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RESUMO

A terapia antirretroviral para o tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana consiste, usualmente, na combinacdo de trés
insumos farmacéuticos ativos antirretrovirais, estratégia terapéutica conhecida
como terapia antirretroviral de alta poténcia. Recentes estudos indicam que a
combinacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila é
imuno e virologicamente eficaz, bem tolerada e segura. Comprimidos contendo
efavirenz (66 mg), lamivudina (33 mg) e fumarato de tenofovir desoproxila (33
mg) em dose fixa combinada foram preparados na Fundacdo Ezequiel Dias
considerando a conversdo da dose terapéutica de humanos para coelhos e
foram submetidos aos testes de controle de qualidade. A granulagao por via
Uumida foi o processo escolhido na producdo dos comprimidos, devido a baixa
densidade e fluidez do efavirenz na forma micronizada. Os comprimidos
cumpriram com o0s requisitos dos testes de determinacédo de peso, friabilidade,
teor, uniformidade de conteudo e desintegracdo. No presente trabalho, método
analitico foi desenvolvido e validado para quantificacdo simultanea de
efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de
dose fixa combinada. O método proposto por CLAE em fase reversa utiliza
gradiente de fase moével (metanol e tampéao acetato pH 5,4) e deteccdo em 260
nm foi eficiente na separacdo e quantificacdo dos antirretrovirais. O método
mostrou-se seletivo, linear, preciso, exato, robusto e adequado para analises
de rotina de controle de qualidade de comprimidos. Um método bioanalitico por
CLAE com deteccdo por espectrometria de massas e ionizagcdo por
electrospray no modo positivo foi desenvolvido para quantificacdo de efavirenz,
lamivudina e tenofovir em plasma humano. Para extragdo dos insumos
farmacéuticos ativos no plasma empregou-se precipitacdo de proteinas e
padrées internos foram utilizados durante o preparo da amostra. A analise
cromatografica foi realizada utilizando coluna ciano e gradiente de fase mével
(acido formico 0,05% e metanol). O método bioanalitico desenvolvido foi linear
(200 a 10000 ng/mL para efavirenz, de 50 a 4000 ng/mL para lamivudina e de
100 a 1000 ng/mL para tenofovir), preciso, exato e ndo apresentou efeitos
residuais e matriciais na quantificacdo dos antirretrovirais. O método
bioanalitico desenvolvido pode ser aplicado em estudos de biodisponibilidade e
bioequivaléncia, bem como no monitoramento terapéutico de pacientes em
tratamento com a associacao de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
desoproxila.

Palavras-chave: efavirenz, lamivudina, tenofovir, comprimidos, CLAE,
espectrometria de massas.



ABSTRACT

Antiretroviral therapy for human immunodeficiency virus infections usually
consists of the combination of at least three antiretroviral drugs, therapeutic
strategy known as highly active antiretroviral therapy. In recent studies,
efavirenz, lamivudine and tenofovir disoproxil fumarate proved to be
virologically and immunologically effective, well tolerated and safe. Tablets
containing efavirenz (66 mg), lamivudine (33 mg) and tenofovir disoproxil
fumarate (33 mg) fixed-dose combination were prepared in Fundagéo Ezequiel
Dias considering the conversion of the human therapeutic dose for rabbits and
were subjected to quality control tests. The wet granulation process was used in
the production of tablets, due to the low density and fluidity of efavirenz in
micronized form. The tablets complied with pharmacopoeial requirements for
weight variation, friability, assay, uniformity of content and disintegration time. In
this work, an analytical method was developed and validated for simultaneous
quantification of efavirenz, lamivudine and tenofovir disoproxil fumarate in a
fixed-dose combination tablet. Analysis by reverse phase HPLC with a gradient
mobile phase (buffer pH 5.4 and methanol) and detection at A 260 nm was
efficient in the separation and quantification of this antiretrovirals. The
developed method showed to be selective, linear, precise, accurate and robust
and can be successfully used in for routine quality control analyses. A
bioanalytical method by HPLC with detection by mass spectrometry and
electrospray ionization in the positive mode was development for the
quantification of efavirenz, lamivudine and tenofovir in human plasma. For the
extraction of the drugs from plasma, protein precipitation and internal standards
were employed. The chromatographic analysis was performed using a cyano
columm with a gradient mobile phase (formic acid 0.05% and methanol). The
method showed to be linear (from 200 to 10000 ng/mL for efavirenz, from 50 a
4000 ng/mL for lamivudina and from 100 to 1000 ng/mL for tenofovir), precise,
accurate and showed no residual and matrix effects. The bioanalytical method
development can be applied for bioavailability and bioequivalence studies as
well as in the therapeutic monitoring of patients treated with the combination
antiretroviral of efavirenz, lamivudina and tenofovir disoproxil fumarato.

Keywords: efavirenz, lamivudine, tenofovir, tablets, HPLC, mass spectrometry.



LISTA DE FIGURAS

1 Ciclo de vida do virus da imunodeficiéncia humana. ............ccoeeeveiieiiiieiiee e, 36
2 Estrutura quimica do faVIrBNZ. ... iiuuieieii e e e e e e e e e e e e e e e e eeaas 55
3 Estruturas quimicas da lamivudina e da desoxXiCitidina. .......cccceueevueeeiieeineeineeeinennn. 58

4 Estruturas quimicas de tenofovir, adenosina 5° monofosfato e fumarato de tenofovir
Lo LTS T o] o] 0 ) (1 - VPP 61
5 Comprimidos revestidos contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
desoproxilaem dose fixa combinada. .......cccoiiiiiiii i 85
6 Espectro de absorcéo no infravermelho de efavirenz substancia quimica de referéncia
(A) e insumo farmacéutico ativo (B) por reflectancia atenuada. .........cocovviiiiiiiiiinnnns 86
7 Espectro de absorcdo no infravermelho de lamivudina substancia quimica de
referéncia (A) e insumo farmacéutico ativo (B) por reflectancia atenuada. ................... 87
8 Espectro de absorgcdo no infravermelho de fumarato de tenofovir desoproxila

substancia quimica de referéncia e insumo farmacéutico ativo por reflectancia atenuada.

9 Espectros no ultravioleta de EFV 10 ug/mL, 3TC 10 pg/mL e TDF 20 pug/mL em metanol

e tracado no A 260 nm escolhido para as analises cromatograficas. ........................... 89
10 Curva de distribuigdo média do tamanho de particulas de efavirenz. ..................... 90
11 Curva de distribuigdo média do tamanho de particulas de lamivudina.................... 90

12 Curva de distribuicdo média do tamanho de particulas de fumarato de tenofovir
Lo L=TsY 0] o] o ) (1 - VS PP 91
13 Distribuic&o de frequéncia do tamanho dos granulos secos por tamisagao. ........... 97
14 Distribuic&do de frequéncia do tamanho dos granulos normalizados por tamisac&o.. 97
15 Perfil de dissolugéo de efavirenz, contido nos comprimidos de dose fixa combinada,
em diferentes meios com agitacao por pas @ 100 IPM. c.ovveieieieieiererererererererererererenens 109
16 Perfil de dissolucéo de fumarato de tenofovir desoproxila, contido nos comprimidos
de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitagéo por pas a 100 rpm.......... 111
17 Perfil de dissolucdo de lamivudina, contida nos comprimidos de dose fixa
combinada, em diferentes meios com agitagdo por pas a 100 rpm. ...ccveveveveieieienenenens 113
18 Perfil de dissolucdo de lamivudina, contida nos comprimidos de dose fixa
combinada, em HCI 0,1 M (pés a 75 rpm) e 4gua purificada (pas a 50 rpm). .......c...e.... 114
19 Sobreposicdo dos cromatogramas da Solucdo placebo e da Solucdo padrédo

preparadas com lauril sulfato de SOdio @ 1% (P/V). ceuveiiiiiiiiiiii 116



20 Cromatogramas obtidos para (A) solucdo amostra dos comprimidos de dose fixa

combinada e para (B) solucdo padrao de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
desoproxila nas concentracdes de 132,0 ug/mL, 66,0 pg/mL e 66 pg/mL, respectivamente.

Método em modo gradiente, utilizando coluna Sunfire® (150 x 4,6 mm; 5 pym), a 30 °C,
vazéo de 1,0 mL/min e detecG8o N0 UV €m 260 NM. .oviriiiiiiiiiiiiiiiiiieie e saseneenas 141
21 Sobreposicdo dos cromatogramas das Solugdes amostra e placebo obtidos

conforme as condi¢cdes cromatograficas descritas na parte experimental deste estudo.

22 Curvas analiticas de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila para
avaliacdo da linearidade do método de doseamento por cromatografia a liquido de alta
L= TToaT=T o Tod - PP PP 143
23 llustracio do procedimento de ionizac&o por electrospray no modo positivo........ 157
24 Descricdo esquematica do modelo de carga residual (CRM) e do modelo de
VT oLo] &= To=To o Lo T (o o T (1 =11V TR PP 158
25 Esquemailustrativo para a realizac&o do teste de efeito matriz ...........coceevueeennnen. 175
26 Estruturas quimicas e massas moleculares dos insumos farmacéuticos ativos e seus
reSPECtiVOS PAUIOES INTEIMOS .ttt ittt ittt e e e e e e e e e e aaeananeaneans 179

27 Espectros ESI(+) de efavirenz. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z 316,4; (B)

espectro de fragmentacéo e estrutura proposta para a fragmentacéo principal m/z 243,8.

28 Espectros ESI(+) de lamivudina. (A) espectro e estrutura do fon precursor m/z 231,5;

(B) espectro de fragmentacdo e estrutura proposta para a fragmentagcdo principal m/z
5 5 0 TP 182

29 Espectros ESI(+) de tenofovir. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z 288,4; (B)

espectro de fragmentacéo e estrutura proposta para a fragmentacéo principal m/z 175,9.

30 Espectro ESI(+) de fragmentac&o de aciclovir. Fragmentac&o principal m/z 151,5. . 184

31 Espectro ESI(+) de fragmentacdo de estavudina. Fragmentacgdo principal m/z 148,6.

32 Espectro ESI(+) de fragmentac&o de sulfato de indinavir. Fragmentac&o principal m/z
0 N 185
33 Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS, para quantificacdo de efavirenz, lamivudina
e tenofovir em plasma humano em modo gradiente, utilizando-se coluna ciano e fase
movel composta por metanol e acido férmico 0,05%. Concentracdes das solugbes CQM:
efavirenz 4000 ng/mL, lamivudina 1600 ng/mL e tenofovir 450 ng/mL). .......cccveeinnnnns 188
34 Esquema ilustrativo da purificacdo dos insumos farmacéuticos ativos efavirenz,

lamivudina e tenofovir em plasma humano ........ccoeiiiiiiiii e 192



35 Gréfico de residuos e curva analitica de efavirenz obtida por regressdo no primeiro
dia de analise, na faixa de 200 @ 10000 NG/ML. .ciuiuiiiieiiiiiiii e aeaeas 196

36 Gréfico de residuos e curva analitica de lamivudina obtida por regressdo no primeiro
dia de analise, nafaixade 50 @ 4000 NG/ML. .c.iuieinininiiii e e e 196
37 Grafico de residuos e curva analitica de tenofovir obtida por regressdo no primeiro

dia de analise, na faixa de 100 @ 1000 NG/ML. t.oiuiiiiiiiiii e aeas 197



LISTA DE TABELAS

1 Formulagdes testadas para os comprimidos contendo efavirenz, lamivudina e fumarato
de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada. .......cccoeviiiiiiiiiiiiiiic 68
2 Condicdes de analise para a medida da distribuicdo de tamanho das particulas de EFV,
8 O = 5 P 70

3 Célculos das condicdes sink para efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir

(o 121 Y0 o1 0 DL - VAPPSR 76
4 Atribuicdes das principais bandas de absorcéo de efavirenz no infravermelho. ........ 87
5 Atribui¢cBes das principais bandas de absorcéo de lamivudina no infravermelho....... 87

6 AtribuicBes das principais bandas de absorcdo de fumarato de tenofovir desoproxila
NO INTrAVEIMEINO0. .t e e e e e e ranaens 88
7 Resultados obtidos de distribuicdo média dos diferentes tamanhos de particulas para
efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproXila........cocoveieiiiiiiiiiiie s 91
8 Resultados das determinag6es das densidades, aparente e compactada, de efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxXila. ....ccvevieiiiiiiiiiiiii 93
9 Propriedades de fluxo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila. 95
10 Distribuicdo média por frequéncia do tamanho dos granulos secos e normalizados, e
quantidade (gramas) de granulos retidos por aberturade malha. ........cccoovveieiiiiiiinnnnns 96
11 Resultados das determinacGes das densidades, aparente e compactada, da mistura
LTz UKo [0 TR o 1o 1PN 98
12 Propriedades de fluxo para 0s produtos iNntermMediarios.......cvvevviveeniirieeneeniieneenens 99
13 Resultados para a determinacdo de peso das formulagdes dos comprimidos
contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa
ToTo] 14 o1 4 =T - VA PP 100
14 Resultados do teste de dureza para as formulacdes dos comprimidos contendo
efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada. .. 101
15 Resultados do teste de friabilidade para as formulagées dos comprimidos contendo
efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada. .. 102
16 Teores de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila para as
formulac6es dos comprimidos em dose fixa combinada. .......c.cooeieiiiiiiiiiiciiiienennns 103

17 valores de teor de efavirenz para os lotes pilotos dos comprimidos da Formulagéo 2
contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa

(070 Y 1101 o 11 =T - 104



18 valores de teor de lamivudina para os lotes pilotos dos comprimidos da Formulac&o
2 contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa
LoTo ] 141 1 g =T K- VAP 105
19 valores de teor de fumarato de tenofovir desoproxila para os lotes pilotos dos
comprimidos da Formulacdo 2 contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
desoproxila em dose fixa combinada. .......c.cooiiiiiiiiii 105
20 Solubilidade de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila nas
solucdes saturadas em agua, HCI 0,1 M e lauril sulfato de sédio 1% e 2% p/V. ........... 107

21 Valores médios e desvios padrdo da dissolucdo de efavirenz, contido nos

comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitacao por pas a 100

22 Valores médios e desvios padrdo da dissolugdo de fumarato de tenofovir
desoproxila, contido nos comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios
com agitaGao POr PAS @ 100 FPIM . coueueeieiei et ae e e e e e e re e e re e e e e e rerererereens 112
23 Valores médios e desvios padrdo da dissolu¢cdo de lamivudina, contida nos

comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitacdo por pas a 100

24 valores médios e desvios padrdo do perfil de dissolucédo de lamivudina, contida nos
comprimidos de dose fixa combinada, em HCI 0,1 M (pas a 75 rpm) e agua purificada
(TSI W10 I o112 ) S 114
25 Gradiente da Fase movel para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de
tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada............cocoveieviiennnnn. 130
26 Solucdes 1 a 11 para a construcdo da curva analitica de efavirenz, lamivudina e
fumarato de tenofovir desoproxila por cromatografia a liquido de alta eficiéncia........ 133
27 Esquema das diluicbes para avaliar a exatiddo do método para doseamento de

efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa
(odo] 0l o1 g F=To K= N o Yo g O I PP 135

28 Parametros do método de doseamento simultdneo de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada para a
avaliac@o da robustez do MEtodo POr CLAE ... ..o e neneens 136

29 Matriz dos fatores para determinac&o da robustez pelo método de Youden. ......... 137

30 Resultados da andlise de regresséo linear obtidos para o método por cromatografia a

liquido de alta eficiéncia para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de
tENOTOVIF ESOPIOXIIA .. eeieie e e 143

31 Precisé&o intra-dia e precis&o inter-dias para o doseamento de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproXila POr CLAE .. ..cciiiii i e 145



32 Exatiddo do método de quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila por CLAE: porcentagens de recuperacdo em trés niveis (80, 100 e
120% da concentracao de trabalho) € DPR ..o e 146

33 Combinacdes dos parametros analiticos realizados conforme o teste de Youden para

avaliacdo darobustez do método por CLAE para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofoVir deSOPIOXila ..vvvuiiriiii i e 148
34 Resultados do teste de robustez para quantificacdo de efavirenz por CLAE em

comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢cBes analiticas testadas pelo

método de Youden para a Solucao padréo € amoOStra....c.ceveviiiiiiiiiiniiiiiieieeeeees 149
35 Resultados do teste de robustez para quantificacdo de lamivudina por CLAE em

comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢bes analiticas testadas pelo

método de Youden para a Solugao padrao € amoStra......cveveveviiieeeieee e 149
36 Resultados do teste de robustez para quantificacdo de fumarato de tenofovir

desoproxila por CLAE em comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢fes

analiticas testadas pelo método de Youden para a Solucédo padrdo e amostra............ 150
37 Efeitos das variaveis estudadas em relagdo aos parametros de teor (%), tempo de
retencao (min), eficiéncia da coluna (N) e fator de cauda (FC).......coovvvviiiiiinnnnnnnn, 151
38 Valores estimados a partir da curva analitica e valores experimentais para os limites
de deteccdo e de quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
Lo LYo o] 0 ) (1 - VPP 152
39 Diluigbes para avaliagdo da linearidade do método bioanalitico por LC-MS/MS para
quantificacdo de efavirenz, lamivudina e tenofovir em plasma humano. .................... 173

40 Parametros estabelecidos para a fonte de ionizacdo para detecgdo dos analitos por
espectrometria de massas €M ESI(H). oviiiiiiiiiiiii i e 178

41 Parametros de detecGAo dOS iIONS MONITOrAdOS ..cvuuveureirneeinieeiieeiieee e e eeaeeaneens 180
42 Condicdo de eluicdo em gradiente otimizada para quantificacdo de efavirenz,
lamivudina e tenofovir em plasma por LC-MS/MS. ... 187
43 Sistemas de solventes utilizados para o desenvolvimento do método de purificagdo

de efavirenz, lamivudina e tenofovir em plasma humano por precipitacdo de proteinas.

44 Equacbes das retas e coeficientes de correlagdo correspondentes obtidos por
regresséo para efavirenz, lamivudina € tenofoVir. ....ccveviiii i 193
45 Dados obtidos para a construcéo das trés curvas analiticas de efavirenz pelo método

bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir......... 193



46 Dados obtidos para a construcdo das trés curvas analiticas de lamivudina pelo

meétodo bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir.

47 Dados obtidos para a construcédo das trés curvas analiticas de tenofovir pelo método
bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir ......... 194
48 Resultados de precisdo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o LIQ de
efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitiCo ........cccevvveiiiiiiiiiiienennnne. 198
49 Resultados de precisdo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQB de
efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitiCo ........cccevvieiiiiniiiiiinininnne. 198
50 Resultados de precisdo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQM de
efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico .........cocvviiiiiiiiiiinnns 199
51 Resultados de precisdo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQA de
efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método hioanalitico .........cocvvviiiiiiiiiiiiieninen, 199
52 Resultados de precisdo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQD de
efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico .........cocvvviiiiiiiiiiiiieniens 200

53 Resultados do efeito matriz para efavirenz, lamivudina e tenofovir para o método

bioanalitico por meio do Calculo do FMN. ... 202



LISTA DE QUADROS

1 Classificacdo dos antirretrovirais disponibilizados pelo SUS segundo o mecanismo de

2 Nome comercial, insumo farmacéutico ativo, fabricante, data de aprovacio e classe
terapéutica dos antirretrovirais aprovados pelo U. S. FDA (2013). ....ccceiviiniiiienennnss 41
3 Esquemas antirretrovirais recomendados para terapia inicial pelo Ministério da Saude -
2= T | P 50

4 Apresentacbes farmacéuticas de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir

desoproxila distribuidas pelo Programa Nacional de DST/Aids e as posologias

[=ToT0] 00 T=T o Lo = To - PP 51
5 Formulac&o inovadora de dose fixa combinada de efavirenz, lamivudina e fumarato de
E=TT0) {eAVAT ge (oYY 0T o] o b q] F- N PP 52
6 Angulo de repouso como indicac&o das propriedades de fluX0 ........ccevvveeeerirrnneeennns 94
7 Limites de variagcdo de peso para comprimidos n&o revestidos ou revestidos com

filme, comprimidos efervescentes, comprimidos sublinguais, comprimidos vaginais e

[0 TS 111 4 =T PP 99
8 Métodos por CLAE com detecgdo no ultravioleta para quantificacdo de EFV, 3TC e
TDF, isoladamente @ €M aSSOCIAGA0 ...cviuiuiieinii it et e e e e e e e e eaeeaas 119
9 Métodos quantitativos alternativos para quantificacdo de EFV, 3TC e TDF,
isSoladamente € €M ASSOCIAGAD. ..uuueiuieie et e et ettt e e e 122
10 Condigbes cromatogréaficas selecionadas para o doseamento de efavirenz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada

11 Métodos de preparacdo da amostra e condi¢gdes cromatograficas para quantificagéo
de efavirenz em matrizes DiolOgICaS. ..oviriiiiiiii i 162
12 Métodos de preparacdo da amostra e condi¢cdes cromatogréaficas para quantificagéo
de lamivudina em matrizes DIOlOGICAS . .uvueeiiiiiie i 163
13 Métodos de preparacdo da amostra e condi¢gdes cromatogréaficas para quantificagéo
de tenofovir em matrizes DiolOQICAS ...vuviiii i 165
14 Mmétodos de preparacdo da amostra e condigdes cromatograficas para quantificagéo

de associacdes envolvendo os insumos farmacéuticos ativos efavirenz, lamivudina e

tenofovir em matrizes DiolOgiCaS ..o 166
15 Condicbes cromatograficas selecionadas para quantificacdo de efavirenz, lamivudina

e tenofovir em plasmahumano por LC-MS/MS .....ccoiiiiiiiiiiii i eanaeas 187



Aids
Anvisa
ARV
ASC
AZT
BDDCS

Cmélx
CCR
CD4

CLAE
CPI
CQA
CQB
CQD
CQM
DAD
DFC
DNA
DPR
DST
EFV
ELISA
EPR
EUA
Fiocruz
FMN
Funed
HAART
HED
HIV
IC%

IF

IFA
INN
INNTR
INTR

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Antirretroviral(is)

Area sob a curva

Zidovudina

Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica e de

Disposicao de Farmacos

Concentracdo plasmatica maxima

CC-chemokine receptor

Grupamento de diferenciacdo 4 ou cluster of

differentiation

Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
Complexo de pré-integracéo

Controle de qualidade alto

Controle de qualidade baixo

Controle de qualidade de diluicao
Controle de qualidade médio

Detector de arranjo de diodos

Dose fixa combinada

Acido desoxirribonucleico

Desvio padrao relativo

Doencas sexualmente transmissiveis
Efavirenz

Enzyme-linked immunosorbent assay
Erro padrao relativo

Estados Unidos da América

Fundacao Oswaldo Cruz

Fator de matriz normalizado

Fundagé&o Ezequiel Dias

Highly active antiretroviral therapy

Dose equivalente a humana

Virus da imunodeficiéncia humana
indice de compressibilidade

Inibidor(es) da fuséo

Insumo farmacéutico ativo

Inibidor(es) da integrase

Inibidor(es) ndo nucleosideo(s) da transcriptase reversa
Inibidor(es) nucleosideo(s) da transcriptase reversa



INtTR
P

Km
Lafepe
LPVI/r
LIQ
MeOH
MS
NVP
OMS
Opas
PCR
pH

Pl
pKa
PN-DST/Aids
RNA
SCA
SCB
SOR
SUS
TDF
TEN

tméx

TR

U.S. FDA
Unicef
3TC

A

Inibidor(es) nucleotideo(s) da transcriptase reversa
Inibidor(es) da protease

Dose em mg/m?

Laboratdrio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
Lopinavir potencializado com ritonavir

Limite inferior de quantificacéo

Metanol

Ministério da Saude

Nevirapina

Organizacdo Mundial da Saude

Organizacdo Pan-Americana da Saude

Reacgéo em cadeia da polimerase

Potencial hidrogeniénico

Padréo interno

Logaritmo do inverso da constante de acidez
Programa Nacional de DST e Aids

Acido ribonucleico

Solugao de contaminagéo alta

Solucédo de contaminacédo baixa

Substancia Quimica de Referéncia

Sistema Unico de Saude

Fumarato de tenofovir desoproxila

Tenofovir

tempo necessario para atingir a concentracao

plasmatica maxima

Transcriptase reversa

United States Food and Drug Administration
Fundo das Nag¢Oes Unidas para a Infancia
Lamivudina

Comprimento de onda



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 27
(O] 0 L I Y 1 3N 33
(@ o T=2 1A 0T o =7 = | R 33
ODbjetiVOS €SPECITICOS ...vvvviiiii i e e 33

CAPITULO 1 - TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...cco oo ettt ete e eiie e 35
LA HIV € ATOS oot e, 35
1.2 Terapia antirretroViral ... 39

CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO E CONTROLE DE
QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DE COMPRIMIDOS CONTENDO
EFAVIRENZ, LAMIVUDINA E FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA
EM DOSE FIXA COMBINADA

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 49
1.1 Efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa
(o0] 1] o] 0= To - TR 49
o = Y1 =T o VS 55
R =T 0 11V U T [ = P 57
1.4 Fumarato de tenofovir desoproXila...........ccouuiiieiiiiiiiiiiiiiee e 61
2 MATERIAIS . ...ttt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e ennnnaees 64
2.1 Insumos farmacéuticos ativos, substancias quimicas de referéncia e
EXCIPIEINTES ..o 64
2.2 EQUIPAMENTOS ... ottt et e e e e e e e e e e e e e eaaaas 64
S IMETODOS ..ottt ettt et 66
3.1 Desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos contendo EFV, 3TC e
TDF em dose fixa combinada.............oouuuiiiiiiiiiiicc e 66
3.2 Caracterizagéo dos insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF.......... 69

3.2.1 Espectrofotometria de absor¢ao na regido do infravermelho ............ 69



3.2.2 Espectrofotometria de absorcéo na regido do ultravioleta................. 69
3.2.3 Analise de tamanho de particulas por difracdo de raio laser ............. 70
3.2.4 Determinagcdo da densidade aparente e compactada dos insumos
fArMACEULICOS ALIVOS ......ceiiiiiiiiiiiiiiiie e 70

3.2.5 Determinacdo da fluidez dos insumos farmacéuticos ativos pelo

MEtodo dO ANQUIO dE rEPOUSO ........uuiiiiiiiiieeeei et e e 71
3.3 Caracterizacao dos pos dos granulos e da mistura final..........ccccccevvveeeeee... 72
3.3.1 Andlise granulométrica por tamisacao dos granulos ......................... 72

3.3.2 Determinacao da densidade aparente e compactada da mistura final

(0 L3 010 1RO PUTPPPPPRRP 73

3.3.3 Determinacao da fluidez dos granulos e da mistura final dos pés pelo
MEtodo dO ANQUIO A€ rEPOUSO .....evvveiieeeeieeieeiiie e 73

3.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos preparados........... 73
3.4.1 Determinacao 0€ PESO.....ccceiee e eeeeee e 73

3.4.2 Teste de dureza e friabilidade ...........cccoooeeviiiiiiiiiiii e, 73

3.4.3 Teste de deSINtEGraCa0 .........cceevvieiieiiiiiee e 74

3.4.4 Teor dos COMPIIMIAOS ......uiiieeeeiiieeece e 74

3.4.5 Uniformidade de dOSeS UNItArias .........ccoouiuviiiiieieeeeeiiiiiiiieeeee e 74

3.4.6 Teste de diSSOIUGAD ........ccceeeeeeeeeee e 75
3.4.6.1 CoNAICOES SINK......ovvviiiiiieeiiieece e 75

3.4.6.2 Perfis de dissolu¢cdo dos comprimidosS.........cccoeeeeeeeeviiiiiiieneeeennn. 76

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ..., 78
4.1 Desenvolvimento farmacotécnico e controle de qualidade de comprimidos
contendo EFV, 3TC e TDF em dose fixa combinada ...............ccoeeeevieieie, 78
4.2 Caracterizacao dos insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF.......... 86
4.2.1 Espectrofotometria de absorc¢éao na regido do infravermelho ............ 86

4.2.2 Espectrofotometria de absorcéo na regido do ultravioleta................. 89

4.2.3 Analise de tamanho de particulas por difragdo de raio laser-............. 89

4.2.4 Determinacao da densidade aparente e compactada dos insumos
farmMacCBULICOS ALIVOS .......ceviiiiiiiiiiiiiieeeee e 93
4.2.5 Determinagdo da fluidez dos insumos farmacéuticos ativos pelo
MEét0dO dO ANQUIO 0E rEPOUSO ......uuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib i 94
4.3 Caracterizacao dos p0s dos granulos e da mistura final ..............ccccccvvnnnnns 95

4.3.1 Analise granulométrica por tamisacdo dos granulos ........................ 95



4.3.2 Determinacdo da densidade aparente e compactada da mistura final

(0 L3 010 1S PP TP PPPPPPIPPPRRP 98
4.3.3 Determinacao da fluidez dos granulos e da mistura final dos p6s pelo
MEt0do dO ANQUIO dE rEPOUSO .....evvueieeeeeeeeeeeice e e e e 98
4.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos preparados........... 99
4.4.1 DeterminaGao A€ PESO0......cceieieeeeeeeee e 99
4.4.2 Teste de dureza e friabilidade ..........cccooeeiiiiiiiiiiiii e, 100
4.4.3 Teste de deSiNtegraCao ........cccvvvvruuriiiiiee e e e 102
4.4.4 Teor dos COMPIIMIAOS .....ciiieiiiiieeicee e 103
4.4.5 Uniformidade de doses UNitarias ...........cccccceeeeeeeeeeee e 104
4.4.6 Teste de diSSOIUGAO.........cceeeeieeeeeeeeeeeee e 106
4.4.6.1 CONAICOES SINK...evvveiiiieieeiiiiieci e 106
4.4.6.2 Perfis de dissolucdo dos comprimidosS........cccoeeeeevvvveiviiiiinneeennn. 108

CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO POR CLAE PARA QUANTIFICACAO DE EFAVIRENZ,
LAMIVUDINA E FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA EM
COMPRIMIDOS DE DOSE FIXA COMBINADA

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 118
1.1 Métodos analiticos para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina
e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada ............................ 118
2 MATERIAIS . ...t e e e e e e e e r e e e e e e e e e asnnrnees 126
2.1 Substancias quimicas de referéncia, padrdes de trabalho e amostras .....126
2.2 Reagentes € VIATANIAS .....cceuviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 126
2.3 Equipamentos € SUPIHMENTOS.......cciiiiiiieeeiiiie e eeeie e e et e e e e e e eens 127
S IMETODOS ...ttt ettt ettt ettt en e 128

3.1 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de efavirenz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa

combinada Por CLAE. ... 128
3.2 Condicéo otimizada para a analise quantitativa dos ARV por CLAE ........ 130
3.3 Validacdo do meétodo analitiCo ...........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiieee e 132

IR T A Y=Y 1Y 11/ o = Vo [T 132



3.3.2 LIN@AINTAUE .. oo e 132

R T B o (=T ox Y- T PP 134
IR T 8 b e Vi [0 - T J PP 134
3.8 5 RODUSIEZ ... 135
3.3.6 Limite de deteccéo e de quantificacan............ccceevvvvieiiieeeeeieeiiinnnnnn, 138
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ... 139

4.1 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de efavirenz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa

(o0 101 o =T F= T o To | G O I A SRR 139
4.2 Validagao do meétodo analitiCo ...........ceevviiiiiiiiiiiiie e 141
4.2.1 SeletiVIdade ........ccoveeiiicie e 141

4.2.2 LINCANAATE ......cce oo 142

4. 2.3 PrECISAO.....cci i e e e e 143

4.2.4 EXAUAAO.......cuuiiieeiiie ettt 145

SR 0] 010 1 =S 147

4.2.6 Limites de deteccédo e de quantificacao..........cccceeeeeeeeeeieiiiiiiiineeeenn, 152

CAPITULO 4 - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
BIOANALITICO PARA  QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE
EFAVIRENZ, LAMIVUDINA E TENOFOVIR EM PLASMA HUMANO

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 155
1.1 Espectrometria de MaSSAS........ccoviiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeee e 155
1.1.1 Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray............ 155

1.1.2 Analisador de massas do tipo triplo-quadrupolo...........cccccceeevvnnnnn.n. 158

1.2 Preparo de @mOSIIa .......cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 159
1.3 Métodos bioanaliticos para quantificacdo de EFV, 3TC e tenofovir .......... 160

2 MATERIAIS . ..ottt e e e e e e e e r e e e e e e e e e asnnreees 167
2.1 Substancias quimicas de referéncia e padrdes de trabalho...................... 167
2.2 PadrOES INTEIMOS ...ttt e e e e ettt e e e e e e eeeaanaanes 167
FZC - T o - PP 167
2.4 Reagentes € VIATANIAS .....ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieeee ettt 167
2.5 EQUIPAMENtOS € MALEIIAIS......cccuuuriiiieeeeeeeeeiiiiiee e e e e eeeeeii e e e e e e eeeaaanas 168

BIMETODOS .ot — 170



3.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacdo
simultanea de EFV, 3TC e tenofovir em plasma por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massas (LC-MS/MS) com
I0Nizacao por electroSPray (ESI) ...........u i 170

3.1.1 Definicdo dos parametros de deteccao por espectrometria de massasl171

3.1.2 Definicdo dos parametros cromatograficos .........ccccceeeeeeeeieeeee. 171

3.1.3 Determinag&o do preparo da amosStra ..........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 171

3.2 Validacao do método bioanalitiCo .............cevuviiiiiiieeieeeecee e, 172
3.2. 1 LiN€Aridade .....ccooeieeeee e 172

3.2.2 PrecCiSA0 € eXatIdA0 ..........uuuiiieeeeiiieeiiiiiee e e e e e et e e e e 174

3.2.3 Efeito reSidual.........cooovieiiiiiiiiee e 174

.24 EfeIt0 MALTIZ oo 174

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiieeeeeeeeeeeeeeeee et 176

4.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacéo
simultanea de EFV, 3TC e tenofovir em plasma por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massas (LC-MS/MS) com
I0Nizagao por electroSPray (ESI) ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 176

4.1.1 Definicado dos parametros de deteccao por espectrometria de massasl177

4.1.2 Purificacdo dos insumos farmacéuticos ativos e analise

CrOMAtOQrAfiCaA ......evvviii i 185
4.2 Validacdo do método bioanalitiCo .............cceeeiieiiiiiiiiiii e, 192
2 R I == Vg o = o [ 192
4.2.2 PreCiSa0 € eXatI0A0 .......uuiiieeeeieeeeiiiiiee e e e 197
4.2.3 Efeito residual ... 200
A e (=T (o 10 1 F= L1 4TRSS 201

CONCLUSOES ..., 203



27

INTRODUCAO

Os primeiros pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids)
foram identificados em 1981. Naquela época, a Aids ja se manifestava como
uma doenca de longa duracdo, com tempo esparso entre a exposicdo ao
agente etioldgico (por meio de contato com sangue infectado ou atividade
sexual) e um estado de supressdo imune profunda caracterizada pela
ocorréncia de infec¢cdes oportunistas e crénicas. Muitos fatores, como fungos,
produtos quimicos e até o desenvolvimento de autoimunidade aos leucécitos,
foram considerados como causas possiveis (GALLO e MONTAGNIER, 2003).

Em 1982, a equipe de Robert Gallo (U. S. National Cancer Institute) previu que
o retrovirus poderia ser a causa da Aids e conseguiu realizar o crescimento de
células T obtidas de um paciente do sexo masculino com Aids, que continham
duas formas virais e, também, desenvolver um teste sanguineo para deteccdo
do virus. Em 1983, o grupo de Luc Montagnier do Instituto Pasteur relatou o
isolamento de um novo retrovirus de um paciente, que mais tarde foi
identificado como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Segundo Gallo,
nunca houve uma controvérsia sobre quem descobriu o virus, a polémica
ocorreu quando foi desenvolvido o teste para deteccdo sanguinea do HIV e o
Instituto Pasteur requereu parte dos royalties. O prémio Nobel de 2008 em
Fisiologia ou Medicina foi dividido, sendo uma metade para Luc Montagnier e
sua colega Francoise Barré-Sinoussi pela descoberta do HIV e outra para
Harald zur Hausen pela descoberta do virus do papiloma humano causador do
cancer do colo de utero. Atualmente, Luc Montagnier e Gallo concordam que
houve uma codescoberta do HIV (GALLO e MONTAGNIER, 2011).

O desenvolvimento do teste sanguineo de deteccéo do HIV, disponibilizado nos
centros de transfusdo de sangue em 1985, produziu evidéncias suficientes da
associacdo entre a infeccdo por HIV e a Aids. O teste sanguineo também
colaborou com a caracterizagdo do material genético do virus no final de 1984,
gue provou claramente que o novo virus pertencia a familia Retroviridae

(subfamilia  Lentivirinae). Essa descoberta abriu caminho para o
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desenvolvimento de insumos farmacéuticos ativos especificos (GALLO e
MONTAGNIER, 2003).

O HIV, agente etiologico da Aids, ja infectou desde os primeiros grupos de
casos descritos em 1981 até 2008, aproximadamente 70 milhfes de pessoas
em todo o mundo (UNAIDS, 2008). Segundo dados do Programa Conjunto das
Nagdes Unidas sobre HIV/Aids, a incidéncia mundial da infecgéo se estabilizou
e comecou a declinar em muitos paises com epidemias generalizadas
(UNAIDS, 2011).

No final de 2011, constatou-se um total de 2,5 milhdes de novos infectados
(adultos e criancas) pelo HIV, o que representa uma diminuicdo de 20% em
comparacao ao ano de 2001. Atualmente, estima-se que existam 34 milhdes de
pessoas infectadas pelo HIV. A Africa subsaariana continua sendo a regiso
mais afetada, com cerca de 1 a cada 20 adultos (4,9%) convivendo com o HIV,
representando 69% das pessoas infectadas em todo o mundo. Depois do
subsaara africano, as regides mais afetadas pelo HIV s&o: Caribe, Europa
Oriental e Asia Central, onde 1% dos adultos sdo HIV positivos (UNAIDS,
2012).

O numero de pessoas que morreram de causas relacionadas a Aids comecou a
declinar em meados dos anos 2000, apds o pico de incidéncia em 1997, em
decorréncia da terapia antirretroviral (ARV). Esse numero declinou de 2,3
milhdes em 2005 para uma estimativa de 1,7 milhdes em 2011, o que evidencia
uma reducdo de 24%. Também, estima-se que no mesmo ano, 330.000
criangcas menores de 15 anos morreram por causas relacionadas a Aids, um
namero 43% menor do que em 2003. Esse panorama reflete tanto o
surgimento de novos casos de infecgBes por HIV, que ultrapassam o numero
de Obitos devido a Aids, quanto a expansao do acesso a terapia ARV, que

prolongou o tempo de vida da populacdo (UNAIDS, 2011 e 2012).

No Brasil, a Aids foi incluida na relacéo de agravos de notificagdo compulsoria
pela Portaria do Ministério da Saude (MS) n°® 542 em 22 de dezembro de 1986
(BRASIL, 1986) e estd prevista a notificacdo universal e compulsoria das



29

gestantes soropositivas e criangas expostas ao HIV de acordo com a Portaria
n° 993/2000 do MS (DOURADO et al., 2006).

O Brasil foi um dos primeiros paises em desenvolvimento a garantir o acesso
universal e gratuito aos medicamentos ARV no Sistema Unico de Satde (SUS),
a partir de 1996. Uma importante estratégia da Politica de Medicamentos do
Programa Nacional de doencas sexualmente transmissiveis (DST) e Aids (PN-
DST/Aids) foi o estabelecimento de recomendacfes técnicas consensuais por
meio de comités assessores. A politica para a assisténcia aos individuos
infectados pelo HIV e/ou com Aids inclui também outras modalidades
assistenciais que visam a reducdo das internacdes hospitalares, tais como
assisténcia ambulatorial especializada, hospital-dia e assisténcia domiciliar
terapéutica (DOURADO et al., 2006; BRASIL, 1996).

A histoéria natural da Aids sofreu uma mudanca substancial apés a introducao
da terapia antirretroviral de alta poténcia ou Highly active antiretroviral therapy
(HAART), deixando de ser uma doenca terminal, de progressdo rapida e
elevada letalidade, tornando-se croénica. No Brasil, a mortalidade por Aids
passou de 9,7 por 100.000 habitantes, em 1995, para 6,0 por 100.000 em
2005, mostrando o sucesso da politica de distribuicdo universal e gratuita de
medicamentos para Aids, adotada em 1996 (BUCHALLA e CAVALHEIRO,
2008).

Conforme o Boletim Epidemiolégico HIV/Aids do MS, no periodo entre 1980 e
junho de 2013, foram notificados 686.478 casos de Aids no Brasil, sendo
64,9% no sexo masculino e 35,1% no sexo feminino. Entretanto, existem
diferencas regionais na forma como a Aids se distribui, configurando, no pais,
diversos perfis da epidemia. Dos casos de Aids acumulados de 1980 até junho
de 2013, a regido Sudeste é a que tem maior percentual (55,2%) do total de
notificacdes no pais, com 379.045 registros da doenca. O Sul concentra 20,0%
dos casos, seguido das regides Nordeste (13,9%), Centro-Oeste (5,8%) e
Norte (5,1%). No mesmo periodo, foram declarados 265.7698 obitos
classificados como causa basica “doencas pelo HIV”. Entre os anos de 2003 a
2012 foram registrados no Brasil, em média, 37.446 casos de Aids por ano com
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tendéncia de aumento. No ano de 2012, foram notificados 39.185 casos de
Aids e 11.896 6bitos por Aids no Brasil (BRASIL, 2013a).

As politicas publicas brasileiras para a provisdo de assisténcia a saude de
pacientes infectados pelo HIV tém tido reconhecimento em ambito mundial,
principalmente em decorréncia das acdes de garantia do acesso universal e
gratuito aos ARV. Atribui-se a essas politicas parte do sucesso do tratamento,
com reflexos na reducdo da mortalidade e internacdes devido ao HIV em anos
recentes (GOMES et al., 2009).

