média, sédo identificados cerca de 37
mil novos casos por ano. Nos ultimos dez anos, houve aumento na taxa de detecgao
de AIDS em jovens em quase todas as regides do Brasil, com destaque para as
Regides Norte e Nordeste, que tiveram, em 2012, um aumento de casos de 111,0%
e 72,3%, respectivamente, em comparacdo com o ano de 2003 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

A AIDS foi observada clinicamente pela primeira vez em 1981, nos Estados
Unidos. Os casos iniciais foram primeiramente detectados em um grupo de usuarios
de drogas injetaveis e de homens homossexuais que estavam com a imunidade
comprometida sem motivo aparente. Esses individuos apresentavam sintomas
de pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis carinii (PCP), uma infeccéo
oportunista incomum até entdo, conhecida por ocorrer em pessoas com o sistema
imunoldgico muito debilitado. Pouco tempo depois, um numero inesperado de
homens homossexuais desenvolveu um tipo decancer de peleraro
chamado Sarcoma de Kaposi. Muitos mais casos de PCP e de Sarcoma de Kaposi
foram diagnosticados quando um alerta foi dado ao Centro de Controle e Prevencao
de Doencas (CDC), o qual enviou uma forca-tarefa para acompanhar o surto
(BASAVAPATHRUNI & ANDERSON, 2007).

Inicialmente, o CDC nao se referia a doenca por um nome especifico, mas sim
por nomenclaturas associadas as condigcdes clinicas dos pacientes, como
linfadenopatia generalizada persistente, Sarcoma de Kaposi e infec¢des oportunistas
(BARRE-SINOUSSI, 1983). Em determinado momento, o CDC cunhou a frase "a
doenga dos quatro H's", uma vez que a sindrome parecia

afetar haitianos, homossexuais, hemofilicos e usuéarios de heroina. Na imprensa
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geral, o termo "GRID", deficiéncia imunolégica relacionada aos gays - traducao livre,
tinha sido inventado. No entanto, depois de determinar que nao era uma doenca
restrita @ comunidade homossexual, o termo GRID foi abolido dando lugar a sigla
AIDS. Essa sigla foi introduzida em uma reunido em julho de 1982 em setembro
daquele mesmo ano, o CDC comecou a se referir a doenga como AIDS (FONSECA,
et al., 1999).

Em 1983, dois grupos de pesquisa encontraram dois virus, HTLV-Ill e LAV
(virus associado a linfadenopatia), que apresentavam caracteristicas semelhantes e
que promoviam sintomas parecidos em pacientes. Posteriormente, em 1986
descobriram que os virus, antes chamados por nomes distintos, se tratavam do
mesmo virus e passaram a ser chamados de HIV (GALLO, 1983).

Acredita-se que os virus HIV-1 e HIV-2 tenham se originado em primatas no
centro-oeste africano e foram transferidos para os seres humanos no inicio do
século XX. O HIV-1 parece ter se originado no sul de Camardes através da evolucao
do virus da imunodeficiéncia simia (SIV), que infecta os chimpanzés selvagens (o
HIV-1 descende do SIV endémico nas subespécies de chimpanzés Pan troglodytes).
O mais proximo do HIV-2 é o SIV, um virus proveniente de, um macaco do Velho
Mundo que vive no litoral da Africa Ocidental (do sul do Senegal ao oeste da Costa
do Marfim). Os macacos do Novo Mundo, como 0 macaco-da-noite, sdo resistentes
a infeccdo pelo HIV-1, possivelmente devido a uma fusdo genbmica de
dois genes com resisténcia viral. Acredita-se que o HIV-1 tenha ultrapassado a
barreira das espécies pelo menos em trés ocasides diferentes, dando origem a trés
grupos de virus (M, N e O) (CORBEIL et al., 2001).

Ha evidéncias de que humanos que participavam de atividades com animais
selvagens, como cacadores ou vendedores de animais silvestres, se infectaram com
o SIV. No entanto, o SIV é um virus de baixa viruléncia que, normalmente, é
suprimido pelo sistema imunolégico humano dentro de poucas semanas apés a
infeccdo. Acredita-se que varias transmissdes (do tipo pessoa-pessoa), desse virus
em rapida sucessdao sao necessarias para dar-lhe tempo suficiente para se
transformar no HIV. Além disso, devido a sua taxa de transmissdo pessoa-a-pessoa
relativamente baixa, o SIV sé pode se espalhar por toda a populagdo na presenca
de um ou mais canais de transmissdo de alto risco, que eram ausentes na Africa
antes do século XX (MARX; ALCABES; DRUCKER, 2001).

12



Os canais de transmissao de alto risco especificos, que permitiram que o virus
se adaptasse aos seres humanos e se espalhasse por toda a sociedade, dependiam
do calendario proposto para a transmissdo de animais para humanos. Estudos
genéticos do virus sugerem que o ancestral comum mais recente do grupo M do
HIV-1 remonta ao ano de 1910. Os defensores desse dado ligam a epidemia do HIV
ao surgimento do colonialismo e do crescimento das grandes cidades africanas
coloniais, 0 que levou a diversas mudancas sociais, como um maior grau de
promiscuidade sexual, disseminacao da prostituicdo e alta frequéncia de casos
de doencas genitais (como a sifilis) nas cidades coloniais nascentes. Embora as
taxas de transmissdo do HIV durante a relagdo sexual vaginal sejam baixas em
circunstancias normais, elas sao muitas vezes aumentadas se um dos parceiros
sofre de uma doenca sexualmente transmissivel que cause Ulceras genitais. No
inicio dos anos 1900, as cidades coloniais eram notaveis por sua alta prevaléncia de
prostituicdo e de casos de Ulceras genitais. Em 1928, por exemplo, acredita-se que
em torno de 45% das mulheres residentes no leste de Kinshasa, no Congo, eram
prostitutas, e, em 1933, cerca de 15% de todos os moradores da mesma cidade
tinham sifilis (SOUSA; MULLER; LEMEY, 2010).

O caso mais antigo e bem documentado de HIV em humanos remonta a 1959,
na Republica Democratica do Congo. O virus pode ter estado presente nos Estados
Unidos desde 1966, mas a grande maioria das infeccdes que ocorrem fora da Africa
subsaariana (incluindo nos Estados Unidos) podem ser rastreadas até um Unico
individuo desconhecido que se infectou com o HIV no Haiti e, em seguida, trouxe a
infeccdo para os Estados Unidos por volta de 1969. A epidemia se espalhou
rapidamente entre os grupos de alto risco E em 1978, a prevaléncia de HIV-1 entre
homossexuais masculinos residentes de Nova lorque e Sao Francisco era estimada
em 5%, sugerindo que varios milhares de pessoas no pais estavam infectadas
(CORBEIL et al., 2001).

1.2 Virologia

O HIV é a causa da doencga conhecida como AIDS. O HIV é um retrovirus que
infecta primariamente os componentes do sistema imunol6gico humano, tais como
as células T CD4", macréfagos e células dendriticas. Ele direta e indiretamente
destroi as células T CD4" (ALIMONTI et al., 2003).
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O HIV é um membro do género Lentivirus, parte da familia Retroviridae. Os
lentivirus compartilham muitas caracteristicas morfolégicas. Muitas espécies
de mamiferos sao infectadas pelos Lentivirus, que sao tipicamente responsaveis por
doencas de longa duracdao, com um longo periodo de incubacao. Apés a entrada na
célula-alvo, o genoma do virus de RNA viral é convertido em DNA de cadeia dupla
através de uma transcriptase reversa codificada pelo virus, que é transportada
juntamente com o genoma viral na particula do virus. O DNA viral resultante é
depois importado para o nucleo da célula e integrado ao DNA celular por
uma integrase codificada pelo virus (SMITH et al., 2006). Uma vez integrado, o virus
pode tornar-se latente, permitindo que ele e sua célula hospedeira ndo sejam
detectados pelo sistema imunolégico (MARTINEZ et al., 2010). Alternativamente, o
virus pode ser transcrito, produzindo novos genomas de RNA e proteinas virais que
sao "empacotados” e liberados a partir da célula como novas particulas virais, que
entdo recomegam o ciclo de replicagdo (GERALD et. al., 2004).

Dois tipos de HIV foram caracterizados: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é o virus que
foi originalmente descoberto (e também inicialmente referido como LAV ou HTLV-III).
E mais virulento, infeccioso, e é a causa da maior parte das infeccdes de HIV no
mundo. O HIV-2 é menos infeccioso em comparacdo ao HIV-1, o que indica que
menos pessoas serao infectadas por exposicao ao HIV-2 (GILBERT et al., 2003).