Diante dessas ac¢des governamentais, em 2007 publicou-se a Portaria n°
866, declarando de interesse publico os direitos de patente sobre o efavirenz
(EFV) (BRASIL, 2007a). Ao final do mesmo més, foi sancionado o Decreto
Presidencial n° 6108, que oficializou o licenciamento compulsério desse ARV
para fins de uso publico ndo comercial (BRASIL, 2007b). O licenciamento
compulsério foi decretado apds sucessivas negociacbes com a empresa
detentora da patente, Merck Sharp & Dohme. Entretanto, o MS n&do conseguiu
reducdo satisfatéria do preco do produto. Posteriormente ao licenciamento
compulsério do EFV, o MS passou a importar, por meio de organismos
internacionais (Fundo das Nacfes Unidas para a Infancia - Unicef e
Organizacdo Pan-Americana da Saude - Opas), os medicamentos genéricos da
india, o que provocou impacto imediato de US$ 30 milhdes na economia do
pais, somente em 2007 (BRASIL, 2008a).

Em 17 de setembro de 2008, o MS por meio do Laboratério Farmanguinhos da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), deu inicio ao processo de registro do EFV
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Assim, os laboratorios
publicos Farmanguinhos (Instituto de Tecnologia de s) e Laboratério
Farmacéutico de Pernambuco (Lafepe) ficaram responsaveis pelo
desenvolvimento e producéo final do medicamento e aos Laboratorios privados
Globequimica (SP), Cristalia (SP) e Nortec (RJ) couberam a fabricacdo do
EFV. Esse foi um importante passo para o desenvolvimento da industria

nacional, a reducao significativa dos custos do Pais na garantia de tratamento
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pelo Programa DST/Aids e a diminuicdo da dependéncia do Brasil na aquisicao

de medicamentos do mercado internacional (BRASIL, 2008a).

Em 2010, os gastos do MS com medicamentos tiveram reducdo de R$ 118
milhdes devido as negociacbes com os laboratérios multinacionais e ao
aumento da producgéo interna de ARV (BRASIL, 2010). Até o momento, o MS
fornece 21 medicamentos ARV, sendo apenas um constituido por uma
associacdo de 3TC e zidovudina em dose fixa combinada. Os 20 insumos
farmacéuticos ativos disponiveis para tratamento podem ser classificados em

seis tipos de acordo com a atividade biologica exercida (Quadro 1).

Quadro 1- Classificacdo dos antirretrovirais disponibilizados pelo SUS segundo o

mecanismo de acéo.

Mecanismo de acao Insumos farmacéuticos ativos
Inibidores nucleosideos da transcriptase Abacavir, didanosina, estavudina, lamivudina
reversa e zidovudina

Inibidores nucleotideos da transcriptase )
Tenofovir

reversa

Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase ) o o
Efavirenz, nevirapina e etravirina

reversa
Atazanavir, darunavir, fosamprenavir,
Inibidores da protease indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir,
saquinavir e tipranavir
Inibidores de fuséo Enfuvirtina
Inibidores da integrase Raltegravir

FONTE: BRASIL, 2014.

De 2003 ate o final de 2010, 6,65 milhdes de pessoas receberam terapia ARV
em paises de renda média e baixa, 0 que representa um aumento de 17 vezes
em comparacdo a 2003. No Brasil, cuja epidemia é considerada concentrada,
estima-se um nivel de cobertura entre 70% a 79% (UNAIDS, 2011). Em
dezembro de 2012, 313 mil pessoas infectadas pelo HIV estavam em
tratamento no Brasil (BRASIL, 2013a e 2014).
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A grande dificuldade de se obter uma adequada efetividade do tratamento é
assegurar a adesdo do paciente ao esquema prescrito de ARV, de forma a
evitar doses subterapéuticas ou irregulares. O uso inadequado dos ARV
possibilita 0 desenvolvimento de cepas virais resistentes, reduzindo as opc¢des
terapéuticas disponiveis e a sobrevida do paciente, bem como aumenta o risco

da transmissao para parceiros nao infectados (GOMES et al., 2009).

Os ARV sao utilizados em varios regimes de combinacgdes, algumas em dose
fixa, com intuito de alcancar o maximo beneficio e tolerabilidade, além de
diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcia do virus. A combinacao de
diferentes insumos farmacéuticos ativos anti-HIV no tratamento da Aids é
importante devido ao sinergismo entre eles, baixa toxicidade para o paciente e

prevencdo do desenvolvimento de resisténcia do HIV (CLERCQ, 2009).

Conforme UNAIDS (2011), a otimizagdo do regime terapéutico ARV consiste
em estabelecer doses ideais dos insumos farmacéuticos ativos, reduzir o
namero de unidades posoldgicas por meio do desenvolvimento de formulacées
de dose fixa combinada (DFC) e desenvolver formulacdes adequadas para
criancas. Também, é necessario desenvolver novos insumos farmacéuticos
ativos, melhorar a biodisponibilidade dos insumos farmacéuticos ativos ao
inovar nas formulacdes e disponibilizar novas combinacées de modo que
aumente a eficacia, a conveniéncia, a estabilidade e a tolerabilidade dos

esquemas terapéuticos, bem como diminua a duragéo e o custo do tratamento.

No presente estudo, uma formulacdo contendo EFV, lamivudina (3TC) e
fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) em comprimidos de DFC foi proposta
para administracdo Unica diaria. Método analitico para controle de qualidade
dos comprimidos formulados foi desenvolvido e validado, bem como um

método bioanalitico para quantificacdo simultdnea de ARV em plasma humano.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analitico e bioanalitico aplicaveis a estudos de

equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia de medicamentos contendo

efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa

combinada.

Objetivos especificos

Desenvolver formulagdo de comprimidos em dose fixa combinada de

efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila.

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para quantificagdo simultanea de efavirenz, lamivudina e fumarato

de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada.

Desenvolver e validar método bioanalitico por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas para quantificacdo
simultanea de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em

plasma.



CAPITULO 1

TERAPIA ANTIRRETROVIRAL
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HIV e Aids

O HIV-1 e o HIV-2 s&o retrovirus pertencentes ao género Lentivirus, da familia
Retroviridae. Das duas formas principais do HIV, a infeccdo pelo tipo 1 é
prevalente em todo o mundo, caracterizando-se por uma lenta e progressiva
deterioracdo do sistema imunolégico que € invariavelmente fatal. Por sua vez,
a infeccdo pelo HIV-2, prevalente na Africa Ocidental, geralmente apresenta

progressao clinica mais lenta (CONNOR et al., 1997).

O genoma do HIV é constituido de duas moléculas de acido ribonucleico (RNA)
fita simples. A replicacdo ocorre por meio de um intermediario &acido
desoxirribonucleico (DNA) fita dupla que se integra ao genoma da célula
hospedeira, expressando-se para formar RNA e proteinas, com consequente
formacdo de novas particulas virais (Figura 1). Por isso, 0 nome retrovirus,

uma vez que a informacao genética flui do RNA para o DNA (STRYER, 1995).

O HIV apresenta tropismo natural por células que expressam moléculas do
grupamento de diferenciacdo 4 (CD4) em sua membrana citoplasmética, em
especial linfocitos T auxiliares. Os linfécitos T CD4+ sao células do sistema
imunolégico humano que desempenham fungBes essenciais na imunidade
celular e humoral, nas quais as moléculas CD4 atuam como quimiorreceptores
(STRYER, 1995).
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Figura 1 - Ciclo de vida do virus da imunodeficiéncia humana.
Envelope

Capsideo

Transcriptase Reversa

Adsorgao do Virus

Fusao Virus-Célula

Proteinas
(receptor e coreceptor)

. (Desnudamento)

—
° I

(Transcrigéo reversa)

Integracéo

/D T N%

Transcrigcao

N A

— —=

Polipeptideo | \¥/"
00 —gt \ Processamento proteliticoj

pela protease viral

Proteinas virais e RNA
estruturados junto a mebrana

celular
¢Brotamento

FONTE: Adaptado e traduzido de CLERCQ, E. D. Strategies in the design of antiviral drugs.
Nature Reviews. Drug Discovery, v. 1, p. 13-25, 2002.
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A etapa inicial da infeccdo implica a fixacdo do virus e sua fusdo com a
membrana. O virus penetra na célula por meio de interacbes entre
glicoproteinas do envelope (gp4l e gpl120) e receptores celulares (receptores
CD4 e de quimiocinas). ApGs a penetracao, o complexo ribonucleoprotéico viral
€ desnudado no citoplasma celular e o genoma convertido em DNA fita dupla
por atividades coordenadas de polimerase e ribonuclease da enzima
transcriptase reversa (TR). Em seguida, o DNA fita dupla viral é translocado
para o nucleo celular onde é integrado ao cromossomo do hospedeiro, levando
a formacdo do pré-virus. O pré-virus representa um componente estavel do
genoma do hospedeiro, podendo permanecer latente ou exibir niveis elevados
de expressdo génica, com intensa producdo de novas particulas virais
(CONNOR et al., 1997; FLEXNER, 2012; SHAW, 2005).

A expressédo subsequente do DNA viral é controlada pela atividade coordenada
de fatores celulares e virais. A ativagdo do pro-virus resulta na transcricdo do
DNA pro-viral em moléculas de RNA do HIV utilizando-se do maquinario
celular. O RNA transcrito pode ser traduzido em poliproteinas ou ser
incorporado a virions imaturos durante a montagem das particulas virais. Os
virions formados passam por um processo de brotamento pela membrana
celular e maturacao, tornando-se aptos a infectar outras células susceptiveis. A
maturacdo dos virions depende da clivagem de uma poliproteina essencial
catalisada pela protease. A inibicdo dessa enzima resulta na formacdo de
particulas virais ndo infecciosas (CONNOR et al., 1997; FLEXNER, 2012;
SHAW, 2005).

A principal manifestacdo da infec¢do pelo HIV-1 € uma gradual e constante
perda de linfocitos T CD4+, com consequente desenvolvimento de disfuncao
imunoldgica e de infec¢cdes oportunistas que caracterizam a Aids. Na maior
parte dos casos, a progressao para Aids ocorre ap6s um prolongado periodo
de estabilidade clinica que dura, em média, de 8 a 10 anos. Entretanto, em
aproximadamente 5% dos pacientes a progressao pode ocorrer rapidamente,
dentro de 1 a 3 anos apods a infeccao. Independente da velocidade da

progresséo clinica, a infeccdo pelo HIV ocorre em trés estgios: (1) infeccéo
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primaria ou aguda, (2) infeccao clinicamente assintomatica e (3) progressao da
doenca (CONNOR et al., 1997).

A infeccdo primaria pelo HIV-1 é marcada por um periodo de intensa replicacéo
do virus, resultando em uma carga viral acima de 10 milhdes de particulas de
RNA por mililitro de plasma. Apesar da profunda viremia, alguns individuos
permanecem clinicamente assintomaticos nesse estagio, enquanto a grande
maioria apresenta sintomas inespecificos semelhantes aos de um resfriado
comum, incluindo febre, calafrios e mal-estar. A resolucdo dos sintomas ocorre
dentro de poucas semanas, e esta relacionada ao desenvolvimento de
imunidade especifica contra o HIV-1 e a conversao sorologica (CONNOR et al.,
1997; SAX e WALKER, 2005).

O controle da viremia pelo sistema imunolégico envolve mecanismos humorais,
mediados por anticorpos, e celulares, mediados por células de defesa, que
mantém o virus parcialmente contido e contribuem para o longo estagio
assintomatico da infeccdo. A resposta mediada por anticorpos € a base para a
deteccdo e diagnostico da infeccdo pelo ensaio imunoenzimatico (enzyme-
linked immunosorbent assay — ELISA). Existe um periodo de janela, de
duracéo variavel, no qual o paciente € negativo para anticorpos contra HIV-1,
mas positivo para o virus sendo, frequentemente, altamente infectante. Na
maioria dos casos, esse periodo dura de duas a seis semanas. O RNA
plasmatico viral, determinado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), €,
invariavelmente, o primeiro indicador sorolégico da infeccao pelo HIV-1 (SAX e
WALKER, 2005; SHAW, 2005).

O estéagio clinicamente assintomatico da infeccéo caracteriza-se por equilibrios
dindmicos entre replicagdo e neutralizacdo de particulas virais, e destruicdo e
reposicéo de células CD4+. A laténcia clinica, portanto, ndo implica em laténcia
viral e, embora esse estagio possa durar muitos anos, o sistema imunolégico

continua a ser comprometido progressivamente (CONNOR et al., 1997).

Por mais que sejam geradas respostas imunolégicas especificas contra HIV-1,

na maioria das pessoas o0 sistema imune acaba falhando na contencdo do
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virus. As principais razbes da ineficiéncia imunolégica nesse caso incluem a
auséncia de uma coordenacdo celular adequada contra o virus — funcao
primordialmente exercida pelos linfocitos T CD4+ e prejudicada pela patogenia
do HIV-1 direcionada a estas células — e a excepcionalmente elevada
mutagenicidade do HIV-1, que |he permite escapar a neutralizacdo por
anticorpos e células de defesa (CONNOR et al., 1997; SAX e WALKER, 2005).

A variabilidade genética € uma caracteristica marcante do HIV-1 e deve-se a
elevada taxa de erros na atividade catalitica da TR, que carece de um
mecanismo de revisdo de leitura necessario para corrigir erros de transcricao.
Além de driblar os mecanismos de defesa do sistema imune, as muta¢des no
genoma do HIV-1 podem gerar resisténcia viral a todas as classes de ARV
atualmente disponiveis para a terapia, representando, ainda, um grande
obstaculo para o desenvolvimento de vacinas (CONNOR et al.,, 1997;
FLEXNER, 2012; SAX e WALKER, 2005; SHAW, 2005).

A progressao para o estagio sintomatico da infeccéo parece estar relacionada a
emergéncia de variantes do HIV-1 com elevada viruléncia e citopatogenicidade,
ou variantes que escapam completamente da deteccdo pelo sistema imune,
replicando-se rapidamente. Os equilibrios alcancados no estagio assintomatico
sao finalmente rompidos, com elevacédo significativa da viremia e reducédo da
contagem de células CD4+ a niveis criticos. Clinicamente, pacientes que
apresentam contagem de células CD4+ inferior a 200 células/mm?® sé&o
diagnosticados como casos de Aids, mesmo na auséncia de infeccBes
oportunistas relacionadas ao HIV. Esses pacientes sdo susceptiveis a
infeccbes graves e potencialmente fatais, incluindo pneumonia por
Pneumocystis carinii, sarcoma de Kaposi, encefalite por Toxoplasma e

infecgdes fungicas sistémicas (CONNOR et al., 1997).
1.2 Terapia antirretroviral
AlteragOes significativas tém ocorrido na terapia da infeccdo pelo HIV. Em

1984, as estratégias para a conduta terapéutica dos pacientes eram focadas no

pronto diagndstico e no tratamento das infecgées oportunistas, o que resultava
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em uma sobrevida curta. O tempo médio para o 6bito apds o primeiro processo

oportunista que caracterizava a Aids era de nove meses (MASUR, 2005).

A introducado da terapia ARV com HAART resultou em diminuicdo da taxa de
mortalidade relacionada ao HIV e, de forma muito importante, permitiu o
resgate da esperanca de vida. Os beneficios da HAART incluem aumento da
sobrevida, reducdo da taxa de transmisséo, reducdo das hospitalizacbes e

gueda na incidéncia de Aids e de transmisséo perinatal (SCHELD, 2005).

O inicio do tratamento é recomendado para pessoas assintomaticas com
linfécitos T CD4+ abaixo de 500 células/mm?®, para pessoas assintomaticas
com linfécitos T CD4+ acima de 500 células/mm? coinfectadas pela hepatite B
e C, doenca cardiovascular, neoplasias que necessitam de tratamento
imunossupressor e carga viral do HIV acima de 100.000 cépias/mL. Também, o
tratamento com ARV de sintométicos € recomendado independentemente da
contagem de linfocitos T CD4+ (BRASIL, 2013b).

Os ARV sao insumos farmacéuticos ativos que agem em diferentes alvos
moleculares, ou seja, nas proteinas da célula hospedeira. Dentre as enzimas
importantes para o ciclo de replicacdo do virus, pode-se destacar a TR,
protease e integrase. A TR e a protease foram os alvos primarios para o
desenvolvimento de insumos farmacéuticos ativos ARV, que sao inibidores
dessas enzimas (JOHNSTON e HOTH, 1993; YARCHOAN et al., 1991).

Atualmente, existem seis classes de agentes ARV, sendo composta pelos
inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (INTR), inibidores
nucleotideos da transcriptase reversa (INtTR), inibidores n&o nucleosideos da
transcriptase reversa (INNTR), inibidores da protease (IP), inibidores da fuséo
(IF) e inibidores da integrase (INN). Os grupos recém aprovados pelo United
States Food and Drugs Administration (U. S. FDA) sdo os IF, quimiocinas
antagonistas do coreceptor CC-chemokine receptor (CCR) e INN. Existem
moléculas candidatas a insumos farmacéuticos ativos que estdo sendo

desenvolvidas para atuarem como inibidores da ligagdo ao CD4+, inibidores de
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maturacao, inibidores do fator de crescimento derivado do epitélio e inibidores
de montagem do capsidio (DESAI, IYER e DIKSHIT, 2012).

O U. S. FDA (2013) ja aprovou 37 medicamentos ARV, sendo 29 contendo um
anico insumo farmacéutico ativo, 4 contendo associacdo de dois insumos
farmacéuticos ativos, apenas 3 de DFC contendo trés insumos farmacéuticos
ativos e 1 contendo quatro insumos farmacéuticos ativos (Quadro 2).

Quadro 2 - Nome comercial, insumo farmacéutico ativo, fabricante, data de aprovacéo

e classe terapéutica dos antirretrovirais aprovados pelo U. S. FDA (2013).

Nome comercial IFA Fabricante Aprovacéao Classe terapéutica
MEDICAMENTOS DE INSUMO FARMCEUTICO ATIVO UNICO
Emtriva emtricitabina Gilead Science 02/07/03 INTR
Epivir lamivudina GlaxoSmithKline 17/11/95 INTR
Hivid zalcitabina Hoffmann-La-Roche 19/06/92 INTR
Retrovir zidovudina GlaxoSmithKline 19/03/87 INTR
didanosina
Videx EC revestimento Bristol-Myers-Squibb 31/10/00 INTR
entérico
Videx didanosina Bristol-Myers-Squibb 9/10/91 INTR
Viread TDF Gilead Sciences 26/10/01 INtTR
Zerit estavudina Bristol-Myers-Squibb 24/06/94 INTR
Ziagen sulfato de abacavir GlaxoSmithKline 17/12/98 INTR
Edurant rilpivirina Tibotec-Therapeutics 20/05/11 INNTR
Intelence etravirina Tibotec-Therapeutics 18/01/08 INNTR
Rescriptor delavirdina Pfizer 04/04/97 INNTR
Sustiva EFV Bristol-Myers-Squibb 17/09/98 INNTR
Viramune nevirapina Boehringer-Ingelheim 21/06/96 INNTR
Viramune XR nevirapina liberagao Boehringer-Ingelheim 25/03/11 INNTR
prolongada
Agenerase amprenavir GlaxoSmithKline 15/04/99 IP
Aptivus tipranavir Boehringer-Ingelheim 22/06/05 IP
Crixivan indinavir Merck 13/03/96 P

Fonte: FDA, 2013. Legenda: IFA = insumo(s) farmacéutico(s) ativo(s); EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina;
TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; INNTR = inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa;
INTR = inibidor nucleosideo da transcriptase reversa; INtTR = inibidor nucleotideo da transcriptase
reversa; IP = inibidor da protease; IF = inibidor da fuséo.

/continua.
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Quadro 2 - Nome comercial, nome genérico, fabricante, data de aprovacéo e classe

terapéutica dos antirretrovirais aprovados pelo U. S. FDA (2013). (Concluséo)

Nome i ~ Classe
) IFA Fabricante Aprovacao .
comercial terapeutica
Fortovase (ndo o
o saquinavir Hoffmann-La-Roche 07/11/97 P
comercializados)
) mesilato de
Invirase o Hoffmann-La-Roche 06/12/95 P
saquinavir
) fosamprenavir o
Lexiva o GlaxoSmithKline 20/10/03 P
calcico
Norvir ritonavir Abbott-Laboratories 01/03/96 P
Prezista darunavir Tibotec 23/06/06 P
Reyataz sulfato de atazanavir | Bristol-Myers Squibb 20/06/03 P
) Mesilato de Agouron
Viracept o ) 14/03/97 P
nelfinavir Pharmaceuticals
Fuzeon enfuvirtida Hoffmann-La-Roche 13/03/03 IF
Inibidor de entrada —
Selzentry maravirogue Pfizer 06/08/07 antagonista coreceptor
CCR5
Isentress raltegravir Merck & Co., Inc. 12/10/07 1IN
Tivicay dolutegravir GlaxoSmithKline 13/08/13 1IN
ASSOCIACAO DE DOIS INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS
Combivir 3TC e zidovudina GlaxoSmithKline 27/09/97 INTR
) abacavir e o
Epzicom o GlaxoSmithKline 02/08/04 INTR
lamivudina
Truvada TDF e emtricitabina Gilead Sciences 02/08/04 INtTR e INTR
Kaletra lopinavir e ritonavir Abbott laboratories 15/09/00 P
ASSOCIACAO DE TRES INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS
) EFV, emtricitabina e | Bristol-Myers Squibb
Atripla 12/07/06 INNTR, INTR e INtTR

TDF e Gilead Sciences

emtricitabina, ) )
Complera o Gilead Sciences 10/08/11 INTR, INNTR e INtTR
rilpivirina e TDF

Abacavir, zidovudina
Trizivir 3TC GlaxoSmithKline 14/11/00 IP, INTR e INTR
e

ASSOCIAGAO DE QUATRO INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS

1IN, inibidor da enzima
CYP3A4 que

elvitegravir, .
metaboliza os ARV

Stribild cobicistat, Gilead Sciences 27/08/12
diminuindo a dose

diaria dos ARV, INTR e
INtTR

emtricitabina e TDF

Fonte: FDA, 2013. Legenda: IFA = insumo(s) farmacéutico(s) ativo(s); EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina;
TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; INNTR = inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa;
INTR = inibidor nucleosideo da transcriptase reversa; INtTR = inibidor nucleotideo da transcriptase
reversa; IP = inibidor da protease; IF = inibidor da fuséo.
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Os INTR pertencem a classe mais antiga de agentes para o tratamento da
infecgdo pelo HIV. Quimicamente, esses insumos farmacéuticos ativos s&o
analogos de nucleosideos que carecem de um grupo 3’-hidroxila. Todos os
agentes dessa classe sdo substratos da TR. Ao serem incorporados no DNA
pré-viral, interrompem prematuramente o alongamento da cadeia, devido a
auséncia do grupo 3’-hidroxila. Embora tenham sido inicialmente avaliados
como monoterapia ou em combinacdes de duas substancias, eles sé&o
atualmente mais eficazes como componentes de esquemas de trés a quatro

insumos farmacéuticos ativos (FLEXNER, 2012).

Os INtTR sdo analogos de nucleotideos que possuem um grupo fosfonato,
requerendo apenas duas etapas de fosforilacdo para sua ativacdo, ou seja,
impedir a transcricdio do RNA em DNA e, portanto, a replicacdo viral.
Inicialmente foram desenvolvidos analogos nucleotideos tais como cidofovir,
adefovir e tenofovir. Cidofovir foi o primeiro analogo de nucleotideo estudado
em humanos e aprovado pelo FDA no tratamento de retinites causada por
citomegalovirus em pacientes com Aids (FUNG, STONE e PIACENTI, 2002).
Entretanto, a terapia com cidofovir foi associada com nefrotoxicidade,
manifestada como disfuncao tubular renal (LALEZARI et al., 1997). Adefovir,
outro analogo nucleotideo, foi aprovado pelo FDA para o tratamento de
hepatite B, por resultar em significante reducéo viral em uma dose nédo téxica
(10 mg/dia) (SHERMAN, 2006). O TDF é o unico representante da classe dos
INtTR para tratamento dos portadores de HIV. Trata-se de um pro-, que é
metabolicamente convertido na molécula ativa. O tenofovir inibe a TR por
mecanismo semelhante ao dos INTR, ou seja, pela incorporacdo ao DNA pro-

viral e interrupcao prematura do alongamento da cadeia (CLERCQ, 2004a).

Todos os INTR e INtTR requerem conversao intracelular no anabdlito trifosfato,
capaz de inibir a TR. Os INTR requerem fosforilagdo sequencial a mono-, di- e,
finalmente, trifosfato para ativacdo. Os INtTR, como tenofovir, requerem
apenas duas etapas pois sdo analogos monofosfatados e ndo requerem a
reacao inicial de fosforilacdo. O anabdlito do trifosfato de tenofovir é referido
como tenofovir difosfato, uma vez que possui apenas dois grupos fosfatos. A

7

fosforilacdo inicial dos INTR € uma etapa limitante em células CD4+ em
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repouso e em macrofagos e, tenofovir pode resultar em melhor atividade
antiviral em células que possuem capacidade proliferativa e de fosforilagdo
limitada (BAHETI et al., 2011).

Os INNTR constituem uma classe de compostos sintéticos, quimicamente
distintos, que bloqueiam a atividade da TR do HIV-1 por meio de sua ligac&o
adjacente ao sitio ativo da enzima. Ao se ligarem a TR, induzem alteracdes
conformacionais no sitio catalitico da enzima, inibindo sua atividade
(FLEXNER, 2012).

O sequenciamento peptidico e a elucidagdo da estrutura cristalina da protease
da HIV-1 permitiram o desenvolvimento racional de insumos farmacéuticos
ativos direcionados a esta enzima. A protease do HIV-1 é essencial para a
infectividade dos virions, pois cliva uma poliproteina viral em enzimas virais
ativas e proteinas estruturais. Todos os inibidores da protease disponiveis
atuam por meio de sua ligacdo reversivel ao sitio ativo da enzima, impedindo a
clivagem da poliproteina e bloqueando a maturacdo das particulas virais
(FLEXNER, 2012).

A entrada do HIV na célula hospedeira é um processo de multiplas etapas, que
envolve a ligacao do virus aos receptores CD4+ e de quimiocinas (CCR5 ou
CXCR4) de linfécitos T. A complexa interacdo entre os receptores da célula do
hospedeiro e as glicoproteinas virais aproximam as membranas de ambos,
resultando em fusdo. Esse conhecimento resultou no desenvolvimento de
novas classes de insumos farmacéuticos ativos ARV como inibidores de fuséo
e antagonistas dos receptores de quimiocinas (DESAI, IYER e DIKSHIT, 2012).
A enfuvirtida foi aprovada em 2003 para a terapia ARV, sendo o primeiro
inibidor de fusdo desenvolvido. Trata-se de um peptideo de 36 aminoéacidos,
correspondendo parcialmente a sequéncia peptidica da gp4l do HIV-1. A
enfuvirtida interage com a gp4l no envelope viral enovelando-se com uma
regido dessa glicoproteina homologa a sua estrutura. Esta interacdo impede a
sequéncia de eventos moleculares necessarios para a fusdo do HIV-1 a célula
susceptivel (CLERCQ, 2004a). Maraviroque € o primeiro insumo farmacéutico
ativo de uma nova classe de inibidores de fusdo do HIV chamados
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antagonistas CCR5, agente ARV cujo alvo € um receptor humano. Esse
insumo farmacéutico ativo previne a ligacdo do gpl60 do HIV-1 ao CCRS5,
impedindo a fusdo do virus com a membrana celular humana (DORR et al.,
2005). Maraviroque foi aprovado pelo U. S. FDA em 2007, indicado para
pacientes multiexperimentados, ou seja, resistentes ou em uso de pelo menos
trés classes de ARV (HARDY et al., 2010).

A enzima integrase do HIV catalisa a insercdo do DNA viral ao genoma da
célula hospedeira por meio de um processo de multiplas etapas que incluem
duas reacdes cataliticas. Primeiramente, forma-se o complexo de pré-
integracdo (CPI) constituido de DNA fita dupla e 50 a 100 moléculas de
integrase. Inicia-se, entdo, a etapa chamada de processamento-3’, na qual a
integrase remove dois nucleotideos terminais, guanina e timina, presentes na
terminacédo 3’ de cada fita da dupla hélice de DNA. Origina-se, entdo, uma fita
dupla de DNA no qual ambas as terminagbes 5 encontram-se
desemparelhadas. O segundo passo, chamado de transferéncia de fita, ocorre
ap0s a passagem do CPI através da membrana nuclear e compreende a
clivagem do DNA hospedeiro pela integrase na extremidade 5 e, posterior,
insercao do DNA viral ao genoma do hospedeiro. Esse passo envolve ataque
nucleofilico da hidroxila livre da terminacdo 3' do DNA viral a terminacao
fosfato-5° do DNA hospedeiro formada previamente, resultando em ligacéao
covalente entre as fitas. As etapas subsequentes de remocdo de dois
nucleotideos nao pareados na extremidade 5’ do DNA viral e reparo das falhas
sdo realizadas por enzimas da célula hospedeira (ASANTE-APPIAH e
SKALKA, 1999; JASKOLSKI et al., 2009; SERRAO et al., 2009).

Raltegravir, um derivado do acido diceto, foi o primeiro insumo farmacéutico
ativo aprovado pelo U. S. FDA para uso clinico, em outubro de 2007, como INN
para o tratamento do HIV-1. No Brasil, sua aprovagao pela Anvisa aconteceu
em janeiro de 2008 (SERRAO et al., 2009; SUMMA et al., 2008). Raltegravir foi
capaz de inibir a integrase em concentracdes nanomolares e exibiu bom perfil
de acdo em cepas mutantes da enzima do virus HIV-1 (SUMMA et al., 2008). O
insumo foi incorporado ao elenco de ARV disponibilizados pelo SUS, sob
critérios de indicagdo. Devido a constatacdo de resisténcia viral em parte da
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populacao sob tratamento ARV, sua utilizacdo esta direcionada a esquemas de

resgate para pacientes multiexperimentados em terapia ARV (BRASIL, 2008Db).

O controle terapéutico incompleto da replicacdo viral lenta acarreta,
invariavelmente, a selecdo de mutantes resistentes aos agentes ARV. Os
INNTR, por exemplo, sdo agentes muito eficazes e potentes, mas a ocorréncia
de uma Unica mutacdo na TR confere um alto nivel de resisténcia. Como todos
os pacientes infectados pelo HIV tendem a abrigar esses mutantes antes de
iniciar o tratamento, a monoterapia com um INNTR provoca um declinio inicial
dos niveis plasmaticos de RNA do HIV (inibicdo dos virus sensiveis), seguido,
dentro de semanas, de falha virologica (proliferacéo dos virus resistentes). Por
outro lado, os agentes dessa classe podem proporcionar um controle duravel
da infeccdo em esquemas de multiplos insumos farmacéuticos ativos. Como
apenas o HIV em replicacdo pode acumular mutagdes, a supressao completa
da replicacdo impede o desenvolvimento da resisténcia. O mesmo principio é
valido para as outras classes de ARV (FLEXNER, 2012).

A eficiencia da terapia ARV depende diretamente do comprometimento e
capacidade do paciente em aderir ao esquema terapéutico. Estudos
demonstraram que ha uma relacéo direta entre a falta de tomada de doses do
esquema e o desenvolvimento de resisténcia pelo HIV (HARRIGAN et al.,
2005; ROSENBACH, ALLISON e NADLER, 2002). Pacientes soropositivos
geralmente sdo individuos jovens, assintomaticos, enfrentando o desafio
emocional e pratico de lidar com uma doenca cronica e letal. Nao € uma tarefa
simples para eles submeter-se a um regime de medicamentos diarios, com
elevada incidéncia de reacdes adversas durante anos. O desenvolvimento de
estratégias que promovam o0 aumento da adesdo € um grande desafio para o
futuro da terapia ARV (MASUR, 2005).

Dentre as estratégias possiveis, a associacdo de insumos farmacéuticos ativos
em DFC com posologia de um comprimido ao dia vem apresentando resultados
promissores ao aumentar a adesdo ao tratamento e, consequentemente,

conduzir a uma menor probabilidade de falha viroldgica.
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Em um estudo publicado em janeiro de 2014, foram selecionados 553
pacientes que iniciaram a terapia ARV com EFV + 2 INTR ou mudaram o
tratamento para EFV + 2 INTR para simplificacao terapéutica ap0s supressao
virolégica. Desses pacientes, 38,2% iniciaram o regime terapéutico com mais
de dois comprimidos administrados duas vezes ao dia; 44,5% administravam
mais de dois comprimidos de ARV uma vez ao dia e 17,4% estavam em
tratamento com comprimidos contendo os insumos farmacéuticos ativos em
DFC com administracdo Unica ao dia. Nesse estudo, 0s pesquisadores
concluiram que a utilizacdo de uma dose Unica do comprimido contendo
insumos farmacéuticos ativos em DFC ndo aumentava os efeitos adversos,
relacionados ao sistema nervoso central, decorrentes da utilizagéo de EFV. Da
mesma forma, os pacientes preferiram a administracdo de uma dose diaria
Gnica contendo um comprimido em DFC do que a administracdo de uma dose
contendo dois ou mais comprimidos. A administracdo do EFV + 2 INTR foi
associada com menor falha virolégica e maior adesédo, reduzindo o risco de
interrupgéo do tratamento (FABBIANI et al., 2014).

A melhor adesédo ao tratamento ARV apds a mudanca para regimes com a
utilizacdo de doses Unicas diarias de um comprimido ja foi descrita por outros
autores (AIROLDI et al., 2010; BANGSBERG et al., 2010), e essa estratégia
terapéutica reduz a probabilidade de falha virologica (HODDER et al., 2010).
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO E CONTROLE DE QUALIDADE
FISICO-QUIMICO DE COMPRIMIDOS CONTENDO EFAVIRENZ,
LAMIVUDINA E FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA EM DOSE
FIXA COMBINADA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose

fixa combinada

A associacdo de insumos farmacéuticos ativos em DFC tem grande aplicacao
em doencas infecciosas que exigem a administracdo de multiplos insumos
farmacéuticos ativos, como a tuberculose, a malaria e a Aids. As justificativas
para associagcdes de insumos farmacéuticos ativos em DFC incluem aumento
da eficicia por atividade sinérgica ou aditiva, cobertura ampla de diferentes
tecidos e tipos celulares, reducdo da emergéncia de resisténcia e simplificacédo
da terapia, com diminuicdo do numero de unidades posolégicas diarias e
aumento na taxa de adesdo (ARNAU e LAPORTE, 1989; CONNOR et al.,
1997).

Segundo Negredo, Bonjoch e Clotet (2006), o candidato ideal para a
simplificagdo da terapia ARV seria 0 paciente em regime de HAART que
apresenta supressao da carga viral, principalmente aqueles individuos que
receberam combinacBes altamente complexas de ARV, ou aqueles que
apresentam efeitos toxicos associados ao ARV, fatores que podem diminuir a

adeséo ao tratamento e a qualidade de vida do paciente.

As estratégias correntes da terapia ARV séo direcionadas na determinacao de
como desenvolver um esquema individualizado para um paciente que tenha
eficiéncia e seguranca duradouras e comprovadas. Esquemas que podem ser
administrados uma ou duas vezes ao dia tém maior probabilidade de adesédo
daqueles que exigem administragcbes mais frequentes. O esquema deve ser
compativel com o estilo de vida e aceito pelo paciente. Caso o paciente néo
seja capaz de engolir formas farmacéuticas grandes, ou se estiver convencido
de que os medicamentos produzirdo muitos efeitos adversos, provavelmente
ndo mantera a adesdo e nao alcancarda os resultados terapéuticos
responsaveis por uma longa sobrevida sem a manifestacdo da doenca
(MASUR, 2005).
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Maggiolo e Suter (2003), em estudo observacional conduzido com 550
pacientes, concluiram que a terapia ARV ideal seria constituida de ndo mais
que duas formas farmacéuticas por dia, de pequenas dimensdes, em
administracdo diaria Unica, sem interferéncia com a alimentacdo. Outras
pesquisas conduzidas por diferentes autores demonstraram que, de modo
geral, quanto mais simples o regime, maior a probabilidade de ades&o ao
tratamento (AMBERBIR et al., 2008; BARTLETT, 2002; CHESNEY, 2003;
LANIECE et al., 2003; MOLINA, 2008; PARIENTI et al., 2009; ROSENBACH,
ALLISON e NADLER, 2002; STONE et al., 2004; TASHIMA e MITTY, 2006;
VERVOORT et al., 2007; VICIANA et al., 2008).

Periodicamente, o MS publica consensos com tratamentos para a terapia inicial
com base na experiéncia médica e nos resultados de estudos clinicos. A
primeira linha de tratamento recomenda a utlizagdo de um INTR em
associagdao com um INtTR e um INNTR, bem como a utilizagdo de dois INTR
em associacdo com um INNTR. Como tratamento de segunda linha,
recomenda-se a substituicdo do INNTR por um IP potencializado com ritonavir
(BRASIL, 2013b) (Quadro 3).

Quadro 3 - Esquemas antirretrovirais recomendados para terapia inicial pelo Ministério

da Saude - Brasil.

Tratamentos Associacbes
Primeira linha TDF + 3TC + EFV
Segunda linha TDF + 3TC + LPVI/r

Fonte: BRASIL, 2013b. Legenda: TDF (INtTR): fumarato de tenofovir desoproxila; 3TC (INTR):
lamivudina; EFV (INNTR): efavirenz; LPV/r (IP): lopinavir potencializado com ritonavir.

Devido aos efeitos colaterais em longo prazo associados com a utilizacdo de
IP, como lipodistrofia, diabetes e disturbios cardiovasculares, ha uma tendéncia
de ndo iniciar a terapia ARV com IP (CLERCQ, 2004a).

Observando-se as recomendacdes de terapia ARV do MS para adultos, TDF &
o insumo farmacéutico ativo de primeira escolha em associacdo com 3TC e

EFV na apresentacdo de DFC sempre que possivel (BRASIL, 2013b). As
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apresentacoes de EFV, 3TC e TDF distribuidas pelo PN-DST/Aids e
respectivas posologias recomendadas sdo apresentadas no Quadro 4
(BRASIL, 2008c). Uma vez que essa apresentacdo de DFC contendo os
insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF nao esta disponivel pelo MS, os
pacientes em tratamento com esse esquema devem ingerir, diariamente, um
total de quatro unidades posoldgicas (dois comprimidos de 3TC, um de EFV e
um de TDF).

Quadro 4 - Apresentactes farmacéuticas de efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila distribuidas pelo Programa Nacional de DST/Aids e as posologias

recomendadas.

Antirretroviral Apresentacao Posologia

Comprimidos revestidos com
2 40 kg de peso corporal:

Efavirenz 600 mg e capsulas de 200 .
600 mg 1 x/dia
mg
150 mg 2x/dia ou 300 mg 1
o o x/dia
Lamivudina Comprimidos com 150 mg

< 50 kg de peso corporal: 2
mg/kg 2x/dia

Fumarato de
tenofovir Comprimidos com 300 mg | 300 mg 1x/dia

desoproxila

Fonte: BRASIL, 2008c.

Esse namero pode ser reduzido para uma unidade posologica/dia por meio da
inovadora proposta de formulagdo desses insumos farmacéuticos ativos em

DFC, prevista neste trabalho, conforme representado no Quadro 5.
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Quadro 5 - Formulag&o inovadora de dose fixa combinada de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila.

Composicao Dosagem Posologia
Efavirenz 600 mg
Lamivudina 300 mg Uma unidade
Fumarato de tenofovir administrada a noite
] 300 mg
desoproxila

Recomenda-se a administracdo de EFV a noite com o intuito de minimizar os
efeitos adversos relacionados ao sistema nervoso central (SKEIE e MAELAND,
2006), como as desordens neuropsiquiatricas e a sindrome de abstinéncia de
opidide em pacientes em uso de metadona (SANCHEZ-CONDE et al., 2007).

Formulagbes de comprimidos para administragdo oral com massa teorica
acima de 1 g s&o encontrados no mercado para tratamentos crénicos como o
anti-hiperglicémico cloridrato de metformina 1000 mg (equivalente a 780 mg de
metformina base) (POWERS e D’ALESSIO, 2012), carbonato de calcio 500 mg
(1282 mg de carbonato de calcio de p6 de concha de ostras) para tratamento
da hipocalcemia e prevencéo da osteoporose (OS-CAL®..., 2011) e amoxicilina
tri-hidratada 1004,4 mg (equivalente a 875 mg de amoxicilina) associado a
148,908 mg de clavulanato de potassio (equivalente a 125 mg de &cido
clavulanico) para o tratamento de infec¢cdes bacterianas (WILLIAM e PETRI,
2012). O medicamento Stribild® aprovado pelo FDA em 2012 (U. S. FDA, 2013)
para o tratamento da Aids, contém 150 mg de elvitegravir, 150 mg de
cobicistat, 200 mg de emtricitabina e 300 mg de TDF associados em um
comprimido, constituindo 800 mg de insumos farmacéuticos ativos
(STRIBILD®..., 2012). O medicamento Atripla® (Bristol-Myers Squibb e Gilead
Sciences), usado no tratamento da Aids, possui 1,1 gramas apenas de insumos
farmacéuticos ativos (600 mg de EFV, 200 mg de emtricitabina e 300 mg de

TDF) em sua formulagéao.

Sabe-se que comprimidos com maior tamanho possuem a desvantagem da

dificil administracdo, o que impossibilita a utilizacdo por criancas e idosos
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(HOLODNIY, 1999; GIR, VAICHULONIS e OLIVEIRA, 2005). Entretanto,
possuem a vantagem de permitir a administracdo de apenas uma unidade
posoldgica por dia, caracteristica importante para os pacientes com dificuldade
de aderir a um tratamento que requer varias unidades posoldgicas diarias
(BANGSBERG et al., 2010; LANGEBEEK et al., 2013; FABBIANI et al., 2014).

A associacdo proposta € coerente com as estratégias previamente
estabelecidas para promocdo da adesdo a terapia ARV, e esta entre as
apresentacoes em DFC cujo desenvolvimento € aprovado pelo FDA (U. S.
FDA, 2006). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda como
primeira escolha para pacientes adultos ou adolescentes, que estéo iniciando o
tratamento com ARV, a utilizacdo de regimes contendo TDF ou zidovudina
(AZT) + 3TC ou emtricitabina + EFV ou nevirapina (NVP). A formulacdo
proposta de TDF + 3TC + EFV também € indicada como primeira escolha para
a coinfeccdo de HIV e Hepatite B ou de HIV e tuberculose (WHO, 2010).

Dentre os esquemas terapéuticos possiveis, a combinacdo de comprimidos
contendo os insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF isoladamente tem
demonstrado eficicia e seguranca em diversos estudos clinicos como descrito

a sequir.

Gallant et al. (2004) realizaram um estudo randomizado, duplo-cego, paralelo,
para avaliar a eficacia, seguranca e tolerabilidade de um regime terapéutico
composto por TDF em combinacdo com 3TC e EFV versus estavudina, 3TC e
EFV. A fase duplo-cega do estudo durou trés anos e o0s pesquisadores
verificaram que a eficacia foi similar entre os dois regimes de tratamento,
entretanto houve alta incidéncia de hiperlipidemia e lipodistrofia no grupo
tratado com a combinagdo contendo estavudina. Os resultados do estudo
levaram a recomendacgéo da associacdo de TDF + 3TC + EFV como regime
preferencial para a terapia inicial anti-HIV. Cassetti et al. (2007) continuaram o
acompanhamento dos pacientes que estavam recebendo a associacdo TDF +
3TC + EFV por mais trés anos, em uma fase aberta do estudo clinico. As doses
diarias totais administradas de cada ARV eram de 300 mg TDF (1 vez ao dia),
300 mg 3TC (2 vezes ao dia) e 600 mg EFV (1 vez ao dia). ApGs seis anos de
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tratamento dos pacientes com a associacdo, o regime aberto da combinacéo
de TDF + 3TC + EFV demonstrou poténcia continua e eficacia viroldgica
duradoura. O beneficio imunoldgico também foi demonstrado pelo aumento da
contagem de células CD4+ durante os seis anos de tratamento. Nao foi

evidenciada qualquer toxicidade clinica relacionada ao uso de TDF.

Arrizabalaga et al. (2007), realizaram um estudo clinico, multicéntrico para
avaliar a eficacia e a seguranca de um esquema terapéutico simplificado
baseado na combinacdo de EFV, 3TC e TDF em dose Unica diaria. Para o
estudo, foram selecionados pacientes adultos com supressao viral sustentada
por um regime de doses duplas ou triplas de uma combinacdo de dois INTR
mais um IP ou dois INTR mais um INNTR. A combinacdo EFV, 3TC e TDF
resultou em diminuicdo da carga viral (83% em seis meses de tratamento e
75% em 12 meses de tratamento), aumento na contagem de células T CD4+ e
diminuic&o dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos.

Uma combinacdo em comprimidos de DFC genérico contendo 300 mg TDF,
300 mg 3TC e 600 mg EFV foi avaliada em um estudo clinico aberto de fase Il.
A pesquisa envolveu 100 pacientes que jA estavam em tratamento com
comprimidos isolados de TDF, 3TC e EFV por seis meses com carga viral
indeterminada e, também, pacientes que nunca tinham sido tratados com ARV.
Esses pacientes foram tratados com a DFC por vinte meses com a medicagao
genérica e a mesma foi bem tolerada e eficaz. Foram relatados eventos no
sistema nervoso central relacionados ao EFV, mas que ocorreram apenas nos
primeiros dias ou semanas de tratamento (MAEK-A-NAHTAWAT et al., 2012).

Diop et al. (2012), conduziram um estudo para avaliar a eficacia e a seguranca
de um regime de DFC de EFV, 3TC e TDF em 100 pacientes durante 27 meses
e 19 dias. No final do experimento, constatou-se aumento médio no peso
corporal cerca de 8 kg/ano, aumento médio na contagem de células CD4+ de
100/mm? e reducdo da carga viral em 71% dos pacientes. Efeitos adversos
foram observados em 96,36% dos pacientes, tais como disturbios neurologicos
e digestivos. Desses, quatro apresentaram insuficiéncia renal e treze

faleceram. A mortalidade foi particularmente elevada, mas nao foi diretamente
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relacionada com a utilizacdo da associacdo avaliada, considerando que as
mortes ocorreram durante os primeiros meses de tratamento, quando o sistema
imune dos pacientes ainda ndo estava recuperado. Os autores concluiram que
a combinacdo é eficiente, mas um rigoroso acompanhamento deve ser feito

devido aos significativos efeitos adversos.

1.2 Efavirenz

O efavirenz (Figura 2) € uma benzoxazinona pertencente a classe dos INNTR
do HIV-1, aprovado pelo U. S. FDA em 1998 e incorporado ao SUS em 1999
(DUARTE, RAMOS e PEREIRA, 2011). Ao difundir-se na célula, o EFV liga-se
a TR do HIV-1 em um local adjacente ao sitio ativo, o que produz uma
alteracdo na configuracdo da enzima e inibicdo de sua funcédo. A atividade

baseia-se, portanto, na inibigdo ndo-competitiva da TR (FLEXNER, 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica do efavirenz.

ApOGs administracdo oral, o EFV é bem absorvido no trato gastrointestinal e
atinge a concentragdo maxima plasmatica (Cmsx) dentro de 3 a 5 horas. A
biodisponibilidade oral absoluta do EFV ainda nao foi determinada em
humanos, devido a falta de uma formulagéo intravenosa adequada (MATHIAS
et al., 2007; SMITH, DICENZO e MORSE, 2001).

O EFV é completamente distribuido, com um volume de distribuicdo em torno
de 280-500 L, consistente com sua alta lipossolubilidade (BEST e
GOICOECHEA, 2008). Contudo, apresenta elevada taxa de ligacdo as
proteinas plasmaticas (>99%), primariamente a albumina (SMITH, DICENZO e

MORSE, 2001) e é capaz de penetrar no sistema nervoso central a baixas
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concentracfes (em média 35,1 nM) em pacientes HIV positivos sob tratamento
a longo prazo com 600 mg por dia (TASHIMA et al., 1999). Desse modo, é
capaz de reduzir a replicacdo do HIV no sistema nervoso central, contribuindo
para minimizar a incidéncia de desordens neurolégicas, como prejuizo
cognitivo e deméncia, decorrentes da infecgéo pelo HIV (CUSINI et al., 2013;
LANGFORD et al., 2003).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que EFV é metabolizado por isoformas
do citocromo P450, primariamente pelas isoformas CYP3A4 e CYP2B6, em
metabdlitos hidroxilados inativos, os quais sofrem subsequente glicuronidacéo,
sendo os conjugados glicuronideos excretados na urina (menos de 1%) e na
bile. As enzimas do citocromo P450 s&o induzidas pelo EFV, o que resulta em
inducdo de seu préprio metabolismo (SMITH, DICENZO e MORSE, 2001;
WARD et al., 2003).

O EFV exibe farmacocinética linear, ou seja, a area sob a curva (ASC)
aumenta proporcionalmente com o aumento da dose administrada. A meia-vida
de eliminacédo varia de 52 a 76 horas ap6s doses Unicas e de 40 a 55 horas
apos doses multiplas. A meia-vida longa permite a administracdo de uma dose
diaria Unica de 600 mg, o que beneficia a adesdo ao tratamento (SMITH,
DICENZO e MORSE, 2001).

O sistema de classificacdo biofarmacéutica e de disposicdo de insumos
farmacéuticos ativos (BDDCS), que categoriza os insumos farmacéuticos ativos
de acordo com as suas propriedades metabdlicas, classifica EFV como
pertencente a classe 2, uma vez que possui baixa solubilidade em agua, alta
permeabilidade e sua rota de eliminacdo é, predominante, por meio do
metabolismo hepatico pelas isoenzimas CYP3A4 e CYP2B6 (WU e BENET,
2005; BENET e BROCCATELLI, 2011). Entretanto, devido a auséncia de
dados conclusivos sobre a definicdo da permeabilidade intestinal de EFV,
atualmente ele tem sido classificado pelo sistema de classificacéo
biofarmacéutica como pertencente a classe 2 ou 4 (CRISTOFOLETTI et al.,
2013; LINDENBERG, KOPP e DRESSMAN, 2004).
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O EFV apresenta-se na forma de po cristalino branco ou quase branco,
inodoro, com faixa de fusdo entre 136 °C e 141 °C (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). E um insumo farmacéutico ativo hidrofébico (coeficiente
de particdo octanol/agua = 2,51 x 10°), com solubilidade aquosa de 9,2 ug/mL
a 25 °C sendo classificado como praticamente insolivel em agua
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; MAURIN et al., 2002). O logaritmo do
inverso da constante de acidez (pKa) de EFV é igual a 10,2 (MOFFAT,
OSSELTON e WIDDOP, 2004) e a solubilidade em agua aumenta
substancialmente em potencial hidrogeniénico (pH) acima de 9 em funcéo da
ionizacao da molécula, consistente com a perda de um préton no nitrogénio do
grupo carbamato (MAURIN et al., 2002). O EFV é praticamente insolavel em
acido cloridrico 0,1 M (ALVES et al., 2010) e é soltvel em metanol (MeOH) e
diclorometano (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.3 Lamivudina

A lamivudina € um INTR analogo da desoxicitidina (Figura 3). Apds penetrar na
célula por difusdo passiva, € metabolizado por reacdes de fosforilacdo a
lamivudina 5’-monofosfato, lamivudina 5’-difosfato e lamivudina 5’-trifosfato. A
etapa limitante € a conversado de lamivudina difosfato para trifosfato, uma vez
gque o processo enzimatico é saturavel. A atividade antiviral de 3TC é
dependente de seu metabdlito ativo 5’-trifosfato, que compete com o trifosfato
de desoxicitidina enddgeno pela ligagdo com a TR e incorporagdo ao DNA do
HIV (JOHNSON et al., 1999). A 3TC trifosfato ndo possui o grupo 3'-hidroxila
necessario para replicacdo do &cido nucléico, o que interrompe o alongamento
da cadeia de DNA viral e, consequentemente, a replicagdo do HIV é impedida.
O insumo farmacéutico ativo destaca-se entre 0os agentes dessa classe pela
auséncia de reacdes adversas significativas (FLEXNER, 2012; HAMMER e
INOUYE, 1997; PERRY e FAULDS, 1997).
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Figura 3 - Estruturas quimicas da lamivudina e da desoxicitidina.
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A 3TC tem elevada biodisponibilidade oral (em torno de 86%), e atinge niveis
plasmaticos maximos dentro de 1 a 1,5 horas. Cerca de 70% de uma dose oral
€ eliminada de forma inalterada na urina, sendo necessario o ajuste da dose
em pacientes com disfungéo renal. A meia-vida plasmatica média é de 2 a 4
horas, mas a meia-vida intracelular varia de 10,5 a 15,5 horas (CAMMACK et
al., 1992; FLEXNER, 2012; HAMMER e INOUYE, 1997) ou de 15 a 19 horas
(MOORE et al., 1999; YUEN et al., 2004). A administracdo oral ou intravenosa
de 3TC demonstrou ser linear, com perfil farmacocinético dose-dependente, ou
seja, com valores de Cnax € ASC correlacionando com a magnitude da dose
(JOHNSON et al., 1999).

A meia-vida intracelular de 3TC trifosfato para regime de 150 mg duas vezes
ao dia e 300 mg uma vez ao dia nao difere significativamente (15,3 e 16,1 h,
respectivamente). A dose de 300 mg administrada uma vez ao dia tende a
produzir concentragdes intracelulares mais altas de lamivudina 5’-monofosfato
e lamivudina &5’-trifosfato. Entretanto, ndo ha evidéncias de toxicidade
associada ao aumento nas concentracbes dos metabolitos (MOORE et al.,
1999).

Um estudo multicéntrico, duplo-cego, randomizado, duplo-simulado e

controlado foi realizado envolvendo 554 adultos infectados pelo HIV (HIV-1,
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nivel de RNA = 400 cépias/mL e contagem de células CD4+ igual a 1100
células/mm?®) com o intuito de comparar o regime terapéutico contendo 300 mg
de 3TC administrada uma vez ao dia com o regime de 150 mg de 3TC
administrado duas vezes ao dia, ambos associados a EFV (600 mg) e AZT
(300 mg), durante um periodo de 48 semanas. Os resultados desse estudo,
revelaram que 300 mg de 3TC administrado uma vez ao dia produz supressao
virolégica equivalente em magnitude e durabilidade ao observado com o
regime de 150 mg de 3TC administrado duas vezes ao dia. Apos 48 semanas
de terapia, foi evidenciado que o regime de 300 mg de 3TC uma vez ao dia ndo
aumenta a incidéncia ou o tempo para emergir virus com a mutacao M184V ou
com resisténcia aos outros insumos farmacéuticos ativos em estudo. Desse
modo, houve equivaléncia na eficacia virolégica e no aumento da contagem
das células CD4+ nos dois tipos de regimes terapéuticos. Outra conclusao dos
autores foi que o regime de dose a ser administrado de 3TC parece ter pouca
influéncia em relacdo aos efeitos adversos, isso porque a seguranc¢a do insumo
farmacéutico ativo nao difere significativamente entre 300 mg uma vez ao dia e
150 mg duas vezes ao dia (DEJESUS et al., 2004).

YUEN et al. (2004) realizaram um estudo em um (nico centro, two-way,
cruzado conduzido com 60 voluntarios sadios para comparar a farmacocinética
de 3TC no plasma no estado de equilibrio e o metabdlito ativo de 3TC,
lamivudina 5-trifosfato, em células mononucleares do sangue periférico por um
periodo de 7 dias do tratamento com 300 mg de 3TC administrado uma vez ao
dia e com 150 mg de 3TC administrado duas vezes ao dia. Os resultados do
estudo demonstraram que as concentragfes plasmaticas em estado de
equilibrio de 3TC e as concentragOes intracelulares de 3TC-trifosfato foram

equivalentes entre os dois grupos de tratamento.

Diante do exposto, a administracdo de uma dose diaria de 300 mg de 3TC
permite manter o nivel terapéutico do insumo farmacéutico ativo, uma vez que
a meia-vida intracelular do metabalito ativo 3TC trifosfato é extensa. Por isso, 0
tratamento com 3TC € preconizado com a administracdo de 3TC uma vez ao

dia na dose de 300 mg ou duas vezes ao dia na dose de 150 mg.
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O BDDCS classifica um insumo farmacéutico ativo como de baixa
permeabilidade, quando ele é principalmente eliminado na forma inalterada por
via renal e/ou excrecdo biliar. Dessa forma, 3TC é classificada como um
insumo farmacéutico ativo de baixa permeabilidade, pois cerca de 70% da dose

€ excretada na urina na forma inalterada (WU e BENET, 2005).

Pelo sistema de classificagdo biofarmacéutico, alguns autores descrevem a
3TC como pertencente a classe 1 (PATEL e BARVE, 2012; SINGH et al.,
2011), enquanto outros descrevam guanto pertencente a classe 3 (APPARAO
et al., 2011; SHIVHARE, TAPAS e MATHUR, 2012). Strauch et al. (2011)
discutiram essa divergéncia com base nas caracteristicas de solubilidade e
permeabilidade. Para eles, a 3TC é classificada como classe 3 (alta
solubilidade e baixa permeabilidade), mas considerando que suas
caracteristicas de permeabilidade ndo estdo bem descritas e que existem
publicacdes cientificas com valores préximos ao limite para considera-la um
insumo com alta permeabilidade (biodisponibilidade absoluta > 90%), alguns
autores a descreverem como pertencente a classe 1 (alta solubilidade e alta

permeabilidade).

A 3TC constitui-se de um p6é branco a branco-amarelado e funde-se entre
176 °C e 178 °C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A 3TC é facilmente
solivel em agua (70 mg/mL a 20 °C), acido cloridrico 0,1 M e hidréxido de
sédio 0,1 M, ligeiramente solivel em MeOH e etanol e insolivel em acetona
(REMINGTON e BERINGER, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O
pKa do &cido conjugado é igual a 4,3 (protonacao do grupo NH,) e permanece
primariamente na forma n&o-ionizada quando dissolvida em agua. A 3TC é
muito estavel a luz e a temperatura, tanto no estado solido quanto em solucdes
aquosas (JOZWIAKOWSKI et al., 1996; MOFFAT, OSSELTON e WIDDOP,
2004; SOUZA e STORPIRTIS, 2004).
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1.4 Fumarato de tenofovir desoproxila

O fumarato de tenofovir desoproxila (Figura 4) pertence a classe dos INtTR do
HIV, e € um pro- lipofilico oralmente biodisponivel na forma de tenofovir
(CIHLAR et al., 2002; GALLANT e DERESINSKI, 2003).

Figura 4 - Estruturas quimicas de tenofovir, adenosina 5 monofosfato e fumarato de

tenofovir desoproxila.
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O Tenofovir € um analogo da adenina 5 monofosfato (Figura 4) e seu
metabolito  ativo, tenofovir difosfato, compete naturalmente com
desoxiadenosina trifosfato pelo sitio ativo da TR do HIV. A incorporagéo do
difosfato de tenofovir no DNA viral resulta na terminagdo da cadeia, uma vez

que carece do grupo hidroxila na posigao 3’, que agiria como ponto de ligagcéo
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para o proximo desoxiribonucleosideo trifosfato (FUNG, STONE e PIACENTI,
2002).

Trata-se do primeiro analogo nucleotideo aprovado pelo U. S. FDA, em 2001, e
incorporado ao SUS em 2004 para o tratamento do HIV (DUARTE, RAMOS e
PERREIRA, 2011). O TDF constitui-se de um sal de tenofovir disoproxil com
acido fuméarico, sendo sintetizado para melhorar a estabilidade no estado
sélido. E uma base fraca que € susceptivel a hidrélise pela agua e esterases
celulares (FARDIS e OLIYAI, 2008).

Os parametros farmacocinéticos para uma dose simples de 300 mg de TDF
sdo: 25% de biodisponibilidade oral, tempo necessario para atingir a
concentracéo plasmatica maxima (tmsax) de 1,0 £ 0,4 h, Cyhax de 296 £ 90 ng/mL
e ASC de 2287 + 685 ng x h/mL. Para multidoses (300 mg TDF), observa-se
Cmax 326 = 119 ng/mL e ASC 3324 + 1370 ng x h/mL. O volume de distribuicéo
éigual a 1,3 £ 0,6 L/kg, a ligacdo as proteinas plasmaticas 0,7% e as proteinas
séricas 7,2%. A meia vida sérica € de 17 h e intracelular de 10 a 50 h
(GALLANT e DERESINSKI, 2003).

A eliminacdo de TDF ocorre principalmente por via renal, filtracdo glomerular e
secrecdo tubular, com clearance de 510 mL/hora por kg, sendo 70 a 80%
recuperado na urina como tenofovir (BARDITCH-CORVO et al., 2001; FUNG,
STONE e PIACENTI, 2002; GALLANT et al., 2005). O insumo farmacéutico
ativo ndo sofre metabolismo hepatico, portanto, ndo interage com o sistema
citocromo P450 (GALLANT e DERESINSKI, 2003).

De acordo com o sistema de classificacédo biofarmacéutica, tenofovir pertence a
classe 3 por possuir alta solubilidade em meio aquoso e baixa permeabilidade.
O BDDCS classifica o tenofovir como classe 3 em decorréncia de sua baixa
permeabilidade, por ser pouco metabolizado e por sua eliminagdo ocorrer por
meio de processos absortivos e ser modulada por transportadores de efluxo
(BENET e BROCCATELLI, 2011). A secrecao tubular é mediada por absorcéo

especifica e por transportadores de efluxo que estdo localizados,
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respectivamente, nas membranas basolaterais e apicais dos tubulos renais
proximos (BONATE, REITH e WEIR, 1998).

O TDF possui solubilidade de 13,4 mg/mL em &gua destilada a 25 °C
(DECHRISTOFORO e PENZAK, 2004), é soluvel em MeOH e muito pouco
soltvel em diclorometano (THE INTERNATIONAL..., 2013). Constitui-se de um
pé cristalino branco ou quase branco, com coeficiente de particdo igual a 1,25
em tampao fosfato pH 6,5 a 25 °C (REMINGTON e BERINGER, 2006) e pka
igual a 3,75 (VIREAD®..., 2006).
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2 MATERIAIS

2.1 Insumos farmacéuticos ativos, substancias quimicas de referéncia e

excipientes

Efavirenz SQR USP 200 mg, lote FOG376, teor 99,8%.

Lamivudina SQR USP 200 mg, lote HOI378, teor 99,7%.

Fumarato de tenofovir desoproxila SQR USP 200 mg, lote F0J134, teor 99,1%.
Efavirenz matéria-prima, Nortec Quimica S.A., Rio de Janeiro, Brasil. Lote
57270, teor 99,94%.

Lamivudina matéria-prima, Fundagdo Ezequiel Dias (Coben Pharmaceutical
Co., China), lote interno 2011050113, teor 99,09%.

Fumarato de tenofovir desoproxila, Cristélia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil. Lote
12809, teor 99,43%.

Celulose MC 102, Blanver Farmoquimica Ltda., Itapevi, S&o Paulo, Brasil.
Amido parcialmente pré-gelatinizado, Colorcon do Brasil Ltda, Cotia, Sao
Paulo, Brasil.

Croscarmelose sodica, Colorcon do Brasil Ltda, Cotia, Sdo Paulo, Brasil.
Laurilsulfato de sédio, Cognis Brasil Ltda, Sado Paulo, Brasil.

Estearato de magnésio, Magnesia, Luneburg, Alemanha.

Alcool etilico 96 °GL grau farmacéutico, Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro, Brasil.

Agua purificada Rios 200, Millipore, Massachusettes, EUA.

Polivinilpirrolidona K30, Nanhang Industrial Co., Ltd, Hong Kong, China.
Opadry 7006, Colorcon do Brasil Ltda, Cotia, S&o Paulo, Brasil.

Dioxido de titanio, Kronos International, Inc., Texas, EUA.
2.2 Equipamentos

Agitador HEIDOLPH, modelo RZR2021, Alemanha.
Agitador ULTRA TURRAX®, IKA, modelo T50, Alemanha.

Agitador de tamises Retsch, modelo AS 200 control, Alemanha.
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Analisador de tamanho de particula por difracdo de raio laser, Malvern
Instruments Mastersizer 2000, Worcestershire, Inglaterra.

Aparelho de densidade compactada Vankel, modelo Top density Double,
Carolina do Norte, EUA.

Aparelho de fluidez Erweka, modelo GWF, Hamburg, Alemanha.

Balanca semi-analitica Gehaka, modelo BG 440, Séao Paulo, Brasil.

Coluna cromatogréfica de fase reversa Sun Fire® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um),
Waters, Massachusetts, EUA.

Compressora, Riva, modelo Piccola FR-U1205-0, Buenos Aires, Argentina.
Cromatografo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200, com forno, injetor
automatico e detector de arranjo de diodos (DAD), Waldbronn, Alemanha.
Desintegrador Erweka ZT3, Hamburg, Alemanha.

Dissolutor Varian, modelo VK 7025, Carolina do Norte, EUA.

Drageadora Erweka, modelo AR402, Hamburg, Alemanha.

Durémetro Erweka TBH 30 MD, Hamburg, Alemanha.

Espectrofotdmetro infravermelho Perkin Elmer Precisely Spectrum One B,
Beaconsfield, Inglaterra.

Espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu, modelo UV1800, Japéo.

Estufa modelo 520, Fanen, S&o Paulo, Brasil.

Friabilbmetro Erweka TA3R, Hamburg, Alemanha.

Paquimetro digital Mitutoyo, modelo 500-144B, Sao Paulo, Brasil.

Normalizador Granulador Oscilante Erweka, modelo FGS, Hamburg,
Alemanha.

Tamis malha 20, Bronzinox, Sao Paulo, Brasil.
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3 METODOS

3.1 Desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos contendo EFV, 3TC

e TDF em dose fixa combinada

Os comprimidos foram desenvolvidos na Divisdo de Desenvolvimento
Farmacotécnico e Biotecnolégico da Fundacdo Ezequiel Dias. Diante da
auséncia de puncao disponivel para a compressao da quantidade dos pés
(EFV, 3TC e TDF e excipientes), da aquisicdo de quantidade insuficiente dos
insumos farmacéuticos ativos ARV e do custo elevado envolvido na realizacao
de um estudo de biodisponibilidade relativa em voluntarios humanos sadios, as
formulacbes propostas foram produzidas visando a realizacdo do estudo

farmacocinético em coelhos.

Na literatura cientifica encontram-se descritos alguns estudos farmacocinéticos
apos administracdo de formas farmacéuticas sélidas contendo EFV e 3TC para
coelhos. Artigos cientificos com estudos farmacocinéticos de TDF em coelhos

nao foram encontrados na literatura.

Em 2012, Singh et al. realizaram um estudo farmacocinético utilizando coelhos
com o objetivo de comparar o medicamento industrializado Lamivir
comprimidos contendo 300 mg de 3TC com duas formulacdes farmacéuticas
sélidas orais de liberacdo controlada (bioadesivas flutuantes) contendo 3TC
desenvolvidas pelo grupo de pesquisa. Para o estudo, os coelhos foram
divididos em trés grupos de 6 animais: um grupo recebeu Lamivir e 0s outros
dois as formulagdes desenvolvidas. Amostras sanguineas de 1 mL foram
coletadas da veia marginal da orelha dos coelhos nos tempos 0,25, 0,5, 0,75,

1,2,4,6,8,10, 12, 14, 16 e 24 horas ap0s a administracdo oral da dose.

No mesmo ano, Chowdary e Annamma, realizaram uma avaliagdo
farmacocinética pré-clinica de EFV em uma formulacdo oral de complexo de
inclusdo do insumo farmacéutico ativo com ciclodextrina e polivinilpirrolidona.
Os pesquisadores compararam a farmacocinética de liberacdo do insumo

farmacéutico ativo sozinho e quando presente no complexo de inclusdo na
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dose de 10 mg/kg de coelho. O estudo foi realizado em um modelo crossover
com 6 animais. O complexo de inclusdo foi administrado oralmente em
capsulas gelatinosas duras e amostras de sangue de 2 mL foram coletadas na
veia marginal da orelha dos coelhos nos tempos 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 12 horas

apos administracao.

Em 2013, foi publicado outro estudo avaliando a biodisponibilidade de 50 mg
de EFV complexado com ciclodextrinas e tensoativo (solutol HS15). O estudo
foi realizado em um modelo crossover com 6 coelhos. Para a realizagdo do
experimento, as formulagbes foram administradas oralmente por meio de
capsulas gelatinosas duras e 3 mL de sangue foram coletados nos tempos 0
(branco), 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 12 horas ap6s administracdo (YOGANANDA e
CHOWDARY, 2013).

Neste estudo, o desenvolvimento farmacotécnico de EFV, 3TC e TDF em
comprimidos DFC foi realizado levando em consideracédo a conversdo da dose
dos ARV de humanos para coelhos. A determinacdo da dose equivalente para
coelhos foi realizada com base na equacdo a seguir, em que HED é a dose
equivalente & humana e o fator Km representa a dose em mg/m?. O fator Km
para coelhos € igual a 12 e para humanos € igual a 37 (REAGAN-SHAW,
NIHAL e AHMAD, 2007).

HED (mg/kg)
Km Animal/Km Humano

Dose Animal (mg/kg) =

Os valores HED para cada insumo farmacéutico ativo, destinados a um homem
de 70 kg, sdo: 600 mg de EFV e 300 mg de 3TC e TDF (BRASIL, 2008c).
Considerando o peso de 2,5 kg para os coelhos, a conversdo das doses
resultam em 66 mg de EFV e 33 mg de 3TC e de TDF. Assim, o comprimido
revestido contém 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg de TDF. O placebo foi
manipulado conforme as técnicas descritas para o comprimido, excetuando-se

0s insumos farmacéuticos ativos.



68

Para o desenvolvimento de uma formulacédo de comprimidos contendo os ARV
em estudo, foram produzidos quatro lotes piloto a partir de duas formulacdes
(Tabela 1), utilizando a técnica de granulagdo por via Umida e, posterior,
compressdo. As condicbes de preparo foram otimizadas de modo que os
comprimidos apresentassem parametros de controle de qualidade
(determinacédo de peso, friabilidade, teor, uniformidade de contetdo e teste de
desintegracdo) satisfatorios. O procedimento final de preparo encontra-se

descrito a seguir.

Tabela 1 - Formulagdes testadas para os comprimidos contendo efavirenz, lamivudina

e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada.

Formulagdes (% p/p)
Componente Funcéo na formulacéo
1 2
Efavirenz 26,4 26,4 IFA
Lamivudina 13,2 13,2 IFA
Fumarato de tenofovir desoproxila 13,2 13,2 IFA
Lactose monohidratada mesh 200 15,2 - Diluente
Celulose MC 101 11,5 - Diluente/Adsorvente
Celulose MC 102 11,5 30,2 Diluente/Adsorvente
Polivinilpirrolidona K-30 3,0 - Aglutinante
Croscarmelose sodica 3,0 5,0 Desintegrante
Laurilsulfato de sédio 2,0 2,0 Tensoativo
Estearato de magnésio 1,0 1,0 Lubrificante
Amido parcialmente pré-gelatinizado - 9,00 Aglutinante
Total 100 100

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; MC = celulose microcristalina.

Preparo da formulagdo. Os insumos farmacéuticos ativos 3TC e TDF e os
excipientes foram pesados e tamisados. EFV foi pesado na sua forma
micronizada. O granulado foi preparado utilizando EFV, lauril sulfato de sodio,
croscarmelose sodica (3%), amido pré-gelatinizado e agua purificada. A massa
obtida foi granulada em malha 3 e seca em estufa a 60 °C. O granulado foi

normalizado em granulador oscilante com malha 1,5 e, posteriormente, 3TC,
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TDF, celulose microcristalina e croscarmelose sodica (2%) foram
acrescentados ao granulado. Apdés a homogeneizacdo, adicionou-se o
estearato de magnésio. A compressao foi realizada utilizando punc¢éo de 9 mm
e 0S nucleos foram revestidos com mistura de Opadry 7600
(hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol 400, polietilenoglicol 8000), dioxido
de titanio, alcool etilico e agua. O envase foi realizado em frasco de plastico de
polietileno.

3.2 Caracterizacdo dos insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF

A identificagdo dos insumos farmacéuticos ativos foi realizada por
espectrofotometria de absorcéo na regiao do infravermelho e do ultravioleta. Os
pos dos insumos farmacéuticos ativos foram caracterizados em relacdo ao

tamanho de particulas, densidade e fluidez.

3.2.1 Espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos insumos
farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF e substancia quimica de referéncia

(SQR) foram obtidos por reflectancia atenuada total na faixa de 4000 a 650 cm™.

3.2.2 Espectrofotometria de absorcdo naregido do ultravioleta

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta do EFV, 3TC e TDF foram
obtidos na faixa de comprimento de onda (A) de 200 nm a 400 nm e os
comprimentos de onda correspondentes ao maximo de absor¢cdo foram
determinados. As concentracdes das solugdes de cada insumo farmacéutico ativo
foram escolhidas de modo a resultar em valores intermediarios de absorvancia
(MOFFAT, OSSELTON e WIDDOP, 2004). Como diluente foi utilizado MeOH e
obteve-se as soluc¢des nas concentragdes de 10,0 pg/mL para EFV, 10,0 pg/mL
para 3TC e 20,0 pg/mL para TDF.
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3.2.3 Analise de tamanho de particulas por difracdo de raio laser

A técnica de difracdo de raio laser, utilizada para determinar a distribuicdo do
tamanho das particulas, baseia-se na andalise do padrdo de disperséao
produzido quando as particulas sdo expostas a um feixe de luz monocromatica.
A distribuicdo do tamanho de particulas dos insumos farmacéuticos ativos EFV,
3TC e TDF foi realizada pela técnica de difracao de raio laser pelo método 6tico

de Fraunhofer. As condi¢cdes de analise estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigdes de anélise para a medida da distribui¢do de tamanho das

particulas de EFV, 3TC e TDF.

Condigdes de analise Descricéo e limites utilizados
Sensibilidade Normal
Faixa de tamanho analisada 0,02 a 2000,00 pm
Obscuragéo Entre 2% a 6%
Dispersante Ar sintético analitico 4.7 com presséo de 3,0 bar
Tempo de andlise 12 segundos

Para a realizacdo do teste foram pesados, aproximadamente, 5 g da amostra
que, posteriormente, foi colocada no interior do acessério Scirocco 2000
(Malvern Instruments, Worcestershine, Inglaterra), cuja bandeja vibratoria
introduz o pé no sistema e o dispersa por uma corrente de ar seco. Os
resultados da analise de tamanho de particulas foram expressos como a média

de duas determinacgdes sucessivas da mesma amostra.

3.2.4 Determinacado da densidade aparente e compactada dos insumos

farmacéuticos ativos

As determinacbes das densidades, aparente (antes da compactagédo) e
compactada (apés a compactacdo), dos insumos farmacéuticos ativos foram
realizadas com o objetivo de conhecer as propriedades dos pos e auxiliar no

planejamento da formulagao.

As densidades, aparente e compactada, foram calculadas conforme a equacéo
(THE UNITED..., 2012):
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g _M
7
g _M
C_Vf

em que,

M = massa (g) utilizada do pé;

V, = volume inicial (mL) do p6 na proveta (volume aparente);
V¢ = volume final (mL) do p6 na proveta (volume compactado);
da = densidade aparente (g/mL);

dc = densidade compactada (g/mL).

O teste foi realizado em duplicata utilizando um equipamento especifico dotado de
duas provetas. A densidade aparente foi determinada, individualmente, transferindo
livremente uma massa conhecida do pé para proveta de vidro de 100 mL, de
modo que a massa pesada ocupasse no minimo o volume de 50 mL da proveta
(50% do volume interno) e calculada a partir do volume obtido. Em seguida, a
densidade compactada foi determinada submetendo o p6 a uma velocidade de

300 batidas por minuto.

3.2.5 Determinacao da fluidez dos insumos farmacéuticos ativos pelo

método do dngulo de repouso

A fluidez é interpretada como a resisténcia que as particulas se opdéem ao
movimento. A técnica utilizada para a medida de fluidez dos pos foi a
determinacao do angulo de repouso (o), que € uma caracteristica relacionada a
friccdo interparticular, ou seja, a resisténcia ao movimento entre particulas
(BRITISH..., 2011; LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001; STANIFORTH,
2005). O angulo de repouso foi determinado de acordo com o método da altura
fixa do funil e do cone de base. Deixou-se cair uma quantidade padronizada de
po (45 g), o mais regularmente possivel e com vibracéo, a partir do orificio de

um funil com diametro de 1,2 cm. A distancia entre o funil e a base para a
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analise da fluidez foi mantida constante durante todo o procedimento.
Posteriormente, o angulo de repouso foi calculado com as medidas do raio (R)
e da altura (H) do cone de p6 formado, de acordo com a equacéo:

o H
ga=ry

em que,
o = angulo de repouso;

tg a = tangente do angulo de repouso;
H = altura do cone formado (cm);

R = raio do plano horizontal formado pelo cone (cm).

3.3 Caracterizacdo dos pés dos granulos e da mistura final

Os granulos e a mistura final dos pds, antes da compressao, do lote piloto 3 da
Formulacdo 2 foram caracterizados. Os granulos contendo EFV foram
caracterizados quanto a sua granulometria e a mistura final dos p6s em relagéo

a densidade e a fluidez.

3.3.1 Anélise granulométrica por tamisacao dos granulos

A distribuicdo dos tamanhos de particula dos granulos normalizados e dos
granulos secos foi determinada por tamisacdo a partir de 25 g de amostra e
utilizando sucessivos tamises com abertura de malha (n°® Mesh) de 74 pm
(200), 149 pm (100), 177 pm (80), 250 pum (60), 420 pm (40), 500 um (35) e
710 um (25) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A anélise foi realizada em
duplicata e a porcentagem de granulometria individual foi calculada pela razéo
entre a quantidade da amostra retida em cada tamis e a massa total da
amostra pesada. As médias dos tamanhos dos granulos foram calculadas de

forma individual e acumulada a cada abertura de malha.
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3.3.2 Determinacao da densidade aparente e compactada da mistura final

de pos

As determinacOes das densidades, aparente e compactada, foram realizadas
para a mistura final de pds, anteriormente ao processo de compressao,

conforme procedimento descrito no item 3.2.4.

3.3.3 Determinacao da fluidez dos granulos e da mistura final dos p6s

pelo método do anqulo de repouso

A fluidez da mistura final dos pés foi determinada pelo método do angulo de

repouso, conforme descrito no item 3.2.5.

3.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos preparados

Os comprimidos contendo EFV 66 mg, 3TC 33 mg e TDF 33 mg em DFC foram
analisados quanto aos testes de determinacdo de peso, dureza, friabilidade,
teor, uniformidade de conteudo e teste de desintegracdo com o intuito de
avaliar sua qualidade e a eficiéncia do processo de producdo. As analises de
controle de qualidade foram realizadas para os lotes pilotos das formulacdes

preparadas.

3.4.1 Determinacao de peso

O peso médio foi obtido a partir de 20 comprimidos. A massa individual de cada
comprimido foi determinada, bem como os desvios porcentuais das unidades
em relacdo ao peso médio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

3.4.2 Teste de dureza e friabilidade

O teste de dureza foi executado, mecanicamente, com 10 comprimidos néo
revestidos, eliminando qualquer residuo superficial antes de cada
determinacao. Os comprimidos foram testados individualmente e obedecendo a

mesma orientacdo ao serem colocados no equipamento automético. O



74

resultado foi expresso pelo valor médio das determinacdes, sendo meramente
informativo (FARMACOPEIA BRASILEIRA..., 2010).

Para o teste de friabilidade, 20 comprimidos nao revestidos foram submetidos a
rotacdo de 25 rpm durante 4 minutos, totalizando 100 rotacdes. Determinou-se
a friabilidade em func&o da porcentagem de perda de p6 a partir da diferenca
entre o peso inicial e final. Consideram-se aceitaveis as perdas inferiores a
1,5% do peso (FARMACOPEIA BRASILEIRA..., 2010).

3.4.3 Teste de desintegracao

O tempo de desintegracao foi determinado com seis unidades de comprimidos
revestidos com filme utilizando um disco em cada tubo e agua a 37 + 1 °C
como liquido de imersdo. O limite de tempo maximo especificado para que
ocorra a desintegracdo da forma farmacéutica sélida € de 30 minutos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA..., 2010).

3.4.4 Teor dos comprimidos

O teor dos comprimidos contendo EFV, 3TC e TDF foi determinado utilizando o
método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) desenvolvido e
validado nesse estudo (Capitulo 3). Vinte comprimidos foram pulverizados e
pesou-se 0 equivalente a um peso médio para baldo volumétrico de 50 mL,
adicionaram-se 40 mL de MeOH, submeteu-se ao ultrassom por 20 minutos e
completou-se o volume com o mesmo solvente. Da solugdo anterior, 5 mL
foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o volume
com Fase movel e homogeneizou-se. Paralelamente, prepararam-se Solucao
padrao para EFV, 3TC e TDF a 66,0 pg/mL, 33 pg/mL e 33 pg/mL,

respectivamente (Capitulo 3).

3.4.5 Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitarias dos comprimidos foi determinada pelo
método de uniformidade de conteldo. Determinou-se o teor de 10 unidades
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dos comprimidos, utilizando-se o método por CLAE validado para a
determinacdo do teor dos insumos farmacéuticos ativos em estudo (Capitulo
3).

No preparo da amostra, transferiu-se um comprimido inteiro para baldo
volumétrico de 50 mL e adicionaram-se 40 mL de MeOH. Submeteu-se ao
ultrassom, por no minimo 20 minutos, até completa desintegracdo dos
comprimdos e solubilizacdo dos insumos farmacéuticos ativos. Em seguida, o
volume foi completado com o mesmo solvente, homogeneizou-se e filtrou-se,
desprezando os primeiros mililitros do filtrado. Transferiram-se 5 mL para baléo
volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com a Fase movel e

homogeneizou-se. O valor de aceitacao (VA) foi calculado.

3.4.6 Teste de dissolucao

Atualmente, ndo existem meétodos de dissolucdo publicados para a
quantificacdo simultanea de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de DFC. O
objetivo de realizar o teste foi verificar o desempenho in vitro da liberacdo dos

insumos farmacéuticos ativos a partir da forma farmacéutica sélida preparada.

3.4.6.1 Condic¢0Oes sink

As condicdes sink de EFV, 3TC e TDF foram verificadas a partir da solubilidade
dos ARV em &gua, &cido cloridrico 0,1 M (HCI 0,1 M) e lauril sulfato de s6dio
1,0 e 2,0% (p/v). Adotou-se o critério da condi¢do correspondente ao volume
trés vezes superior ao obtido em solucdo saturada de cada insumo
farmacéutico ativo (BRITISH..., 2011). Por exemplo, considerando a dose de 66
mg de EFV por comprimido e o volume de 500 mL, a condigdo sink para o
insumo farmacéutico ativo é alcancada em meios com capacidade de
solubilizar, no minimo, 0,40 mg/mL de EFV. Assim, a quantidade de EFV
presente na formulacdo (66 mg) deve ser solivel em 1/3 do volume do meio

utilizado na dissolugéo (167 mL) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Célculos das condicdes sink para efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila.

Volume de Concentracéo

- . Dose por . .
Insumo farmacéutico ativo o meio de na condicao
comprimido i . )
dissolucéo sink

Efavirenz 66 mg 0,4 mg/mL
Lamivudina 33 mg 500 mL 0,2 mg/mL
Fumarato de tenofovir desoproxila 33 mg 0,2 mg/mL

Para a realizacdo do teste foram adicionados, separadamente, em erlenmeyers
cerca de 75 mg de EFV, 50 mg de TDF e 50 mg de 3TC em 50 mL de cada
meio de dissolucao (dgua, HCI 0,1 M e lauril sulfato de sédio 1 e 2% p/v). O
ensaio foi realizado em duplicata. Os erlenmeyers foram mantidos tampados,
sob agitacdo magnética, a 25 °C por um periodo de 24 horas. Apés esse periodo,
aliquotas de cada erlenmeyer foram retiradas, filtradas em membrana de 0,45
um de porosidade e diluidas até concentracdo adequada (concentracdo que
esteja dentro da faixa linear) com os meios de dissolucdo. As solugdes foram
analisadas pelo método analitico por CLAE, conforme descrito no Capitulo 3.