1.3. Fisiologia viral

Depois que o virus entra no organismo, ha um periodo de rapida replicacao
viral, levando a uma grande quantidade de virus no sangue periférico. Durante a
infeccdo primaria, o nivel de HIV pode chegar a varios milhdes de particulas de virus
por microlitro de sangue (PIATAK et al., 1993). Esta resposta é acompanhada por
uma diminuicdo acentuada do numero de células T CD4" circulantes.
A viremia aguda é quase invariavelmente associada com a ativagdo das células T
CD8", que matam células infectadas com HIV e, subsequentemente, com a
producdo de anticorpos. A resposta de células T CD8" é considerada importante no
controle dos niveis de virus, que chega a um pico e depois entra em declinio,
conforme as contagens de células T CD4" se recuperarem. Uma boa resposta das
células T CD8" tem sido associada a uma progressdo mais lenta da doenca e a um

prognéstico melhor, apesar de nao eliminar o virus (PANTALEO et al., 1997).
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O virus HIV infecta as células T CD4+ do sistema imune, que sao linfocitos T
que expressam moléculas CD4 em suas superficies, o virus consegue infectar as
células ligando-se as moléculas de CD4 presentes nas superficies desses linfocitos.
Uma vez dentro da célula, o virus se utilizara de toda a estrutura bioquimica da
célula para a sua replicagdo (MACHADO, 2004).

Os primeiros sintomas da infeccdo inicial podem ser dor muscular, febre,
infeccdes de garganta. Uma vez superada essa fase, ocorre a chamada infecgéao
latente, que pode variar de 2 a 10 anos, em alguns casos até mais. Por final, o virus
HIV causa uma grande depressao do sistema imunoldgico, o que abre precedente
para doencas conhecidas como doengas oportunistas, tal motivo se da pelo fato de
que as células T CD4+ do sistema imune, que possuem importante papel na
resposta imunolo6gica, sofrem uma grande diminuicao (RACHID, 2005).

Além desses fatores complicadores, o virus HIV apresenta resisténcia a alguns
farmacos pelo acumulo de mutagdes genéticas de resisténcia do HIV, o que pode
ser um fator limitante para o sucesso da terapia. A presenca de determinadas
posicoes na cadeia de peptideos que sao alvos especificos para as mutagdes que
resultam em trocas de amino4cidos. Este grande volume de mutagbes tanto na
transcriptase reversa, quanto na protease viral, implica na resisténcia aos farmacos
antirretrovirais. Além das mutacbes ja comentadas, outro fator pode interferir na
resisténcia a terapia medicamentosa, o polimorfismo genético, que sao variacoes
comuns e que se fazem presente mesmo como auséncia de pressao exercida pelos
farmacos antirretrovirais. Portanto, tem-se a necessidade do tratamento por multiplos
farmacos, o que diminui a possibilidade de resisténcia ao tratamento (SETHI, 2004).

A ZDV e a 3TC sao medicamentos antirretrovirais da classe dos inibidores da
transcriptase reversa de nucleosideos. Sao normalmente utilizados hoje em dia
simultaneamente com o objetivo de potencializar a supressao viral, inibir a
resisténcia aos farmacos e facilitar a posologia (SOUZA, 2004).

Sabe-se que se feito o tratamento concomitantemente com zidovudina (ZDV) e
lamivudina (3TC), além de um inibidor da protease como por exemplo a nevirapina
(NVP), o sucesso da terapia pode aumentar em até 3,5%, comparativamente ao uso
dos mesmos medicamentos em comprimidos diferentes. O uso em associacao
desses farmacos pode refletir também na adesédo do paciente ao tratamento, tendo
em vista a complexidade da terapia nesses casos devido a grande variedade de
doses, 0 que pode estar associado a erros, principalmente por intoxicacdo. O uso
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de farmacos em associacdo na mesma formulacdo pode diminuir esses tipos de
interferentes associados a toxicidade (SOUZA, 2004).

1.4. Descricao dos medicamentos

1.41. Zidovudina

A zidovudina (AZT), que tem sua estrutura molecular representada na Figura 1,
foi o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da AIDS, pertencente ao grupo
dos inibidores da transcriptase reversa. O AZT foi sintetizado em 1964 por J.
Horwitz do Barbara Ann Karmanos Cancer Institute e Wayne State University School
of Medicine sintetizou (HORWITZ et al. 1964).

(X
" o
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Figura 1 - Estrutura molecular da zidovudina

Em 1974, Ostertag e colaboradores, do Instituto Max Planck na Alemanha,
obtiveram indicios que o AZT era ativo numa cultura de retrovirus de ratos. Em 1984,
pouco apos a confirmacao de que o HIV era a causa da AIDS, os cientistas na
Burroughs Wellcome Co. (BW) comegaram a pesquisar novos compostos para tratar
a doenca. O esforco de seus investigadores focou-se na enzima viral transcriptase
reversa. A transcriptase reversa € um tipo de enzima na qual os retrovirus, incluindo
o HIV, utilizam em sua replicacao (OSTERTAG et al., 1974).

A AZT é um medicamento da classe dos inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos (ITRN). Um pré-farmaco, cuja forma ativa é a zidovudina

trifosfato (AZT-3P). A zidovudina trifosfato é obtida por reacdes de fosforilacdo do
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farmaco nos linfcitos, reac6es essas que estdo ilustradas na Figura 2. Seu
mecanismo de acdo consiste em inibir competitivamente a incorporagédo, pela
enzima transcriptase reversa, da timidina DNA viral (VEAL; BACK, 1995).

O AZT apresenta mecanismo de acdo semelhante a lamivudina, também
atuando na inibicdo da enzima transcriptase reversa viral, pois se ligam ao DNA pré-
viral de linfocitos, ocasionando a terminacdo da cadeia de aminoacidos. Para se
transformarem na forma ativa trifosfatada também fosforilada em reacdes
intracelulares (AOKI, 1999).

Porém, a sua eficacia tem sido dificultada pela rapida aquisicédo de resisténcia
viral. Atualmente a 3TC € indicada, para tratamento da infeccdo por HIV em
combinacdo com pelo menos dois outros medicamentos antirretrovirais, e em
monoterapia na prevencao da transmissao materno-fetal do HIV (ZAPOR et al.,
2004).

A zidovudina requer a fosforilagdo intracelular por parte de um anabdlico
trifosfatado. O farmaco trifosfato interfere com a transcriptase reversa do HIV por
competicdo com 0s nucleotideos naturais para incorporacdo no crescimento da
cadeia de DNA do HIV, interrompendo o alongamento da cadeia de DNA do HIV se
retomada porque ao AZT falta o grupo 3’ hidroxil no anel da desoxirribose necessario
a ligacao do acucar-fosfato (ANDERSON et al., 2010).

Abaixo, as caracteristicas fisico-quimicas da AZT:

Aspecto: po6 cristalino branco.

Nome quimico (IUPAC): 1-[(2R,4S,5S)- 4-azido-5-(hidroximethil) oxolan-2-il]- 5-
methil-pirimidine-2,4-diona

Formula molecular: C1oH13NsOs4.

Massa Molecular: 267,242.

Denominagdo Comum Internacional (DCI): Zidovudine.

Denominagdo Comum Brasileira (DCB): zidovudina.

Ponto de fusao: 177 °C.

Solubilidade: Soluvel em agua, muito soluvel em etanol (FB5, 2010).
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Via das fosforilagdes:

Figura 2 - Esquema de fosforilagdo da zidovudina

1.4.2. Lamivudina

A lamivudina (3TC) a qual sua estrutura molecular esta representada na Figura
3, € um potente inibidor seletivo da replicacao do HIV-1 e HIV-2 in vitro, da classe
dos inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN). E também
ativo contra isolados clinicos de HIV resistentes a AZT. A 3TC € um nucleosideo
analogo sintético desenvolvido em 1987 (SOUDEYNS, 1991; BENHAMOU, 1995;
BLANEY, 1995). Uma analise da estereoquimica e de parametros eletrénicos levou
a conclusao de que a atividade e a especificidade dos nucleosideos analogos como
inibidores da transcriptase reversa eram dependentes da forma do anel desoxiribose
tanto quanto do ambiente eletrdnico na regido do carbono 3’. Por esta razado, os
pesquisadores planejaram e sintetizaram nucleosideos analogos com um anel
pentose isostérico no qual o carbono 3’ foi substituido por um heteroatomo. O
resultado desta modificacdo foi que o par de elétrons disponivel no heteroatomo
participaria da formacao ligacdes de hidrogénio entre &tomos do centro catalitico da
enzima, logo a ligagao entre o nucleosideo e a enzima seria mais forte. Este tipo de
modificagdo simularia o efeito do grupo hidroxila presente no desoxinucleosideo
natural na formagéo da cadeia (DIONNE, 1999).
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Figura 3 - Estrutura molecular da lamivudina

A 3TC atua inibindo a enzima transcriptase reversa viral, pois se liga ao DNA
pré-viral de linfécitos, ocasionando a terminacdo da cadeia de aminoacidos. E um
pré-farmaco, que passa por reacoes intracelulares de fosforilagao, para atingir a sua
conformacdo ativa. A desoxicitidina quinase € responsavel pela formagcdo da
lamivudina monofosfato (3TC-P). A lamivudina difosfato (3TC-2P) é formada pela
acao das enzimas citidina monofosfato quinase e finalmente, pela acdo da difosfato
quinase a 3TC, chega a sua ultima forma, (3TC-3P) (Moore et al., 1999). Tais
reacdes estdo esquematizadas na Figura 4 para melhor visualizacdo. O metabdlito
ativo é o composto trifosforilado (3TC-3P), sendo que o difosfato € o anabdlito
predominante e limitante da formacao da 3TC-3P (JOHNSON et al., 1999).

Kewn e colaboradores (1997) investigaram o anabolismo intracelular da 3TC
para dar origem a forma trisfosfatada. Eles avaliaram dois tipos de células
sanguineas: mononucleares periféricas e monociticas. A 3TC-3P se liga ao DNA do
HIV competindo com a 2’-desoxicitidina 5’-trifosfato que atua inibindo a transcriptase
reversa e termina a extensao da cadeia de DNA pré-viral (MOORE et al., 1999). Os
metabdlitos fosforilados ndo sdo usualmente detectados no sangue (MOYER et al.,
1999). Devido a auséncia do grupo hidroxila na posicdo 3’ a cadeia de DNA néo é
alongada e nao ha replicacdao do HIV (PERRY; FAULDS, 1997).
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Abaixo, as caracteristicas fisico-quimicas da 3TC:
Aspecto: pé cristalino branco.
Nome quimico (IUPAC): 4-amino-1-[(2R, 5S)-2-(hidroximetil)-1,3-oxatiolan-5-il]-1,2-
dihidropirimidin-2-ona;
Formula molecular: CgH11N3O3S.
Massa Molecular: 229,256.
Denominagdo Comum Internacional (DCI): Lamivudine.
Denominagdo Comum Brasileira (DCB): lamivudina.
Ponto de fuséo: 160 °C.
Solubilidade: Soluvel em agua, muito soluvel em etanol. (FB5, 2010).

Via das fosforilacdes:

Figura 4 - Esquema de fosforilagcao da lamivudina (3TC).

1.4.3. Nevirapina

A nevirapina (NVP), com sua estrutura ilustrada na Figura 5, foi desenvolvida
pela Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc. Este farmaco foi o primeiro
medicamento do grupo dos Inibidores da Transcriptase Reversa Nao-Analogos de
Nucleosideos (ITRNN) aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA), para o
tratamento de adultos soropositivos ao HIV. Entretanto 0 mesmo néo foi autorizado
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no Canada entre 1996 e 1998, devido a sua alta toxicidade e pouca evidéncia sobre
sua efetividade antirretroviral, entretanto, posteriormente aceita pelo Canada e pelo

resto do mundo.
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Figura 5 - Estrutura molecular da nevirapina

A NVP é um ITRNN do VIH-1. A NVP liga-se diretamente a transcriptase
reversa e bloqueia as atividades RNA dependentes e DNA dependentes da DNA
polimerase, provocando uma ruptura do local catalitico da enzima. A atividade da
NVP nao é competitiva relativamente aos trifosfatos padrao ou nucleosidicos.

Semelhante aos outros INNRTSs liga-se a RT do HIV-1 e bloqueia a atividade do
RNA polimerase dependente de DNA, provocando uma ruptura do local catalitico da
enzima (Scott et al., 2000).

Desde 1996 tem sido usado no tratamento de adultos e criancas infectados
pelo HIV-1, bem como na prevencdo da transmiss&o vertical. E bem tolerado, o seu
baixo custo, em comparacdo a outros farmacos, e a sua disponibilidade em co-
formulacbes com os INRTs, o torna uma opcao interessante para paises com
recursos limitados (RICHMAN et al., 1994; BOTTARO et al., 2010).

Os relatos mais comuns de efeitos adversos relacionados com a NVP séo
erupgao cutanea e hepatotoxicidade e pode variar de leve a eventos com risco de
vida até mesmo fatal (BOTTARO et al., 2010).

Abaixo, as caracteristicas fisico-quimicas da NVP:

Aspecto: po6 cristalino branco.
Nome quimico (IUPAC): 11-ciclopropil-4-methil-5,11-dihidro-6H- dipirido [3,2-b:2',3"-
e][1,4]diazepin-6-ona
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Formula molecular: C1sH14N4O;

Massa Molecular: 266,888;

Denominagdo Comum Internacional (DCI): Nevirapine
Denominagdo Comum Brasileira (DCB): Nevirapina
Ponto de fuséo: 248 °C

Solubilidade: Soluvel em agua, muito soluvel em etanol. (FB5, 2010)

1.5. Espectrofotometria no UV/Vis

A espectrofotometria UV-visivel € uma técnica analitica que permite determinar
a concentracdo de um composto em solugdo. Baseia-se na absorcao de radiacao
eletromagnética pelas moléculas, por sua vez que a quantidade de luz absorvida
depende da forma ideal da concentracédo. Para fazer este tipo de medida usa-se um
espectrofotdmetro, que selecionam o comprimento de onda e medem a quantidade
de luz absorvida ou transmitida pela mesma (BORBA et al., 2013).

A determinacdo quantitativa € regida pela Lei de Lambert-Beer, na qual
estabelece a relacdo entre a concentracao e a quantidade de radiacao absorvida por
uma espécie quimica.

O espectro ultravioleta e visivel nos fornece informacdes limitadas sobre as
estruturas quimicas de uma substancia. Mas, por causa da sensibilidade destas
técnicas e do alto grau de precisdo e exatiddo em suas medidas, elas séo
empregadas extensivamente em determinagdes quantitativas. As aplicacées da
espectrofotometria sdo para determinacado de compostos organicos e inorganicos,
resumindo:

e Analise comparativa de substancias;

e Analise de compostos organicos e inorganicos, cromoéforos, complexos
inorganicos com metais de transi¢ao;

e Em compostos organicos que apresentam grupos carbonilas, dienos
conjugados, aromatico, etc.

e A espectrofotometria UV/VIS se aplica a moléculas organicas, ions
inorganicos ou complexos em dissolugdo e moléculas que apresentam
conjugacao. Esta técnica pode ser usada em determinagdes qualitativas e
quantitativas.

e Laboratérios de controle de qualidade, pesquisa e desenvolvimento de

analises clinicas e toxicolégicas.
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e Analises de aguas: potavel, caldeiras, resfriamento e na preparacdao de agua
desmineralizada, onde se determina principalmente ferro, sulfatos, fosfatos e
outras.

1.6. Analise Fatorial

O desenvolvimento tecnolégico oriundo das descobertas cientificas tem
alavancado o préprio desenvolvimento cientifico, ampliando em varias ordens de
grandeza a capacidade de obter informagdes de acontecimentos e fenbmenos que
estdo sendo analisados. Uma grande massa de informagdo deve ser processada
antes de ser transformada em conhecimento. Portanto, cada vez mais se esta
necessitando de ferramentas estatisticas que apresentem uma visdo mais global do
fendbmeno que aquela possivel numa abordagem univariada. A denominagao
“andlise multivariada” corresponde a um grande numero de métodos e técnicas que
utilizam simultaneamente todas as variaveis na interpretacdo teérica do conjunto de
dados obtidos (HAIR; BLACK; BABIN, 2009).

Analise fatorial € um nome genérico dado a uma classe de métodos estatisticos
multivariados cujo propdsito principal € definir a estrutura subjacente em uma matriz
de dados. Em termos gerais, a analise fatorial aborda o problema de analisar a
estrutura das inter-relacoes (correlagdes) entre um grande ndimero de variaveis (por
exemplo, escores de testes, itens de testes, respostas de questionarios), definindo
um conjunto de dimensdes latentes comuns, chamados fatores (HAIR; BLACK;
BABIN, 2009).