As Solugbes padréo de EFV a 132 pg/mL, 3TC a 66 pg/mL e TDF a 66 pg/mL
foram preparadas, sendo primeiramente diluidas com MeOH e em seguida com
0 meio de dissolucdo. As solubilidades dos insumos farmacéuticos ativos foram
calculadas em cada meio com o objetivo de verificar o alcance da condicdo

sink.

3.4.6.2 Perfis de dissolu¢cdo dos comprimidos

Os perfis de dissolucao foram realizados para o lote piloto 3 da Formulagéo 2
em agua purificada, HCI 0,1 M, lauril sulfato de sodio 1 e 2% (p/v). O estudo do
perfil de dissolugéo foi conduzido em 500 mL de meio com agitagéo por pas em
velocidade de 100 rpm para todos os meios testados. Aliquotas de 5 mL foram
retiradas, sem reposicdo, nos tempos de coleta de 5, 10, 15, 30, 45 e 60

minutos, filtradas em filtro 0,45 pum e injetadas no cromatdgrafo. A quantificacéo
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dos insumos farmacéuticos ativos em solucédo foi realizada por CLAE, no A
méaximo de 260 nm, de acordo com o método desenvolvido e descrito no

Capitulo 3.

A seletividade em relacdo ao placebo e aos meios de dissolucéo utilizados foi
verificada com o intuito de garantir a auséncia de interferentes nas respostas
dos insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF. Para isso, injetaram-se no
cromatdgrafo Solucéo placebo e Solugao padréo, conforme descrito a seguir.

A Solucdo placebo foi preparada transferindo-se 128,09 mg de placebo
(quantidade presente em um peso médio) para baldo volumétrico de 50 mL e
diluindo-se com MeOH. Em seguida, transferiram-se 5 mL da solucdo para

baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com meio de dissolucéao.

A Solucbes padrao foi preparada transferindo-se 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC
e 33 mg de TDF para baldo volumétrico de 50 mL e diluindo-se com MeOH.
Transferiram-se 5 mL para baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o

volume com meio de dissolugéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento farmacotécnico e controle de qualidade de

comprimidos contendo EFV, 3TC e TDF em dose fixa combinada

Insumos farmacéuticos ativos altamente permeaveis, mas praticamente
insoliveis em 4gua, frequentemente demonstram baixa absorcéo
gastrointestinal em decorréncia da inadequada solubilidade nos fluidos
gastrointestinais (AUNGST et al., 2002). O EFV sendo um insumo farmacéutico
ativo com alta permeabilidade e baixa solubilidade, apresenta problemas de
biodisponibilidade. = Sua  velocidade de  dissolugdo intrinseca é
consideravelmente baixa (0,037 g/min/cm?), o que sugere problemas de
absorcao limitados pela taxa de dissolucédo (SATHIGARI et al.,, 2009). Uma
velocidade de dissolucdo intrinseca menor que 0,1 mg/min/cm? pode ser um
fator limitante da taxa de absorgdo de um insumo farmacéutico ativo (KAPLAN,
1972; YU et al., 2004). Assim, a realizagdo de um estudo farmacocinético
preliminar em animais com a administracao da formulacdo proposta contendo
EFV é primordial para evitar insucessos em estudos de biodisponibilidade em

voluntarios humanos, cujo custo € elevado.

Os coelhos foram os animais escolhidos para a realizacdo do experimento pelo
fato de cada animal possuir volume sanguineo suficiente para as coletas
necessarias na construcdo do perfil de biodisponibilidade dos insumos
farmacéuticos ativos apds administracdo Unica de um comprimido e por gerar
caracteristicas farmacocinéticas basicas que podem ser extrapoladas para
humanos (BRASIL, 2008d; ETTE, GARG e JAYARAJ, 2004; MORRIS e
DARRIS, 1993). Também, sdo animais de experimentacdo de facil obtencéao,
manuseio, cuidado e sdo capazes de deglutir inteiramente o comprimido
desenvolvido, mantendo as caracteristicas da forma farmacéutica. A raca Nova
Zelandia, branca, € a mais utilizada entre os coelhos como modelo
experimental (DAMY et al., 2010).

O desenvolvimento farmacotécnico foi realizado em conjunto com os testes de

controle de qualidade. Assim, cada formulacdo desenvolvida foi avaliada e
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caso nao cumprisse com o0s parametros de controle de qualidade
estabelecidos, mudangas eram propostas para otimizar a formulagdo ou o

processo até obtencdo de uma com caracteristicas adequadas.

A compressao direta € um processo em que o insumo farmacéutico ativo e os
excipientes sdo misturados secos e, ap0s, compactados. Entretanto, para que
esse processo seja bem sucedido, a mistura de pos a ser comprimida precisa
possuir certas propriedades como alta fluidez, baixa tendéncia a segregacéo e
alta compactabilidade (GOHEL e JOGANI, 2005).

O aumento na densidade dos pos, muitas vezes, é necessario para melhorar
as propriedades das particulas (como, por exemplo, fluxo dos poés e
compressdo) que sao parametros importantes para a producdo de
medicamentos. Também, permite minimizar o volume dos pés para a producao
de formas farmacéuticas com tamanhos aceitaveis pelos pacientes (HANCOCK
et al., 2013).

O EFV caracteriza-se por ser um poé fino, 90% das particulas possuem
tamanho menor ou igual a 4,721 um [d(0,9) = 4,721 um], de baixa densidade
(0,362 mg/mL), o que, consequentemente, resulta em maior volume de po.
Esses resultados corroboram com dados ja publicados que descrevem EFV
como um insumo farmacéutico ativo hidrofébico com baixa densidade e alta
resisténcia ao fluxo (VIANA et al., 2006).

Pds cuja fluidez € muito baixa, uma etapa possivel de pré-tratamento, antes da
compressédo, € a granulacdo por via umida (PATEL, KAUSHAL e BANSAL,
2006). Para aumentar a densidade do p6 de EFV e melhorar as propriedades

de fluxo, optou-se por essa técnica.

A granulacdo por via umida é um processo muito utilizado na industria
farmacéutica, pois permite melhorar o controle da uniformidade de contetdo do
insumo farmacéutico ativo quando presente em baixa concentracdo, bem como

o controle da densidade da massa obtida e, finalmente, para a
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compactabilidade do insumo farmacéutico ativo quando estiver presente em
altas proporcdes na formulagéo (FAURE, YORK e ROWE, 2001).

Ao iniciarmos o preparo da Formulacao 1, EFV foi submetido a granulacéo por
via umida utilizando como solucdo aglutinante polivinilpirrolidona K30 e agua.
Entretanto, em decorréncia da hidrofobicidade do insumo farmacéutico ativo, o
pé ndo tinha molhabilidade suficiente o que tornava impossivel a formacgéo de
uma massa coesa, restando apenas o liquido separado do p6. Para resolver o
problema de molhabilidade, acrecentou-se na formulacdo lauril sulfato de
sadio. O lauril sulfato de sédio € um surfactante aniénico, utilizado como agente
solubilizador em proporgcbes maiores que 0,0025% p/p e como agente
lubrificante entre 1,0 a 2,0% p/p (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009). Apos
essa acao, foi obtida uma massa coesa contendo EFV capaz de ser submetida

a granulacao.

A polivinilpirrolidona foi utilizada na formulacdo como agente aglutinante na
proporcao de 3% p/p, estando em conformidade com a faixa recomendada de
0,5 a 5% p/p. Como adjuvante farmacotécnico, a lactose foi utilizada como
aglutinante e diluente, com o intuito de melhorar a mistura com os
componentes da formulacdo e auxiliar a acdo da polivinilpirrolidona (ROWE,
SHESKEY e QUINN, 2009).

A celulose microcristalina é um excipiente de ampla utilizacédo e, em termos de
tecnologia de compressao, € empregada como diluente e aglutinante, que
melhora as propriedades de compactabilidade quando adicionada as
formulacbes (EDGE et al., 2000). A celulose microcristalina 101 foi
acrescentada durante a etapa de granulacdo por via umida para possibilitar a
formacdo do granulado e agir como agente desintegrante na concentragcéo
recomendada entre 5 a 15% p/p (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009). A
celulose microcristalina 102 foi utilizada extra-granulado na formulagéo e, por
possuir particulas de maior tamanho, sua presenca favorece o escoamento dos
pos, porém prejudica a compactacdo em relacdo a celulose microcristalina 101
(RAMIREZ e ROBLES, 2011).
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A croscarmelose soédica foi utilizada nas formulacdes dos comprimidos como
desintegrante, propor¢cao recomendada de 0,5% a 5,0% p/p. Como seu uso foi
destinado a granulagéo por via Umida, ela foi adicionada no estagio umido e
seco do processo, ou seja, intra e extra-granulado, respectivamente (ROWE,
SHESKEY e QUINN, 2009). A croscarmelose sédica € um sal de sodio de
ligacdo cruzada de carboximetilcelulose, altamente hidrofilico, de modo a
possuir alta capacidade de inchamento ao entrar em contato com a 4gua. Por
isso, produz rapida desintegracdo quando utilizada em formas farmacéuticas
orais (TANUWIJAYA e KARSONO, 2013).

O estearato de magnésio foi utilizado como lubrificante na concentragdo de
1,0% p/p, quantidade em conformidade com o limite recomendado pela
literatura (0,25% a 5,0% p/p). Devido as caracteristicas hidrofobicas do
excipiente, sua concentracdo na formulacdo deve ser a menor possivel para
evitar o retardo na dissolugcdo dos insumos farmacéuticos ativos a partir da
forma farmacéutica sdélida (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009).

O tamanho médio dos granulos obtidos estd diretamente relacionado a
molhabilidade da matéria-prima. Isso porque quanto maior a hidrofobicidade da
mistura, menor é o crescimento do granulo durante o processo de granulacao
por via umida (BELOHLAV et al., 2007). A granulacéo de EFV em conjunto com
0s outros excipientes melhorou a fluidez da mistura final em relagéo aos fluxos
dos insumos farmacéuticos ativos isolados. A formulagdo obtida né&o
apresentou o0s teores dos insumos farmacéuticos ativos no intervalo
estabelecido de 90,0 a 110,0% da quantidade teérica, sendo menor que 90,0%
para EFV (74,31%) e maior que 110,0% para 3TC (137,32%) e TDF (125,18%).

Uma segunda formulagcdo (Formulagcdo 2) foi preparada usando amido
parcialmente pré-gelatinizado como agente aglutinante. O amido pré-
gelatinizado € utilizado como agente aglutinante na formulacdo quando
presente na proporcédo de 5 a 10% p/p e possui como vantagens melhorar as
caracteristicas de fluxo e de compressdo (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009).
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Rahman et al. (2008) estudaram os efeitos do amido parcialmente pré-
gelatinizado e da polivinilpirrolidona como agentes aglutinantes em duas
formulag@es diferentes de comprimidos contendo 3TC preparados pelo método
de granulacdo por via Umida. Como resultado, o amido parcialmente pré-
gelatinizado atuou como um excelente aglutinante ao produzir granulados
compressiveis e comprimidos com dureza e friabilidade adequadas quando
comparado com aqueles preparados com polivinilpirrolidona. Além disso,
contribuiu positivamente no desempenho da formulacdo nos testes de

desintegracéo e dissolucao, por possuir acdo desintegrante.

Na Formulagdo 2, a proporcdo de croscarmelose sddica foi aumentada para
5%, sendo 3% utilizada no estagio umido e 2% extra-granulado. A adicao do
amido pré-gelatinizado contribuiu para reduzir a complexidade da formulacdo
ao substituir a polivinilpirrolidona, a lactose e a celulose microcristalina 101
utilizados na Formulagéo 1.

Outra diferenca nos componentes da Formulacdo 2 foi o aumento na
quantidade de celulose microcristalina 102 de 11,50% para 30,20% p/p. A
celulose microcristalina 102 possui como fungdo farmacotécnica as
propriedades de diluente (20 a 90% p/p) e adsorvente (20 a 90% p/p) (ROWE,
SHESKEY e QUINN, 2009). Além disso, possui uma forma mais granular,
apresentando maior fluidez em relacdo a celulose microcristalina 101.
Lahdenpaa, Antikeinen e Yliruusi (2001) demonstraram que comprimidos
contendo porcentagens mais altas de celulose microscristalina 101 exibiam alta
dureza e baixo tempo de desintegracdo, enquanto comprimidos contendo
celulose microcristalina 102 possuiam menor dureza, menor tempo de

desintegracéo e pequena variacao de peso.

O primeiro lote piloto da Formulacgéo 2 foi submetido aos testes de controle de
qualidade e o resultado para o teor de EFV foi insatisfatério (80,81%), sendo
menor do que 90,0% do valor rotulado. Entretanto, os teores de 3TC e TDF
foram satisfatorios (98,53% e 93,81% para 3TC e TDF, respectivamente). Os

resultados obtidos para o teste de uniformidade de conteddo foram
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insatisfatorios no primeiro estagio para os trés insumos farmacéuticos ativos
ARV.

Uma possivel justificativa para o baixo teor de EFV € a retencdo do insumo
farmacéutico ativo no processo de tamisacédo inicial. A utilizacdo do insumo
farmacéutico ativo na forma micronizada, em alta dosagem (presente em alta
concentragdo na formulagdo) e com caracteristica de baixa fluidez favorece a
adesdo das particulas a superficie dos instrumentos utilizados durante o
processo, em decorréncia da formacdo de carga estatica em sua superficie
(ENEAS, 2008). Os pos farmacéuticos s&o, principalmente, compostos por
particulas finas de material isolante que estdo em contato uns com os outros ou
com as diferentes superficies que os rodeiam. Esses contatos causam a
doacdo ou recepcdo de elétrons durante os varios processos. A troca de
elétrons ocorre devido a diferenca de potencial entre as superficies dos corpos
que estdo em contato, bem como pode ser influenciado por diferengas no
tamanho de particulas e na rugosidade da superficie (KARNER e URBANETZ,
2011). Cargas opostas tendem a se atrairem, aumentando a coesao entre as
particulas isolantes e superficies metélicas ou entre as particulas isolantes em

si 0 que, consequentemente, diminui a fluidez dos pos.

Considerando que a Formulacéo 2 apresentou melhores resultados no teste de
teor dos ARV quando comparada a Formulacgéo 1, ela foi escolhida como ponto
de partida para a realizacdo das modificacbes pertinentes para que 0s

comprimidos fossem satisfatérios quanto aos testes de controle de qualidade.

Dessa forma, um segundo lote piloto da Formulacdo 2 foi preparado com a
supresséo da etapa de tamisacao inicial do EFV. A modificacdo do processo
teve como objetivo minimizar a perda de EFV que, por estar na forma
micronizada, adquire eletricidade estatica com o atrito entre as particulas e
entre as particulas e o metal do tamis, 0 que resulta na retencdo do insumo
farmacéutico ativo na malha do tamis. Os teores obtidos no segundo lote piloto
da Formulacdo 2 foram satisfatorios para todos os ARV. Na analise da

uniformidade de conteddo, o teste foi insatisfatério no primeiro estagio para
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3TC, atingindo valores limitrofes ao VA maximo tolerado. Por isso, foi realizado

0 segundo estagio previsto no teste e o resultado continuou insatisfatério.

Preparou-se um terceiro lote piloto da Formulacdo 2 mantendo o mesmo
procedimento do segundo lote piloto, porém em quantidade superior de
comprimidos. A qualidade foi atestada pelos resultados satisfatérios em todos
os testes de controle de qualidade realizados.

Durante o preparo do terceiro lote piloto da Formulacdo 2, a umidade residual
dos granulos, determinada pelo método de Karl Fischer, foi controlada e
considerada aceitavel entre os valores de 1,5% a 2,5%. Conforme Lachman,
Lieberman e Kanig (2001), granulos que contém 2% a 4% de umidade
produzem comprimidos menos friaveis. O controle da umidade dos granulos
resultou na obtencdo de comprimidos com friabilidade dentro dos limites
aceitaveis (item 4.4.2).

Uma mistura excessivamente Umida proporciona maior resisténcia a passagem
da massa pela malha do granulador e a obtencédo de granulos mais duros apos
a secagem. A secagem excessiva pode interferir na eficiéncia de coesao entre
as particulas, principalmente, se o agente aglutinante necessitar de umidade
residual e, dessa forma, podendo afetar a friabilidade dos granulos (COUTO,
ORTEGA e PETROVICK, 2000). Por isso, é necessario o controle da umidade
dos granulos durante e ap6s o processo de secagem. A temperatura de
secagem, o tempo de secagem e a umidade dos granulos sédo importantes
parametros do processo para obtencdo de granulos com caracteristicas

aceitaveis e compressiveis.

Apds a compressdo, os comprimidos foram revestidos com o intuito de
melhorar o aspecto visual e mascarar o sabor desagradavel dos insumos
farmacéuticos ativos. Utilizou-se o revestimento pelicular com o polimero
Opadry® 7006 (hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol 400, polietilenoglicol
8000) disperso em uma mistura de agua purificada (19,8 g) e etanol (115,7 g),
sob agitacdo mecénica, por 45 minutos. Paralelamente, dioxido de titanio foi
disperso em etanol (15 g) com auxilio do agitador Ultra-Turrax® (IKA,
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Alemanha) por 5 minutos. A suspensdo de revestimento foi obtida misturando
os sistemas contendo o Opadry® 7006 e o diéxido de titanio. Acrescentou-se
mais 15 g de etanol e submeteu-se ao agitador Ultra-turrax® por 5 minutos.

O revestimento foi realizado em drageadeira rotativa. Os nucleos foram
aquecidos previamente a 47 °C em uma velocidade rotacional de 60 rpm. Apos
0 aquecimento, a velocidade foi aumentada para 130 rpm até o final do
processo e a temperatura dos nucleos foi mantida entre 35 °C a 45 °C. O fluxo
de asperséo da suspensao de revestimento foi mantido constante durante todo

O pProcesso.

As dimensdes dos comprimidos preparados foram medidas com auxilio de
paquimetro. Os comprimidos obtidos sédo revestidos, brancos e bicdncavos.
Possuem diametro médio de 9,12 mm e as faces convexas com espessura no

ponto mais alto de 3,92 mm e no ponto mais baixo de 1,97 mm (Figura 5).

Figura 5 - Comprimidos revestidos contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila em dose fixa combinada.

Apesar da elevada massa de insumos farmacéuticos ativos, a formulagcéo
proposta neste trabalho é viavel em termos tecnolégicos e pode ser util para
melhorar a adeséo de pacientes a terapia ARV.
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4.2 Caracterizacdo dos insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF

4.2.1 Espectrofotometria de absorcado na regido do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho para os insumos
farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF e SQR foram determinados por
reflectancia atenuada na faixa de 4000 a 650 cm™ (Figuras 6 a 8). As
atribuicdes das principais bandas para cada insumo farmacéutico ativo foram
coincidentes com as principais bandas das SQR e estdo descritas nas Tabelas
4 a6.

Figura 6 - Espectro de absorc&o no infravermelho de efavirenz substancia quimica de

referéncia (A) e insumo farmacéutico ativo (B) por reflectancia atenuada.
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Tabela 4 - Atribuicdes das principais bandas de absorcéo de efavirenz no

infravermelho.
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Namero de onda (cm™) | Atribuicéo
3314 estiramento N-H
2250 estiramento de ligacao tripla tipica de exociclo
1746 estiramento C=0
1495 estiramento C=C de anel aromatico
1196 estiramento de éster
1185 estiramento C-F
1074 deformacéo C-H
977 deformacéo C-H
835 anel benzénico substituido
744 estiramento C-CI

Figura 7 - Espectro de absorg&o no infravermelho de lamivudina substancia quimica de

referéncia (A) e insumo farmacéutico ativo (B) por reflectancia atenuada.
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Tabela 5 - Atribuicdes das principais bandas de absor¢do de lamivudina no

infravermelho.

650,0

NGmero de onda (cm™) | Atribuicdo

3324 estiramento N-H
3196 estiramento O-H
1634 estiramento C=N
1651 estiramento C=0
1610 estiramento C=C + C=N
1397 deformacgéo O-H
1087 estiramento R-O-R

726 estiramento C-S
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Figura 8 - Espectro de absorc&o no infravermelho de fumarato de tenofovir desoproxila

substéncia quimica de referéncia e insumo farmacéutico ativo por reflectancia atenuada.
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Tabela 6 - Atribuicdes das principais bandas de absor¢édo de fumarato de tenofovir

desoproxila no infravermelho.

NGmero de onda (cm™) | Atribuicéo

3213 estiramento O-H
2985 estiramento N-H
1031 estiramento C-N
1257 estiramento P=0
1668 estiramento C=N
1754 estiramento C=0

No infravermelho por reflectancia atenuada, o espectro é obtido diretamente da
amostra em contato com a superficie do cristal optico (elemento de refleccédo
interno do equipamento). As medidas de espectrofotometria de absorcao
realizadas na regidao do infravermelho no modo de reflexdo fornecem
informacdes espectrais equivalentes aquelas obtidas pelo modo de
transmissédo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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4.2.2 Espectrofotometria de absorcao na regido do ultravioleta

Os espectros de absorcdo na regiao do ultravioleta de solugcdo de EFV (10,0
pg/mL), 3TC (10,0 pg/mL) e TDF (20,0 pg/mL) foram tracados utilizando MeOH

como diluente e determinaram-se os maximos de absorvancia (Figura 9).

Figura 9 - Espectros no ultravioleta de EFV 10 pug/mL, 3TC 10 ug/mL e TDF 20 pug/mL em

metanol e tragado no A 260 nm escolhido para as analises cromatograficas.

0,80000 v T T T T

Abs

0,40000

0,00000
200,00 260,00 300,00 400,00
nm

Os A maximos identificados para EFV foram 212 nm, 247 nm e 291 nm, para
3TC foram 220 nm e 271 nm e para TDF foram iguais a 215 nm e 260 nm. O
tracado no espectro demonstra que os ARV absorvem consideravelmente os
raios ultravioleta em A igual a 260 nm. Esse comprimento de onda foi
selecionado para a determinacdo de EFV, 3TC e TDF nas analises
cromatograficas (Capitulo 3), pois possui intensidade adequada para

quantificacdo simultanea dos insumos farmacéuticos ativos.

4.2.3 Andlise de tamanho de particulas por difracdo de raio laser

Conhecer o tamanho das particulas € importante para a caracterizacdo dos

insumos farmacéuticos ativos e das formulagbes farmacéuticas (THE
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UNITED..., 2012). As distribuicbes do tamanho das particulas para cada

insumo farmacéutico ativo estdo demonstradas nas Figuras 10 a 12.

Figura 10 - Curva de distribuicdo média do tamanho de particulas de efavirenz.
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Figura 11 - Curva de distribuigdo média do tamanho de particulas de lamivudina.
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Figura 12 - Curva de distribuicdo média do tamanho de particulas de fumarato de

tenofovir desoproxila.
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Os valores dos percentis da distribuicdo de tamanho [d(0,1), d(0,5) e d(0,9)]
foram calculados, pelo software Mastersizer 2000™ versédo 5,60 e referem-se,
respectivamente, a média dos diametros de particulas nos intervalos abaixo de
10, 50 e 90% na curva de distribuicdo de tamanho. A partir desses dados,
calculou-se o indice de polidispersdo para o tamanho das particulas dos
insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF (Tabela 7). O célculo é
realizado pela diferenca entre d(0,9) e d(0,1), seguido de divisdo por d(0,5).
Esse indice representa a variacdo do tamanho de particula de determinada
matéria-prima em relacdo a sua média. Isso indica o qudo dispersos 0s

tamanhos das particulas estdo em relacdo ao valor central (PINTO, 2012).

Tabela 7 - Resultados obtidos de distribuicdo média dos diferentes tamanhos de

particulas para efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila.

Insumo farmacéutico a a a indice de
) d(0,1) d(0,5) d(0,9) o
ativo polidisperséo
Efavirenz 0,681 2,093 4,721 1,930
Lamivudina 3,320 27,826 96,193 3,338

Fumarato de tenofovir
2,366 28,757 283,607 9,780

desoproxila

#d(0,1) um, d(0,5) um e d(0,9) um correspondem a 10, 50 e 90% da distribuicio acumulada do
didmetro da particula, respectivamente; n = 2.

A distribuicdo média do tamanho das particulas de EFV é representada por

uma curva que se aproxima de uma normal (curva de Gauss). O EFV foi o que
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apresentou menor tamanho médio de particulas nos percentis 10 [d(0,1)], 50
[d(0,5)] e 90 [d(0,9)]. Como 90% das particulas analisadas possuem tamanho
menor ou igual a 4,721 ym, pode-se sugerir que o insumo farmacéutico ativo

esta na forma micronizada.

Tipicamente, particulas com diametro inferior a 10 pm s&o consideradas
micronizadas (LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001). Conforme Costa et al.

(2013), atualmente, EFV é disponivel comercialmente em forma micronizada.

Pelo fato de EFV ser praticamente insolivel em agua (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), o tamanho reduzido das particulas aumenta a area
superficial e, consequentemente, aumenta a velocidade de dissolucdo do
insumo farmacéutico ativo (KIPPAX, 2009). O baixo indice de polidisperséo de
EFV demonstra a pequena variagdo no diametro das particulas, ou seja, elas

séo consideradas mais homogéneas.

Para 3TC, a curva da distribuicdo média do tamanho das particulas possui sua
maior frequéncia (moda) na faixa de particulas de maior tamanho. O
alongamento da cauda no sentido das particulas menores caracteriza a
assimetria negativa da curva. Apesar de possuir uma assimetria negativa, o
valor do indice de polidispersdo € relativamente baixo para o0 insumo
farmacéutico ativo, o que demonstra que as particulas possuem uma

distribuicdo de tamanho regular.

A distribuicdo média do tamanho das particulas de TDF possui mais de uma
moda, sendo denominada distribuicdo bimodal. Observa-se na Figura 12 que
existe uma moda na regido das particulas de maior tamanho e outra na regido
das particulas de menor tamanho. O indice de polidispersdo mais alto (9,780)
foi encontrado para TDF, demonstrando que a homogeneidade de suas
particulas encontra-se menor em relagdo aos outros insumos farmacéuticos
ativos. A distribuicdo ndo Gaussiana do diametro das particulas de TDF e seu
indice de polidispersédo elevado sao caracteristicas intrinsecas do po de TDF e

nao interferiram no desenvolvimento da formulacao.
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Verifica-se que existe discrepancia entre os valores de d(0,9) dos ARV. Apenas
o EFV encontra-se na forma micronizada, enquanto 3TC e TDF apresentam
90% de suas particulas com tamanho inferior a 96,193 um e 283,607 pm,

respectivamente.

4.2.4 Determinacdo da densidade aparente e compactada dos insumos

farmacéuticos ativos

O teste foi realizado conforme o método geral <616> da Farmacopeia
Americana 35 ed., em que os volumes finais devem ser avaliados nas primeiras
500 batidas e, posteriormente, nas 750 batidas subsequentes. Se a diferenca
entre os dois volumes for inferior a 2%, o volume final apds 1250 batidas &
utilizado para o calculo da densidade compactada. Devem ser repetidos
incrementos de 1250 batidas até que a diferenca entre os volumes seja inferior
a 2% (THE UNITED..., 2012). As densidades, aparente e compactada, de EFV,
3TC, TDF foram determinadas em duplicata e os resultados obtidos foram

expressos em relacdo a média (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados das determinacdes das densidades, aparente e compactada, de

efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila.

Massa Volume (mL) Densidade (g/mL)

Amostra | Determinacao

pesada (g) | inicial (VO) final (Vf) aparente | compactada

15,0 82,0 42,0 0,183 0,357

EFV 2 15,0 82,0 41,0 0,183 0,366
Média 15,0 82,0 41,5 0,183 0,362

1 32,0 52,0 34,5 0,615 0,928

3TC 2 31,0 51,0 33,0 0,620 0,939
Média 31,5 51,5 33,75 0,617 0,933

TDF 1 30,0 59,0 37,5 0,510 0,800
2 30,0 57,0 37,0 0,530 0,810

Média 30,0 58,0 37,25 0,520 0,850

Legenda: EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.

O po6 de EFV precisou ser submetido mais trés vezes ao procedimento de 1250

batidas para que a diferenca entre os volumes fosse inferior a 2%. 3TC e TDF
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foram submetidos apenas uma vez a 1250 batidas, para que a diferenca entre

0s volumes antes e depois fosse inferior a 2%.

Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstram que o p6 de EFV
apresenta baixa densidade (0,362 g/mL), o que reflete diretamente nas
propriedades de fluidez do p6. Dos trés insumos farmacéuticos ativos, a 3TC é
0 gque apresenta maior densidade (0,933 g/mL).

4.2.5 Determinacao da fluidez dos insumos farmacéuticos ativos pelo

método do anqulo de repouso

A fluidez dos pos foi caracterizada conforme a escala padronizada no método
geral, apéndice XVIIN, da Farmacopeia Britanica (BRITISH..., 2011) e no
método geral <1174> da Farmacopéia Americana 35 ed. (THE UNITED...,
2012). No Quadro 6 estéao descritas as classificacdes do fluxo de acordo com o
angulo de repouso. Quanto maior o angulo de repouso obtido

experimentalmente, mais baixa é a propriedade do fluxo do p6 em analise.

Quadro 6 - Angulo de repouso como indicagio das propriedades de fluxo.

Propriedades do Fluxo Angulo de repouso (a)
Excelente 25-30°
Bom 31-35°
Razoéavel — ndo necessita ajuste 36-40°
Passavel — necessita de ajuste 41-45°
Pobre — tem que agitar, vibrar 46-55°
Muito baixa 56-65°
Muito, muito baixa > 66°

Fonte: BRITISH..., 2011; THE UNITED..., 2012.

Os resultados do estudo das propriedades de fluxo dos insumos farmacéuticos

ativos pelo método do angulo de repouso estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Propriedades de fluxo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir

desoproxila.
Altura
Insumo farmacéutico ativo média (H) |Raio (R) cm Tang a a®
cm
Efavirenz 0,0 0,0 0,0 0,0
Lamivudina 1,8 5,01 0,36 19,80
Fumarato de tenofovir desoproxila 0,0 0,0 0,0 0,0

Como se pode observar, 3TC apresenta alta fluidez e é classificada em relacéo
as propriedades do fluxo como “excelente”. EFV e TDF nao apresentaram

fluidez ficando retidos no funil.

4.3 Caracterizacado dos p6s dos granulos e da mistura final

As propriedades dos p6s influenciam o desempenho do processo de producéo
de formas farmacéuticas soélidas, incluindo a compressibilidade. Essas
propriedades séo inter-relacionadas e uma mudanca em uma propriedade do
p6 afeta diretamente a outra (PATEL, KAUSHAL e BANSAL, 2006). No
contexto da tecnologia analitica de processo € necessario primeiro conhecer a
amostra para, posteriormente, projetar o método de monitoramente das
particulas (BURGESS et al., 2004).

4.3.1 Andlise granulométrica por tamisacdo dos granulos

Tamisacdo € um dos métodos mais antigos para classificagdo de pés e
granulados pela distribuicdo do tamanho das particulas (UNITED..., 2012). A
determinacdo da distribuicAo granulométrica dos granulos secos e
normalizados € uma etapa importante para a industria de medicamentos,
influenciando diretamente nos processos de mistura e de enchimento das
matrizes, bem como influencia na velocidade de dissolugdo do insumo
farmacéutico ativo granulado e, consequentemente, em sua biodisponibilidade
(BRANDAO et al., 2008).
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O método para determinar a distribuicdo dos tamanhos de particula por
tamisacao envolve o uso de um conjunto de tamises sobrepostos em ordem
decrescente em que o0 po € colocado no tamis situado acima e, apos agitacao,
a quantidade de po retida sobre cada um deles € pesada (ALLEN, POPOVICH
e ANSEL, 2007). Os dados de tamisacédo dos granulos secos e normalizados

estao descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Distribuicdo média por frequéncia do tamanho dos granulos secos e

normalizados, e quantidade (gramas) de granulos retidos por abertura de malha.

Distribuicdo por Granulos secos Gréanulos normalizados
frequéncia (valores em média) (valores em média)
Abertura de malha Granulometria (%) Granulometria (%)
Retido (g) Retido (g)
pum n° Mesh individual acumulada individual | acumulada
<74 > 200 0,30 1,20 100,8 0,90 3,60 99,8
74-149 100 - 200 1,05 4,20 99,60 2,55 10,20 96,20
149 - 177  80-100 0,70 2,80 95,40 1,20 4,80 86,00
177 - 250 60-80 1,05 4,20 92,60 1,80 7,20 81,20
250 — 420 40-60 2,55 10,20 88,40 3,95 15,80 74,00
420 - 500 35-40 0,90 3,60 78,20 1,50 6,00 58,20
500 - 710 25-35 2,75 11,0 74,60 4,55 18,20 52,20
> 710 <25 15,90 63,60 63,60 8,50 34,00 34,00

A distribuicdo do tamanho dos granulos secos evidenciou que 63,60% dos
granulos possuem tamanho maior que 710 um, o que resulta na obtencéo de

granulos mais homogéneos (Figura 13).
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Figura 13 - Distribuic&o de frequéncia do tamanho dos granulos secos por tamisag&o.
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Conforme se observa no histograma dos granulos normalizados (Figura 14), a

distribuicdo do tamanho dos granulos néo é uniforme.

Figura 14 - Distribuic&o de frequéncia do tamanho dos granulos normalizados por

tamisacgéao.
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A distribuicdo do tamanho dos granulos normalizados € menos homogénea.
Isso jA era esperado uma vez que 0s granulos sdo normalizados apds a
secagem e ocorre a formacédo de particulas finas decorrentes da quebra dos

granulados secos.
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A caracterizacao dos granulos produzidos para o lote piloto 3 da Formulacéo 2,
estabelece um padrédo de qualidade até essa fase do processo, uma vez que
mudancas na distribuicdo do tamanho dos granulos, no conteuddo final da
mistura, na friabilidade e na compressibilidade dos granulos podem influenciar
fortemente as propriedades dos comprimidos finais, tais como dureza,
friabilidade, tempo de desintegracdo, % de dissolugdo do insumo farmacéutico
ativo, etc. (LEUENBERGER, 2001).

4.3.2 Determinacado da densidade aparente e compactada da mistura final

de pos

As densidades, aparente e compactada, da mistura final dos pds foram
determinadas em duplicata utilizando 25 g da amostra e os resultados obtidos

foram expressos em relagdo a média (Tabela 11).

Tabela 11 - Resultados das determinagdes das densidades, aparente e compactada, da

mistura final dos pés.

) Massa Volume (mL) Densidade (g/mL)
Amostra | Determinacéo

pesada (g) | inicial (VO) final (Vf) aparente | compactada

Mistura 1 25,0 55,0 38,0 0,450 0,660
final 2 25,0 57,0 39,0 0,440 0,640
Média 25,0 56,0 38,5 0,445 0,650

O p6 da mistura final foi submetido a mais 1250 batidas, totalizando 2500
batidas, para que a diferenca entre os volumes antes e depois fosse inferior a
2%. Conforme os resultados apresentados, o p6 da mistura final apresenta
densidade compactada praticamente duas vezes maior que a densidade de
EFV (0,362 g/mL), significando que a granulacdo do insumo farmacéutico ativo

contribuiu para melhorar a densidade final.

4.3.3 Determinacdo da fluidez dos granulos e da mistura final dos pds

pelo método do dnqulo de repouso

Os resultados do estudo das propriedades de fluxo para os granulos

normalizados e para a mistura final do pds estdo demonstrados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Propriedades de fluxo para os produtos intermediéarios.

Altura
Produtos intermediarios média (H) | Raio (R) cm Tang a a®
cm
Granulo normalizado 2,5 5,01 0,50 26,56
Mistura final 2,6 5,01 0,52 27,47

Os angulos de repouso dos granulos normalizados e da mistura final dos pés
estdo compreendidos entre 25-30°, sendo ambos classificados quanto as
propriedades de fluxo como “excelente” (BRITISH..., 2011; THE UNITED...,
2012).

O bom fluxo de um p6 é essencial para garantir o completo preenchimento da
matriz durante a compressdo. O aumento na proporcao de finos, mistura em
excesso, lubrificantes e carga eletrostatica podem contribuir para tornar os
fluxos dos pés mais pobres (PATEL, KAUSHAL e BANSAL, 2006).

4.4 Controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos preparados

4.4.1 Determinacdo de peso

Nesse ensaio, pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora dos limites
especificados (Quadro 7) e nenhuma unidade podera estar acima ou abaixo do
dobro da porcentagem do limite de variagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

Quadro 7 - Limites de variagéo de peso para comprimidos n&o revestidos ou
revestidos com filme, comprimidos efervescentes, comprimidos sublinguais,

comprimidos vaginais e pastilhas.

Peso médio Limites de variacao
80 mg ou menos +10,0%
Mais que 80 mg e menos que 250 mg +7,5%
250 mg ou mais +5,0%

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.
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Os resultados da determinacdo de peso dos comprimidos preparados estao
apresentados na Tabela 13. Considerando o valor de peso meédio dos
comprimidos, o limite de variagdo permitido para Formulagcao 1 foi de + 7,5% e
para as outras foi de + 5,0%. Para o lote piloto 3 da Formulacdo 2, a
determinacdo de peso foi realizada para os comprimidos revestidos e néo
revestidos, com intuito de conhecer o ganho de massa do comprimido apds o
revestimento. O ganho de massa em decorréncia do revestimento pelicular foi

de 9,24 mg. Todas as formulacBes cumpriram com 0s requisitos do teste.

Tabela 13 - Resultados para a determinacéo de peso das formulagdes dos

comprimidos contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em

dose fixa combinada.

Peso Desvio
Formulacéo / o i
. Comprimido | médio (mg) %DPR observado (%)
Lote piloto - :
n=20 minimo maximo
1 nao revestidos 248,32 1,71 -2,57 2,73
2/1 nao revestidos 250,75 1,41 -2,95 2,33
2/2 nao revestidos 252,60 1,33 -3,78 2,33
93 nao revestidos 250,85 1,36 -2,67 2,30
revestidos 260,09 1,37 -3,10 2,60

4.4.2 Teste de dureza e friabilidade

Os comprimidos devem possuir resisténcia ao esmagamento e nao serem
friaveis para suportarem os choques mecéanicos durante o manuseio, producao,
embalagem ou transporte. Um comprimido com uma dureza adequada e uma
friabilidade reduzida s&o requisitos necessarios para que seja aceito pelos
pacientes (LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001).

A relacdo entre dureza e desintegracdo com a velocidade de dissolucdo do
insumo farmacéutico ativo é particularmente importante para comprimidos
contendo insumos farmacéuticos ativos que apresentam problemas de
biodisponibilidade (LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001). O teste de
dureza consiste em submeter o comprimido a acado de um aparelho que meca a

forca, aplicada diametralmente, necessaria para esmaga-lo. Esse teste permite
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determinar a resisténcia ao esmagamento ou a ruptura sob pressao radial
(FARMACOPEIA BRASILEIRA..., 2010).

Os resultados do teste de dureza sdo apenas de carater informativo conforme
recomendacao farmacopeica (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os valores
obtidos no teste de dureza estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados do teste de dureza para as formulagdes dos comprimidos

contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa

combinada.
Formulacédo / Lote Valor médio (N) Valor minimo Valor maximo
piloto n=10 observado (N) observado (N)
1/1 106,1 89 129
2/1 105,3 87 117
2/2 154,0 136 167
2/3 112,7 104 119

Legenda: N = Newton

As variacdes na dureza e na espessura de um comprimido estéo relacionadas
ao enchimento da matriz e & forca de compressdo empregada (LACHMAN,
LIEBERMAN e KANIG, 2001). Comprimidos destinados a liberacao imediata de
insumos farmacéuticos ativos devem ser suficientemente duros para resistir a
ruptura durante o manuseio e frageis o bastante para se desintegrarem apos a
ingestdo (ALLEN, POPOVICH e ANSEL, 2007). O teste de dureza dos
comprimidos é importante durante o processo de producdo, pois, uma vez
especificado, constitui um parametro de controle em processo e influencia nas
caracteristicas de friabilidade, desintegracdo e dissolugdo da forma

farmacéutica solida.

Comprimidos que tendem a liberar pd, lascar ou fragmentar-se quando
manuseados, produzidos, revestidos ou embalados, podem apresentar
problemas nos testes de determinacdo de peso e uniformidade de conteudo. O
teste de friabilidade permite determinar a resisténcia dos comprimidos a
abrasdo, quando submetidos a acdo mecanica de aparelhagem especifica
(FARMACOPEIA BRASILEIRA..., 2010).
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Os resultados obtidos no teste de friabilidade estdo demonstrados na Tabela
15. O teste de friabilidade nao foi realizado para a Formulagdo 1 devido a
quantidade insuficiente de comprimidos. Para os lotes pilotos da Formulagéo 2,
os comprimidos cumpriram com a especificacdo do teste, uma vez que a
porcentagem de perda de peso foi inferior a 1,5% (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Tabela 15 - Resultados do teste de friabilidade para as formulagées dos comprimidos

contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa

combinada.
Formulacéo / i Diferenca entre | Perda de peso
) Peso* (g) Peso apos (9)
Lote piloto 0s pesos (g) (%)
2/1 5,043 5,042 0,001 0,02
2/2 5,243 5,242 0,001 0,02
2/3 5,016 5,013 0,003 0,06

* equivalente a 20 comprimidos.

A determinacdo da friabilidade é um parametro importante durante o preparo
da formulacdo, uma vez que no processo de revestimento os comprimidos
rolam e sofrem queda no interior da drageadeira e a integridade deles deve ser

mantida nessa ultima etapa.

4.4.3 Teste de desintegracao

O teste de desintegracdo se faz necesséario para verificar a capacidade da
forma farmacéutica de desintegrar-se no meio de imerséo, disponibilizando os
insumos farmacéuticos ativos para serem solubilizados no fluido biologico para,

posteriormente, serem absorvidos.

O teste de desintegracgao foi realizado para os comprimidos nao revestidos das
formulactes 1 e 2 (lotes pilotos 1, 2 e 3) e para os comprimidos revestidos do
lote piloto 3 da Formulagdo 2. Os valores encontrados para o tempo de
desintegragdo foram inferiores a 10 minutos, 0 que cumpre com a
especificacdo do teste cujo limite maximo € de 30 minutos (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).