Com a andlise fatorial, o pesquisador pode primeiro identificar as dimensodes
separadas da estrutura e entao determinar o grau em que cada variavel é explicada
por cada dimensao. Uma vez que essas dimensdes e a explicacao de cada variavel
estejam determinadas, os dois principais usos da analise fatorial resumo e reducao
de dados podem ser conseguidos. Ao resumir os dados, a andlise fatorial obtém
dimensbes latentes que,quando interpretadas e compreendidas. Descrevem os
dados em um numero muito menor de conceitos do que as variaveis individuais
originais. A reducdo de dados pode ser conseguida calculando escores para cada
dimensao latente e substituindo as variaveis originais pelos mesmos (Tatham et al.,
2005).
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A analise fatorial desempenha um papel Unico na aplicacdo de outras técnicas
multivariadas. A principal vantagem das técnicas multivariadas é sua habilidade em
acomodar multiplas variaveis em uma tentativa de compreender as relacdes
complexas nao possiveis com métodos univariados e bivariados (HAIR; BLACK;
BABIN, 2009).

Aumentar o numero de variaveis também aumenta a possibilidade de que nem
todas as variaveis sdo nao correlacionaveis e representativas de conceitos distintos.
Em vez disso, grupos de variaveis podem ser inter-relacionados a ponto de todos
serem representativos de um conceito mais geral. Isso pode ser por planejamento,
como a tentativa de medir as muitas facetas da personalidade ou de uma imagem,
ou pode surgir simplesmente da adicao de novas variaveis (HAIR; BLACK; BABIN,
2009).

Em qualquer caso, o pesquisador deve saber como as variaveis estao inter-
relacionadas para melhor interpretar os resultados. Finalmente, se 0 niumero de
variaveis € muito grande ou se ha uma necessidade de representar melhor um
namero menor de conceitos, em vez das muitas facetas, a analise fatorial pode
auxiliar na selecao de um subconjunto representativo de variaveis ou mesmo na
criagdo de novas variaveis como substitutas das variaveis originais, e ainda
mantendo seu carater original (HAIR; BLACK; BABIN, 2009).

A analise fatorial difere das técnicas de dependéncia, nas quais uma ou mais
variaveis sao explicitamente consideradas como as variaveis de critério ou
dependentes e todas as outras sdo as variaveis preditoras ou independentes.

Na analise fatorial, as varidaveis estatisticas (fatores) sdo formadas para
maximizar seu poder de explicacdo do conjunto inteiro de variaveis, e nao para
prever uma variavel dependente. Se tiver que esbocar uma analogia com as técnicas
de dependéncia, seria no sentido de que cada variavel observada (original) € uma
variavel dependente que é uma funcdo de algum conjunto latente de fatores
(dimensdes) feitos eles préprios a partir de todas as outras variaveis (HAIR; BLACK;
BABIN, 2009).

Técnicas analiticas fatoriais podem atingir seus objetivos ou de uma
perspectiva exploratéria ou de uma perspectiva confirmatéria. Existe um debate
continuo sobre o papel apropriado da analise fatorial. Muitos pesquisadores
consideram-na apenas exploratéria, Util na busca da estrutura em um conjunto de
variaveis ou como um método de reducdo de dados. Sob essa perspectiva, as
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técnicas analiticas fatoriais “consideram o que os dados oferecem” e néao
estabelecem restricdes a priori sobre o nUmero de componentes a serem extraidos
(HAIR; BLACK; BABIN, 2009).

Para muitas - talvez a maioria - das aplicagdes, esse uso da analise fatorial é
adequado. No entanto, em outras situacoes, o pesquisador tem preconcebido ideias
sobre a real estrutura dos dados, baseado em suporte tedrico ou em pesquisas
anteriores. Ele pode desejar testar hipéteses envolvendo questbes sobre, por
exemplo, quais variaveis deveriam ser agrupadas em fator ou nimero exato de
fatores. Nesses casos, 0 pesquisador espera que a analise fatorial desempenhe um
papel confirmatorio, ou seja, avalie o grau em que os dados satisfazem a estrutura
esperada (HAIR; BLACK; BABIN, 2009).

1.7. Validacao de métodos analiticos

A necessidade de mostrar a qualidade de medi¢gdes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estda sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e prejuizos financeiros. Para garantir que um novo método analitico
gere informagdes confiaveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma
avaliacdo denominada validacdo. A validacdo de um método € um processo
continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos
os orgaos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacao de
metodologia analitica e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que sao diretrizes a serem adotadas no processo de validacao. Um processo
de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para 0 uso
desejado (RIBANI et al., 2004).

A validacao de métodos analiticos, utilizados para avaliar a qualidade do
farmaco em estudo, garante que os mesmos atendam as exigéncias das aplicacdes
analiticas e assegure a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (BRASIL,
2003; ICH, 2005; USP 34, 2011), demonstrando a importancia do desenvolvimento
deste trabalho.

A validacdo de métodos analiticos € um processo dinamico e constante que

inicia nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo das metodologias,
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qualificacdo dos instrumentos, materiais e pessoal (RIBANI et al., 2004). Um
processo de validacdo bem definido e documentado fornece evidéncias objetivas de
que o método atende as exigéncias das aplicacdes analiticas, sendo adequado para
o uso pretendido. Os parametros fundamentais avaliados na validacdo de um
método sdo: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez, limite de
deteccédo e limite de quantificagdo (BRASIL, 2003; ERMER; MILLER, 2005; ICH,
2005; ROZET et al.,, 2007). A capacidade de um método analitico de separar,
detectar e quantificar impurezas ou produtos de degradacao também & parametro
que devera ser avaliado durante a validacao (RAO; NAGARAJU, 2003; ICH, 20063a;
ICH, 2006b). Um método deve ser validado ou revalidado sempre que seus
parametros sofrerem alteracoes.

Quanto a definicao e execucao dos parametros analiticos de validacao, tanto o
ICH (2005) como a Farmacopéia Americana (USP 34, 2011) reconhecem que nao
h& necessidade de serem avaliados todos os parametros. O tipo de método e o seu
propésito € que irdo determinar o desenvolvimento do processo e 0s parametros a
serem avaliados (SWARTZ; KRULL, 1998; ERMER, 2001; ERMER; MILLER, 2005).

Os métodos espectrofotométricos sdo as técnicas mais comumente utilizadas e
continuam a desfrutar de grande popularidade. A disponibilidade de instrumentacao,
a simplicidade dos procedimentos, a velocidade, a preciséo, e a exatidao da técnica
ainda fazem dos métodos espectrofotométricos uma atraente opcao. Além disso,
estes métodos sdo mais econdmicos e mais simples, em comparacdo aos métodos
por CLAE e EC. A espectroscopia na regiao UV-vis € uma técnica util na obtencao
de informacdes qualitativas e quantitativas pela sobreposicdo das bandas dos
analitos e interferéncias (PASCHOAL et al., 2003; ROJAS; OJEDA 2009).

Dentro do ambito geral de validacao de métodos é possivel distinguir dois tipos:

O primeiro, chamado de validagdao no laboratério (“in house validation”),
consiste das etapas de validacao dentro de um unico laboratério, seja para validar
um método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou para verificar que um
método adotado de outras fontes esta bem aplicado. A validagao no laboratério é
utilizada nas etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na
publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que sdo avaliadas todas as
caracteristicas de desempenho da validagdo da metodologia, porém sem verificar a
reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa como sendo preliminar a validacao
completa (“full validation”) (RIBANI et al., 2004).
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O segundo, chamado de validacdo completa envolve todas as caracteristicas
de desempenho e um estudo interlaboratorial que é utilizado para verificar como a
metodologia se comporta com uma determinada matriz em varios laboratérios,
estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida
associada a metodologia como um todo. S6 assim a metodologia pode ser aceita
como uma metodologia oficial para uma determinada aplicagdo, por exemplo,
monografias farmacopeicas (RIBANI et al., 2004).

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantacao da
validacdo de métodos analiticos de separacdo. Atualmente, para mostrar
competéncia técnica, os laboratérios que executam as analises devem submeter-se
a um credenciamento, acreditacdo de um 6rgao vigente de ambito nacional ou
internacional.

No Brasil, hd duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial).
Estes 6rgaos disponibilizam guias para o procedimento de validacao de métodos
analiticos, respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE n® 899, de 29/05/2003
(ANVISA, 2003). E o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/ 2003
(INMETRO, 2003).

Importante esclarecer que as resolucdes sdo documentos com poder de lei,
que devem ser obedecidas e guias sao documentos que sugerem uma linha a ser
seguida e sdo, portanto, abertos para interpretacdo. Os guias sdo recomendacdes e
sao intencionalmente vagos para deixar aos analistas a flexibilidade de adapta-los
de acordo com o método a ser usado (RIBANI et al., 2004).

Os parametros para validagdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizagdes nacionais ou internacionais. Infelizmente
algumas definicbes séo diferentes entre as diversas organizagdes. Uma tentativa
para harmonizar estas diferencas foi feita para aplicacdes farmacéuticas, através da
International Conference on Harmonization (ICH), na qual representantes das
industrias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao definiram parametros,
requerimentos e, em alguns casos, também metodologias para validacdo dos
métodos analiticos.

A IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”) também redigiu
um documento técnico que define um guia para validacao de métodos analiticos que
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tem sido utilizado pela ISO10. A norma internacional ISO/IEC 17025, que € uma
norma especifica para laboratérios de ensaio e de calibracdo. O US-FDA (“United
States Food and Drug Administration”) também tem proposto guias sobre validagcao
de métodos.

Assim, 6rgdos como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e outros exigem o
item validacdo de métodos analiticos como um requisito fundamental no
credenciamento para qualidade assegurada e demonstracdo de competéncia
técnica. O que se pode observar é que nao ha um procedimento normatizado que
estabeleca como executar a validacdo de métodos instrumentais de separacao.
Como estes organismos sao responsaveis por acompanhar e credenciar a
competéncia de laboratérios de ensaios é importante ressaltar que as diferentes
terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho do método tém, em sua
maior parte, 0 mesmo significado, porém descrito de uma maneira distinta, para
aplicagdes diferentes (RIBANI et al., 2004).

1.8. Revisao de métodos analiticos

Varios artigos e revisdes tém sido publicados a respeito de validacao de
métodos analiticos, os quais descrevem definicdes, procedimentos, parametros e
estratégias de validacao.

Como por exemplo, o artigo publicado pela Lavra et al. (2008) sobre
desenvolvimento e validagcdo de método analitico para determinagcao simultdnea de
lamivudina, zidovudina e nevirapina em comprimidos de dose fixa combinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método de separacdo cromatogréfica
permite quantificar os trés farmacos presentes nos comprimidos revestidos utilizando
sistema de eluigao isocratica, em coluna de fase reversa Cg, 250 x 4,6 um, particula
10 mm, a temperatura de 30 °C. A fase médvel foi constituida de 60% de tampao
fosfato de potassio 0,05 M pH 3,0 e 40% de acetonitrila, com vazédo de 1,0 mL/min e
volume de injecdo de 20 pL. O comprimento de onda selecionado foi 270 nm
(LAVRA et al., 2008). O método foi validado de acordo com guias internacionais,
assegurando os parametros de especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
limites de deteccao e quantificacédo, além de robustez.

Aymard et al. (2000) desenvolveram e validaram uma técnica por HPLC com
deteccao no UV, usando extracdo soélido-liquido sem padrdo interno adaptado aos

antirretrovirais em estudo, incluindo zidovudina e efavirenz. Os autores avaliaram a
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especificidade da técnica frente a 112 farmacos de diferentes classes usados
amplamente por pacientes com infeccao por HIV em tratamento com antirretrovirais.
A técnica mostrou-se precisa, exata, especifica e linear, com recuperacao maior que
70%, com limite de quantificacdo de 5 ng/mL para zidovudina e 50 ng/mL para
efavirenz.

Fan & Stewart (2002) determinaram zidovudina proveniente de plasma humano
usando aprobarbital como padrdo interno. A extracao por fase soélida foi realizada
utilizando metanol, agua, tampao acetato de aménio 25 mM pH 7,0 e agua-
acetonitrila 70:30 v/v como eluente. A separacédo e quantificagdo foram realizadas
por HPLC com pareamento ibnico e deteccdo no UV a 265 nm com eluicao
isocratica. A fase mével utilizada foi composta de tampéao fosfato de sédio 20 mM pH
3,2 — acetonitrila 86:14 v/v. O sistema cromatografico consistiu de coluna e pré-
coluna C8 150 x 3,9 mm com particulas de 5 ym. Esta técnica mostrou-se exata e
precisa, com recuperagcao maior que 92% e linear no intervalo de 57,6 ng/mL a
2.880,0 ng/mL de zidovudina.

Rezk et al. (2003) validaram uma técnica cromatografica para quantificar
antirretrovirais, dentre eles zidovudina, utilizando extracdo por fase sélida dos
farmacos com adicdo do padrao interno hexobarbital, tampao acetato de aménio 100
mM pH 7,0 e eluicdo com metanol. A andlise cromatogréfica consistiu de HPLC com
detector UV, e coluna e pré-coluna: C18, com 150 x 3,9 mm e C18, 20 x 3,9 mm,
com particulas de 5 um, respectivamente. Foram utilizadas como fases mével:
tampao acetato de aménio 10 mM (pH 6,5 ajustado com acido acético), acetonitrila e
metanol. Este estudo foi avaliado no intervalo de 10 ng/mL a 10 000 ng/mL. A
técnica mostrou-se exata e precisa, com recuperacdo maior que 90,0% para
zidovudina.

Christian Fernandes et al. (2003) realizaram o doseamento da lamivudina por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando cromatdgrafo liquido com
detector de arranjo de diodos (DAD), coluna Merck C-8, 25 cm de comprimento, 4,6
mm de didmetro interno e particulas de 5 um. A fase médvel constituida de (5:95)
metanol: solucdo de acetato de aménio 0,025 M pH 3,8 £ 0,2, ajustado com acido
acético, de 1 mL/minuto, volume injetado de 10 pL, deteccdo no ultravioleta a 270
nm e temperatura de 30 °C. O padrao e amostras foram preparados na
concentragao de 0,4 mg/mL, utilizando fase movel como solvente. A especificagéo
de teor para comprimidos é de 90,0% a 110,0% da quantidade declarada.
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Verweij-Van Wissen et al. (2005) validaram uma técnica de quantificacdo de
ITRN, incluindo zidovudina no plasma, sem adicdo de padrdo interno. A técnica
extrativa escolhida foi extracao por fase soélida utilizando metanol e agua, seguido da
separacao e quantificacdo por HPLC a 260 nm. A coluna e pré-coluna utilizadas
foram: C18, com 150 x 4,6 mm e C18, 20 x 3,9 mm, com particulas de 3,5 uym,
respectivamente. Dois tipos de fases movel foram utilizadas: tampao acetato
(acetato de potassio 20 mM, pH 4,6 ajustado com acido acético) — acetonitrila 95:5 e
76:24 v/v. Os resultados foram lineares no intervalo de 15 a 5000 ng/L.

Também baseado em extracao sélido-liquido e HPLC-UV-Vis, (Notari et al. 2006)
conseguiram separar e quantificar simultaneamente 16 farmacos antirretrovirais
incluindo zidovudina e efavirenz. Os farmacos foram extraidos por processo de
extracao fase solida com metanol, agua e fosfato acido de potassio 0,01 M. A coluna
e pré-coluna utilizadas foram: C18 250 x 4,6 mm com particulas de 5 ym e 20 x 3,9
mm, respectivamente. A fase movel foi composta de acetonitrila e fosfato acido de
potassio 0,01 M. A recuperacao observada situou-se entre 88% e 120%. O limite de
quantificacao foi de 25 ng/mL para zidovudina e 100 ng/mL para efavirenz.

Beck et al. (2007) apresentam método validado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacdo da lamivudina e zidovudina em comprimidos. Para tal
processo, foi empregado um sistema cromatogréafico binario. Como fase estacionaria
foi empregada uma coluna Lichrospher 100 (RP-18, 250 x 4,6 mm, 5 uym, Merck)
acoplada a uma pré-coluna RP-18. A fase movel foi constituida pela mistura de
metanol e tampao acetato de amoénia 0,1M e &cido acético glacial a 1% (50:50 v/v)
pH 6,5, com vazao de 1,0 mL/min. O sistema cromatografico foi operado a
temperatura ambiente, e a deteccéo foi realizada a 270 nm.

Camilo et al. (2008) realizaram a detecgao de trés medicamentos, estavudina,
lamivudina e zidovudina, no ultravioleta fazendo as andlises a 270 nm. Utilizou-se
fase movel gradiente constituida de tampao (acetato de potassio), 0,0663 molar, pH
6,0 e metanol, com vazao de 1,2 mL/min. A coluna foi mantida na temperatura de
45°C e o volume de injecao da amostra de 20 pL.

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacao da 3TC, AZT e
NVP utilizando a técnica de espectrofotometria por ultravioleta se faz de grande valia
no meio académico, por se tratar de uma técnica de baixo custo e de facil execugao.
Destaca-se que a 3TC, AZT e NVP, ndo possuem monografia com similaridade no

meio académico, para determinacbes quantitativas em produto acabado,
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apresentando grande progresso ao meio cientifico. Com base no exposto este
estudo contribui para o dominio tecnolégico e cientifico, aprimorando a area de
controle da qualidade e garantindo a seguranca e eficacia terapéutica dos produtos
farmacéuticos comercializados oferecendo credibilidade para os profissionais
dedicados a eficiéncia do produto, contribuindo para o almejado efeito ao que o
tratamento se propde, melhorando a evolugéo de vida do paciente.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica para
a determinacao quantitativa e simultanea de lamivudina, zidovudina e nevirapina em
produto acabado, tendo em vista que os farmacos podem ser encontrados para a
comercializacdo em associacao para o tratamento de pacientes portadores do virus
HIV.