103

4.4.4 Teor dos comprimidos

O teste de teor de cada insumo farmacéutico ativo no comprimido foi realizado
utiizando o método de quantificacdo desenvolvido e validado para
determinacdo de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de DFC (Capitulo 3). Os
resultados de teor para EFV, 3TC e TDF nas formulagbes preparadas estéo
apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Teores de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila para
as formulagdes dos comprimidos em dose fixa combinada.
%Teor (%DPR)

. ) Fumarato de
Formulacéo / Lote piloto ) o )
Efavirenz Lamivudina tenofovir

desoproxila
1/1 74,31 (1,34) 137,32 (2,49) 125,18 (2,14)
2/1 80,81 (1,21) 98,53 (0,67) 93,81 (1,08)
2/2 106,54 (1,25) 91,71 (0,82) 94,79 (0,97)
2/3 102,28 (0,54) 96,05 (0,44) 94,03 (0,99)

A especificacdo de 90,0% a 110,0% para teor de EFV, 3TC e TDF em
comprimidos de DFC, foi adotada com base no limite de perda estabelecido
para o teste de estabilidade de longa duragéo (BRASIL, 2005) e monografias
farmacopeicas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; THE INTERNATIONAL...,
2013; THE UNITED..., 2012).

Os comprimidos da Formulacéo 1 tiveram os teores dos insumos farmacéuticos
ativos fora dos limites estabelecidos, sendo para EFV menor que 90,0% e para
3TC e TDF maior que 110,0%. O lote piloto 1 da Formulacao 2 foi reprovado
pois o teor de EFV foi abaixo de 90,0%. Os teores dos lotes pilotos 2 e 3 da
Formulacdo 2 apresentaram valores dentro do limite de 90,0% a 110,0% para
todos os insumos farmacéuticos ativos e, portanto, foram as formulacdes
aprovadas pela analise de teor dos insumos farmacéuticos ativos nos

comprimidos em DFC.
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4.4.5 Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitarias foi realizada pelo método de uniformidade de
conteudo. Conforme o método oficial, apenas o EFV poderia ser analisado
tanto por variacdo de peso quanto por uniformidade de conteado. O método por
uniformidade de conteudo foi utilizado por permitir determinar o teor real dos

insumos farmacéuticos ativos nas 10 unidades de comprimidos testados.

Os valores individuais dos teores de EFV, 3TC e TDF para os lotes pilotos de
comprimidos da Formulacdo 2 estdo apresentados nas Tabelas 17 a 19,

respectivamente.

Tabela 17 - Vvalores de teor de efavirenz para os lotes pilotos dos comprimidos da

Formulacé&o 2 contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em

dose fixa combinada.

Teor de efavirenz (%)
Unidade
Lote piloto 1 Lote piloto 2 Lote piloto 3

1 82,36 102,77 106,63
2 87,09 102,95 107,26
3 83,81 105,59 101,25
4 82,20 103,74 106,97
5 81,00 107,92 102,32
6 89,00 105,20 113,34
7 79,13 111,14 102,01
8 80,66 98,48 104,63
9 82,88 100,06 107,19
10 88,36 114,19 100,76
Média 83,87 103,76 105,24

S 3,39 4,81 3,85

VA (n = 10) 22,77 13,8 12,99

VA (n = 30) 2° passo - 16,3 -

Legenda: s = desvio padréo; VA = valor de aceitacdo
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Tabela 18 - Vvalores de teor de lamivudina para os lotes pilotos dos comprimidos da

Formulacédo 2 contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em

dose fixa combinada.

Teor de lamivudina (%)
Unidade
Lote piloto 1 Lote piloto 2 Lote piloto 3

1 102,38 105,92 99,14
2 100,28 100,93 102,09
3 103,79 101,46 102,36
4 98,61 103,75 100,51
5 103,00 98,87 102,49

6 96,87 100,84 93,19
7 103,37 96,01 101,46

8 102,17 111,24 85,84

9 103,74 108,31 99,49
10 100,06 90,36 105,28
Média 101,27 103,01 99,18

s 2,37 6,03 5,65

VA (n = 10) 5,68 16,0 13,57

VA (n = 30) 2° passo - 17,0 -

Legenda: s = desvio padréo; VA = valor de aceitacdo

Tabela 19 - Vvalores de teor de fumarato de tenofovir desoproxila para os lotes pilotos

dos comprimidos da Formulacéo 2 contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila em dose fixa combinada.

Teor de fumarato de tenofovir desoproxila (%)
Unidade
Lote piloto 1 Lote piloto 2 Lote piloto 3
1 101,84 99,12 98,24
2 104,03 97,33 94,22
3 98,78 103,21 104,09
4 95,08 95,84 94,64
5 104,57 103,18 100,52
6 100,79 101,23 102,22
7 102,61 97,61 103,23
8 109,38 102,72 97,01
9 100,63 97,03 91,26
10 100,86 93,25 98,38
Média 99,93 98,87 98,38
S 3,78 3,43 4,21
VA (n = 10) 9,06 8,2 10,10
VA (n = 30) 2° passo - 9,7 -

Legenda: s = desvio padréo; VA = valor de aceitacédo
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Os comprimidos cumprem com o teste de uniformidade de conteudo se o valor
de aceitacao calculado para as 10 unidades testadas néo for maior que 15 (L1).
Se o valor de aceitacdo for maior que L1, mais 20 unidades deverdo ser
testadas e o valor de aceitacdo € calculado para 30 unidades. O produto
cumpre o teste se o valor de aceitacdo para as 30 unidades testadas néo for
maior que L1 e se a quantidade de insumo farmacéutica ativo de nenhuma
unidade individual for menor que (1 - L2 x 0,01)M ou maior que (1 + L2 x
0,01)M, em que L2 é igual a 25 e M refere-se ao valor de referéncia descrito no
método geral e dependente da média dos conteddos individuais
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A uniformidade de conteudo néo foi realizada para a Formulacdo 1, uma vez
gue nao havia comprimidos suficientes para a execucao do teste. O lote piloto
1 da Formulagao 2 néo foi aprovado no teste, pois o VA para EFV foi superior a
15,0 e para o lote piloto 2, 3TC ndo passou ha analise de uniformidade de
conteudo no primeiro passo. Como o valor do VA para 3TC estava no limite, o
segundo passo do teste foi realizado. Desse modo, quantificou-se 0s insumos
farmacéuticos ativos em mais 20 comprimidos e um VA para 30 comprimidos
foi calculado. No segundo passo do teste, o VA para 3TC foi maior que L1
reprovando a formulacéo. O lote piloto 3 da Formulacao 2 foi aprovado para o

teste de uniformidade de contetdo para EFV, 3TC e TDF no primeiro passo.

4.4.6 Teste de dissolucdo

4.4.6.1 Condicg0Oes sink

No desenvolvimento de um procedimento de dissolucdo, é desejavel alcangar
as condi¢des sink do insumo farmacéutico ativo no meio. As condigdes sink
normalmente ocorrem em um volume de meio de dissolugéo trés a dez vezes
superior ao volume necessario para obter solugdo saturada do insumo
farmacéutico ativo (BRITISH..., 2011). Quando alcancada, os resultados da
dissolucéo refletem melhor as propriedades da formulacdo (THE UNITED
STATES..., 2012).
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O uso de aparatos como cestas, pas e cilindros reciprocos, geralmente, baseia-se
no principio de operacdao em condicdes sink, isto é, em condicdes tais que o
material que j& esta solubilizado ndo exerca uma modificacao significativa na
taxa de dissolucdo do material remanescente. Sob condigbes sink, a
concentracdo de um insumo farmacéutico ativo pouco solivel no meio de

dissolucéo é essencialmente constante.

As solubilidades de EFV em lauril sulfato de sédio 1 e 2% (p/v) foram
superiores a concentracao correspondente a condicdo sink (Tabela 20). Ao
contrario, a condicdo nao foi alcancada em agua e em HCI 0,1 M, devido a

baixa solubilidade do insumo farmacéutico ativo nesses meios.

Tabela 20 - Solubilidade de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila

nas solu¢des saturadas em agua, HCI 0,1 M e lauril sulfato de s6dio 1% e 2% p/V.

Insumo Concentragao Concentragao experimental (mg/mL)
farmacéutico | na condicéo i LSS 1% | LSS 2%
) . Agua HCI 0,1 M
ativo sink (mg/mL) p/V p/V
Efavirenz 0,4 0,2 0,2 1,5 1,5
Lamivudina 0,2 1,0 1,0 1,0 1,0
Fumarato de
tenofovir 0,2 0,6 1,0 0,6 1,0
desoproxila

Em todos os meios, a concentracao experimental de 3TC foi superior aquela
minima para se atingir a condicdo sink (0,2 mg/mL). Apesar de néao ter
alcancado a concentracdo maxima em agua e em lauril sulfato de sédio a 1%
(p/V), a condicdo sink também esteve presente para TDF nos quatro meios

testados.

Dessa forma, o volume de 500 mL de meio, proposto para a construcdo do
perfil de dissolugcéo, € capaz de garantir a solubilizacdo completa de 3TC e
TDF em agua, HCI 0,1 M e lauril sulfato de sodio nas concentragbes de 1 e 2%
(p/v). Como esperado, o EFV néo foi completamente soltivel em agua e em HCI
0,1 M devido a sua caracteristica hidrofébica e seu comportamento acido, que
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mantém a molécula do insumo farmacéutico ativo na forma nao ionizada

guando presente em solugdes de pH reduzido.

4.4.6.2 Perfis de dissolucdo dos comprimidos

Os testes de dissolucdo in vitro para formas farmacéuticas de liberacdo
imediata, capsulas ou comprimidos, sdo empregados para assegurar a
qualidade do produto lote a lote; guiar o desenvolvimento de novas
formulacbes farmacéuticas; garantir a qualidade continua do produto e seu
desempenho ap6s modificagcdes nas formulagdes, no processo de fabricacéo,
no local de fabricagcdo e no aumento da escala do processo industrial (U.S.
FOOD..., 1997).

Perfis de dissolucdo de formas farmacéuticas de liberacdo imediata
demonstram tipicamente um aumento gradual de dissolugéo, alcancando 85%
a 100% em cerca de 30 a 45 minutos. Assim, 0s pontos de coleta nos tempos
de 15, 20, 30, 45 e 60 minutos sdo usuais para comprimidos de liberacdo
imediata (SHARMA, NEERAJ e JAIN, 2012). Normalmente, o volume do meio
de dissolucéo € de 500 mL a 1000 mL, sendo 900 mL o volume mais comum
(THE UNITED..., 2012). O teste de dissolucdo deve ser realizado a temperatura
de 37 £ 0,5°C (U.S. FOOD..., 1997).

Os perfis de dissolucdo foram obtidos a partir de seis unidades dos
comprimidos do lote piloto 3 da Formulacdo 2 e tracados com os valores
médios das quantidades liberadas de EFV, 3TC e TDF nos intervalos de tempo
de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos. As analises foram realizadas em 500 mL dos
seguintes meios: agua purificada (pH = 6,1), HCI 0,1 M e lauril sulfato de sodio
a 1% e 2% (p/v). Todos os meios foram mantidos a 37 £ 0,5 °C e com sistema

de agitagc&o por pas a 100 rpm.

Os perfis de dissolucao de EFV (Figura 15) demonstraram a rapida liberacao e
dissolugéo do insumo farmacéutico ativo nos meios contendo lauril sulfato de
sédio, atingindo patamares maximos em aproximadamente 15 min de teste. Ao

contrario, a dissolucdo nao foi eficiente em agua e em HCI 0,1 M. Apos 60
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minutos, a quantidade dissolvida foi nula em agua e abaixo de 10% em HCI 0,1
M (Tabela 21), devido a baixa solubilidade do insumo farmacéutico ativo

nesses meios.
Figura 15 - Perfil de dissoluc&o de efavirenz, contido nos comprimidos de dose fixa
combinada, em diferentes meios com agitacdo por pas a 100 rpm.
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Tabela 21 - valores médios e desvios padréo da dissolucéo de efavirenz, contido nos

comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitacdo por pas a 100

rpm.
% Média da quantidade dissolvida (x desvio padréo)
Tempo (min) i HCI 0,1 M LSS 1% p/v LSS 2% p/v
Agua (n = 6)
(n=6) (n=6) (n=6)
5 0,00 2,66 (0,40) 40,48 (10,62) 70,05 (9,92)
10 0,00 4,93 (1,31) 84,32 (4,71) 96,74 (2,80)
15 0,00 7,42 (0,80) 93,77 (1,34) 99,92 (1,55)
30 0,00 8,35 (1,68) 98,84 (1,99) 99,72 (1,87)
45 0,00 9,70 (0,04) 98,93 (2,25) 99,15 (1,72)
60 0,00 9,40 (0,33) 97,95 (3,04) 98,59 (1,75)

O EFV é lipofilico e sua liberagéo € o principal fator limitante do processo de
absorcéo oral. In vivo, o processo de dissolucdo depende de parametros fisico-
quimicos, que podem ser afetados pelas condi¢Bes intraluminais do trato

gastrointestinal. In vitro, a dissolucdo depende do insumo farmacéutico ativo
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contido no produto e das condicbes do teste de dissolucdo, tais como a
composicdo e o volume do meio de dissolugéo, o pH, o tipo de aparato e a
velocidade de agitacdo (NOORY et al., 2000).

O uso de tensoativos em meios de dissolucdo para insumos farmacéuticos
ativos insoluveis em agua pode ser mais fisiologicamente significativo devido a
presenca natural de tensoativos no trato gastrointestinal humano, como 0s
acidos biliares, os sais biliares e a lecitina. O lauril sulfato de sodio € um
tensoativo anibnico sintético, solivel em agua e amplamente utilizado em
testes de dissolugdo, em substituicdo aos tensoativos naturais que sdo mais
caros. Quando presente em meio aquoso ele se dissocia e reduz a tensao
superficial, agindo como ativo agente de superficie (GANDER et al., 1985;
SHAH et al., 1989).

A Farmacopeia Brasileira 5% edicdo (2010) possui monografia para EFV
comprimidos, cujo teste de dissolucao é realizado utilizando 900 mL de lauril
sulfato de sédio 1% (p/v), pas a 100 rpm e tolerancia de, no minimo, 80% (Q)
da quantidade declarada em 45 minutos. Balasubramaniam e Bee (2009) e U.
S. FDA (2007) recomendam o uso de 1000 mL de lauril sulfato de sédio a 2%
(p/v) como meio de dissolucédo para EFV 600 mg comprimidos, pas a 50 rpm.
Na monografia de comprimidos contendo a associacdo de EFV, TDF e
emtricitabina, publicada na Farmacopeia Internacional 42 edicdo (2013), a
dissolucéo dos insumos farmacéuticos ativos é analisada simultaneamente em
1000 mL de lauril sulfato de sédio a 2% (p/v), com pas a 100 rpm e tolerancia

de, no minimo, 80% (Q) das quantidades declaradas em 30 minutos.

Os perfis de dissolucéo de EFV obtidos em lauril sulfato de sédio a 1 e 2% p/v
demonstraram a liberagdo superior a 85% (Q + 5%) do insumo farmacéutico
ativo em 15 minutos (Tabela 21). Os resultados sao considerados satisfatérios
diante dos critérios de controle de qualidade estabelecidos na Farmacopeia

Brasileira 52 edi¢cdo (2010) e na Farmacopeia Internacional 42 edicdo (2013).

Recomenda-se a utilizagdo da menor quantidade possivel de tensoativo como

meio de dissolucdo, pois concentracbes maiores aumentam o distanciamento
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da possivel correlacdo in vitro — in vivo (CIVIV) de formas farmacéuticas
contendo insumos farmacéuticos ativos pouco soluveis (U. S. FDA, 1997).
Desse modo, o uso de lauril sulfato de so6dio a 1% p/v € preferivel, ao
compararmos com a concentracdo de 2% p/v, na avaliagcdo da liberacdo de
EFV em comprimidos de dose fixa combinada. Entretanto, a avaliacdo da
liberacdo do insumo farmacéutico ativo em concentracdes mais baixas de lauril
sulfato de sodio é desejavel. Diante da rapida liberacdo e dissolu¢cdo do insumo
farmacéutico ativo nos meios contendo tensoativo, a tolerancia de 80% (Q) em
30 minutos pode ser utilizada como critério do controle de qualidade de EFV

nos comprimidos preparados.

Nos perfis de dissolucdo de TDF (Figura 16), a quantidade dissolvida do
insumo farmacéutico ativo é maior que 85% em 15 min do teste em agua e em
lauril sulfato de sodio 2% p/v (Tabela 22). Para lauril sulfato de sédio 1% plv,

essa condi¢do é atingida apds 30 min do inicio do teste.

Figura 16 - Perfil de dissoluc&o de fumarato de tenofovir desoproxila, contido nos

comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitacdo por pas a 100

rpm.
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Tabela 22 - valores médios e desvios padrdo da dissolucéo de fumarato de tenofovir

desoproxila, contido nos comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios

com agitacao por pas a 100 rpm.

%Média da quantidade dissolvida (+ desvio padrao)
Tempo (min) 3 HCI 0,1 M LSS 1% p/v LSS 2% p/v
Agua (n = 6)
(n=6) (n=6) (n=6)
5 47,06 (4,33) 39,74 (6,08) 30,43 (9,02) 57,77 (9,05)
10 73,44 (2,84) 79,56 (2,95) 67,10 (5,57) 93,29 (3,58)
15 85,17 (2,18) 82,14 (2,08) 74,82 (2,95) 104,62 (3,55)
30 96,99 (2,81) 82,37 (2,19) 86,33 (2,93) 109,60 (3,63)
45 97,10 2,85) 80,48 (1,91) 87,98 (2,60) 110,16 (3,56)
60 95,81 (3,15) 78,75 (1,91) 90,89 (5,83) 109,69 (3,33)

Apods 60 minutos, a quantidade dissolvida de TDF em HCI 0,1 M foi inferior a
85% do valor rotulado. Considerando que o insumo farmacéutico ativo atende
as condicdes sink, conforme demonstrado experimentalmente, a dissolucdo
reduzida pode ser atribuida as caracteristicas intrinsecas da formulacdo, cuja
liberacdo do insumo farmacéutico ativo € modulada na associacdo com EFV,

3TC e excipientes.

A Farmacopeia Internacional 42 edicdo (2013) e o U. S. FDA (2007)
recomendam o uso de 900 mL de HCI 0,1 M e agitacdo por pas a 50 rpm no
teste de dissolucdo aplicado aos comprimidos de TDF. Nessas condicfes, 0
TDF nos comprimidos preparados ndo € capaz de alcancar a quantidade
minima dissolvida de 80%(Q) em 45 min. Entretanto, quando em associacao
com EFV e emtricitabina, a monografia publicada na Farmacopeia Internacional
42 edicdo (2013) estabelece o lauril sulfato de sédio a 2% (p/v) como meio de
dissolugédo, conforme relatado anteriormente. Nesse caso, a dissolugdo é
considerada satisfatoria e atende ao critério de tolerancia de, no minimo, 80%

(Q) da quantidade declarada dissolvida em 30 minutos.

A 3TC apresentou rapida dissolucdo em todos os meios testados (Figura 17).
Em 15 min de teste, mais de 85% da quantidade do insumo farmacéutico ativo

foram dissolvidos nos meios
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Tabela 23). Isso demonstra a liberacdo imediata da 3TC e sua rapida

solubilizagdo, uma vez que o insumo farmacéutico ativo € facilmente soltvel
em agua e em HCI 0,1 M (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 17- Perfil de dissolugdo de lamivudina, contida nos comprimidos de dose fixa

Quantidade dissolvida (%)

combinada, em diferentes meios com agitacdo por pas a 100 rpm.
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Tabela 23 - Valores médios e desvios padréo da dissolucdo de lamivudina, contida nos
comprimidos de dose fixa combinada, em diferentes meios com agitagao por pas a 100

rpm.

%Média da quantidade dissolvida (+ desvio padréo)

Tempo (min) i HCI 0,1 M LSS 1% p/v LSS 2% p/v
Agua (n = 6)
(n =6) (n =6) (n =6)
5 94,71 (8,51) 45,24 (8,20) 51,75 (20,59) 86,78 (13,31)
10 94,15 (2,71) 95,86 (2,54) 85,91 (18,78) 99,31 (4,31)
15 93,66 (2,55) 96,73 (1,68) 94, 07 (3,72) 99,82 (4,05)
30 93,42 (2,63) 96,22 (1,40) 94,52 (2,56) 99,25 (2,37)
45 92,70 (2,62) 95,27 (1,55) 93,78 (2,50) 99,11 (2,09)
60 91,73 (2,46) 94,64 (1,40) 92,54 (2,62) 99,46 (2,11)

A Farmacopeia Americana 35 ed., possui monografia para comprimidos de 3TC

em associacdo com zidovudina, cujo teste de dissolucdo € realizado com 900

mL de HCI 0,1 M, pas a 75 rpm e tolerancia de, no minimo, 80% (Q) da
quantidade dissolvida em 30 minutos (THE UNITED..., 2012). Na Farmacopeia

Brasileira 52 edicdo (2010), a monografia para 3TC comprimidos estabelece o
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procedimento de dissolucdo com 900 mL de agua, pas a 50 rpm e tolerancia
de, no minimo, 80% (Q) de dissolu¢cdo em 30 minutos. Essas condi¢cfes foram
experimentalmente reproduzidas, utilizando 500 mL de meio, para avaliar a
liberacdo de 3TC nos comprimidos preparados (Figura 18). Os pontos dos
perfis correspondem a média de seis determinacdes e as barras representam
0s respectivos desvios padrao. Na Tabela 24 estdo demonstrados os valores
médios e 0s desvios padrao obtidos.

Figura 18- Perfil de dissolugdo de lamivudina, contida nos comprimidos de dose fixa

combinada, em HCI 0,1 M (pas a 75 rpm) e agua purificada (pas a 50 rpm).
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Tabela 24 - valores médios e desvios padréo do perfil de dissolug¢&o de lamivudina,
contida nos comprimidos de dose fixa combinada, em HCI 0,1 M (pas a 75 rpm) e agua

purificada (pas a 50 rpm).

) %Média da quantidade dissolvida (+ desvio padrao)
Tempo (min)

HCI 0,1 M, pé&s a 75 rpm Agua, pas a 50 rpm

5 41,08 (5,34) 58,62 (10,73)
10 95,47 (3,34) 82,33 (6,32)
15 95,75 (3,65) 83,90 (6,00)
30 94,68 (3,30) 85,98 (4,08)
45 93,73 (3,16) 86,83 (3,85)
60 92,83 (3,09) 87,82 (2,57)




115

Em 30 min do teste, observa-se mais de 85% de dissolucdo do insumo
farmacéutico ativo em ambos os meios (Tabela 24). Portanto, tanto as
condicdes descritas na Farmacopeia Americana 35 ed. (2012) quanto aquelas
preconizadas na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (2010) sdo adequadas para
verificar o desempenho da 3TC nos comprimidos. Fernandes et al. (2006)
compararam o uso de agua purificada pH 6,2 e HCI pH 1,2 na dissolucéo de
comprimidos de 3TC 150 mg e néo verificaram diferencas significativas entre

0S meios.

A 4gua purificada é frequentemente utilizada como meio de dissolucdo, mas
possui como desvantagens o fato da possivel variacdo de sua qualidade em
funcdo da fonte de obtencao e da varia¢do no valor de pH. Deve-se considerar
também que o pH pode variar dia a dia e durante o procedimento, dependendo
do insumo farmacéutico ativo e dos excipientes (SHARMA, NEERAJ e JAIN,
2012; THE UNITED..., 2012). Em contrapartida, a 4gua é de baixo custo,
facilmente disponivel e eliminada, ecologicamente correta e adequada para
insumos farmacéuticos ativos cuja liberacéo independe do pH (THE UNITED...,
2012). Por sua vez, o acido cloridrico 0,1 M é considerado um meio tipico para
o teste de dissolucéo por simular o pH estomacal em jejum (KOZIOLEK et al.,
2013).

Um método para avaliagdo concomitante dos insumos farmacéuticos ativos no
comprimido é ideal, uma vez que reduz o numero de unidades testadas,
otimiza o tempo de analise e 0 gasto de reagentes. Diante das condicfes
testadas, a dissolugdo simultdnea de EFV, 3TC e TDF nos comprimidos de
DFC realizada em lauril sulfato de sédio 1% p/v com pas a 100 rpm resultou em
condi¢cdes experimentais promissoras. Testes utilizando lauril sulfato de sodio
em concentracgdes inferiores a 1% p/v podem tornar o método mais indicativo
do desempenho da liberagdo dos insumos farmacéuticos ativos do comprimido
de DFC.

As Solucgdes placebo e padréo, em cada meio de dissolugéo, foram injetadas
no cromatografo para verificar possiveis interferéncias na quantificagdo dos

ARV. Nao foram detectados picos no mesmo tempo de retengcdo dos insumos
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farmacéuticos ativos na Solucdo placebo. Portanto, o0 método € seletivo para

quantificar EFV, 3TC e TDF nos meios testados. Na Figura 19 esti

representada a sobreposicdo dos cromatogramas das Solucdes placebo e

padrdo em lauril sulfato de sédio 1% p/v, meio indicado para a andlise da

dissolucéo de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa combinada.

Figura 19 - Sobreposigdo dos cromatogramas da Solug&o placebo e da Solugéo

padréo preparadas com lauril sulfato de s6dio a 1% (p/v).
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Legenda: EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CLAE
PARA QUANTIFICACAO DE EFAVIRENZ, LAMIVUDINA E FUMARATO DE
TENOFOVIR DESOPROXILA EM COMPRIMIDOS DE DOSE FIXA
COMBINADA
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Métodos analiticos para quantificacdo simultdanea de efavirengz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada

A quantificag@o analitica simultanea de EFV, 3TC e TDF foi descrita em poucos
trabalhos cientificos publicados até o momento e ndo foram encontradas
monografias oficiais para produtos farmacéuticos, como comprimidos de DFC
para a quantificacdo simultdnea desses insumos farmacéuticos ativos. No
entanto, determinacdes isoladas dos insumos farmacéuticos ativos e, também,
conjuntamente com outros ARV por cromatografia a liquido e métodos

alternativos ja foram descritos por diversos autores (Quadros 8 e 9).

Na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
estdo publicadas monografias para quantificacdo de EFV e 3TC matéria-prima,
mas nao é disponibilizada monografia para controle de qualidade de TDF
matéria-prima. A quantificacdo de EFV e 3TC matéria-prima € realizada por
espectrofotometria de absor¢cdo na regido do ultravioleta e, alternativamente,
por CLAE em modo isocratico.

Na Farmacopeia Britanica (BRITISH..., 2011) existe monografia para 3TC
matéria-prima cujo método de doseamento € realizado por CLAE em modo
isocratico. A Farmacopeia Americana (THE UNITED...,, 2012), dispde de
monografias para controle de qualidade de EFV e 3TC matéria-prima em que a
quantificacdo é realizada por CLAE em modo gradiente para EFV e em modo
isocratico para 3TC. Também, possui monografia de EFV capsulas na qual a
quantificacdo do insumo farmacéutico ativo € realizada por CLAE em modo
gradiente. Monografias de comprimidos de 3TC e AZT em dose fixa, cujo
método de quantificagdo é realizado por CLAE em modo gradiente, estao

presentes em ambas as farmacopeias.
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Quadro 8 - Métodos por CLAE com detecgéo no ultravioleta para quantificagdo de EFV, 3TC e TDF, isoladamente e em associag3o.

Vazao
Referéncias IFA Fase movel Eluicéo ) Coluna Matriz Deteccédo Tc /tr
(mL/min)
A (90% agua com 0,05% acido
] . Zorbax SB-CN (150
MONTGOMERY, trifluoroacético + 10% MeOH) e B (90% ) UV, 250 )
EFV ) . Gradiente 15 mm x 4,6 mm); 40 Capsulas Tc =40 min
E.R. etal.,, 2001 MeOH + 10% agua com 0,05% &cido oc nm
trifluoroacético)
o i Zorbax Extend C18 Tc =10 min,
KAPPELHOFF, B. EFV e Trietilamina 25 mM em &gua: ACN (65:35, ] Plasma uv, 275
o Isocratica 0,2 (150 mm x 2,1 mm; tr EFV=7,8
S. et al., 2003 nevirapina viv; pH 11,7) humano nm )
5 pm) min
KUMAR, R.; Fosfato de am6nio monobasico 0,86% p/p
) o - » Zorbax RX C18 (250 L DAD, 252
SHARMA, M,; EFV pH 3,0 (ajustado com acido ortofosférico) Isocratica 15 Matéria-prima ND
mm x 4,6 mm; 5 um) nm
VERMA, G., 2011 e ACN (1:1, viv)
KAPOOR,
TC =12 min,
KHANDAVILLI e 3TCe " Symmetry C18 (250 . uv, 270
o MeOH: H,0 (20:80, v/v) Isocratica 0,6 Comprimidos tr3TC =8
PANCHAGNULA, nevirapina mm X 4.6 mm; 5 um) nm )
min
2006
SARKAR, 3TC
i TC =8 min,
KHANDAVILLI e estavudina " Symetry C18 (250 o uv, 270
MeOH: H,0 (70:30, v/v) Isocratica 0,75 Comprimidos tr 3TC =49
PANCHAGNULA, e mm x 4,6 mm; 5 um) nm )
min
2006 nevirapina
Lichrospher® 100 -
PAULA, N. C. et al., i Matéria-prima uv, 270 tr3TC=2,5
3TC MeOH: H,0 (50:50, v/v) Isocrética 0,8 C18 (150 mm x 4,6 . )
2006 e solucéo oral nm min

mm; 5 um); 25 °C

Legenda: IFA = Insumos farmacéuticos ativos; Tc = tempo de corrida; tz = tempo de retencdo; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de
tenofovir desoproxila; DAD = detector de arranjo de diodos; ND = n&o declarado.

/continua
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Quadro 8 - Métodos por CLAE com detecgéo no ultravioleta para quantificagio de EFV, 3TC e TDF, isoladamente e em associagdo. (Continuag&o)

Vazao
Referéncias IFA Fase movel Eluicéo ) Coluna Matriz Deteccéo Tc /tr
(mL/min)
1° método: . YMC-pack ODS-AM Tc =60 min,
Tampao acetato de amonio 25 mM pH 4,0 uv, 270
8 INTR ) . » 1,0 C18 (250 mm x 4,6 tr 3TC =
(ajustado com &cido acético) e MeOH nm )
REBIERE, H. et al., (3TC) ) mm; 5 pum) ] ) 18,2 min
Gradiente Matéria-prima
2007 2° método: . o Tc =50 min,
Tampéo fosfato de potassio 50 mM pH Symmetry C18 (250 UV, 260
11 INNTR . 1,5 tr EFV =
5,65 (ajustado com NaOH) e ACN mm x 4,6 mm; 5 um) nm )
(EFV) e IP 27,2 min
3TC,
zidovudina Hypersil BDS C18 Tc =13 min,
PENDELA, M. et ACN: 0,2 M KH2PO4: H20. ) o uv, 270
e Gradiente 1,0 (250 mm x 4,6 mm; 5 | Comprimidos tr 3TC =4,0
al., 2009 A (10:5:85, v/vlv) e B (70:5:25, viViv) nm .
TMC278.H pm); 30 °C min
Cl
ACN: tampéo fosfato de tetrabutilamdnio, Hypersil BDS C18
ASHENAFI, D. et ) o uv, 260 ]
L 2010 TDFE pH 6: H2O. A (2:20:78, viviv) e B Gradiente 1,0 (250 mm x 4,6 mm; 5 | Matéria-prima Tc =80 min
al., nm
(65:20:15, viviv) um); 30° C
3TC,
. . TC =10 min,
KUMAR, A. K. H. et | nevirapina Tampéo fosfato 10 mM, pH 6,9: ACN » C18 (150 mm x 4,6 Cépsulas e UV, 260
Isocratica 1,0 o tr 3TC =3,0
al., 2010 e (96:04, viv) mm; 5 um); TA comprimidos nm )
min
estavudina

Legenda: IFA = insumos farmacéuticos ativos; Tc = tempo de corrida;

tenofovir desoproxila; ND = ndo declarado.

tr = tempo de retencdo; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de

/continua.
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Quadro 8 - Métodos por CLAE com detecg&o no ultravioleta para quantificagdo de EFV, 3TC e TDF, isoladamente e em associag&o. (Concluso)

Vazao
Referéncias IFA Fase movel Eluicao ) Coluna Matriz Deteccéo Tc / tr
(mL/min)
HUANG, W. et al., 3TCe ) Inertsil C 18 (250 mm o uv, 270
] ] Tampéao fosfato: MeOH (77:23, viv) Isocratica 1,0 Comprimidos ND
2011 zidovudina X 4,6 mm; 5 um) nm
VIANA, O. S. et al., » C18 (250 mm x 4,0 o UV, 252 .
EFV ACN: H20: 85% H3PO4 (70:30:0,1, viviv) Isocratica 1,0 Comprimidos tr = 5,08 min
2011 mm; 10 um); 30 °C nm
A: 1,54 g de acetato de aménio diluido em
REDDIAH, C.H. V. | EFV, 3TC 3 ) ACE C18 (250 mm x o uV, 265 )
1L de 4gua, pH 3,8 Gradiente 1,5 Comprimidos Tc =120 min
et al., 2012 e TDF 4,6 nm; 5 um), 30 °C nm
B: ACN:MeOH (40:60, v/v)
SHARMA, T. et al.,, Tampéao dihidrogeno ortofosfato pH 2,3 e » Inertsil ODS-3 (150 o uv, 260 )
TDF Isocratica 1,0 Comprimidos Tc =13 min
2012 MeOH (49:51, viv) mm X 4,6 mm; 5 um) nm

Legenda: IFA = insumos farmacéuticos ativos; Tc = tempo de corrida;

tenofovir desoproxila; ND = ndo declarado.

tr = tempo de retencdo; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de




Quadro 9 - Métodos quantitativos alternativos para quantificagdo de EFV, 3TC e TDF, isoladamente e em associag&o.
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Referéncias IFA Diluente Método Parémetros Matriz
Tetracloreto de Cromatoplaca silica-alumina
carbono: MeOH: Cromatografia em camada 60 F-254 (20 cm x10 cm); A Matéria-prima e
KAUL, N. et al., 2004 3TC

cloroférmio: ACN (7,0: delgada leitura: 275 nm; Rf = 0,36 + comprimidos
3,0: 2,0: 1,5, viviviv) 0,02.
KAPOOR, KHANDAVILLI e o Espectrofotometria no UV, 12 o
3TC e nevirapina HCI 0,1 M A leitura: 300 nm 3TC Comprimidos

PANCHAGNULA, 2006

derivada

PAULA, N. C. et al., 2006

3TC

Azul de timol: etanol
(9:1, viv; pH 5,0)

Espectrofotometria no UV com
complexacdo

A leitura: 270 nm

Matéria-prima

SARKAR, KHANDAVILLI e
PANCHAGNULA, 2006

3TC, estavudina e

nevirapina

HCI 0,1 M

Espectrofotometria no UV

A leitura: 270 nm

Comprimidos

KUMAR, A. K. H. et al., 2010

3TC, nevirapina e

estavudina

MeOH (12 diluicéo) e
H20 (22 diluicao)

Espectrofotometria no UV

A leitura: 285 nm 3TC

Cépsulas e

comprimidos

SHARMA e MEHTA, 2010

EFV, 3TC e TDF

MeOH: H,0 (50:50, v/v)

Espectrofotometria no UV, 12

derivada

A leitura: 305,6 nm (EFV),
271,4 nm (3TC) e 291,4 nm
(TDF).

Comprimidos

ONAH e AJIMA, 2011

1° método: molibdato

de amdnio

2° método: acido

picrico

Espectrofotometria no UV com

complexacdo

A leitura: 495 nm

A leitura: 400 nm

Comprimidos

Legenda: IFA = Insumos farmacéuticos ativos; A = comprimento de onda; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.
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Na Farmacopeia Internacional 42 edigao (2013) estdo publicadas monografias para
controle de qualidade de EFV e 3TC matéria-prima por espectrofotometria de
absorcdo na regido do ultravioleta. Também, possui monografia de TDF matéria-
prima cujo método de quantificacéo é realizado por titulagdo em meio ndo aquoso.

Monografias de EFV cépsulas e solugéo oral, 3TC comprimidos e solucao oral e TDF
comprimidos também estdo disponiveis. O método de doseamento para EFV
capsulas é realizado por CLAE com deteccdo na regidao do ultravioleta (250 nm),
utilizando coluna empacotada com cianopropil dimetilsilano e fase moével composta
de &cido trifluoroacético e MeOH em modo gradiente. A 3TC em comprimidos pode
ser quantificado por CLAE e, como método alternativo, por espectrofotometria de
absorcdo na regido do ultravioleta. O método cromatografico utiliza coluna de fase
reversa empacotada com silica quimicamente ligada a grupos octadecilsilanos,
deteccdo na regido do ultravioleta (277 nm) e fase mdvel composta por tampao
acetato de amoénio pH 3,8 (ajustado com &cido acético) e MeOH. O método para
TDF comprimidos é realizado por CLAE com deteccdo na regido do ultravioleta (260
nm), utilizando coluna de fase reversa empacotada com silica quimicamente ligada a
grupos octadecilsilanos e fase mdvel composta de acetonitrila, tampéo fosfato e
dgua em modo gradiente. Atualmente, o compéndio estd preparando para
publicacdo as monografias de comprimidos de DFC de 3TC e estavudina; de 3TC,
estavudina e NVP; de TDF e emtricitabina; de TDF, emtricitabina e EFV; bem como

comprimidos de EFV.

Desse modo, constata-se que nao existem monografias oficiais para quantificacéo
simultanea de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de DFC. Até o momento, foram
encontrados trés artigos cientificos para a quantificacdo simultdnea dos insumos
farmacéuticos ativos em comprimidos de dose fixa, sendo um método por
espectrofotometria derivada no ultravioleta (SHARMA e MEHTA, 2010) e dois outros
por CLAE (REDDIAH et al., 2012; ANANDAKUMAR et al., 2013).

Sharma e Mehta (2010) descreveram método por espectrofotometria derivada pela
técnica do ponto de anulagcéo (zero crossing) para a quantificacdo simultdnea de
EFV, 3TC e TDF em comprimidos. O método foi desenvolvido utilizando
espectrofotdmetro ultravioleta de duplo feixe, diluente composto de agua e MeOH

(50:50, viv) e os insumos farmacéuticos ativos foram quantificados por
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espectrofotometria de primeira derivada nos A 291,4 nm para EFV, 305,6 nm para
3TC e 271,4 nm pra TDF. N&o houve interferéncia da matriz de excipientes e o
método cumpriu com o0s parametros de validacdo para analise de rotina de
comprimidos de DFC de EFV, 3TC e TDF.

Reddiah et al. (2012) desenvolveram e validaram um método indicador de
estabilidade para comprimidos contendo EFV, 3TC e TDF. A separacao
cromatografica foi alcancada utilizando método em gradiente de 120 minutos, coluna
cromatografica de fase reversa (ACE C18 250 mm x 4,6 mm; 5 um) a 30 °C e como
fase mével utilizou-se duas misturas. A mistura A era composta de tampédo acetato
de amoénio pH 3,8 (ajustado com acido acético), enquanto a mistura B consistiu de
ACN e MeOH (40:60, v/v). A deteccao foi realizada em comprimento de onda de 265
nm, volume de injecdo igual a 10 pL e vazdo da fase movel de 1,5 mL/min. O
diluente para a amostra foi preparado com &cido ortofosférico e MeOH na propor¢éo
de 20:80 %v/v. O método foi especifico, preciso, exato, linear e robusto para

guantificacdo de EFV, 3TC e TDF e de suas impurezas.

Anandakumar et al. (2013) publicaram um método para quantificacdo de EFV, 3TC E
TDF por CLAE em comprimidos de DFC. O método utiliza coluna C18 (150 mm x
4,6; 5 um), como fase moével ACN, MeOH e agua (30:45:25, v/vlv), vazdo da fase

movel de 0,5 mL/min e injecéo igual a 20 uL. A deteccao é realizada no A de 258 nm.

A quantificagdo dos ARV por espectrometria derivada realizada pela técnica do
ponto de anulagdo proposta por Sharma e Mehta (2010), apresenta como
desvantagens o fato de ndo possuir alto nivel de especificidade e sensibilidade como
o obtido por CLAE (EL-SAYED e EL-SALEM, 2005; THE UNITED..., 2012), uma vez
gue ndo separa 0s componentes da amostra para posterior quantificacdo. Ja o
método de Reddiah et al. (2012) possui como desvantagem o tempo de corrida
longo (120 min), o que inviabiliza as analises de rotina de controle de qualidade,
gquando grandes quantidades de amostras sdo preparadas, e aumenta-se a
probabilidade de degradacéao dos analitos durante o tempo de espera para a injecao
das amostras. Somado a isso, 0 método proposto proporciona um gasto excessivo
de solvente organico, o que impacta negativamente no custo das analises e constitui

uma pratica ndo ecologicamente consciente. A proposta de Anandakumar et al.
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(2013) né&o informa a temperatura do forno da coluna, séo utilizados dois solventes
organicos na fase movel e no teste de robusto para a validacdo do método analitico
nao é demonstrada o grau de interferéncia do tempo de agitacdo da amostra para a

extracao eficiente dos insumos farmacéuticos ativos do pé dos comprimidos.

Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de um método analitico simples,
rapido, confiavel e eficiente, aplicavel ao controle de qualidade de comprimidos com
associacdo dos ARV. Assim, o objetivo foi desenvolver e validar um método analitico
por CLAE para quantificagdo simultanea de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de
DFC.



2 MATERIAIS

2.1 Substancias quimicas de referéncia, padrdes de trabalho e amostras
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Efavirenz SQR USP 200 mg, lote FOG376, teor 99,8%.

Lamivudina SQR USP 200 mg, lote HOI378, teor 99,7%.

Fumarato de tenofovir desoproxila SQR USP 200 mg, lote F0J134, teor
99,1%.

Efavirenz matéria-prima, Nortec Quimica S. A., Rio de Janeiro, Brasil. Lote
57270, teor 99,94%.

Lamivudina matéria-prima, Fundacédo Ezequiel Dias (Coben Pharmaceutical
Co., China), lote interno 2011050113, teor 99,09%.