2.2.Objetivos especificos
e Desenvolvimento e validagdo de método espectrofotométrico por UV
para determinacao simultanea dos farmacos;
e (timizacdo do método por analise multivariada;

e |dentificacdo e doseamento das formulagdes por UV.

3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Produtos farmacéuticos

Foram utilizados comprimidos contendo 150 mg de lamivudina e 300 mg de
zidovudina, em associagao, fabricados pela Fundagdo para o Remédio Popular —
FURP (Guarulhos-SP, Brasil), validade 12/2013, além de comprimidos Nevirax
contendo 200 mg de nevirapina, fabricado pela Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED
(Belo Horizonte-MG, Brasil), validade 10/2014.
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3.1.2. Substancias quimicas de referéncias (SQR)

As substancias quimicas de referéncia dos farmacos foram sintetizadas pelo
Instituto Farmanguinhos (Rio de Janeiro-RJ, Brasil).

3.1.3. Solventes e reagentes

e Etanol P.A. (Vetec);

e Agua destilada.

3.1.4. Equipamentos e reagentes

e Espectrofotdmetro UV PerkinElmer Lambda 35;
e Espectrofotdmetro UV Thermo Genesys 10;
e Balancga analitica Sartorius MSU2248S;

e Banho ultrassom 1600A.
3.2. Métodos

3.2.1. Preparo das solucoes padroes de estoque

Os padrées de nevirapina e zidovudina foram preparados individualmente a
partir da pesagem de 10 mg de cada farmaco. Para a lamivudina, pesou-se 15 mg. A
seguir foram transferidos individualmente para balées volumétricos de 10 mL,
solubilizando e completando volume com a mistura de agua destilada e etanol (1:1,
v/v). As concentragdes finais das solucbes estoque | foram de 1,0 mg/mL para
nevirapina e zidovudina e 1,5 mg/mL para lamivudina. Estas foram armazenadas sob
refrigeracao com temperatura entre 2-8 °C e protegidas da luz.

Destas, preparou-se diariamente as solucdes estoque Il. Assim, pipetaram-se,
respectivamente, 200, 480 e 600 pL das solugbes estoque | de lamivudina,
nevirapina e zidovudina para tubos de ensaio individuais, completando o volume de
3,0 mL com agua:etanol (1:1), obtendo as concentracdées de 100, 160 e 200 pg/mL,

de lamivudina, nevirapina e zidovudina, respectivamente.
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3.2.2. Preparo das solucoes padrao de trabalho

Para o preparo das solucbes de trabalho, pipetou-se 300, 250 e 300 uL das
solucdes estoque Il, completando volume para 4,0 mL, obtendo solucbes de 7,5,
10,0 e 15,0 pg/mL, respectivos a lamivudina, nevirapina e zidovudina.

3.2.3. Preparo das amostras comerciais

Calcularam-se os pesos médios de comprimidos de lamivudina e zidovudina
em associacdo e comprimidos de nevirapina. Os comprimidos foram triturados
separadamente. Pesaram-se quantidades referentes a 10/20 mg de
lamivudina/zidovudina e foram transferidos para baldo volumétrico de 100 mL em
etanol, obtendo concentragcdes de 100/200 pug/mL para lamivudina e zidovudina,
respectivamente. As solucbes foram colocadas em ultrassom por 15 minutos e
filtradas a seguir. Aliquotou-se 300 pL e transferiu-se para tubos de ensaio,
completando volume com 3700 pL de agua destilada, obtendo as concentracdes
finais de 7,5 e 15 pg/mL de lamivudina e zidovudina, respectivamente.

Pesaram-se também quantidade de comprimidos triturados referente a 16 mg
da nevirapina para baldao volumétrico de 100 mL em etanol, obtendo uma
concentracdo de 160 pg/mL. Uma aliquota de 250 pL foi transferida para tubos de
ensaio, completando volume para 4,0 mL com agua destilada, obtendo a
concentragao final de 10 pg/mL de nevirapina.

3.2.4. Desenvolvimento e otimizacao do método estatistico

Foram realizados varios testes de solubilidade, concentracbes e comprimentos
de onda analisados durante o desenvolvimento analitico. Para otimizacao do
método, optou-se por realizar analise pelo método dos quadrados minimos parciais
(PLS). Para isso, foram pré-definidas quatro concentracbes de cada farmaco e
combinadas utilizando delineamento fatorial multinivel, com trés fatores e 64
combinacoes, representados na Tabela 1. Para o volume final de cada amostra foi
completado volume até 4,0 mL em tubo de ensaio com auxilio de pipetadores
automatico. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro com comprimentos
de onda selecionados previamente, através de estudos e observacoes.

A definicdo do delineamento fatorial e a andlise dos minimos quadrados

parciais foram realizadas utilizando o software Minitab.
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Tabela 1. Preparo das amostras para otimizacdo do método espectrofotométrico.

Amostra Volume Volume Volume  Concentragao Concentragao Concentragao
3TC(uL) NVP (uL) AZT (uL) 3TC (ug/mL) NVP (pg/mL) AZT (ug/mL)

2 120 100 240 1,5 2 6

4 120 100 840 1,5 2 21

6 120 200 240 1,5 4 6

8 120 200 840 1,5 4 21

10 120 500 240 1,5 10 6

12 120 500 840 1,5 10 21

14 120 700 240 1,5 14 6

16 120 700 840 1,5 14 21

18 240 100 240 3 2 6

20 240 100 840 3 2 21

22 240 200 240 3 4 6

24 240 200 840 3 4 21

26 240 500 240 3 10 6

28 240 500 840 3 10 21

30 240 700 240 3 14 6

32 240 700 840 3 14 21

34 600 100 240 7,5 2 6

36 600 100 840 7,5 2 21

38 600 200 240 7,5 4 6

40 600 200 840 7,5 4 21

42 600 500 240 7,5 10 6

3
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44 600 500 840 7,5 10 21

45 600 700 120 7,5 14 3
46 600 700 240 7,5 14 6
47 600 700 600 7,5 14 15
48 600 700 840 7,5 14 21
49 840 100 120 10,5 2 3
50 840 100 240 10,5 2 6
51 840 100 600 10,5 2 15
52 840 100 840 10,5 2 21
53 840 200 120 10,5 4 3
54 840 200 240 10,5 4 6
55 840 200 600 10,5 4 15
56 840 200 840 10,5 4 21
57 840 500 120 10,5 10 3
58 840 500 240 10,5 10 6
59 840 500 600 10,5 10 15
60 840 500 840 10,5 10 21
61 840 700 120 10,5 14 3
62 840 700 240 10,5 14 6
63 840 700 600 10,5 14 15
64 840 700 840 10,5 14 21

3TC: lamivudina; NVP: nevirapina; AZT: zidovudina.

3.2.5. Validacao da metodologia analitica

Validacdo analitica pode ser definida como um processo pelo qual se
estabelece as caracteristicas de performance de um método que atende as
necessidades do método para o qual o trabalho vai ser aplicado. A validacao ocorre
através de estudos laboratoriais (PINTO et al., 2003).

A metodologia foi avaliada de acordo com a RE n® 899 de 2003, sendo essa a
legislagdo vigente no Brasil para tal fim, seguindo o0s seguintes parametros:
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), robustez e intervalo. A metodologia foi desenvolvida utilizando
espectrofotometro com detector de UV, utilizando os comprimentos de onda
selecionados durante a otimizagdo de 234 nm, 267 nm e 295 nm, sendo para

determinacao de lamivudina, zidovudina e nevirapina, respectivamente.

3.2.6. Especificidade
De acordo com a resolugdo RE n® 899, de 29 de maio de 2003, ANVISA. A

especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
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composto em presenca de outros componentes tais, como impurezas, produtos de
degradacao, e componentes da matriz.

A especificidade pode ser definida como a capacidade de medir
especificamente o farmaco na presenca de outros componentes, como placebo ou
em uma solucao contendo impurezas (VALENTINI et al., 2003).

Os excipientes presentes na formulacdo dos comprimidos de lamivudina e
zidovudina sdo: amidoglicolato de sodio, celulose microcristalina, polivinilpirrolidona,
estearato de magnésio, dioxido de silicio coloidal, opadry white, etilcelulose, alcool
etilico e agua deionizada, conforme as proporcbées (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

Os excipientes presentes na formulagcdo dos comprimidos de nevirapina sao:
celulose microcristalina, lactose monohidratada, povidona K26/28 ou K/25, amido
glicolato de sodio, diéxido de silicio coloidal e estearato de magnésio. Os espectros
obtidos com a solucéo placebo e os farmacos podem ser vista a seguir na Figura 6.