Fumarato de tenofovir desoproxila matéria-prima, Blanver, lote 107027, teor
99,65%.

Comprimidos de dose fixa combinada contendo efavirenz (66 mg), lamivudina
(33 mg) e fumarato de tenofovir desoproxila (33 mg) desenvolvidos e
produzidos na Fundacéo Ezequiel Dias (Funed).

Placebo contendo mistura de excipientes farmacotécnicos em quantidades
equivalentes as contidas no medicamento teste, excetuando-se 0s insumos

farmacéuticos ativos, fornecido pela Funed.

2.2 Reagentes e vidrarias

Agua ultrapurificada em sistema Direct-Q3 Millipore® (Bedford, MA, USA).
Reagentes grau cromatografico e analitico: metanol (J. T. Baker, México, lote
L31C08); acetonitrila (J. T. Baker, México, lote L10C70); &cido acético
(Sigma-Aldrich, Alemanha, lote SZBC0810V); acetato de amoénio (Sigma-
Aldrich, Alemanha, lote SZBB0310V); acido trifluoroacético (Tedia, EUA, lote
401056R).

Balbes volumétricos, pipetas e buretas calibradas.

Béqueres, erlenmeyers, provetas e kit de filtracdo de fase movel.
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2.3 Equipamentos e suprimentos

e Agitador magnético e aquecedor Solab Cientifica®, modelo SL91, S&o Paulo,
Brasil.

e Aparelho de ultrassom Maxiclean 1400, Unique®, Sdo Paulo, Brasil.

e Balanca analitica Sartorius, modelo BP 211D com precisdo de 0,01 mg, S&o
Paulo, Brasil.

e Coluna cromatogréfica de fase reversa Sun Fire® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm),
Waters, Massachusetts, EUA.

e Coluna cromatogréfica de fase reversa Zorbax Eclipse® XDB-C18 (250 x 4,6
mm; 5 um), Agilent, Massachusetts, EUA.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia HP 1100 e Agilent 1200, com forno,
injetor automético e detector de arranjo de diodos (DAD), Waldbronn,
Alemanha.

e Filtro de papel Unifil C41, faixa preta, lote 17578.1110, Alemanha.

e Membranas de celulose regenerada 0,45 pm, Millipore, Massachusettes,
EUA.

e Potencidmetro Metrohm 827 pH Lab, Alemanha.

e Unidades filtrantes Millex HV 0,45 pum, Millipore, Massachusettes, EUA.
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3 METODOS

3.1 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa

combinada por CLAE.

O método de quantificacdo de EFV, 3TC e TDF foi desenvolvido com base nos
dados e informacdes obtidos sobre as caracteristicas fisico-quimicas e grupos
funcionais dos insumos farmacéuticos ativos. Também, foram consideradas as
concentracbes das curvas analiticas correspondentes as dosagens dos ARV
calculadas para coelhos (66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg de TDF). O objetivo
foi desenvolver um método capaz de quantificar os ARV em estudo com resolucao
adequada entre os picos; com tempo de corrida curto capaz de viabilizar analises de
rotina de controle de qualidade, que cumpram com 0s parametros de validacao e

cuja utilizacdo de solvente organico na fase movel fosse a menor possivel.

Em cada condicdo testada (variacdo da composicdo e da vazao da fase mavel),
foram avaliados parametros de adequabilidade do sistema cromatografico, como
tempo de retencdo (tr), resolucdo entre os analitos (Rs), pratos tedricos (N) e
assimetria de picos, de modo a obter uma condi¢do otimizada para quantificacdo

simultdnea dos ARV.

Considerando que a amostra analisada é regular, ou seja, constituida da mistura de
pequenas moléculas (< 2000 Da), que possui componentes hidrofilicos (3TC e TDF)
e hidrofébicos (EFV) com diferentes constantes de acidez (pKa iguais a 4,3, 3,75 e
10,2, respectivamente, para 3TC, TDF e EFV) e que a coluna cromatografica de fase
reversa resiste a faixa de pH entre 2 e 8, optou-se por uma analise exploratoria
inicial no modo gradiente utilizando como fase movel 4gua e MeOH (SNYDER,
KIRKLAND e GLAJCH, 1997).

O gradiente exploratorio iniciou-se com 5% MeOH e estendeu-se até 95% do mesmo
solvente organico durante 45 min. A coluna cromatografica empregada foi de fase
reversa empacotada com silica qguimicamente ligada a grupos octadecilsilanos C18

(250 mm x 4,6 mm; 5 um); temperatura da coluna de 30 °C e vazéo da fase movel
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igual a 1,0 mL/min. A deteccéo foi realizada utilizando DAD e as leituras das areas
sob os picos foram realizadas no A maximo de cada insumo farmacéutico ativo
conforme informacdes prévias obtidas na literatura e confirmadas no laboratério: 250
nm para EFV, 260 nm para TDF e 270 nm para 3TC (MONTGOMERY, E. R. et al.,
2001; ASHENAFI, D. et al., 2010; PAULA, N. C. et al., 2006). Nessas condicfes, 0s

picos de 3TC e TDF coeluiram e o pico de EFV eluiu no tg em torno de 30 min.

Em sequéncia, testou-se como fase moével alternativa uma mistura de ACN e acido
trifluoroacético 0,05% (v/v) em modo gradiente de 60 min, iniciando-se com 5%
ACN. Nessas condi¢des, obtiveram-se picos bem definidos e simétricos para EFV e

TDF, entretanto, o pico de 3TC separou-se em trés partes.

Testaram-se também outros métodos descritos em artigos. O método proposto por
Montgomery et al. (2001), foi reproduzido para analise dos insumos farmacéuticos
ativos. Para isso, utilizou-se coluna ciano (150 mm x 4,6 mm), fase moével constituida
por duas misturas A (90% agua com acido trifluoroacético: 10% MeOH) e B (90%
MeOH: 10% agua com acido trifluoroacético) em modo gradiente variando as
proporcdes das fases moveis. A vazao utilizada foi 1,5 mL/min, volume de injecao de
35 yL e a temperatura da coluna de 40 °C. Como resultado, o pico de 3TC dividiu-se.

Considerando-se que os insumos farmacéuticos ativos EFV, 3TC e TDF possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, o desenvolvimento do método analitico foi
um desafio. Optou-se por utilizar tampéo acetato de amonio e MeOH como fase
movel. O &cido acético quando presente na fase movel é capaz de melhorar o
formato dos picos, aumentar o nimero de pratos tedricos da coluna cromatografica e
minimizar a existéncia de grupos silanois livres. O efeito da existéncia de grupos
silandis livres, principalmente para analise de compostos basicos, pode aumentar a
retencd@o de analitos na coluna, resultar em picos com cauda e tornar irreprodutivel a
corrida cromatogréfica (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997).

A otimizagdo da porcentagem de solvente organico para o inicio da corrida foi
realizada apenas com a inje¢cdo de uma solucdo contendo 3TC, primeiro insumo
farmacéutico ativo a eluir. Em sequéncia, preparou-se outra solugcéo contendo 3TC e

TDF para adequar o tempo de eluicdo e a porcentagem de MeOH para o segundo
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analito. Por fim, foi injetada uma solucdo contendo os trés analitos (3TC, TDF e
EFV), de modo a adequar a corrida em gradiente para que o pico de EFV eluisse em
menor tempo possivel mantendo as caracteristicas adequadas para o formato do

pico.

Para a andlise cromatogréafica optou-se pela deteccdo em A 260 nm (item 4.2.2,
Capitulo 2). Apesar de ndo ser o A maximo de EFV e 3TC, foi possivel a
qguantificacdo com sensibilidade e seletividade adequadas no comprimento de onda

selecionado.

3.2 Condicao otimizada para a analise quantitativa dos ARV por CLAE

A condicdo otimizada (Tabela 25) para a analise quantitativa dos ARV em modo
gradiente foi estabelecida utilizando coluna cromatogréafica Sun Fire Cig (250 mm X
4,6 mm; 5 um) a 30 °C. A vazdo da Fase movel foi de 1,0 mL/min e o volume
injetado foi de 20 pL. A deteccao foi realizada por UV no comprimento de onda de
260 nm e eluicdo no modo gradiente da Fase mével (mistura de MeOH e tampéao

acetato de amonio).

Tabela 25 - Gradiente da Fase mével para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato

de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada.

Tempo (min) MeOH Tampé&o acetato Eluicao
To—T4 30% 70% isocrética
T4—Te 30% — 85% 70% — 15% gradiente linear
Te—Tis 85% 15% isocratica
Ti3—Tia 85% — 30% 15% — 70% gradiente linear
Tia—Tis 30% 70% isocratica

O tampao acetato e as solu¢des foram preparados como descrito a seguir.

Tampao acetato de amoénio pH 5,4: dissolveram-se 7,7 g de acetato de amdnio em
acido acético diluido 0,1% (v/v) para 1 L. O pH foi ajustado para 5,4 com &acido

acético, quando necessario.
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Fase movel: mistura de Tampéao acetato de amonio pH 5,4 e MeOH (70:30).

Solugbes padrao estoque: aproximadamente 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg
de TDF foram transferidos separadamente para balGes volumétricos de 50 mL.
Adicionaram-se 40 mL de MeOH em cada baldo, submeteu-se ao ultrassom por 20

minutos e os volumes foram completados com o0 mesmo solvente.

Solucdo padréo diluida: transferiram-se 5 mL de cada Solug¢édo padrdo estoque para
um anico baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com a Fase movel
inicial (mistura de MeOH e tampé&o acetato 30:70, v/v). As concentracdes finais
foram 132 pg/mL para EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF, correspondendo a 100% da

concentracdo de trabalho.

Solucdo amostra: vinte comprimidos revestidos foram pesados e triturados a po fino
e uma quantidade de pdé equivalente a um peso médio foi transferida para balédo
volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se 40 mL de MeOH e, apds agitacdo em
ultrassom por 20 minutos, o volume foi completado com o mesmo solvente e filtrado
em papel de filtro quantitativo. A solucéo obtida foi diluida com Fase madvel inicial até a
concentracdo de 132 pg/mL para EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF. A solucdo

resultante foi filtrada em membrana de 0,45 um.

Solucdo placebo: quantidade de p6é de placebo equivalente a um peso médio
(128,09 mg) foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se 40
mL de MeOH e, apos agitagdo em ultrassom por 20 minutos, o volume foi completado
com o0 mesmo solvente e filtrado em papel de filtro quantitativo. Transferiram-se 5 mL
do filtrado para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com Fase movel

inicial e, em seguida, a solucao foi filtrada em membrana de 0,45 pm.

As condi¢Bes cromatogréaficas otimizadas para a andlise de EFV, 3TC e TDF em

comprimidos de DFC estao resumidas no Quadro 10.
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Quadro 10 - Condigdes cromatograficas selecionadas para o doseamento de efavirenz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada.

Coluna cromatografica octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm; 5 pm)
Temperatura do forno 30°C
Detector UV, 260 nm
Fase Mével MeOH: tampé&o acetato de aménio pH 5,4
Eluicao modo gradiente
Vazéo 1,0 mL/min
Volume de injecao 20 pL

3.3 Validacéo do método analitico

O método analitico foi validado segundo a Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de
2003 da Anvisa (BRASIL, 2003) e pelo Guia ICH Q2 (R1) (INTERNATIONAL...,
2005). Os parametros de validacdo avaliados foram: seletividade, linearidade,

precisao, exatidao, robustez, limites de deteccéo e de quantificacao.

3.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela analise de possiveis interferentes
presentes na mistura de excipientes da formulacdo (placebo) sujeitos a coeluicdo
com os analitos de interesse. Para isso, o0 cromatograma proveniente da Solucéo
amostra foi comparado ao da Solugcdo placebo (SHABIR, 2003). Além disso, a
pureza espectral dos picos de EFV, 3TC e TDF foram avaliadas no cromatograma

da Solugdo amostra com auxilio do detector de arranjo de diodos (DAD).

3.3.2 Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF foram estabelecidas a partir de trés
solugbes padrdo estoque de EFV 660 pg/mL, 3TC 330 pg/mL e TDF 330 pg/mL

preparadas em MeOH. Aliquotas dessas solucdes foram diluidas em Fase mével, de
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forma a obter onze concentracbes diferentes, na faixa de 50% a 150% da
concentracéo de trabalho de EFV (132 pg/mL), 3TC (66 pg/mL) e TDF (66 pg/mL).

Preparo das solucbes 1 a 11: transferiram-se para baldo volumétrico de 25 mL os
volumes de Solugdo padrdo estoque indicados na Tabela 26. Completou-se o

volume do baldo volumétrico com Fase moével.

Tabela 26 - Solucdes 1 a 11 para a construgdo da curva analitica de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila por cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Solugio % Concentracao (ug/mL) Volume solucéo
EFV \ 3TC e TDF estoque (ML)

1 50 66,0 33,0 25
2 60 79,2 39,6 3,0
3 70 92,4 46,2 3,5
4 80 105,6 52,8 4,0
5 90 118,8 59,4 4,5
6* 100 132,0 66,0 5,0
7 110 145,2 72,6 55

120 158,4 79,2 6,0

130 171,6 85,8 6,5
10 140 184,8 92,4 7,0
11 150 198,0 99,0 7,5

* Concentracao de trabalho
Legenda: EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.

As relacdes entre as areas dos picos cromatograficos e as concentracdes dos
analitos foram submetidas a andlise de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados. O ajuste dos dados ao modelo de regressédo, o coeficiente de correlacéo
(r), o intercepto, a inclinacdo da curva e a aleatoriedade dos residuos foram

verificados pelo software estatistico Minitab®, versdo 14.

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes e o critério aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve
ser maior que 0,99 (BRASIL, 2003).
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3.3.3 Precisao

A precisdo foi definida pelas analises de repetibilidade (intra-dia) e precisao
intermediaria (inter-dias), a partir da quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos
na concentragao de trabalho (132 pg/mL para EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF) em
seis Solu¢bes amostras e em trés dias consecutivos (n=18). A precisao intra-dia foi
avaliada pelos teores médios de EFV, 3TC e TDF e os desvios padrao relativos
(DPR) calculados das determinagfes diarias (n = 6). Enquanto a precisao inter-dias
foi avaliada calculando-se a média e o DPR de todos os resultados em trés dias
consecutivos (n = 18). Recomenda-se que o valor de DPR seja inferior a 2,00%
(GREEN, 1996).

3.3.4 Exatidao

A exatidao foi realizada pelo método do placebo contaminado, em que quantidades
conhecidas do padrdo foram adicionadas a misturas dos componentes da
formulacéo (excipientes) com o intuito de determinar a porcentagem de recuperacéo
do padrédo. A exatidao foi avaliada a partir de nove determinacdes contemplando os
niveis de 80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho da Solucdo amostra dos

comprimidos em triplicata para cada nivel de concentracéo.

Preparo da Solucéo padrdo estoque dos insumos farmacéuticos ativos: pesaram-se,
exatamente, cerca de 66 mg de EFV SQR, 33 mg de 3TC SQR e 33 mg de TDF
SQR para um mesmo baldo volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se 40 mL de MeOH,
submeteu-se ao ultrassom por 20 minutos e completou-se o volume com 0 mesmo

solvente. A solucéo foi preparada em triplicata.

Para o preparo das concentracdes finais de 80%, 100% e 120%, 50 mg de placebo
da formulacdo dos comprimidos e o volume correspondente da Solucdo estoque dos
insumos farmacéuticos ativos foram transferidos para bal&o volumétrico de 50 mL,

conforme Tabela 27. Em seguida, completou-se o volume com Fase movel.
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Tabela 27 - Esquema das diluicGes para avaliar a exatiddo do método para doseamento de
efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa
combinada por CLAE.

EA Quantidade de Nivel de Massa do IFA Volume Concentracéo
placebo (mg) concentragao (mg) transferido final (ug/L)
EFV 66 105,6
80% 50 3TC 33 4 mL 52,8
TDF 33 52,8
EFV 66 132,0
100% 50 3TC 33 5mL 66,0
TDF 33 66,0
EFV 66 158,4
120% 50 3TC 33 6 mL 79,2
TDF 33 79,2

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de
tenofovir desoproxila.

A recuperacao foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, utilizando-se a

equacao a seguir.

%R . Concentracao média experimental 100
oRecuperacdo = = . X
perag Concentracao tebdrica

Segundo Green (1996), o critério de aceitacdo para a média de recuperacdo, em um
método analitico de doseamento, deve ser de 100 + 2%, ou Seja, a recuperacao
deve estar compreendida na faixa 98% a 102% em cada nivel. Em paralelo a essa
andlise, realizou-se o teste t de Student para verificar se existe ou ndo diferenca
significativa entre o teor médio e o valor de recuperacido de 100% (ASOCIACION...,
2001).

3.3.5 Robustez

A robustez permite avaliar a capacidade do método analitico em permanecer
inalterado quando pequenas e deliberadas variagbes ocorrem em certos parametros

do mesmo. A robustez foi realizada conforme o método proposto por Youden e
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Steiner (1975), que consiste na andlise multivariada de sete variaveis criticas para o
método analitico. Esse teste permite verificar a influéncia de cada uma das variages
nos resultados finais, indicando qual € o tipo de influéncia no método (INMETRO,
2010).

Os parametros variados para a avaliagdo da robustez do método de doseamento
dos ARV foram: temperatura do forno da coluna, pH do tamp&o acetato, vazdo da
Fase movel, comprimento de onda de leitura, marca da coluna, modelo do
cromatdégrafo e tempo de agitacdo da amostra no ultrassom. Os parametros
nominais foram identificados pelas letras mailsculas e os parametros variados foram

identificados pelas letras mindsculas (Tabela 28).

Tabela 28 - Parametros do método de doseamento simultaneo de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada para a avaliacéo

darobustez do método por CLAE.

. . Valor do fator L Valor do fator
Parametros Nominal ) Variagcao L
nominal variagao
Temperatura do forno da
30°C A 25°C a
coluna
pH tampao acetato 54 B 57 b
Vazéo da fase movel 1,0 mL/min C 1,2 mL/min
A leitura 260 nm D 262 nm d
Tempo de agitagdo da . .
20 min E 15 min e

amostra no ultrassom

e Zorbax Eclipse®
Sun Fire” C18 (250

Marca da coluna F XDB-C18 (250 mm f
mm x 4,6 mm; 5 pm)

X 4,6 mm; 5 um)

Modelo do HPLC 1100 G 1200 g

Legenda: A: comprimento de onda.

Realizaram-se oito experimentos de forma aleatéria conforme demonstrado na

matriz dos fatores (Tabela 29).
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Tabela 29 - Matriz dos fatores para determinac&o da robustez pelo método de Youden.

Valor do Combinacao ensaiada
fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C C C c C c C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G g g G g G G g
Resultados S t u % w X y z

Fonte: YOUDEN e STEINER, 1975.

Realizaram-se trés injecdes da Solucdo amostra (p6 dos comprimidos) e trés da
Solucéo padréo diluida de EFV, 3TC e TDF na mesma condic&o analitica e calculou-
se a meédia. Os resultados de cada experimento foram avaliados em relacédo ao teor,
tempo de retencdo, eficiéncia da coluna (representada pelo numero de pratos

tedricos, N) e fator de cauda.

Para cada fator estimou-se o efeito do parametro variado pela diferenca entre a
média dos resultados das quatro andlises com letra maidscula e a média dos
resultados das quatro analises com letra mindscula. Assim, estimou-se, por exemplo,

o efeito em variar o valor do parametro de “A” por “a” conforme equacgéao:

stt+u+v w+x+y+z
4 4

Efeito A/a =

As diferencas mais relevantes indicam que os fatores correspondentes tém maior
influéncia que os outros sobre a precisdo do método. Para definir se a influéncia do
fator é relevante, deve-se comparar o valor do efeito com a expressdo s\2, em que s
€ o0 desvio padrdao obtido no ensaio de repetibilidade do método. As diferencas
superiores em valor absoluto ao resultado da expressdao sao consideradas
significativas (ASOCIACION..., 2001).
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3.3.6 Limite de deteccdo e de quantificacao

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor quantidade do analito que se pode
detectar nas condicOes experimentais do método. E o limite de quantificacdo (LQ)
representa a menor quantidade do analito que se pode quantificar com adequada
precisao e exatiddo (INTERNACIONAL, 2005). Esses parametros foram estimados
pelo desvio padréo do intercepto (6) e inclinagdo da curva analitica (S) dos insumos

farmacéuticos ativos conforme equacdes abaixo:

LD—336
=33
L —108
Q= S

em que,
0 = desvio-padrao da resposta;

S =inclinacdo da curva analitica.

Em seguida, Solu¢des padrao de cada insumo farmacéutico ativo foram preparadas
nas concentracbes de LQ e de LD estimadas e diluicbes sucessivas foram
realizadas até a obtencdo de uma relacdo entre sinal e ruido (s/r) proxima de 3 para
0 LD e préxima de 10 para o LQ (INTERNATIONAL..., 2005; SNYDER, KIRKLAND e
GLAJCH, 1997). Ao encontrar a relacéo sinal/ruido esperada para o LQ e LD, a
solucdo foi injetada cinco vezes no cromatografo e o DPR das areas obtidas foi

determinado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa

combinada por CLAE.

A retencdo cromatografica de espécies quimicas ionizaveis é fortemente dependente
do pH da fase moével. Na cromatografia liquida de fase reversa, espécies quimicas
neutras sdo mais retidas do que as ionizaveis. Para um analito ionizavel, ou seja, um
analito com propriedades acido-base na faixa de pH de trabalho, a relac@o entre as
concentracfes das formas neutras e idnicas e a retencdo cromatografica depende
do pH da fase movel e do pKa do analito (ROSES, SUBIRATS e BOSCH, 2009).
Essa relagcdo pode ser calculada pela equacdo de Handerson Hasselbalch que
define matematicamente a relacédo entre o pH do meio aquoso e o pka das espécies
qguimicas, como se segue (HARRIS, 2005):

[A7]
[HA]

pH = pKa + log

em que,

pka é logaritmo do inverso da constante de acidez.

pH (potencial hidrogeninico) € o logaritmo negativo da concentracdo de H”.
[HA] é a concentragdo do acido monopraotico.

[A] é a concentracdo da base conjugada do &cido.

Um método que opera proximo ao valor de pka de um ou mais analitos, € provavel
que seja menos robusto. Por essa razdo, € normalmente desejavel escolher um
valor de pH da fase mével que seja maior ou menor que 2 unidades em relacdo ao
valor do pka dos analitos (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997; SNYDER e
DOLAN, 2013).

O EFV é um &cido fraco, pka = 10,2 (MOFFAT, OSSELTON e WIDDOP, 2004), em
gue o grupo carbamato sofre desprotonagédo em altos valores de pH (GALLICANO,
2000; CRISTOFOLETTI et al., 2013). A 3TC € uma base fraca (GALLICANO, 2000),
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pKa = 4,3 (JOZWIAKOWSKI et al., 1996; MOFFAT, OSSELTON e WIDDOP, 2004;
SOUZA e STORPIRTIS, 2004) e, quando em meio 4cido, sua protonagdo ocorre no
grupo amino primario (NH2). O TDF é um base fraca de tenofovir e possui pKa =
3,75 (VIREAD®..., 2006). No pH da Fase movel estabelecida (pH = 5,4), EFV
encontra-se 99,99% na forma néo ionizada, 3TC encontra-se 92,64% na forma nao
ionizada e TDF possui 97,81% de suas moléculas na forma néo ionizada. Os valores
de pka de 3TC e TDF estdo mais préximos do pH da Fase movel. A diferenca entre
o pH da Fase mével e o pKa de TDF é de 1,65 e para 3TC é de 1,1, ambos os
valores sdo menores que 2,0. Para verificar se o pH da Fase mével interfere na
robustez do método, essa variavel foi avaliada no teste de robustez da validacdo do

método analitico.

Os cromatogramas representativos das condi¢cdes cromatograficas desenvolvidas
para a Solucdo padrdo e Solucdo amostra estdo representados nas Figura 20. O
tempo morto foi definido nas condi¢cées cromatograficas propostas utilizando solucéo
de uracila a 100 pg/mL preparada em Fase movel. O tg da molécula foi igual a 2,561

min.

Na analise cromatogréfica dos ARV, 3TC foi o primeiro insumo farmacéutico ativo a
ser eluido, seguido de TDF e EFV. A menor afinidade de 3TC pela fase estacionaria
resultou em menor fator de retencdo (k= 0,09) quando comparada aos insumos
farmacéuticos ativos mais hidrofébicos TDF (k = 2,59) e EFV (k = 3,29). Todos os
picos, para as solugbes amostra e padrdo, apresentaram resolugcdo maior que 1,5
(SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997) e simetria adequada.



141

Figura 20 - Cromatogramas obtidos para (A) solugdo amostra dos comprimidos de dose fixa
combinada e para (B) solucao padréo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir
desoproxila nas concentracées de 132,0 ng/mL, 66,0 ng/mL e 66 png/mL, respectivamente.
Método em modo gradiente, utilizando coluna Sunfire® (150 x 4,6 mm; 5 pm), a 30 °C, vaz&o de

1,0 mL/min e deteccédo no UV em 260 nm.

i 3TC

3TC : B

) ;/_MJ
2
g 7

Legenda: EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.

Mesmo com as caracteristicas fisico-quimicas distintas dos insumos farmacéuticos
ativos, a selecdo do pH da Fase mével e 0 esquema de gradiente proposto neste
estudo permitiram que a andlise simultanea de EVF, 3TC e TDF em comprimidos de
DFC fosse desenvolvida em condi¢cdes satisfatorias e em curto tempo de corrida

cromatografica (15 min).

4.2 Validacdo do método analitico

4.2.1 Seletividade

Seletividade é a capacidade do método de avaliar, de forma inequivoca, o analito na
presenca de componentes que podem interferir na sua determinacdo em uma matriz
complexa como, por exemplo, excipientes da formulagédo e substancias relacionadas
(INTERNATIONAL..., 2005).
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O estudo da seletividade do método proposto foi realizado por verificacdo da
resposta da matriz (placebo) na detecgcdo dos insumos farmacéuticos ativos. O
cromatograma da Solucao placebo n&do apresentou interferéncias nos picos dos ARV
(Figura 21), o que demonstra a seletividade do método em relacdo aos
componentes presentes na formulagdo estudada. Adicionalmente, as purezas
espectrais dos picos da Solucdo amostra foram avaliadas com o detector DAD (3TC
= 99,95%, TDF = 99,86% e EFV = 99,27%). Os valores de pureza obtidos, proximos
a 100%, evidenciam auséncia de coeluicdo de substancias junto aos insumos

farmacéuticos ativos.

Figura 21 - Sobreposigdo dos cromatogramas das Solugdes amostra e placebo obtidos

conforme as condi¢cdes cromatogréaficas descritas na parte experimental deste estudo.
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Legenda = 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; EFV = efavirenz

4.2.2 Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF (Figura 22) indicaram correlagéo linear
adequada entre as concentragcfes e as areas dos picos no intervalo de 50% a 150%
da concentracao de trabalho (EFV na faixa de 66,0 a 198,0 pg/mL e 3TC e TDF na
faixa de 33,0 a 99,0 pg/mL). As regressoes lineares foram significativas (p < 0,05) e
os coeficientes de correlagédo (EFV = 0,9971, 3TC = 0,9983 e TDF = 0,9962) foram
superiores a 0,99 (BRASIL, 2003). O intercepto nao foi diferente de zero (p > 0,05) e

os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria sem tendéncia (
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Tabela 30).

Figura 22 - Curvas analiticas de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila

para avaliacdo da linearidade do método de doseamento por cromatografia a liquido de alta

eficiéncia.
Area EFV (mAU)*EFV (pg/mL) — Area 3TC (mAU)*3TC (pg/mL)
5000 - :
4000 A
4000 - 5
»
3000 -
3000 -
—_— . 2000 -
79,6 1188 1584  198,0 39,6 59,4 79,2 99,0
Area TDF (mAU)*TDF (pg/mL)
3000 4 .
2500 -
-
2000 -
L)
1500 A
1000 A
39,6 59,4 79,2 99,0

Legenda = 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; EFV = efavirenz

Tabela 30 - Resultados da anélise de regresséo linear obtidos para o método por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila.

R . Resultados
Parametros da regressao
EFV 3TC TDF
Faixa de trabalho (ug/mL) 66,0 —198,0 33,0-99,0 33,0-99,0
Coeficiente de correlacap (r) 0,9971 0,9983 0,9962
Inclinagcéo * desvio padréo 25,92 + 0,36 47,75 + 0,50 29,80 + 0,47
Intercepto + desvio padrédo 99,04 + 49,25 -8,69 + 34,92 29,93 + 32,55

Legenda: EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila.

4.2.3 Precisao
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A precisdo da determinacao de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de DFC por CLAE
foi determinada em trés dias consecutivos de andlises e expressa em valores de
DPR, obtendo-se valores de precisao intra-dia e inter-dias. Os valores dos teores de
cada ARV e os valores de DPR (%) para avaliar as precisdes estdo apresentados na
Tabela 31.

Na analise de EFV, 3TC e TDF nos comprimidos de DFC, os valores de DPR para a
precisao intra-dia (n=6) foram 1,16%, 1,12% e 1,32%, respectivamente. Para a
precisao inter-dias, os valores de DPR (n=18) para EFV, 3TC e TDF foram 1,40%,
1,36% e 1,98%, respectivamente. Em todos os casos, 0os desvios foram menores
que 2,0%, o que garante precisdo satisfatoria do método para doseamento dos ARV
(GREEN, 1996).
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Tabela 31 - Preciséo intra-dia e preciséo inter-dias para o doseamento de efavirenz,

lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila por CLAE.

Preciséao intra-dia (%)

Precisao inter-dias (%)

Insumo
farmacéutico | Replicatas 1° dia 20 dia 30 dia Média
. DPR
ativo (n=6) (n =6) (n=6) (n = 18)
1 102,84 99,36 104,26
2 102,82 101,61 104,83
3 102,19 100,33 103,17
. 4 103,16 100,81 102,41
Efavirenz 101,97 1,40
5 101,55 101,75 101,31
6 99,98 100,88 102,25
Média (%) 102,09 100,79 103,04
DPR (%) 1,16 0,87 1,28
1 95,26 97,29 94,09
2 95,80 97,25 93,91
3 95,98 96,69 96,43
o 4 96,59 94,27 95,99
Lamivudina 96,34 1,36
5 97,69 97,29 95,89
6 97,97 98,16 97,51
Média (%) 96,55 96,83 95,64
DPR (%) 1,12 1,38 1,46
1 93,24 95,14 96,42
2 94,30 95,09 94,84
3 92,04 94,86 96,75
Fumarato de
) 4 92,43 92,73 95,28
tenofovir 94,60 1,98
_ 5 95,36 92,86 98,73
desoproxila
6 93,07 92,52 97,21
Média (%) 93,41 93,87 96,54
DPR (%) 1,32 1,37 1,45

Legenda: DPR = desvio padréo relativo.

4.2.4 Exatidao

Para a realizacdo da exatiddo foi empregado o método do placebo contaminado,

utilizando a mistura de excipientes constituintes da formulagdo dos comprimidos de

EFV, 3TC e TDF em DFC. A exatidao foi avaliada por meio da porcentagem de

recuperacdo de cada insumo farmacéutico ativo nos niveis 80%, 100% e 120% da

concentracéo de trabalho da Solugdo amostra dos comprimidos (EFV 132,0 pg/mL,
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3TC e TDF 66,0 pg/mL), em triplicata. Os valores de recuperacao obtidos para cada
insumo farmacéutico ativo em estudo estao apresentados na Tabela 32.

As recuperacfes medias (n=9) obtidas para os ARV (EFV = 99,77%, 3TC =
100,09% e TDF = 100,24%) estdo compreendidas no intervalo recomendado de
98% a 102% e os valores de DPR foram inferiores a 2,0% (GREEN, 1996).
Alternativamente, o resultado foi comparado ao valor teérico (100%) utilizando
estatistica t ao nivel de significancia de 0,05 e 8 graus de liberdade. O valor de t
calculado (EFV = 0,66; 3TC = 0,68 e TDF = 0,89) foi menor que o valor critico de
t 00s:8 = 2,31, 0 que indica que ndo existe diferenca significativa entre o valor
meédio de recuperacao (n = 9) e o valor de recuperacdo de 100%. Assim, conclui-
se que o método por CLAE apresenta exatiddo adequada para quantificacdo dos
ARV em comprimidos de DFC.

Tabela 32 - Exatiddo do método de quantificacéo de efavirenz, lamivudina e fumarato de

tenofovir desoproxila por CLAE: porcentagens de recuperacdo em trés niveis (80, 100 e 120%

da concentracéo de trabalho) e DPR.

Insumos farmacéuticos ativos Niveis

80% 100% 120%
100,08 99,09 101,06

Efavirenz 99,76 100,91 99,98

99,27 100,22 97,54

Média 99,70 100,07 99,53

DPR 0,41 0,92 1,81
100,76 100,27 100,26

Lamivudina 99,67 100,27 99,32
99,97 100,25 100,06

Média 100,13 100,26 99,88

DPR 0,56 0,01 0,49
100,13 99,05 100,83
Fumarato de tenofovir desoproxila 99,66 99,23 100,76
100,21 101,34 100,91
Média 100,00 99,87 100,83

DPR 0,30 1,28 0,08
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4.2.5 Robustez

A robustez do método de quantificacdo simultanea de EFV, 3TC e TDF em
comprimidos de DFC foi avaliada por meio do teste de Youden. Os resultados das
oito andlises realizadas no ensaio de robustez foram utilizados para calcular o efeito
de cada variavel em relacdo ao teor, area, tempo de retencdo, fator de cauda e
namero de pratos tedricos. Na Tabela 33 estdo descritas as oito combinacfes

avaliadas, conforme a matriz dos fatores do teste de Youden.

Nas Tabelas 34 a 36, estdo demonstrados os resultados do teste de robustez para a
quantificacdo de EFV, 3TC e TDF, respectivamente, obtidos nas oito condicbes
analiticas testadas. Os valores representam a média de trés injecdes de cada

solucéo.
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Tabela 33 - Combinacdes dos parametros analiticos realizados conforme o teste de Youden
para avaliacdo da robustez do método por CLAE para quantificacéo de efavirenz, lamivudina e

fumarato de tenofovir desoproxila.

Cromatografo Combinagdes analiticas

Temperatura do forno da coluna: 30 °C

pH tampao acetato: 5,4

Vazao da fase mével: 1,0 mL/min

A leitura: 260 nm

Tempo de agitagcdo da amostra no ultrassom: 20 min
Marca da coluna: SunFire®

Temperatura do forno da coluna: 30 °C

pH tampao acetato: 5,7

Vazéo da fase mével: 1,2 mL/min

A leitura: 262 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 15 min

Marca da coluna: SunFire®
HP 1100

Temperatura do forno da coluna: 25 °C

pH tampéo acetato: 5,4

Vazéo da fase mével: 1,2 mL/min

A leitura: 262 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 20 min

Marca da coluna: Zorbax Eclipse®

Temperatura do forno da coluna: 25 °C

pH tampéo acetato: 5,7

Vazéo da fase mével: 1,0 mL/min

A leitura: 260 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 15 min

Marca da coluna: Zorbax E«:Iipse®

Temperatura do forno da coluna: 30 °C

pH tampéo acetato: 5,4

Vazdo da fase movel: 1,2 mL/min

A leitura: 260 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 15 min

Marca da coluna: Zorbax EcIipse®

Temperatura do forno da coluna: 30 °C

pH tampéo acetato : 5,7

Vazéo da fase moével: 1,0 mL/min

A leitura: 262 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 20 min

Marca da coluna: Zorbax Eclipse®
Agilent 1200

Temperatura do forno da coluna: 25°C

pH tampéo acetato : 5,4

Vazéo da fase mével: 1,0 mL/min

A leitura: 262 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom:15 min
Marca da coluna: SunFire®

Temperatura do forno da coluna: 25 °C

pH tampéo acetato : 5,7

Vazéo da fase mével: 1,2 mL/min

A leitura: 260 nm

Tempo de agitacdo da amostra no ultrassom: 20 min
Marca da coluna: SunFire®

Legenda: A = comprimento de onda.
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Tabela 34 - Resultados do teste de robustez para quantificagio de efavirenz por CLAE em

comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢c8es analiticas testadas pelo método de

Youden para a Solucéo padrdo e amostra.

3 Tempo de
) Teor Area . Fator de cauda
Condicbes retencao
(%)
Pa Am Pa Am Pa Am Pa Am
1 107,15 3097 3338 12,63 12,04 1,08 1,12 68729 68780
2 103,26 2320 2411 10,21 10,11 1,13 1,11 88860 96782
3 105,43 1691 1793 10,71 11,03 1,13 1,15 95366 92859
4 105,38 1614 1711 11,02 11,01 1,15 1,14 70928 71427
5 105,34 1707 1809 12,21 12,16 1,08 1,09 72938 73036
6 105,57 1570 1667 10,23 10,23 1,16 1,14 78304 77375
7 105,33 3036 3218 11,13 11,14 1,17 1,17 73027 72248
8 107,17 2305 2485 11,24 11,24 1,07 1,07 72613 72874

Legenda: Pa = padrdo; Am = amostra; N = nimero de pratos teéricos.

Tabela 35 - Resultados do teste de robustez para quantificacdo de lamivudina por CLAE em

comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢c8es analiticas testadas pelo método de

Youden para a Solucéo padréo e amostra.

) Tempo de Fator de
Condicdes | Teor (%) Area retengéo cauda

Pa Am Pa Am Pa Am Pa Am
1 97,10 2530 2534 3,57 3,69 1,15 1,19 5464 7192
2 95,14 2074 2035 2,54 2,52 1,17 1,23 3708 5928
3 95,34 2615 2572 2,85 3,06 1,20 1,26 4459 6609
4 95,17 2220 2179 3,07 3,09 1,14 1,17 4546 6479
5 95,23 2577 2531 3,64 3,64 1,15 1,16 5327 7679
6 97,44 2234 2245 2,68 2,69 1,19 1,24 3704 5349
7 94,72 2567 2509 3,24 3,25 1,21 1,28 3925 5968
8 96,61 2064 2057 3,09 3,12 1,15 1,17 4697 6612

Legenda: Pa = padrdo; Am = amostra; N = nimero de pratos tedricos.
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Tabela 36 - Resultados do teste de robustez para quantificacéo de fumarato de tenofovir

desoproxila por CLAE em comprimidos de dose fixa combinada nas oito condi¢cdes analiticas

testadas pelo método de Youden para a Solucéo padrao e amostra.

) Tempo de Fator de
. Teor Area N
Condicbes retencéo cauda
(%)
Pa Am Pa Am Pa Am Pa Am

97,58 1665 1680 9,82 9,79 1,10 1,10 95170 98469
94,65 1356 1327 8,78 8,75 1,18 1,15 128644 139177
94,92 1569 1599 9,24 9,40 1,20 1,23 135245 133882
94,81 1378 1350 9,09 9,09 1,10 1,10 107440 106748
94,61 1587 1553 9,81 9,80 1,12 1,12 107143 107991
96,73 1391 1391 8,83 8,83 1,20 1,20 102948 102458
93,02 1681 1617 9,48 9,48 1,25 1,25 92995 93097
8 96,40 1334 1329 9,13 9,13 1,12 1,12 114744 114648

Legenda: Pa = padrdo; Am = amostra; N = nimero de pratos teéricos.

N o o0~ WN P

O efeito de cada variavel foi calculado pela diferenca entre a média dos resultados
das quatro andlises com letra mailscula e a média dos resultados das quatro
analises com letra minuscula. Na Tabela 37 estdo os resultados para os sete
parametros analisados para EFV, 3TC e TDF. As diferencas superiores, em valor
absoluto, ao valor critico (sV2, em que s é o desvio padrdo obtido nas oito

determinacdes) foram consideradas significativas nas analises.

O parametro que mais influenciou a determinacdo do teor dos ARV foi o tempo de
agitacdo da amostra no ultrassom. A solubilizagdo do insumo farmacéutico ativo é
condicao essencial para a analise cromatografica e constitui-se em um parametro
critico na determinacdo do teor. A redugdo do tempo de agitagcdo para 15 min
prejudicou a extracdo dos insumos farmacéuticos ativos no solvente organico e, por
conseguinte, os teores foram significativamente inferiores quando comparados aos
resultados do procedimento normal de agitacdo em 20 min. Assim, recomenda-se
que a pulverizagdo dos comprimidos seja feita cuidadosamente até a obtencéo de
particulas finas e homogéneas e o tempo de extragdo em MeOH seja padronizado e

seguido conforme o procedimento descrito no preparo das amostras.



151

Tabela 37 - Efeitos das variaveis estudadas em relagdo aos parametros de teor (%), tempo de

retencdo (min), eficiéncia da coluna (N) e fator de cauda (Fc).

EFV 3TC TDF
Variavel

Teor tr N Fc Teor tr N Fc Teor tr N Fc
Forno da coluna (°C)

-0,54 -0,15 8579 0,01 -0,31 -0,09 150 0,00 0,30 -0,05 15020 -0,03
A: 30; a: 25
pH do tampé&o

-0,50 0,03 1641 -0,01 0,77 0,00 120 -0,02 1,10 0,02 -70 -0,02
B:54;b:57
Vazao (mL)

0,46 0,94 -2728 0,01 -0,49 0,56 770 0,02 -0,62 0,67 -7398 0,03
C:1,0;c: 1,2
A detecgé@o (nm)

0,30 0,03 -1003 -0,01 0,09 0,02 -104 0,01 0,14 0,01 -1422 -0,01
D: 260; d: 262
Tempo ultrassom
(min) 1,50 0,03 -11274 -0,01 1,55 0,01 =72 0,00 2,14 0,01 611 0,01

E: 20 min; e: 15 min
Coluna

1,36 0,98 -13287 -0,04 0,37 0,50 1028 -0,08 1,02 0,34 -10189 -0,09
F: SunFire; f: Eclipse

Modelo equipamento

G: HP1100; g 0,56 -0,03  _11430 0,04 0,53 0,10 -460 0,02 0,39 0,03 -23731 0,01
Agilent1200
Valor critico

1,24 0,73 12372 0,04 1,06 0,39 777 0,05 1,31 0,40 18299 0,06
(sV2)

Legenda: N = nimero de pratos teoricos.

Apesar de possuir a mesma fase estacionaria, diametro interno e tamanho de
particulas, a mudanca do fabricante da coluna provocou alteracbes no tempo de
retencdo, no numero de pratos tedricos e no fator de cauda dos picos. Essas
alteracOes sao esperadas devido a diferenca no processo de fabricacdo de cada
coluna, da silica utilizada como suporte e da manutencéo e condi¢des de uso, o que
pode promover alteracdes abruptas da seletividade da fase estacionéria em relacéo
ao analito (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997; DOLAN et al., 2002).

O aumento do fator de cauda em consequéncia da alteragcdo da marca da coluna
decorre da menor porcentagem de cobertura de carbono da coluna Zorbax Eclipse,
igual a 10% (ZORBAX, 2002), comparada com a coluna Sunfire, igual a 16%
(SUNFIRE, 2008). Quanto maior for a porcentagem de carbono da coluna maior € o

tr € menor é o alargamento da banda.
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A mudanca na vazdo da Fase movel interferiu diretamente no tg dos ARV. O
aumento da vazdo da fase moével promove reducdo do tg e, consequentemente,
reducdo do tempo de corrida (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997).

A temperatura do forno da coluna, o A de leitura e o pH do tampdo nao
apresentaram influéncia significativa nos parametros avaliados. Entretanto, sabe-se
qgque mudancas no pH da fase movel podem alterar a seletividade do método e
quando o valor de pH estda préximo do valor de pka dos analitos, pequenas
mudancgas no pH (como 0,1 unidade) tém maior efeito no alargamento do pico e na
resolucdo (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997). A variacdo do pH nao

influenciou nos parametros de teor, tg, N e Fc para a 3TC.

A mudanca do modelo de cromatdgrafo influencia na separacdo dos analitos,
principalmente pela diferenca que existe no volume morto (dwell volume) nas
separacdes em gradiente, que é capaz de deslocar o0 tg dos analitos (SNYDER,
KIRKLAND e GLAJCH, 1997). Entretanto, a mudanca do modelo do cromatografo

nao influenciou o tg dos ARV, mas aumentou o N para TDF.

4.2.6 Limites de deteccdo e de guantificacao

Os valores dos LD e de LQ foram estimados a partir das curvas analiticas e
determinados experimentalmente por diluicbes sucessivas (
Tabela 38).

Tabela 38 - valores estimados a partir da curva analitica e valores experimentais para 0s
limites de deteccdo e de quantificacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir

desoproxila.

Insumo Limite de deteccéo Limite de quantificacao
farmacéutico Estimado Experimental Estimado Experimental
ativo (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL)
EFV 45,29 2,78 137,23 9,28
3TC 34,86 0,29 105,64 0,78

TDF 52,07 0,99 157,78 6,90
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Para a determinacdo dos limites experimentais, prepararam-se Solucdes padrao dos
insumos farmacéuticos ativos (45 pg/mL EFV, 25 ug/mL 3TC e 25 pg/mL TDF) e, em
seguida, diluicdes sucessivas foram realizadas até obter a relacdo s/r = 3 para o
limite de deteccéo e s/r = 10 para o limite de quantificacdo. Os limites experimentais

foram inferiores ao estimado pela curva analitica em todos 0s casos.

De acordo com os dados experimentais, 0 método proposto para a quantificacdo
simultanea dos insumos farmacéuticos ativos pode ser utilizado para detectar EFV a
2,78 pg/mL (DPR = 0,66%), 3TC a 0,29 pg/mL (DPR = 1,08%) e TDF a 0,99 pg/mL
(DPR = 1,27%). A quantificacdo pode ser realizada na concentragao de 9,28 pg/mL
EFV (DPR = 0,66%), 0,78 pg/mL 3TC (DPR = 0,69%) e 6,90 ug/mL TDF (DPR =
0,45%). Consideram-se validos os resultados experimentais de LD e LQ, uma vez
gue os valores de DPR de cinco injecdes consecutivas foram inferiores a 2,0% para
os ARV, o que demonstra a reprodutibilidade das respostas nas concentragdes

experimentais de deteccado e quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos.

Os limites de deteccao e quantificagcdo foram avaliados como informacéo adicional
ao método de analise, ndo sendo um requisito obrigatério para a validacdo de
métodos analiticos quantitativos para a determinacéo de principio ativo em produtos
farmacéuticos (BRASIL, 2003).
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO PARA
QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE EFAVIRENZ, LAMIVUDINA E TENOFOVIR
EM PLASMA HUMANO



155

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Espectrometria de massas

Cromatografia a liquido acoplada a uma fonte de ionizacdo a pressao atmosférica
em espectrometria de massas sequencial (MS/MS) é atualmente considerada como
um método de escolha para analises quantitativas de compostos em matrizes
bioldgicas. As vantagens em utilizar MS/MS no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) séo, principalmente, aumento da seletividade e sensibilidade
(MATUSZEWSKI, CONSTANZER e CHAVEZ-ENG, 2003; TAYLOR, 2005; XU et al.,
2007). A seletividade inerente aos métodos por cromatografia a liquido acoplada a
MS/MS resultam em cromatogramas que nao apresentam interferentes aparentes,
embora concentracdes relativamente altas dos componentes da matriz estejam
presentes (HERNANDEZ, SANCHO e POZO, 2005).

Espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica para separacdo de
moléculas ionizadas pela diferengca do movimento dos ions com base em sua
massa. Os ions formados na fonte de ionizacdo s&o acelerados pela energia
acrescentada e transportados para o analisador de massa. Eles sdo separados pela
movimentacao caracteristica de acordo com a razdo massal/carga (m/z) (MANO e
GOTO, 2003).

O uso da deteccado por espectrometria de massas no modo de monitoramento do ion
anico (SIM) ou MRM utilizando instrumentos do tipo triplo-quadrupolo praticamente
substituiram a detec¢d@o por ultravioleta (UV) para bioanalises. A detec¢do por MS
oferece muitas vantagens sobre a detecc¢do por ultravioleta e tem permitido resolver
muitos dos problemas analiticos tais como sensibilidade, seletividade e velocidade

de recuperacgao das condi¢des iniciais (WILSON, 2003).

1.1.1 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray

Espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS) tem se
difundido nas mais diversas areas da ciéncia, seja para simples determinagédo da

massa molar e/ou quantificacdo de uma substancia ou mesmo em estudos de
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determinacdo estrutural (CROTTI, 2006). ESI-MS tornou-se popular como um
detector de analitos por sua especificidade, sensibilidade e capacidade de gerar
informacdes estruturais (HENRIKSEN e JUHLER, 2005), bem como uma alternativa
para geracao de ions a partir de espécies pouco volateis presentes em fase liquida
(MORAES e LAGO, 2003). Essa é uma das técnicas analiticas mais empregadas,
devido a sua ampla aplicabilidade para detectar pequenas (por exemplo,
metabdlitos) e grandes (por exemplo, proteinas) moléculas, bem como o possivel
acoplamento com cromatografia a liquido (CROTTI, SERAGLIA e TRALDI, 2011).

ESI-MS envolve a formacéo de um spray eletrostatico, a partir do qual sédo geradas
pequenas gotas carregadas e dessas sdo liberados os ions (MORAES e LAGO,
2003). Uma solucéo diluida do analito € bombeada através de um capilar a um baixo
fluxo (0,1-10 puL/min) e uma alta voltagem (2-5 kV) aplicada ao capilar, podendo ser
negativa ou positiva, dependendo do analito de escolha. A voltagem aplicada prové
0 campo elétrico necessario para a separacdo da carga produzida na superficie do
liquido. Como resultado, o liquido € liberado na extremidade do capilar formando o
conhecido “Cone de Taylor” (CECH e ENKE, 2001). A eficiéncia de ionizagcéo é
baseada na relacdo entre as propriedades dos grupos ibnicos na molécula alvo e o
valor de pKa dos componentes acidos dos sais adicionados a fase movel (IKEGAWA
et al., 1997).

A aplicacdo de um alto campo elétrico na ponta do capilar metélico do electrospray
leva a separacao parcial dos ions positivos em relacdo aos eletrélitos negativos em
solucdo, isso porque o campo penetra parcialmente a superficie do liquido na
extremidade do capilar. No modo ion positivo, por exemplo, a densidade dos ions
positivos aumenta na superficie do liquido na ponta do capilar em forma de gota,
enguanto que os ions negativos orientam-se em direcdo as laterais. A repulsdo dos
ions positivos na superficie e a forca do campo elétrico sobre os mesmos vencem a
tenséo superficial do liquido e expande-se formando o “Cone de Taylor”, cuja ponta
se alonga em um filamento de liquido. Esse filamento rompe-se em particulas

individuais carregadas (KEBARLE, 2000), conforme representado na Figura 23.
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Figura 23 - llustrag&o do procedimento de ionizagdo por electrospray no modo positivo.
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Fonte: adaptado de BLADES, IKONOMOU e KEBARLE, 1991.

A formacdo dos ions na fase gasosa pode ser explicada por dois mecanismos
denominados de modelo de carga residual (charged residue model, CRM) e modelo
da evaporacédo do ion (ion evaporation model, IEM). No primeiro modelo, considera-
se que ocorre aumento da densidade de carga devido a evaporacdo do solvente
resultando na divisdo da gota em pequenas goticulas, que eventualmente consistem
em um unico ion (explosdo de Coulomb). O segundo modelo sugere que o aumento
da densidade de carga devido a evaporacao do solvente, ocasiona repulsédo entre as
cargas aumentando a tenséo superficial do liquido, o que resulta na liberacdo dos
ions da superficie da gota (MORAES e LAGO, 2003; CECH e ENKE, 2001). A

Figura 24 ilustra os dois modelos de formacéo dos ions na fase gasosa.

ApoOs a formacao dos ions, eles alcangcam uma regido de baixa pressao, onde ha um
conjunto de lentes que os conduzem ao analisador de massas. Nessa regido, podem
ocorrer dissocia¢des induzida por colisédo (CID), em que ocorre a colisdo entre 0s
ions e as moléculas do gas secante (nitrogénio) (MORAES e LAGO, 2003).
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Figura 24 - Descrigdo esquematica do modelo de carga residual (CRM) e do modelo de

evaporacdao do ion (IEM).
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Fonte: adaptado de CROTTI, SERAGLIA e TRALDI, 2011.

Como o meétodo por ESI-MS é muito sensivel, concentragBes baixas do analito
podem ser usadas mantendo a linearidade na faixa de concentracédo de 10”7 a 10
mol/L (KEBARLE e VERKERK, 2009). Consideraveis variacbes na resposta da
ionizacao por electrospray é observada para pequenas moléculas polares e muito
tempo é frequentemente requerido para otimizar as condi¢des analiticas especificas
para um analito particular (HENRIKSEN e JUHLER, 2005).

1.1.2 Analisador de massas do tipo triplo-quadrupolo

Um analisador de massas do tipo triplo-quadrupolo realiza analises MS/MS com a
dissociacdo induzida por colisdo. No primeiro quadrupolo, o ion precursor é
selecionado e o0 segundo quadrupolo funciona como um espago para a
fragmentacdo com CID. Os ions fragmentados sdo separados pela razdo m/z no
terceiro quadrupolo (MANO e GOTO, 2003). Triplo-quadrupolo tem a vantagem de
permitir experimentos utilizando espectrometria de massas sequencial, mas sao
limitados a uma faixa maxima de aproximadamente 4000 m/z (HILTON e BENESCH,
2012). O espectro MS/MS é capaz de discriminar entre a molécula alvo e impurezas,
que sao eluidas simultaneamente, e pode identificar facilmente o composto de
interesse (MANO e GOTO, 2003). LC/MS/MS em comparacdao com CLAE-UV requer
um menor preparo da amostra por ser uma técnica altamente seletiva e, por isso, a

separacdo cromatografica dos analitos ndo € necessaria (ANNESLEY, 2003).
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1.2 Preparo de amostra

O isolamento das moléculas de interesse do fluido biolégico é uma etapa primordial
para obter sucesso na quantificacdo por LC-MS/MS. Amostras introduzidas no
espectrobmetro de massas sem tratamento prévio podem causar supressao iénica
(VOGESER, 2003). A supressao ibnica pode acontecer, por exemplo, em
decorréncia dos componentes da matriz da amostra e de compostos coeluidos,
sendo as principais causas as mudancas nas propriedades da solucdo a ser
pulverizada pela presenca de solutos ndo volateis ou menos volateis. Esses solutos
nao volateis (por exemplo, sais e compostos enddgenos) podem alterar a eficiéncia
na formacdo ou evaporacdo das goticulas que, por sua vez, afeta a quantidade de

ions carregados na fase gasosa que alcancam o detector (ANNESLEY, 2003).

O preparo tipico de amostra inclui as etapas de isolamento do composto de
interesse de uma matriz complexa, pré-concentracdo do analito e reconstituicdo da
amostra em solvente compativel com a separacdo e deteccdo por LC-MS/MS
(BOZOVIC e KULASINGAM, 2013). As técnicas de preparo de amostra mais
utilizadas em bioanalises sdo extracao liquido-liquido (ELL), extracdo em fase sélida
(SPE) e precipitacao de proteinas.

O preparo de amostras por ELL baseia-se na solubilidade relativa do analito em dois
diferentes solventes imisciveis. Esse método pode originar extratos limpos com
evidéncia de baixo efeito matriz e pouca tendéncia de entupimento da coluna
cromatografica (JEMAL e XIA, 2006). ELL ndo € um método amplamente utilizado,
pois requer muito tempo para seu adequado desenvolvimento (ACKERMANN,
BERNA e MURPHY, 2002). Como vantagem, ELL €& uma técnica simples,
possibilitando o uso de grande variedade de solventes disponiveis comercialmente,
os quais fornecem ampla faixa de solubilidade e seletividade. Além disso, as
proteinas presentes nas amostras sao desnaturadas. Por outro lado, podem-se citar
algumas desvantagens como, por exemplo, extracdo parcial de analitos polares pelo
solvente organico resultando em perdas dos analitos; formacdo de emulsbes e
utilizacéo de volumes maiores de amostras e solventes para a execu¢do do método
(QUEIROZ, COLLINS e JARDIM, 2001).
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SPE constitui um método de extragdo e pré-concentracdo de analitos presentes em
matrizes complexas. Esse método utiliza sorventes recheados em cartuchos e os
mecanismos de retencdo sdo similares aqueles envolvidos na cromatografia a
liquido em coluna (QUEIROZ, COLLINS e JARDIM, 2001).

A precipitacdo de proteinas constitui uma técnica simples de preparacdo de
amostras em bioanalise e, também, universal uma vez que pode ser aplicada para
extrair praticamente qualquer analito (JEMAL e XIA, 2006). Essa técnica €
comumente utilizada para uma rapida “limpeza” da amostra e rompimento da ligagao
insumo farmacéutico ativo-proteina. Assim, para quantificar insumo farmacéutico
ativo em plasma €é frequentemente necessario romper as ligacbes insumo
farmacéutico ativo-proteina de modo que a quantidade total de insumo farmacéutico
ativo seja extraida para andlise. As diferentes técnicas de precipitacdo de proteinas
(solvente organico, éacido, sal e ion metalico) possuem diferentes modos de
precipitacdo, sendo 0s solventes organicos 0s precipitantes mais amplamente
utilizados em analises (POLSON et al., 2003).

Para a quantificacdo apropriada de insumo farmacéutico ativo usando precipitacao
de proteinas por ESI-MS/MS, deve haver um balanco adequado entre o grau de
supressdo de ionizacdo ou aprimoramento de uma dada fase movel, eficacia do
precipitante de proteina, adequado tempo de retencdo do analito e formato do pico.
Recomendacgdes devem ser seguidas no desenvolvimento do método analitico, tais
como: estabilidade do analito em relagcdo ao pH, solubilidade e compatibilidade com
o sistema LC-MS/MS (POLSON et al., 2003). A precipitacdo de proteinas ndo resulta
na obtengcdo de um extrato muito limpo, o que pode ocasionar supressao iénica em
ESI, quando esse método falha na remocao de compostos enddgenos como lipidios,
fosfolipideos, &cidos graxos, etc. (EECKHAUT et al., 2009; JEMAL e XIA, 2006).

1.3 Métodos bioanaliticos para quantificacdo de EFV, 3TC e tenofovir

Atualmente, métodos bioanaliticos para quantificacdo simultdnea de EFV, 3TC e
tenofovir em plasma humano e animal ainda n&o foram descritos na literatura
cientifica. Métodos bioanaliticos para quantificagcdo isolada desses insumos

farmacéuticos ativos ou em associacdo com outros ARV em diversas matrizes
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biologicas estdo disponiveis. Nos Quadros 11 a 14 estdo descritos os métodos
bioanaliticos e 0 método de extracdo do analito da amostra biolégica. Os métodos
encontrados para a preparacdo da matriz bioldgica para a quantificacdo dos insumos
farmacéuticos ativos foram diversificados. Para EFV existem métodos por SPE,
precipitacdo de proteinas e ELL. Para 3TC foram encontrados meétodos para
tratamento da amostra por SPE, ultrafiltracéo, precipitacéo de proteinas e ELL. Para
tenofovir houve a descricdo de dois métodos: SPE e precipitacdo de proteinas.
Quantificacbes simultdneas de dois insumos farmacéuticos ativos foram relatadas:
precipitacdo de proteinas e SPE para EFV+3TC, SPE para EFV + tenofovir e
precipitacdo de proteinas, SPE e ELL para associagdo de 3TC + tenofovir.
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Quadro 11 - Métodos de preparagdo da amostra e condigdes cromatograficas para quantificagdo de efavirenz em matrizes biologicas.

Método de - = .
A . = . Vazéo x = Padréo Faixa
Referéncia IFA Matriz preparacéo da Fase movel Coluna . Eluicéo Deteccéao " .
(mL/min) interno linear
amostra
VILLANI etal., 2001 | EEV+7ARV | Plasmahumano | DXracao liquido- ACN:H,0 Supelcosil LC-18-DB (7,5 cm x 08 Gradiente MS 6,7-dimetil- 20-10000
liquido 4,6 mm; 3 um); TA quinoxalina ng/mL
A: ACN + 30% MeOH e tampao
~ carbonato de amoénio pH 9,3 (5:95, . g
RENTSCH, 2003 EFV+7ARV | Plasmahumano | 5630 em fase viv) Nucleosil 18 ';d %25 mm x2 02 Gradiente MS A-86093 200-8000
B: ACN + 30% MeOH e acetato de s Hg
amdnio pH 9,3 (95:5, viv)
Precipitagédo de Tampao fosfato de potassio 25 mM Supelco Discovery C8 (250 mm " . 50-10000
TURNER et al., 2003 EFV + 8 ARV Plasma humano proteinas pH 3,1: ACN: MeOH X 4,6 mm; 5 ym); 27 °C 15 Gradiente UV, 210 nm A-86093 ng/mL
I Tampéo fosfato 10 mM (pH 2,4 _
RAMACHANDRAN EFV Plasma humano Premplta,(;ao de ajustado com HCI 0,1 M): ACN (55:45, C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm) 2,4 Isocrética UV, 245 nm Nefazodona 0.0625-10,0
et al., 2006 i proteinas V) Hg/mL
CHOI, REZK e Extracao liquido- " . 10-10000
KASHUBA. 2007 EFV + 9 ARV Plasma humano liquido ND Coluna de fase reversa ND Gradiente UV, 210 nm Clozapina ng/mL
DOGAN-TOPAL EFV, abacavir R .
' i Precipitacdo de ACN: MeOH: KH,PO, pH 5,00 Waters Spherisorb (250 mm x - . 50-30000
OZKAN e USLU, e . Soro humano proteinas (40:20:40, viviv) 4,6 mm; 5 um) L0 Isocrética UV, 210 nm Fluvastatina ng/mL
2007 valganciclovir
- A: MeOH + tampéo acetato de aménio
HEINE et al., 2007 ERV+11 Plasma humano Precipitacao de 10 mM, pH 5,0 (35:65, viv) C18 (150 mm x 2,0 mm; 5 pm) 0,25 Gradiente MS/MS 13C6- 0,1-20 pg/mL
ARV proteinas B: MeOH efavirenz
SAILAJA et al., 2007 EFV Plasma humano Extragao_llquldo- ACN: tampao fosfato pH 3,5 (50:50, Zorbax C18 (750 mm x 4,6 mm; 0,8 Isocratica UV, 247 nm Nelfinavir 0,1-10 pg/mL
liquido viv) 3,5 pm)
~ A: acetato de amonio 50 mmol/L e UPLC-UV,
ELENS etal, 2009 | EFV+9ARV | Plasmahumano | DXracdoemfase &cido formico 50 mmol/L C8 (100 mm x 2,1 mm); 60 °C 045 Gradiente 240 nm A-86093 0,025-10
sélida X mg/L
B: ACN (EFV)
Plasma £ . . 6-fluoro
B y ~ A: &cido formico 0,1% em H,O Acquity UPLC BEH C18 (50 mm " UPLC- , 0,5-10000
AVERY et al., 2010 EFV sanguineo e Ultrafiltracao B: 4cido férmico 0,1% em MeOH % 2,1 mm: 1,7 pm) 0,5 Gradiente MS/MS analogo de ng/mL
seminal EFV
D’AVOLIO etal., Extragéo liquido- A: H,O + 0,05% acido férmico Atlantis T3 C18 (150 mm x 2,1 . . .
2010 EEV + 8 ARV Plasma humano liquido B: ACN + 0,05% 4cido formico mm; 3 pm); 35 °C ND Gradiente MS Quinoxaline ND
ANTUNES et al Extracéo liquido- ACN: tampao fosfato trietilamonio 5 Acquity UPLC BEH C18 (150 UPLC-LV, 0,1-10,0
v EFV + 7 ARV Plasma humano A . : A 0,45 Gradiente 240 nm Clomipramina ! !
2011 liquido mmol/L pH 3,0 mm x 2,1 mm; 1,7 pm); 55 °C (EFV) Hg/mL

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; EFV = efavirenz; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; UV =
espectrometria de massas sequencial; UPLC: cromatografia a liquido ultra-alto desempenho; ND = nao descrito.

ultravioleta; MS = massas; MS/MS =
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Quadro 12 - Métodos de preparagédo da amostra e condi¢gdes cromatogréaficas para quantificagdo de lamivudina em matrizes bioldgicas.

WETED e Vazéo Padré&o
Referéncia IFA Matriz preparagdo da Fase movel Coluna : Eluicao Detecgéo . Faixa linear
(mL/min) interno
amostra
Plasma, saliva e Tampao hidrogenofosfato dipotassio
HOETELMANS et 3TC fImdo_ Extraggo_em fase 0,005 M pH 6,8 (ajustado com &cido uBondapack ph_enyl (300 mm 1.0 Isocrética UV, 270 nm ND 10-5000
al., 1998 _ cerebroespinhal sélida L\ 3 x 3,9 mm; 10 um) ng/mL
h fosférico): MeOH (92:8, viv)
umano
. ~ . . Keystone Aquasil C18 (150 Isétopo da 2,5-5000
. Ultrafiltracédo ACN:H,0 (15:85, v/v) mm x 2 mm; 5 um) 0,3 MS/MS 3TC ng/mL
KENNEY et al., 2000 = e_ Soro humano Isocratica
zidovudina
Extracdo em fase MeOH: ACN: Acido acético: Acetato Hypersil BDS (250 mm x 4,6
solida de amonio 0,1 M (8:1:0,1:90.9, VIvIvIv) mm; 5 pm) 10 LV, 270 nm ND ND
YUEN etal, 2001 | STCabacavir | oo pmano Ultrafiltragdo ND Coluna de fase reversa ND ND MS/MS GR109714M 2,5-5000
e zidovudina (3TC) ng/mL
3TC,
zalcitabina, A: tampdao acetato de amonio 10 mM
didanosina, = (pH 6,5 ajustado com &cido acético )
RKIEigHSg)XV 2E(|1_(|)_3e estavudina, Plasma humano Extragsaé(:is;n fase diluido) Poggtﬁn(:nc, 501%112(()) Tcm x 1,1 Gradiente UV%32_|_7é)nm Hexobarbital 1?1-1/?:8 0
! zidovudina, B: 200 mL de fase mével A (pH 6,5) + ! » o Hm); 9
abacavir e 500 mL ACN + 300 mL MeOH
nevirapina
R Dihidrogenofosfato de sédio .
KANO et al., 2005 3TC Plasma humano Premplteﬁgao de monohidratado (10 mM): MeOH: ACN Shim-pack C,LC'C*? (159 mm 1,2 Isocratica UV, 270 nm Estavudina 0.05-3,00
_ proteinas . . X 4,6 mm; 5 um); 40 °C pna/mL
(93:3:3, v,v,v; pH 4,8)
3TC, Tampé&o acetato (acetato de potassio
WISSEN, didanosina, = 20 mM pH 4,6 ajustado com &cido .
AARNOUTSE e estavudina, Plasma humano Ex"ag%ﬁdd: fase acético): ACN mileTeet%rihlsdsd C;)S (310500(: 1,0 Gradiente UV, 260 nm ND 0,015-5 mg/L
BURGER, 2005 zidovudina e A: tampéo acetato: ACN (95:5, v/v). B: ! » 90 Hm);
abacavir tampéo acetato: ACN (76:24, viv)
1€, Extragdo em fase Symmetry C18 (150 mm x 3,9 25-3000
MISTRI et al., 2007 esta\{udlna e Plasma humano Solida Acido acético 0,5%: ACN (20:80, v/v) mm; 5 um); 25 °C 0,4 Isocratica MS/MS Metaxalona ng/mL
nevirapina
3TC +12 Plasma bovino e Extragdo em fase Acido acético 1%: acetato de amonio Synergy Hydro-RP C18 (150 - 10-10000
CHECA etal., 2008 ARV suino soélida pH 4,5: ACN mm x 4,6 mm; 4 um) ND Gradiente UV, 280 nm ND ng/mL
Eletroquimico:
3TC x fo . 2 ng/mL-10
== % ACN: tampéo fosfato monobasico de Eletroquimi
SUZUKI et al., 2009 abacavir, Plasma humano Extrat;ap_em fase potéassio 25 mM pH 8,0 (ajustado com CapcellPak (;18 (250 mm x 0,6 Isocratica co/Fluoresc Vidarabina ug/ml: :
didanosina e solida K 4,6 mm; 5 pm) A Fluorescéncia
. " NaOH 0,5 mol/L) (1:9, viv) éncia .
zidovudina : 5 pg/mL-5
pg/mL
aTC A: MeOH: H,O contendo acetato de
— Precipitagéo de amonio 10 mM (80:20, v/v) Shiseido C8 (150 mm x 2,0 : . " 25-5000
Ll et al., 2010 eﬁtea\x;J:Fll?:ae Plasma humano proteinas B: H,0 contendo acetato de aménio mm; 5 m): 35 °C 0,2 Gradiente MS/MS Zidovudina ng/mL

10 mM (80:20, Viv)

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; 3TC = lamivudina; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; UV = ultravioleta; MS/MS = espectrometria de

massas sequencial; ND = n&o descrito.

/continua.
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Quadro 12 - Métodos de preparagdo da amostra e condi¢cdes cromatogréaficas para quantificagcdo de lamivudina em matrizes bioldgicas.

(Concluséo)

WIEIEELD I Vazéo Padréo
Referéncia IFA Matriz preparacéo da Fase movel Coluna ) Eluicéo Detecgéo H Faixa linear

(mL/min) interno

amostra
JOSHI et al., 2010 3TCe Plasma humano | Extragéo liquido- MeOH: KH,PO4 (35:65, viv; pH 6,5 | Luna C18 (150 mm x 4,6 mm; 1,0 Isocratica | UV, 245nm | Aprobarbital | 50-2400 ng/mL
zidovudina e medicamentos liquido ajustado com trietilamina) 5 pm)
WATTANANAT, A: tampé&o acetate de amdnio 10 mM
PRASANCHAIMON 3TCe Extracdo em fase ) Apollo C18 (150 mm x 4,6 " . . g
TRI @ AKARAWUT, estavudina Plasma humano Solida Ig'HA%Z mm); 30°C 1,0 Gradiente UV, 265 nm Zidovudina 50-5000 ng/mL
2010 i

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; 3TC = lamivudina; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; UV = ultravioleta; MS/MS = espectrometria de massas

sequencial; ND = n&o descrito.



Quadro 13 - Métodos de preparagédo da amostra e condi¢gdes cromatogréaficas para quantificagdo de tenofovir em matrizes biolégicas.
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Método de - = .
A . = . Vazéo x = Padréo Faixa
Referéncia IFA Matriz preparacéo da Fase movel Coluna . Eluicéo Deteccéao " .
(mL/min) interno linear
amostra
A: tampao fosfato monobéasico 20 mM
REZK, CRUTCHLEY Tenofovir e Plasma humano Extracdo em fase e sulfato de hidrogénio Atlantis™dC-18 (150 mm x 3,9 10 Gradiente UV. 259 nm 23 10-10000
e KASHUBA, 2005 emtricitabina soélida tetrabutilaménio 4 mM pH 5,7 mm; 5 um); 25 °C ’ ! didoxiuridina ng/mL
B: MeOH
DELAHUNTY, P .
BUSHMAN e Tenofovir Plasma humano Prec:g{t;ﬁzz de ACN: &cido acético (3:1, v/v) Polar-RP S%r:ne_rgl (#5)0 mm x 2,0 0,2 Isocrética MS/MS Adenofovir ilo—/7msl?
FLETCHER, 2006 P s 9
BARKIL, GAGNIEU Extraco em fase Tampao acetato de aménio (pH 2,5 Atlantis® dC18 (150 mm x 3,0 UV, 260 nm 10-1000
. Tenofovir Plasma humano o ajustado &cido férmico): MeOH N A ! 0,6 Isocratica ’ 3-metilcitidina
e GUITTON, 2007 sélida X mm; 3 um); 30 °C e MS ng/mL
(98,5:1,5, viv)
BENNETTO-HOOD < ’ — [P - . ®
’ . Extracdo em fase Hidroxilamina/tampé&o &cido acético Atlantis® dC18 (100 mm x 2,0 - - R
LONG (2-)0/-(\)(;OSTA, Tenofovir Plasma humano Ssolida (pH 6,75): MeOH (93:7, viv) mm; 3 pm) 0,2 Isocrética MS Zalcitabina 1-750 ng/mL
TAKAHASHI et al., X Precipitacdo de Acido trifluoroacético 0,3%: ACN: Sunfire C18 (50 mm x 2,1 mm; " 0,019-1,567
2007 Tenofovir Plasma humano proteinas acetato de amonio 100 mM 3,5 um); 40 °C 02 Gradiente MS Atenolol Hg/mL
Tenofovir e Extracédo em fase ACN: acetato de amdnio (pH 3,0, 40 Chromolith Speed Rod C18 (50 - 10-600
GOMES et al., 2008 emtricitabina Plasma humano Solida mM) (20:80, viv) mm x 4,6 mm); 25 °C 0,7 Isocrética MS/MS 3TC ng/mL
Tenofovir,
BENNETTO-HOOD nevirapina, Secrecdo Extracdo em fase Hidroxilamina 52,2 mM/&cido acetic Atlantis® dC18 (100 mmx 2,1
atazanavir, N N o N ) . A ’ 0,2 Isocratica MS ND 1-750 pg/L
et al., 2009 lopinavir e cervicovaginal solida 4,9 mM: MeOH (93:7, viv) mm; 3 um)
ritonavir
DELAHUNTY etal., Ten_of_owr_ e Plasma humano Preupnqgao de ACN: 4cido acético (3:1, viv) Synergi Po!ar-RP glsoomm x2,0 02 |socratica MS/MS Isétopo (_1e 10-1500
2009 emtricitabina proteinas mm; 4 um); 25 °C tenofovir ng/mL
2-
PRUVOST et al., Extracdo em fase . P . Synergi Polar RP (50 mm x 2 " cloroadenosin 5-1500
2009 TDF Plasma humano Solida H,0: &cido férmico (99,5: 0,5, v/v) mm; 4 um); 40 °C 0,3 Gradiente MS/MS a6 2-cloro- ng/mL
ATP
. Extracdo em fase P P o . Chromolith C18 (100 mm x 4,6 - . 3,1-1002,0
YADAV et al., 2009 Tenofovir Plasma humano Ssolida Acido férmico 0,5%: ACN (90:10, v/v) mm: 5 um) 15 Isocratica MS/MS Adefovir ng/mL
. Tecido vaginal Extracdo em fase A: &cido formico 0,1% em H,0O, pH 2,5 Polaris 3C18A (150 mm x 2 mm; " " 1-1000
CHOletal,, 2010 Tenofovir humano solida B: acido férmico 0,1% em ACN 3 um) 02 Gradiente MS Tolbutamida ng/mL

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; UV = ultravioleta; MS =
massas; MS/MS = espectrometria de massas sequencial; ND = nao descrito.



Quadro 14 - Métodos de preparagédo da amostra e condi¢gdes cromatogréaficas para quantificagcdo de associagdes envolvendo os insumos

farmacéuticos ativos efavirenz, lamivudina e tenofovir em matrizes bioldgicas.

MIEIEELD i Vazéo Padréo
Referéncia IFA Matriz preparacéo da Fase movel Coluna ; Eluicéo Deteccéo H Faixa linear
(mL/min) interno
amostra
< P 1,1-540 ng/mL
~ ACN: tampao acetato de amdnio 20 Phenomenex Sphereclone ;
FAN, BARTLETT e EFV,3TCe Extracdo em fase N P o X " . (3TC) e 1,0-
STEWART, 2002 “estavuding Soro humano Solida mM pH 4,5 (ajl{s_tado com acido hexilsilano (150 mm x 2,0 mm; 3 0,2e0,3 Gradiente MS/MS Aprobarbital 519 ng/mL
acético) pum) (EFV)
VOLOSOV et al., EFV, 3TC + Precipitagédo de Supelco LC-18-DB (3,3 mmx 3,0 - - 10-10000
2002 13 ARV Plasma humano proteinas MeOH mm: 3,0 um) 1,0 Isocratica MS/MS Cimetidina ng/mL
A: formato de amonio 6 mM (pH 5) e 1,0-250
3TC trifosfato, Células 1,5 dimetilhexilamina 20 mM: H,O 2 pmol/amostra
tenofovir mononucleares 50 liatride. (1:1, viv; pH 10,5) g (3TC)
PRUVOST etal., difosfato e de sangue Extragao_llqmdo B: formato de aménio 6 mM (pH 5) e Supelcogel ,ODP 59 (50 mm x 0,3 Gradiente MS/MS cloroad(?nos 0,1-6,0
2008 t O liquido . o X 2,1 mm; 5 pm); 40 °C ina 5'-
carbovir periférico 1,5 dimetilhexilamina 20 mM: ACN N pmol/amostra
N N trifosfato .
trifosfato humano (1:1, viv) (Tenofovir
difosfato)
- A: H,0 contendo 0,05% &cido férmico . i 6-beta-
SAUX et al., 2008 3TC, IDE +5 Plasma humano Preuplta,c;ao de B: MeOH contendo 0,05% acido Atlantis T3 (109 mm x 2,1 mm; 3 0,25 Gradiente MS/MS hidroxi- ND
ARV proteinas PR pum); 10 °C L
férmico teofilina
. Propranolol
EFV, tenofovir % . )
NIROGI et al., 2009 e Plasma humano | EXragdo em fase Acido formico 0,1%: ACN Chromolith Performance RP-18e 15 Gradiente MS/MS (tenofovin & | 54 5500 ng/mL
. soélida (100 mm x 4,6 mm); 25 °C rosuvastatin
emtricitabina
a (EFV)
3TC, tenofovir 20,1-4023
YADAV et al., 2010 e Plasma humano Extragao em fase Acido férmico 0,5%: ACN (55:45, v/v) ACE 5 CN (150 mm x 4,6 mm; 5 1,0 Isocratica MS/MS Aciclovir ng/mL (3TC)

emtricitabina

solida

pm); 40 °C

4,0-802 ng/mL
(TEN)

Legenda: IFA = insumo farmacéutico ativo; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina; TDF = fumarato de tenofovir desoproxila; ARV = antirretrovirais; ACN =
acetonitrila; MeOH = metanol; UV = ultravioleta; MS/MS = espectrometria de massas sequencial; ND = ndo descrito.
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2 MATERIAIS

2.1 Substancias quimicas de referéncia e padrdes de trabalho

e Efavirenz SQR USP 200 mg, lote FOG376.

e Lamivudina SQR USP 200 mg, lote HOI378.

e Tenofovir SQR USP 15 mg, lote FOJO05.

e Efavirenz matéria-prima, Nortec Quimica S. A., Rio de Janeiro, Brasil. Lote
57270.

e Lamivudina matéria-prima, Fundagdo Ezequiel Dias (Coben Pharmaceutical
Co., China), lote interno 2011050113, teor 99,09%.

e Tenofovir matéria-prima, Blanver, Lote 080901.

2.2 Padrdes internos

e Sulfato de indinavir matéria-prima, Lote 0540600.
e Aciclovir SQR Farmacopéia Brasileira, Lote 1021.
e Estavudina matéria-prima para estudo interlaboratorial da Farmacopéia

Brasileira (sem identificacdo do lote).

2.3 Plasma

¢ Plasma humano proveniente de coleta interna (n° protocolo de aprovagao no
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG: ETIC 0525.0.203.000-10).

2.4 Reagentes e vidrarias

e Solventes e reagentes grau analitico: acido formico (Fluka Analytical, MO,
EUA) e hidroxido de aménio (Sigma Aldrich, MO, EUA).

e Solventes e reagentes grau cromatografico: acetonitrila (J.T.Baker, NJ, EUA)
e metanol (J.T.Baker, NJ, EUA).

e Agua destilada e ultrapurificada.

e Pipetas e balbes volumétricos calibrados.
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e Béqueres, provetas, erlenmeyers e kit de filtracdo de fase movel.
2.5 Equipamentos e materiais

e Agitador tipo vortex IKA, modelo MS1 Minishaker, Sdo Paulo, Brasil.

e Aparelho de ultrassom Bransonic, modelo 1510, Connecticut, EUA.

e Aparelho para infusdo direta KD Scientific, Massachusetts, EUA.

e Balanca analitica Sartorius modelo BP210D com precisdo de 0,01 mg,
Goettingen, Alemanha.

e Centrifuga refrigerada Jouan, modelo MR23i, Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, EUA.

e Coluna cromatogréfica ciano Zorbax® SB-CN (150 mm x 4,6 mm; 5 um),
Agilent Technologies, EUA.

e Coluna cromatogréafica ciano Zorbax SB-CN Rapid Resolution (150 mm x 4,6
mm; 3,5 um), Agilent Technologies, EUA.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia Waters (Massachusetts, EUA),
composto por bomba binaria 1525 u, auto injetor 2777, forno de colunas
DCM/CHM, acoplado a espectrémetro de massas Waters modelo Quattro LC
com fonte de ionizacao electrospray, software Masslynx® 4.1.

e Cronbmetro Classe, modelo CLA-613A.

e Freezer REVCO -70 °C, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA.

e Inserts de 200 pL.

e Membranas de celulose regenerada 0,45 um, Millipore, Massachusettes,
EUA.

e Microtubos de 1,5 mL e 2 mL (tipo Eppendorf).

e Pipeta eletrénica HandyStep®, Brand, Cunnecticut, EUA.

e Pipetas automaticas Gilson monocanal modelos P20, P200 e P1000,
Wisconsin, EUA.

e Refrigerador Consul 240, Parana, Brasil.

e Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo Direct-Q3, Massachusettes,
EUA.

e Tubos de centrifuga com fundo cénico (tipo Falcon) de 15 mL e 50 mL.
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e Vials de vidro ambar Waters de 2 mL com tampa e septos de teflon,
Massachusetts, EUA.
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3 METODOS

3.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacéo
simultéanea de EFV, 3TC e tenofovir em plasma por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massas (LC-MS/MS)
com ionizagéao por electrospray (ESI)

O método bioanalitico para a quantificacdo de EFV, 3TC e tenofovir foi desenvolvido
utilizando plasma humano obtido de voluntarios sadios e as amostras de plasma
foram coletadas em tubos contendo heparina como anticoagulante.

O tenofovir ndo é suficientemente biodisponivel pela via oral, por isso é administrado
oralmente como pré-farmaco na forma de fumarato de tenofovir desoproxila
(CLERCQ, 2004b). No organismo, TDF sofre hidrélise por esterases em tenofovir,
que é fosforilado pela nucleosideo difosfato quinase na sua forma ativa difosfato.
Diferentemente dos analogos de nucleosideos, tenofovir ndo requer a reacéo inicial
de fosforilagdo permitindo rapida e completa conversdo no metabdlito ativo (FUNG,
STONE e PIACENTI, 2002). Desse modo, nos estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, o analito a ser quantificado no plasma € o tenofovir e ndo o
insumo farmacéutico ativo na forma de sal (fumarato de tenofovir desoproxila). Os
insumos farmacéuticos ativos EFV e 3TC sdo administrados oralmente em sua
forma ativa e, por isso, a quantificacdo no plasma é feita em sua forma inalterada
(BRASIL, 2006).

A validacdo parcial é realizada quando sao feitas determinadas modificacdes no
meétodo bioanalitico validado que nao necessitam de revalidacdes completas, como
transferéncia de métodos bioanaliticos entre laboratorios ou analistas, troca do
equipamento ou software; troca da matriz de uma mesma espécie (por exemplo,
plasma humano para urina humana) e do sexo de uma espécie; mudanca no
preparo da amostra, etc.. Dentre as alteracdes em métodos bioanaliticos que
requerem a validacao parcial esta a mudancga na matriz da espécie, por exemplo, a
transferéncia de um método bioanalitico de plasma humano para plasma de coelho
(LIN, LI e WENG, 2011; SHAH et al., 2000).
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3.1.1 Definicdo dos pardmetros de deteccao por espectrometria de massas

O desenvolvimento do método bioanalitico foi iniciado com os parametros de
deteccdo por MS/MS. Para isso, foram realizadas infusdes isoladas e diretas no
espectrometro de massas das solugbes dos insumos farmacéuticos ativos (EFV,
3TC e tenofovir) e dos candidatos a padrdo interno a um fluxo de 600 pL/hora, no
modo positivo [ESI(+)]. Solu¢cdes a 500 ng/mL foram preparadas diluindo-se,
primeiramente, o analito em MeOH e, posteriormente, em uma segunda diluicao
utilizando mistura de tampédo acetato de amoénio 2 mM contendo acido férmico
0,025% e MeOH na propor¢cdo 1:1. Os principais parametros otimizados para
obtencéo de ions fragmento de alta intensidade foram voltagem do cone e voltagem
de colisdo, com o objetivo de alcancar baixos limites de quantificacdo para os

analitos.