3.2.7. Linearidade

A linearidade se refere a capacidade do método de gerar resultados
proporcionais em relacdo a concentracao do analito, dentro de uma faixa especifica
(BRITO et al., 2003).

A partir dos testes de otimizag&o, escolheu-se as faixas de linearidade ideais
dos farmacos. Foram preparadas sete concentracdes para cada, onde os intervalos
escolhidos para as leituras foram: 3; 4,5; 6; 7,5; 9; 10,5; 12 ug/mL para a lamivudina;
4; 6; 8; 10; 12; 14; 16 ug/mL para a nevirapina; e 6; 9; 12; 15; 18; 21; 24 ug/mL para
a zidovudina. O preparo dessas solucdes foi realizado a partir das solugcbes estoque
Il e diluidas conforme necessario. Com a utilizagdo do software minitab, foi
programado o teste full fatorial, onde 64 corridas foram programadas com todas as
combinacdes possiveis, afim de ter o melhor perfil de linearidade. Utilizou-se os
mesmos comprimentos de ondas ja citados anteriormente de 234, 295 e 267 nm,

respectivamente.

3.2.8. Precisao
A precisédo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003).
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O teste de precisao foi realizado de acordo com o estabelecido pela Resolugdo RE
n? 899, de 29 de maio de 20083.

A precisdo intradia foi executada utilizando 6 amostras na mesma
concentracdo dos comprimidos disponiveis para teste frente a solucdo padrao de
mesma concentracao, referente a 7,5 / 15 ug/mL de lamivudina e zidovudina e 10
Hg/mL para nevirapina. A precisdo intermediaria foi obtida utilizando desenho
experimental full factorial 3%, combinando trés fatores (analistas, amostras, dias) e

duas variaveis em cada fator.

3.2.9. Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdao ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). O guia ICH
recomenda que a exatiddo deve ser estabelecida ao longo da faixa de calibragao
somente depois que a precisdo e a linearidade estejam estabelecidas (RIBEIRO et
al., 2008).

A exatiddo foi executada em triplicata como demonstrado na Tabela 3,
utilizando as concentragdes referentes a 80, 100 e 120% da concentracdo de
trabalho de ambos os farmacos e comparadas com a solu¢do padrdao da mistura de

lamivudina / zidovudina e nevirapina.

3.2.10. Robustez
A robustez foi realizada com amostras contendo 7,5/15 pug/mL de lamivudina /
zidovudina e 10 pg/mL de nevirapina utilizando delineamento fatorial completo com 3
fatores.
Foram realizadas as seguintes alteragdes:
e Comprimento de onda: os comprimidos de ondas utilizados foram, 233,
234 e 235nm para lamivudina, 266, 267 e 268 referente a zidovudina e
294, 295 e 296 para nevirapina.
e Temperatura: as amostras foram analisadas nas temperaturas de 5 a 23
°C
e Diluente: a ultima diluigdo foi realizada com HCI 0,1M e mistura de

etanol e agua (1:1, v/v).

37



As combinagdes e as analises posteriores foram realizadas utilizando o
software Minitab. As amostras foram analisadas frente a solugdo padrao

preparada nas mesmas condicoes.

4. Resultados e Discussao

4.1 Desenvolvimento e otimizacao do método

A identificacdo de farmacos por espectrofotometria UV é realizada através da
comparacdo do espectro da solucdo amostra com o0 espectro de uma solucéao
padrdao do mesmo farmaco em determinada concentracdo. Mesmo ndao sendo um
método seletivo, possui ampla aplicacao nos cédigos oficiais (WATSON, 2005).

Para a escolha do solvente, os critérios empregados foram a sensibilidade do
método, a facilidade no preparo da amostra e, principalmente, a solubilidade da
substancia a ser analisada. O etanol foi o diluente escolhido devido a adequada
solubilidade dos farmacos, no preparo inicial da amostra. Para reducao da utilizacdo
do solvente organico, proporcionando um método menos oneroso, tdéxico e poluente,
foi empregada agua como diluente final.

Os espectros de absorcdo no UV referentes a lamivudina, zidovudina e
nevirapina SQR e a forma farmacéutica, preparados em agua na concentragdo de
7,5, 15 e 10 uL/mL estédo apresentados na Figura 6.

Foram realizados varios testes de solubilidade, concentracbes e comprimentos
de onda analisados durante o desenvolvimento analitico. Para otimizagcdo do
método, optou-se por realizar analise pelo método dos quadrados minimos parciais
(PLS). Para isso, foram pré-definidas 4 concentracbes de cada farmaco e
combinadas utilizando delineamento fatorial multinivel, com 3 fatores 64
combinacoes. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro com comprimentos
de onda selecionados previamente. A seguir, a Figura 7 ilustra os fatores e as
combinacgdes na otimizagdo do método. A definicdo do delineamento fatorial e a

analise dos dados parciais foram realizadas utilizando o software Minitab.
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Figura 6 - Esquema das combinagbées das diferentes concentragbes dos
farmacos empregadas na otimizagao da metodologia
espectrofotométrica utilizando método dos quadrados minimos parciais
(PLS).

4.2. Especificidade

Para analise qualitativa (teste de identificacdo) é necessario demonstrar a
capacidade de selecao do método entre compostos com estruturas relacionadas que
podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de resultados
positivos (preferivelmente em relacdo ao material de referéncia conhecido) em
amostras contendo o farmaco, comparativamente com resultados negativos obtidos
com amostras que nao contém o farmaco, mas compostos estruturalmente
semelhantes. A Figura 7 tem representado o espectro de absorcdo da mistura de

excipientes.
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Figura 7 - Espectros das solucdes contendo mistura de excipiente, farmacos

individuais e em mistura.

4.3. Linearidade

Conforme a resolucao RE n? 899, de 29 de maio de 2003, ANVISA. Que
estabelece o0s parédmetros minimos exigidos para a realizagdo do teste de
linearidade, um dos testes exigidos para a validagao.

A linearidade deve ser determinada pela analise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagao (r)
deve ser igual ou superior a 0,99. A seguir, segue a curva média obtida a partir das
leituras da lamivudina, nevirapina e zidovudina juntamente com o valor do

coeficiente de determinacédo (R) e a equacao da reta.
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Figura 8 - Gréfico de linearidade da lamivudina
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Figura 9 - Gréfico de linearidade da Nevirapina
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Figura 10 - Grafico de linearidade da zidovudina

4.4. Precisao

Os resultados da precisao intradia estao representados na Tabela 2.

Os resultados da precisdo intermedidria estdo ilustrados em graficos de
residuos e de probabilidade normal dos residuos nas Figuras 11, 12 e 13 para

lamivudina, zidovudina e nevirapina, respectivamente.
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Tabela 2. Valores encontrados no ensaio de precisao intradia para os farmacos.

Amostra Teor de lamivudina Teor de zidovudina Teor de nevirapina
(234 nm) (267 nm) (295 nm)
1 98,80% 98,01% 99,29%
2 93,49% 96,37% 100,00%
3 97,11% 100,00% 97,86%
4 97,83% 97,89% 96,43%
5 98,31% 98,36% 101,43%
6 97,59% 100,35% 97,14%
Média 97,19% 98,50% 98,69%
DP 1,9 1,47 1,88
CV% 1,95% 1,49% 1,91%

Tabela 3. Valores encontrados no ensaio de precisdo intermediaria para os

farmacos.

Amostra Dia Analista Equipamento NVP (%) 3TC (%) AZT (%)
1 1 2 1 93,82 106,25 108,6
2 2 2 2 95,04 102,79 102,75
3 1 2 2 93,52 105,98 108,78
4 2 1 1 96,89 107,69 103,93
5 1 2 2 93,16 104,73 108,05
6 1 1 2 92,34 108,43 108,81
7 2 2 1 98,89 100,84 102,86
8 2 2 1 102,44 99,66 103,85
9 2 1 2 94,2 107,74 104,23
10 2 2 1 100,62 104,66 103,32
11 1 1 1 94,48 109,09 109,01
12 2 1 2 98,25 102,85 102,01
13 1 2 1 92,93 103,85 106,35
14 1 1 2 96,4 104,77 109,35
15 2 1 1 102,57 101,14 101,61
16 2 1 1 99,35 104,11 102,98
17 2 2 2 98,14 102,09 103,5
18 1 1 2 94,45 106,2 108,23
19 1 2 1 93,3 104,82 107,45
20 2 1 2 95,74 105,61 103,62
21 1 1 1 98,49 105,26 106,49
22 1 2 2 93,49 104,82 108,22
23 1 1 1 96,7 107,22 107,68
24 2 2 2 97,16 103,02 103,25
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Residuals Versus the Order of the Data
(response is LAMIVUDINA)
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Figura 11 - Gréfico referente ao teste de precisdo da lamivudina, mostrando os
residuos em relacdo a concentragao. A) Residuo padronizado X Ordem
de observacao. B) Porcentagem X Residuo padronizado.
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Residuals Versus the Order of the Data
(response is ZIDOVUDINA)
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Figura 12 - Grafico referente ao teste de precisdo da zidovudina, mostrando os
residuos em relacao a concentragdo. A) Residuo padronizado X Ordem
de observacao. B) Porcentagem X Residuo padronizado.
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Residuals Versus the Order of the Data
(response is NEVIRAPINA)
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Figura 13 - Grafico referente ao teste de precisdo da Nevirapina, mostrando os
residuos em relacao a concentracdo. A) Residuo padronizado X Ordem
de observacao. B) Porcentagem X Residuo padronizado.

Os valores apresentados no teste de precisdo, para lamivudina, zidovudina e
nevirapina apresentaram valores proximos a normalidade e valores de residuos
entre, -2 e 2. Como a ANVISA preconiza apenas que os valores de DPR estejam
abaixo de 5% (POLONINI et al., 2011), os valores encontrados da precisao intradia e

intermediaria foram adequados, comprovando a precisdo do método.

4.5. Exatidao
A partir dos resultados obtidos na avaliacdo da linearidade e precisao,

realizaram-se os testes de exatiddo obtendo os seguintes resultados, apresentados
na Tabela 4.
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Tabela 2. Valores encontrados no ensaio de exatidao para os farmacos.

Lamivudina
Concentracao Concentracao DPR Exatidao
nominal (pug/mL) meédia encontrada

(ng/mL)

6,0 6,03 1,96% 100,52%
7,5 7,44 1,64% 99,20%
9,0 8,89 1,33% 98,80%

Nevirapina
Concentragcdo nominal Concentracao média DPR Exatidao
(ng/mL) encontrada (ug/mL)
8,0 8,09 1,66% 101,14%
10,0 9,86 0,45% 98,68%
12,0 11,93 1,28% 99,49%

Zidovudina
Concentragdo nominal Concentracao média DPR Exatidao
(ng/mL) encontrada

(ng/mL)

12,0 11,95 1,60% 99,60%
15,0 15,16 1,21% 101,07%
18,0 17,83 1,75% 99,07%

Foram obtidos valores de exatiddao entre 98,68 e 101,14% e valor maximo de

DPR obtido foi de 0,020%. Sendo assim, o método analitico pode ser considerado

exato, de acordo com as normas vigentes.

Os resultados de exatidao também foram expressos como graficos para melhor

compreensao, apresentados nas Figuras 14 a 16. O eixo x é representado pelas

concentracdes baixa, média e alta, respectivamente.
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Figura 14 - Grafico referente ao teste de exatidao da zidovudina.
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Figura 15 - Grafico referente ao teste de exatidao da lamivudina.
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Figura 16 - Grafico referente ao teste de exatiddo da nevirapina.



4.6. Robustez

A utilizagcdo de desenhos estatisticos experimentais estd em bastante evidéncia
atualmente na analise de farmacos, mais especificamente, na avaliagao da robustez
de um método analitico (GABRIELSSON et al., 2002; WISSMANN; GROVER, 2009).
Seguindo esta direcdo, neste trabalho foram utilizados alguns modelos
experimentais para avaliacdo da precisao e/ou robustez dos métodos, possibilitando
reduzir significativamente o numero de analises e 0 tempo necessario para
realizacdo dos testes, além de diminuir o gasto de solventes e reagentes. O
delineamento dos ensaios e os dados obtidos foram avaliados estatisticamente por
modelos matematicos, propiciando significativa qualidade dos resultados,
demonstrado pelos valores tabelados e também, pela resposta grafica obtida,
principalmente pelos gréaficos de Pareto.

De acordo com os parametros avaliados na Tabela 5 como comprimentos de
onda, diluentes e temperaturas diferentes, estes foram modificados adequadamente
para a realizagdo do teste. Posteriormente, os resultados obtidos foram analisados
pelo Minitab e diferentes graficos foram apresentados para confirmacao da robustez
do método para a determinacao dos farmacos em analise. Nas Figuras 17, 18 e 19
estao dispostos os graficos, de Residuo padronizado X Ordem Observada, indicado
pela letra A, Porcentagem X Residuo padronizado indicado pela letra B e Diagrama
de Pareto (Temperatura X Efeitos padronizados) pela letra C, que ilustram a
robustez do método para determinagao de lamivudina, zidovudina e nevirapina.

Os residuos padronizados sao indicativos da presenca de outlier. Estes sao
pontos atipicos e aberrantes que apresentam um grande afastamento das demais da
série ou que é inconsistente. A presenca destes implica em prejuizos a interpretacao
dos resultados dos testes estatisticos aplicados as amostras. Se os erros tém
distribuicdo normal, entdo aproximadamente 95% dos residuos padronizados devem

estar no intervalo de (-2 a 2).
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Tabela 3. Valores de teor encontrados no ensaio de robustez para os farmacos.

Ordem Variacao do Diluente @ Temp. 3TC (%) AZT (%) NVP (%)
comp. onda (eC)
1 -1 EtOH:H20 5 95,82 101,22 98,89
2 +1 HCI 0,1M 23 98,92 102,76 100,61
3 +1 HCI 0,1M 5 102,86 100,54 99,55
4 +1 EtOH:H20 23 99,95 97,74 100,15
5 +1 EtOH:H20 103,75 97,22 100,31
6 -1 HCI 0,1M 95,93 99,59 100,70
7 +1 EtOH:H20 101,91 96,52 99,10
8 -1 EtOH:H20 23 100,03 103,83 99,96
9 -1 EtOH:H20 23 99,52 102,23 99,27
10 -1 HCI 0,1M 5 97,15 101,12 101,92
11 -1 HCI 0,1M 23 101,18 99,24 99,24
12 +1 HCI 0,1M 23 99,19 100,75 100,75

3TC: lamivudina; NVP: nevirapina; AZT: zidovudina.
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Figura 17 - Grafico de robustez, referente a lamivudina. A) Residuo
padronizado X Ordem Observada. B) Porcentagem X Residuo padronizado. C)

Diagrama de Pareto (Temperatura X Efeitos padronizados).
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Figura 18 - Gréafico de robustez, referente a zidovudina. A) Residuo

padronizado X Ordem Observada. B) Porcentagem X Residuo padronizado. C)

Diagrama de Pareto (Temperatura X Efeitos padronizados).
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Residuals Versus the Order of the Data
(response is NEVIRAPINA)
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Figura 19 - Gréafico de robustez, referente a Nevirapina. A) Residuo
padronizado X Ordem Observada. B) Porcentagem X Residuo padronizado. C)

Diagrama de Pareto (Temperatura X Efeitos padronizados).

De acordo com o diagrama de pareto, o parametro critico para a lamivudina é o
comprimento de onda; para a zidovudina, a temperatura; e o parametro critico para a
nevirapina € o diluente. A linha vertical representa o limite de interferéncia obtido
estatisticamente. Como observado nas figuras, nenhum dos parametros para cada

farmaco nao atingiu esta linha, indicando a robustez do método.
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5. Conclusao

O método por UV demonstrou possuir sensibilidade suficiente para
determinacao qualitativa e quantitativa de lamivudina, zidovudina e nevirapina
simultaneamente, com uma vantagem de ser um método barato e utilizar baixa
guantidade de residuos contaminantes.

O método analitico foi validado, comprovado pelos resultados obtidos e
explanados neste trabalho, cumprindo os parametros preconizados de
especificidade, linearidade, precisédo, exatidao e robustez, ndo tendo nenhum valor
em dissonancia com o exigido pelas normas brasileiras para validacao de métodos
analiticos.

O desenvolvimento e validacao de método espectrofotométrico por UV para a
determinacao simultanea dos farmacos, assim como, a otimizacdo do método por
analise multivariada e a identificacdo e doseamento das formulagbes por UV,
também foi atingido de forma satisfatoria conforme os resultados obtidos.

Dessa forma, este trabalho contribui para o desenvolvimento técnico-cientifico
das ciéncias farmacéuticas, proporcionando o desenvolvimento de metodologia
analitica inovadora que pode ser aplicada para analise de rotina de formulagdes
contendo de lamivudina, zidovudina e nevirapina. Tendo em vista que na literatura
vigente alguns autores, dizem que 0 mesmo nao € possivel com a utilizacdo de tal

técnica.
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