3.1.2 Definicao dos parametros cromatograficos

As condicbes cromatograficas para a quantificacdo de EFV, 3TC e tenofovir em
plasma humano foram definidas ap0és testar diversas composi¢cdes de fase moével,
em condi¢des isocraticas e em gradiente, em diferentes colunas cromatograficas. A
otimizacao das condi¢cdes de analise foi realizada de forma a obter uma maior area
sob os picos, minimizar os efeitos dos interferentes da matriz e obter tempo de

corrida reduzido.

A vazao da fase movel utilizada durante o desenvolvimento e validagdo do método
foi de 1 mL/min. Como a fonte de ionizagcdo nao suporta esse fluxo, foi feita uma
divisdo do fluxo (split) de forma que apenas 20% fosse introduzido no espectrometro

de massas.

3.1.3 Determinacado do preparo da amostra

Para o preparo da amostra foram realizados métodos por precipitacdo de proteinas.
O método de ELL nao foi testado, uma vez que os insumos farmacéuticos ativos em
estudo possuem diferentes caracteristicas de solubilidade, o que inviabilizaria obter

uma extracdo adequada e o método por SPE nédo foi utilizado por requerer
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suprimentos de alto custo. No método de precipitacdo de proteinas, varios solventes
e misturas foram testados tais como ACN, em diferentes propor¢des, adicionada de
acidos ou bases e MeOH com o objetivo de aumentar a eficiéncia da purificacédo e

minimizar o efeito matriz.

Para a realizacdo dos testes foram preparadas solucdes estoque em MeOH de EFV
a 500 pg/mL, 3TC a 500 pg/mL e tenofovir a 100 pg/mL. Os padrdes internos 100
pg/mL aciclovir, 500 pg/mL estavudina e 100 pg/mL sulfato de indinavir, preparados
em MeOH, foram experimentalmente escolhidos, respectivamente, para tenofovir,
3TC e EFV.

3.2 Validac&o do método bioanalitico

O método desenvolvido foi validado conforme a RDC n° 27 da Anvisa (BRASIL,
2012). Os parametros de validacdo avaliados foram: linearidade, precisdo, exatidao,
efeito residual e efeito matriz. Os calculos foram realizados com auxilio dos

softwares Masslynx® 4.1 e Microsoft Office Excel® 2007.

3.2.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela andlise de trés curvas de calibracéo
incluindo duas amostras branco, duas amostras zero (plasma branco apenas
adicionado de solucéo padrao interno), seis amostras de diferentes concentragdes
dos analitos adicionadas do padrdo interno, cinco pontos correspondentes ao limite
inferior de quantificacdo (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle de
qualidade médio (CQM), controle de qualidade alto (CQA) e controle de qualidade
de diluicdo (CQD) (Tabela 39). Os dados obtidos para o LIQ e para os controles de
qualidade foram utilizados para determinar a precisdo e a exatiddo do método
bioanalitico. As faixas de concentracdes plasmaticas foram definidas com base em
estudos farmacocinéticos publicados na literatura, sendo de 200 a 10000 ng/mL para
EFV, 50 a 4000 ng/mL para 3TC e de 100 a 1000 ng/mL para tenofovir (DROSTE,
2005; GOMES et al., 2008; GOUNDEN et al., 2008; GOUNDEN et al., 2010; KANO
et al., 2005; MATHIAS et al., 2007; PRUVOST et al.; 2009; RAMACHANDRAN et al.,
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2006; YADAV et al.; 2010). As amostras foram submetidas ao procedimento de

preparo desenvolvido.

Prepararam-se, separadamente, Solu¢gbes padrao estoque de EFV (2 mg/mL), 3TC
(2 mg/mL) e tenofovir (0,5 mg/mL). A diluicdo dos analitos foi realizada com MeOH.
Para a solucéo padrao estoque de tenofovir acrescentaram-se 20 uL de hidréxido de
amonio para solubilizar o insumo farmacéutico ativo antes de completar o volume do

baldo volumétrico com solvente organico.

As Solucdes padréo estoque para os padrdes internos foram preparadas realizando
as diluicbes, separadamente, de cada analito até obter as concentracdes de 100
pg/mL para sulfato de indinavir, 100 pg/mL para aciclovir e 500 pg/mL para

estavudina.

Tabela 39 - Diluicdes para avaliacdo da linearidade do método bioanalitico por LC-MS/MS

para quantificacdo de efavirenz, lamivudina e tenofovir em plasma humano.

Volume : Volum_e Volume final
da Balado transferido g
Ponto da curva de = e de plasma Concentracdo final
linearidade selluee vl e para contaminado plasma (ng/mL)
estoque (mL) plasma (mL)
(HL) (mL)

EFV 50 200
1(LIQ) 3TC 25 10 0,2 10 50
tenofovir 100 100

EFV 250 1000
2 3TC 125 10 0,1 5 250
tenofovir 200 200

EFV 500 2000

3 3TC 500 10 0,1 5 1000
tenofovir 400 400

EFV 1250 5000

4 3TC 1000 10 0,1 5 2000
tenofovir 600 600

EFV 1750 7000

5 3TC 1500 10 0,1 5 3000
tenofovir 900 900

EFV 2500 10000

6 (LSQ) 3TC 2000 10 0,1 5 4000

tenofovir 1000 1000
EFV 150 600
cQB 3TC 75 10 0,2 10 150
tenofovir 300 300

EFV 1000 4000

CQM 3TC 800 10 0,1 5 1600
tenofovir 450 450

EFV 2000 8000

CQA 3TC 1600 10 0,2 10 3200
tenofovir 800 800

EFV 4000 16000

CQD 3TC 3200 10 0,1 5 6400

tenofovir 1600 1600

Legenda: LIQ = limite inferior de quantificacdo; LSQ = limite superior de quantificacdo; CQB = controle
de qualidade baixo; CQM = controle de qualidade médio; CQA = controle de qualidade alto; CQD =
controle de qualidade de diluic&o.
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3.2.2 Precisao e exatidao

A precisao e a exatidao, intracorrida e intercorridas, do método foram realizadas pela
analise de replicatas das amostras de plasma contendo EFV, 3TC e tenofovir. A
precisdo e a exatiddo foram avaliadas em trés dias distintos de analise mediante os
resultados obtidos nas inje¢cdes das amostras das curvas de calibracdo e de cinco
replicatas de cada controle de qualidade (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD).

A exatiddo foi expressa pelo erro padrao relativo (EPR), conforme a equacao a
seguir. Para a exatidao intra e intercorridas o ERP deve estar compreendido na faixa
de £15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual ndo se admitem valores
fora da faixa de + 20% do valor nominal (BRASIL, 2012).

Concentracao média experimental - Valor nominal
EPR = - x 100
Valor nominal

A precisdo foi avaliada pelo calculo do DPR utilizando todos os valores obtidos.
Como critério de aceitacdo, o DPR nédo deve ser superior a 15%, exceto para o LIQ
cujo valor de DPR admitido é < 20% (BRASIL, 2012).

3.2.3 Efeito residual

Para sua avaliacdo realizaram-se trés inje¢cdes da mesma amostra branco (plasma
branco extraido), sendo uma antes e duas logo apds a injecdo de uma amostra
processada do LSQ. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos de
amostras processadas do LIQ (BRASIL, 2012).

3.2.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado analisando-se a amostra de plasma extraido adicionada
do analito e do padrao interno e, também, as solu¢cdes contendo os analitos e o0s
padrdes internos nas mesmas concentragcdes da amostra contendo plasma (Figura

25). Para isso, utilizaram-se dois pool contendo cada plasma de quatro voluntarios
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diferentes realizando o experimento com o CQA. Calculou-se o fator de matriz
normalizado (FMN) por padréo interno (PI) para cada amostra, conforme a equagéao:

FMN = Resposta do analito em matriz/Resposta do Pl em matriz

 Resposta do analito em solucio/Resposta do PI em solugio

Avaliaram-se os resultados e calcularam-se o DPR (%) dos FMN obtidos. O DPR
deve ser inferior a 15% (BRASIL, 2012).

Figura 25 - Esquemadilustrativo para a realizagio do teste de efeito matriz

125 plplasma +25 L +350 UL de ACN com
branco MeOH 10% NH,OH (-20 °C)

Centrifugar a

Transferir 300 pL ) :
: .| «—| 15000 rpmpor5 |<«—| Agitarpor60s
sobrenadante para via/ min (4 °C)

l

+ 300 pL acido
formico10% vive | _ | 300pLsolucdo | | +300 L solugdo CQA
MeOH (7:3)+30 s anterior ou CQB + 30 s agitagdo
agitacdo

!

Injetar 20 pL

Legenda: MeOH = metanol; ACN = acetonitrila; CQA = controle de
qualidade alto; CQB = controle de qualidade baixo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacéo
simultéanea de EFV, 3TC e tenofovir em plasma por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massas (LC-MS/MS)
com ionizagéao por electrospray (ESI)

O método desenvolvido pode ser empregado nos estudos de biodisponibilidade e
bioequivaléncia, bem como na monitorizacdo terapéutica. Nos estudos de
monitorizacdo terapéutica, o conhecimento das concentragdes plasmaticas dos ARV
€ importante para controlar a adesdo do paciente ao tratamento e evitar doses
subterapéuticas que resultam em resisténcia do virus aos ARV e,
consequentemente, na reducdo das opcdes de insumos farmacéuticos ativos

eficazes para o tratamento da Aids.

Os insumos farmacéuticos ativos que sédo candidatos a monitorizacao terapéutica
devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta variabilidade interindividual,
estreita faixa terapéutica e correlacdo entre concentracdo plasmatica e efeito
terapéutico. Os ARV sdo insumos farmacéuticos ativos passiveis do controle
terapéutico, pois possuem alta variabilidade interindividual (GAl et al., 2011).
Adicionalmente, o conhecimento da concentracdo plasmética dos insumos
farmacéuticos ativos ARV é relevante para a prevencdo mais cedo ou mais tarde de
falha virologica, que pode ser devido a razdes virolégicas ou imunolégicas bem
como a adeséo ou fatores farmacocinéticos (BOFFITO et al., 2005).

Apesar da eficacia comprovada da terapia antirretroviral de alta poténcia, uma
expressiva propor¢cado de pacientes que vivem com HIV/Aids em tratamento com
ARV nao alcangam ou ndo mantém a supressao virologica adequada. Por isso, a
monitorizacdo tem sido utilizada para melhorar os resultados do tratamento. A
realizacdo da monitorizacdo terapéutica de rotina para pacientes portadores de HIV
é importante pela relacdo existente entre a exposi¢do ao insumo farmacéutico ativo
e sua eficacia ou toxicidade, a elevada variabilidade farmacocinética entre os
pacientes e a existéncia de um método seletivo, preciso e rapido para a
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determinacdo das concentracbes plasmaticas dos insumos farmacéuticos ativos
(LIU, MA e ZHANG, 2010).

Marval et al. (1992) avaliaram as taxas normais dos parametros hematolégicos, de
coagulacao e de fibrindlise de coelhos Nova Zelandia, brancos, e compararam todos
os testes com amostras de plasma humano. Com base nos resultados obtidos, os
autores concluiram que os coelhos possuem valores para hemoglobina, hematdécrito
e fibrinogénio similares aos dos humanos. Entretanto, os fatores de coagulacéo V, X
e Xlll e o plasminogénio estdo em maior concentracédo. O fator de coagulagao Ili
esta presente no plasma de coelho na metade da concentracdo existente em
humanos. Métodos bioanaliticos Unicos para a quantificacdo de um ou mais analitos
em plasma de diferentes espécies, incluindo plasma humano, utilizando
cromatografia a liquido por deteccdo MS-MS com ionizacao por ESI estdo presentes
na literatura cientifica (HEINIG e WIRZ, 2009; SLAWSON et al., 2007; WANG et al.,
2012). Desse modo, o0 método proposto neste trabalho para plasma humano pode
ter suas condi¢cdes adaptadas para o plasma de coelho e ser Gtil na determinacao da
biodisponibilidade dos insumos farmacéuticos ativos no comprimido elaborado para

esses animais.

4.1.1 Definicdo dos parametros de deteccao por espectrometria de massas

A definicdo dos parametros de deteccao por ionizacao electrospray no modo positivo
(ESI+) foi realizada por meio de infusdo direta de solugdo de cada analito na
concentracdo de 500 ng/mL. Os parametros do detector do espectrébmetro de
massas para todos os analitos foram os mesmos (Tabela 40), com excecédo das
energias de colisdo e voltagem do cone que foram parametros otimizados,

separadamente, para cada insumo farmacéutico ativo .

Os padrdes internos foram utilizados com o intuito de minimizar os erros na medi¢ao
analitica, uma vez que a perda da amostra € compensada pela perda de uma
guantidade equivalente de padrdo interno. Assim, para a construgcdo da curva
analitica ao invés de utilizar o valor da area do pico do analito, utilizou-se a razéo
entre a area do pico do analito e a area do pico do padréo interno (HAEFELFINGER,
1981). Conforme Ribani et al. (2004), a substancia usada como padréo interno deve
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ser similar a substancia a ser quantificada; possuir o tempo de retengdo préximo ao
do analito; ndo reagir com o analito ou outro componente da matriz e nao fazer parte

da amostra.

Tabela 40 - Parametros estabelecidos para a fonte de ionizac&o para detec¢do dos analitos

por espectrometria de massas em ESI(+).

Parametros | Descricao
Voltagem do capilar (kV) 3,0
Tenséo do extrator (V) 3,0
Lentes RF (V) 0,5
Temperatura da fonte (°C) 100
Temperatura de dessolvatagéo (°C) 350
Fluxo do gas N, (L.hora™) 500

O uso de padrdes internos em nuamero igual ao dos analitos € recomendado em
métodos de andlise simultdnea (EECKHAUT et al., 2009). A escolha dos padrbes
internos para tenofovir e 3TC foi realizada pela similaridade estrutural e pelos dados
experimentais obtidos para a constru¢do da curva de calibragdo e para os controles
de qualidade (Figura 26). Desse modo, aciclovir foi escolhido como padréo interno
de tenofovir e estavudina como de 3TC. A estavudina foi determinada como aduto
de sddio [M+Na'], sendo sua MM de 247,7.

O EFV possui uma estrutura quimica peculiar em que a busca de padrfes internos
estruturalmente semelhantes torna-se invidvel uma vez que a Unica possibilidade
seria a obtencdo de analogos de EFV como o padrédo interno deuterado de EFV
([**Cs - efavirenz]) cujo custo é elevado, 1 mg custa em média 150 délares, o que
impacta no valor da andlise (ISOSCIENCES, 2014). Na literatura, os padrdes
internos que ja foram utilizados para EFV sdo: os andalogos, nefazodona
(antidepressivo), clozapina (antipsicotico), fluvastatina (hipocolesterolémico)
nelfinavir (antirretroviral inibidor de protease), quinolaxine (precursor de sintese
organica) e clomipramina (antidepressivo) (ANTUNES et al., 2011; CHOI, REZK e
KASHUBA, 2007; D’AVOLIO et al., 2010; DOGAN-TOPAL, OZKAN e USLU, 2007;
HEINE et al., 2007; RAMACHANDRAN et al., 2006; SAILAJA et al., 2007; VILLANI et
al., 2001).
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Figura 26 - Estruturas quimicas e massas moleculares dos insumos farmacéuticos ativos e

seus respectivos padrdes internos.
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Legenda: MM = massa molar.

Nos experimentos realizados testaram-se estavudina e aciclovir como padrbes
internos de EFV, entretanto os padroes de calibragdo foram reprovados por
possuiram desvios > 20% para o LIQ e > 15% para os outros padrdes de calibragao.
O sulfato de indinavir foi adequado para a realizacdo da analise, uma vez que
permitiu obter resultados reprodutiveis, cujos padrdes de calibragdo cumpriram com

0s requisitos estabelecidos (BRASIL, 2012). Considerando essas premissas, sulfato
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de indinavir foi experimentalmente selecionado como padréo interno de EFV (Figura
26).

Os parametros de deteccdo para os analitos estdo descritos na Tabela 41. O ion
precursor [M+H]" de EFV foi correspondente a relacdo massa/carga (m/z) igual a
316,4 e o fragmento m/z 243,8 (Figura 27). Para 3TC, o ion precursor foi aquele
com relacdo m/z igual a 231,5 e fragmento principal m/z 111,8 (Figura 28). O ion
precursor com relacdo m/z igual a 288,4 foi escolhido para tenofovir e fragmento

principal m/z 175,9 (Figura 29).

Tabela 41 - Parametros de deteccéo dos ions monitorados.

fon fon Voltagem do | Energia de
Analito
precursor fragmento cone (V) colisao (eV)
Efavirenz 316,4 243,8 25 25
Lamivudina 2315 111,8 10 10
Tenofovir 288,4 175,9 30 25
Aciclovir 225,8 151,5 30 15
Estavudina 247,7 148,6 15 15
Sulfato de Indinavir 614,7 421,3 30 40

Para os padrdes internos foram selecionadas as seguintes transicées: ion precursor
m/z 226 e fragmento m/z 151,5 para aciclovir (Figura 30), ion precursor m/z 247 e
fragmento m/z 148,6 para estavudina (Figura 31) e ion precursor m/z 614,8 e
fragmento m/z 421,3 para indinavir (Figura 32). As estruturas dos ions fragmentos
para EFV, 3TC e tenofovir foram propostos por GEHRIG et al. (2007).
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Figura 27 - Espectros ESI(+) de efavirenz. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z

316,4; (B) espectro de fragmentacdao e estrutura proposta para a fragmentacao principal m/z

243,8.
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Figura 28 - Espectros ESI(+) de lamivudina. (A) espectro e estrutura do jon precursor m/z

231,5; (B) espectro de fragmentacéao e estrutura proposta para a fragmentacéo principal m/z

111,8.
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Figura 29 - Espectros ESI(+) de tenofovir. (A) espectro e estrutura do ion precursor m/z 288,4;

(B) espectro de fragmentacdo e estrutura proposta para a fragmentacdo principal m/z 175,9.

MsScan Cap 3 cone 35 ex 3 RF Lens 0.5 s temp 100 des tem 350 QLC 9430 30-Sep-2011
TENBASE+4 1 (0.103)Cn (Cen,5, 80.00, Ht) A ScanES+
5 183 417 217e7
100
141412
aﬁ-
H+
NH2
192411
N
i 288.400 NZ [ \>
150.417 —_— Ny N 0
i
0__P—OH
¥ OH
CH3
131441 230201
__ 162.415 101,600 310572
215122 Ty
113.462 177973 i 346.254,
( III | “ | | | Lt 223 5235023 00100 | [0 270 TE4 [2es 7a0 27268T8476. [ 348375 371|212394-215 3QQFM
RRITAN ||l|l|‘||||l i | |“‘." T R R oA I L 53 ||\I‘l|| [T [ g 2
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

DaughterScan Cap 3 cone 30 ex 3 RF Lens 0.5 s teinp 100 des tem 350 col 25 30-Sep-2011
TEN BASE+2 1 (0.103) Cn (Cen,5, 80.00, Ht) B Daughters of 288ES +
3 175202 1.19e6
100
N
HZ
7
| \
e
kc+
175213 :
CH
3
3Q‘
158787
135,640 172881
205308
260.852
239830
149.878
288208
119,082

112567 211.5954 287513

| | 121 349‘ | i F 2240 xor«zam 1 27 wowo I8 amgeen

| I | LA LU sl ||. ”|| 1) Tt 277400 ROAAE o200 SRS { |

u T T T T T T T t T T miz
100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400



184

Figura 30 - Espectro ESI(+) de fragmentag&o de aciclovir. Fragmentag&o principal m/z 151,5.
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Figura 31 - Espectro ESI(+) de fragmentacdo de estavudina. Fragmentac&o principal m/z

148,6.
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Figura 32 - Espectro ESI(+) de fragmentag&o de sulfato de indinavir. Fragmentago principal
m/z 421,3.
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4.1.2 Purificacdo dos insumos farmacéuticos ativos e analise cromatografica

As condicdes cromatogréficas iniciais foram testadas em coluna cromatogréafica ACE
Cis (100 mm x 4,6 mm; 5 um), mantida a 40 °C, vaz&o da fase movel 1 mL/min e
volume de injecdo 20 pL. Preparou-se solucdo contendo EFV, 3TC e tenofovir na
concentracdo de 100 ng/mL utilizando a mesma fase movel do método por CLAE
(Capitulo 3) para determinagcdo analitica dos insumos farmacéuticos ativos no
comprimido de DFC (tampé&o acetato de aménio e MeOH na proporcédo 1:1). Nessas
condicdes, EFV ficou retido na coluna cromatografica, enquanto os pico de tenofovir

e 3TC apresentaram tg iguais a 1,39 e 1,52 min, respectivamente.

Com intuito de permitir a eluicdo do EFV, utilizou-se a mistura de tampé&o e MeOH na
proporcdo 1:9. O aumento da proporcdo do solvente orgénico garantiu a eluicdo de
EFV em pico de baixa intensidade no tgr = 1,74. Em seguida, ajustou-se a proporgao

tampdo e MeOH para 2:8 e obteve-se a separacdo completa dos insumos
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farmaceéuticos ativos (tenofovir tg = 1,34, 3TC tr = 1,43 e EFV tg 2,54). Entretanto, a

intensidade do pico de EFV continuou baixa.

Diante dos diferentes comportamentos dos insumos farmacéuticos ativos em relagéo
a interacdo com a fase ligada da coluna cromatogréfica, optou-se por um gradiente
para aumentar o tg dos picos de 3TC e tenofovir afim de evitar a ocorréncia de
interferentes da matriz biolégica. O gradiente foi realizado utilizando fase movel
composta de tampéao acetato de amonio 2 mmol/acido férmico 0,025% v/v e MeOH,
nos tempos e proporc¢des de solvente organico estabelecidos no método analitico do
doseamento de EFV, 3TC e TDF em comprimido de DFC (Capitulo 3). Nessas
condicBes, 0s tg para os trés insumos farmacéuticos ativos aumentaram, entretanto,
as intensidades dos picos continuaram reduzidas. Testaram-se outros gradientes de
fase mével constituida de acido formico e MeOH, com variagfes na concentracdo do
acido (0,05%, 0,1% e 0,2%). Mesmo assim, os resultados ndo foram satisfatérios,

principalmente para EFV e tenofovir cujas intensidades dos picos foram baixas.

Alternativamente, utilizou-se a coluna fenila Zorbax SB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm; 5
pum), mantida a 40 °C, modo isocratico, fase mdvel composta de tampé&o acetato de
amoénio 2 mmol/acido formico 0,025% v/v e MeOH na propor¢éo 1:1. O pico de EFV
nao eluiu nessas condicbes. Novas tentativas foram realizadas no modo gradiente
com acido férmico e MeOH, mas o0s picos resultantes apresentaram baixa

intensidade, principalmente para EFV.

A coluna ciano Zorbax SB-CN (150 mm x 4,6 mm; 5 um) também foi utilizada nos
testes iniciais. Obteve-se uma condicdo favoravel para a analise simultanea dos
insumos farmacéuticos ativos quando feita em modo gradiente de fase movel acido
férmico 0,05% e MeOH.

As colunas ciano possuem pronunciada diferenca na seletividade e na retencéo dos
analitos quando comparada com as colunas alquil-silica (C8 e C18). Uma
observacdo comum é a menor retencéo dos analitos, por ser mais polar, em relagéao
as colunas C8 e C18. Também, sdo colunas menos restritivas para a penetracdo de
moléculas “volumosas” em sua fase estacionaria e estabelece fraca ligacdo de
hidrogénio (MARCHAND et al., 2005).
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A execucdo de gradiente da fase movel foi necessaria, uma vez que as condi¢des
isocraticas exigiram uma propor¢cdo maior de solvente organico para eluir o EFV. As
corridas isocraticas prejudicariam a determinacdo de 3TC e tenofovir, pois 0s tgr
ficariam muito proximos do tempo morto, sujeitos a interferentes que eluem mais
rapidamente. As condi¢cdes selecionadas para a quantificacdo simultdnea de EFV,
3TC e tenofovir por espectrometria de massas estdo descritas no Quadro 15 e o

gradiente otimizado esta apresentado na Tabela 42.

Quadro 15 - Condigdes cromatograficas selecionadas para quantificago de efavirenz,

lamivudina e tenofovir em plasma humano por LC-MS/MS.

Coluna cromatografica Ciano (150 mm x 4,6 mm; 3,5 pum)
Fase movel Acido formico 0,05%:MeOH
Vazéo 1 mL/min

Volume de injegao 20 pL
Temperatura do forno da coluna 40 °C
Temperatura do amostrador 8°C

Tabela 42 - Condicéo de eluicdo em gradiente otimizada para quantificacéo de efavirenz,

lamivudina e tenofovir em plasma por LC-MS/MS.

Tempo (min) Acid&a‘gg/znico MeOH Eluicdo
To—Tap 70% 30% Isocratica
T30— T35 70% — 10% 30% — 90% Gradiente Linear
Tss5— Teo 10% 90% Isocrética
Teo— Tes 10% — 70% 90%— 30% Gradiente Linear
Tes— T7s 70% 30% Isocratica

Um cromatograma obtido para CQM extraido ap0s a otimizacdo das condicdes

cromatograficas e de preparo da amostra esta demonstrado na Figura 33.
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Figura 33 - Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS, para quantificagéo de efavirenz,
lamivudina e tenofovir em plasma humano em modo gradiente, utilizando-se coluna ciano e
fase movel composta por metanol e acido férmico 0,05%. Concentrac8es das solu¢cdes CQM:

efavirenz 4000 ng/mL, lamivudina 1600 ng/mL e tenofovir 450 ng/mL).
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Legenda: CQM = controle de qualidade médio; EFV = efavirenz; 3TC = lamivudina.
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ApoOs a selecdo das condi¢cdes cromatograficas, foi definido o procedimento de
purificagdo dos analitos do plasma humano. Para isso, testaram-se diferentes
sistemas de solventes destinados a precipitacdo de proteinas. O método foi
desenvolvido em plasma branco, sendo ACN escolhida como solvente precipitante.
Prepararam-se solu¢des de contaminacéo baixa (SCB) e contaminacgéo alta (SCA)
em tubos Falcon.

Para o preparo da Solu¢cdo SCB: transferiram-se 300 pL de solucéo estoque de EFV,
40 pL de solucéo estoque de 3TC e 200 pL de solucdo estoque de tenofovir para
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com MeOH. Da solucao
obtida, 150 pyL foram transferidos para tubo Falcon contendo 4,85 mL de plasma

branco.

Para o preparo da Solucdo SCA: transferiram-se 2 mL de solucdo estoque de EFV, 2
mL de solucao estoque de 3TC e 2,5 mL de solucéo estoque de tenofovir para baldo
volumétrico de 10 mL. Da solucdo obtida, 160 pL foram transferidos para tubo

Falcon contendo 4,84 mL de plasma branco.

E recomendado que a quantidade de ACN como solvente de precipitacio
compreenda pelo menos duas vezes o volume de plasma utilizado para que a
porcentagem de proteinas plasmaticas precipitadas seja maior que 99,7% (WELLS,

2003). Desse modo, utilizaram-se 300 pL de ACN para precipitar 125 L de plasma.

A cada eppendorf adicionaram-se separadamente 125 pL de plasma contaminado
com SCB e SCA, 25 pL de solucédo padréo interno e 300 pL ACN. As misturas foram
agitadas em vortex por 1 minuto e centrifugadas a 15000 rpm (21130 x g) por 5
minutos. Transferiram-se 300 pyL do sobrenadante para vial contendo insert. O
método de purificacdo, executado em triplicata, resultou na divisdo do pico da

estavudina, impossibilitando a integragéo.

Na segunda tentativa, 300 uL de ACN acidificada com acido férmico 0,5% na
proporcao de 1:1 foram utilizados como agente precipitante, nas mesmas condi¢gdes

anteriormente testadas. Mesmo assim, o0 pico da estavudina continuou dividido.
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Em sequéncia, ACN e MeOH forem usados concomitantemente na avaliagdo do
efeito matriz. O método de purificacdo ndo foi adequado, pois resultou em efeito

matriz acentuado para 3TC e aciclovir.

A presenca do efeito matriz € dependente do fluido analisado. Componentes da
matriz, caracteristicos de cada biofluido, interferem em diferentes graus e momentos
ao longo da analise (DAMS et al., 2003). O efeito matriz pode ser reduzido por uma
simples injecdo de pequeno volume ou diluicdo da amostra, que € Util para que a
sensibilidade instrumental permaneca adequada (HELLER, 2007). Outra
possibilidade para reduzir ou eliminar o efeito matriz € otimizar o preparo da amostra
e/ou os parametros cromatograficos e, também, o uso de um padréo interno para

compensar a alteracao no sinal (EECKHAUT et al., 2009).

A diluicdo da amostra purificada foi realizada com o objetivo de minimizar o efeito
matriz. Entretanto, os resultados foram insatisfatorios, pois os interferentes da matriz

mantiveram-se elevados para 3TC, tenofovir e aciclovir.

Outros agentes precipitantes foram avaliados: ACN com acido férmico 0,5% (1:1);
ACN com 10% NH4;OH (v/v); ACN com 5% NH4OH (v/v), ACN com 5% &cido
fosforico (v/iv) e ZnSO, 10%. Na Tabela 43 estdo relacionadas as condicbes
testadas e os resultados obtidos. A purificacdo com ACN basificada a 10% NH,OH
foi a melhor condicdo, mesmo apresentando efeito matriz residual na determinacéo

de tenofovir.
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Tabela 43 - Sistemas de solventes utilizados para o desenvolvimento do método de
purificacdo de efavirenz, lamivudina e tenofovir em plasma humano por precipitacdo de

proteinas.

Sistema solvente para purificagao Resultados

Efeito matriz acentuado para 3TC, tenofovir e

aciclovir nas concentragfes SCB e SCA.

Pouco efeito matriz para tenofovir na

concentragéo SCA.

Efeito matriz para tenofovir na concentragdo

SCA.

Efeito matriz acentuado para EFV, 3TC e

tenofovir na concentracdo SCA.

ZnSO, 10% Efeito matri~z acentuado para 3TC e tenofovir na
concentracdo SCA.

Legenda: ACN = acetonitrila; NH,OH = hidréxido de amdnio; H;PO, = acido fosférico; ZnSO, = sulfato

de zinco; 3TC = lamivudina; EFV = efavirenz; SCB = solucdo de contaminacéo baixa; SCA = solucdo

de contaminacéo alta.

ACN com acido férmico 0,5% (1:1)
ACN com 10% NH4OH
ACN com 5% NH,4OH

ACN com 5% H3;PO,

Os parametros do equipamento foram ajustados em multiplier igual a 800 e
temperatura de dessolvatacdo de 400 °C. Na otimizacdo do método de purificacéo, a
guantidade de solvente precipitante (ACN com 10% NH,OH) foi aumentada para 350
puL e mantida em refrigeracéo (-20 °C). Houve melhora expressiva do efeito matriz
para tenofovir. Entretanto, verificou-se que o desvio do efeito matriz da resposta de
EFV foi negativo, o que evidencia a degradacao do insumo farmacéutico ativo. Uma
nova curva analitica foi feita, diminuindo o tempo de contato do plasma contaminado
com a solucgéo precipitante. Nessa condicao, todas as solugdes controle (CQB, CQM

e CQA) apresentaram resultados satisfatérios em relacdo ao efeito matriz.

O método de precipitacdo de proteinas foi adequado para a purificacdo dos analitos
e padroes internos. O procedimento de purificacao otimizado esta descrito a seguir.

Purificagdo da amostra (Figura 34): foi adicionado 125 pL de plasma contaminado
para tubo eppendorf de 2 mL. No tubo, foram introduzidos 25 pL de Solugéo padrao
interno, agitou-se por 30 segundos, e 350 pL da mistura de ACN com 10% NH,OH
refrigerada a -20 °C. Agitou-se por 1 min em agitador do tipo vértex e centrifugou-se
a 15000 rpm (21130 x g) por 5 min a 4 °C. Do sobrenadante obtido, foi transferido
300 pL para um vial contendo 300 pL da mistura de acido férmico 10% v/v e MeOH

(7:3) e agitou-se em vortex por 30 segundos.
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A Solucéo padrao interno foi preparada em MeOH contendo sulfato de indinavir 100

pg/mL, estavudina 500 pg/mL e aciclovir 100 pg/mL.

Figura 34 - Esquemailustrativo da purificagdo dos insumos farmaceéuticos ativos efavirenz,

lamivudina e tenofovir em plasma humano

125 plplasma +25 uL SPI + +350 pL de ACN com
contaminado 30 s agitacdo 10% NH,OH (-20 °C)

Centrifugar a

Transferir 300 L :
., |<—| 15000rpmpor 5 |<«—| Agitarpor60s
sobrenadante para via/ min (4 °C)

l

+ 300 pL acido
formico 10% viv e
MeOH (7:3)+30 s

agitacao

— | Injetar 20 uL

Legenda: SPI = solucdo padrdo interno; ACN = acetonitrila; MeOH = metanol.

4.2 Validacdo do método bioanalitico

4.2.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada na faixa de 200 a 10000 ng/mL para EFV, 50 a
4000 ng/mL para 3TC e 100 a 1000 ng/mL para tenofovir, por meio da construcao de
curvas analiticas com seis pontos de diferentes concentraces em trés dias de
analise. As equacOes das retas e 0s respectivos coeficientes de correlacdo estédo

representados na Tabela 44.
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Tabela 44 - Equacbes das retas e coeficientes de correlagdo correspondentes obtidos por

regresséo para efavirenz, lamivudina e tenofovir.

Coeficiente de
Dia Equacéo dareta
correlacao (r)
1 Y = 0,000651982 X + 0,00808416 0,996
Efavirenz 2 Y = 0,000473055 X + 0,0189646 0,999
3 Y = 0,000408161 X + 0,0122799 0,998
1 Y = 0,000485293 X + 0,000422928 0,998
Lamivudina 2 Y = 0,000457957 X + 0,00291724 0,998
3 Y =0,000582508 X + 0,00591206 0,999
1 Y = 0,00350209 X + 0,283757 0,998
Tenofovir 2 Y =0,00348826 X + 0,13635 0,995
3 Y =0,00295803 X + 0,173735 0,996

Os dados obtidos para as trés curvas analiticas para EFV, 3TC e tenofovir estdo

demonstrados, separadamente, nas Tabelas 45 a 47.

Tabela 45 - Dados obtidos para a construgo das trés curvas analiticas de efavirenz pelo

método bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir.

Curva analitica 1 Curva analitica 2 Curva analitica 3
Conc.
) ) Conc. Conc. Conc.
nominal | Niveis _ Desvio _ Desvio _ Desvio
(ng/mL) obtida %) obtida %) obtida %)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1.1 190,96 -4,5 432,05 116,0* 196,71 -1,6
200 1.2 195,22 2,4 187,01 -6,5 224,40 12,2
2.1 1017,97 1,8 1072,49 7,2 1003,73 0,4
1000 2.2 1013,26 1,3 990,45 -1,0 1019,04 1,9
2000 3.1 2124,00 6,2 2019,51 1,0 1814,14 -9,3
3.2 1825,81 -8,7 2021,67 11 1971,96 -1,4
4.1 4870,00 -2,6 4961,07 -0,8 4458,41 -10,8
2000 4.2 5261,64 5,2 4992,18 -0,2 4948,90 -1,0
5.1 7035,43 0,5 6826,81 -2,5 7176,01 2,5
7000 5.2 8050,27 15,0 7061,89 0,9 7311,37 4,4
6.1 9490,64 -5,1 9709,34 -2,9 9777,34 2,2
10000 6.2 9324,82 -6,8 10357,60 3,6 10497,99 5,0

*Valor excluido da curva analitica.
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Tabela 46 - Dados obtidos para a construcéo das trés curvas analiticas de lamivudina pelo

método bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir.

Curva analitica 1

Curva analitica 2

Curva analitica 3

Conc.
Conc. Conc. Conc.
nominal | Niveis Desvio Desvio Desvio
(hg/mL) obtida %) obtida %) obtida %)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1.1 45,85 -8,3 47,35 -5,3 45,88 -8,2

>0 1.2 53,63 7,3 48,34 -3,3 40,88 -18,2

2.1 268,99 7,6 276,09 10,4 273,43 9,4

250 2.2 219,62 -12,2 255,38 2,2 276,19 10,5
1000 3.1 1063,63 6,4 1000,26 0,0 1118,24 11,8
3.2 990,45 -1,0 886,26 -11,4 1355,40 35,5*
4.1 2028,11 1,4 2083,14 4,2 2370,19 18,5*

2000 4.2 2104,34 5,2 2177,51 8,9 1964,42 -1,8
5.1 3565,59 18,9* 2797,28 -6,8 2964,17 -1,2

3000 5.2 2751,97 -8,3 3046,90 1,6 2984,38 -0,5
6.1 4262,32 6,6 3934,37 -1,6 4131,49 3,3

4000 6.2 3811,09 -4,7 4047,13 1,2 3800,93 -5,0

*Valores excluidos da curva analitica.

Tabela 47 - Dados obtidos para a construcéo das trés curvas analiticas de tenofovir pelo

método bioanalitico para quantificacdo simultanea de efavirenz, lamivudina e tenofovir.

Curva analitica 1

Curva analitica 2

Curva analitica 3

Conc.
Conc. Conc. Conc.

nominal Niveis . Desvio _ Desvio _ Desvio

(ng/mL) obtida %) obtida %) obtida %)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1.1 107,38 7.4 150,12 50,1* 112,05 12,1
100 1.2 93,07 -6,9 103,75 3,7 96,86 3,1
2.1 152,22 -23,9* 196,06 2,0 204,65 2,3
200 2.2 198,22 -0,9 216,19 8,1 198,74 -0,6
3.1 425,14 6,3 376,84 -5,8 348,02 -13
400 3.2 386,71 -3,3 483,04 20,8* 393,04 -1,7
4.1 578,59 -3,6 557,24 7.1 553,21 -7,8
600 4.2 599,22 -0,1 567,49 5,4 634,91 5,8
5.1 929,26 3,3 1166,17 29,6* 918,88 2,1
900 5.2 872,12 3,1 919,83 2,2 904,18 0,5
6.1 1053,77 5,4 1037,61 38 1074,52 7.5
1000 6.2 956,53 -4,3 1025,01 2,5 960,94 -3,9

*Valores excluidos da curva analitica.
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A razao da area obtida entre o analito e o padrdo interno foi usada para construcéo
da curva de calibracéo e analise de regressao pelo método dos minimos quadrados
ponderados, fator de peso 1/x. Os padrbes de calibracdo devem apresentar desvios
< 15% em relagdo as concentragdes nominais e para o LIQ desvios < 20% em
relagdo as concentragfes nominais. A curva de calibragdo é aceita se 75% dos
padrbes de calibracdo forem aprovados, e se, no minimo, seis padrées de calibracédo
de concentracfes diferentes, incluindo LIQ e limite superior de quantificacdo (LSQ)
forem aprovados, conforme critérios acima descritos (BRASIL, 2012; EUROPEAN...,
2011).

As curvas analiticas dos insumos farmacéuticos ativos atenderam aos critérios de
aceitacdo preconizados, confirmando a linearidade do método para EFV, 3TC e
tenofovir. Os pontos da curva analitica que ndo cumpriram com o0s critérios de
aprovacao foram excluidos, identificados com asterisco, e a regressdo foi
recalculada desconsiderando esses valores, sendo permitida a exclusdo de, no
maximo, trés pontos (BRASIL, 2012). Os desvios foram < 20% em relagdo a
concentragdo nominal do LIQ e < 15% em relacdo a concentracdo nominal para as

demais determinagoes.

Nas Figuras 35 a 37 estdo representadas as curvas analiticas do primeiro dia de
analise e os graficos de distribuicdo dos residuos para cada analito em estudo. Os
pontos circundados correspondem aqueles excluidos do célculo de regressao linear.
Observa-se que os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria, o que permite
concluir que eles possuem variancia constante e sem tendéncia nos intervalos de

concentracOes estudados.



Figura 35 - Gréafico de residuos e curva analitica de efavirenz obtida por regresséo no

primeiro dia de andlise, na faixa de 200 a 10000 ng/mL.
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Compound name: Efavirenz transicao 2
Correlation coefficient: r = 0.996641, 2 = 0.993294
Calibration curve: 0.000651982 * x + 0.031628
Response type: Internal Std ( Ref 3), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 36 - Gréafico de residuos e curva analitica de lamivudina obtida por regress&o no

primeiro dia de analise, na faixa de 50 a 4000 ng/mL.

Compound name: Lamiwudina
Correlation coefficient: r = 0.997964, "2 = 0.995932
Calibration curve: 0.000485293 * x + 0.000422928
Response type: Internal Std ( Ref 6 ), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 37 - Grafico de residuos e curva analitica de tenofovir obtida por regresséo no

primeiro dia de analise, na faixa de 100 a 1000 ng/mL.
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Compound name: Tenofovir
Correlation coefficient: r = 0.998255, 2 = 0.996512
Calibration curve: 0.00350209 * x + 0.283757
Response type: Internal Std ( Ref 7)), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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4.2.2 Precisdo e exatidao

A precisdo e exatiddo, intracorrida e intercorridas foram avaliadas em cinco
concentracdes diferentes (LIQ, CQB, COM, CQA e CQD), em quintuplicata, em trés

dias consecutivos. Os

demonstrados nas Tabelas 48 a 52.

resultados de cada analito por concentracdo estao
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Tabela 48 - Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos para o LIQ de

efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico.

) Efavirenz Lamivudina Tenofovir
Replicatas
(200 ng/mL) (50 ng/mL) (100 ng/mL)
1 163,30 195,17 187,83 53,86 42,10 48,02 95,59 113,63 148,63
2 157,25 230,13 198,37 50,88 47,00 56,64 82,65 103,35 111,66
3 182,40 200,54 181,59 54,64 40,65 42,55 75,45 124,48 106,29
4 151,22 237,90 223,78 52,85 47,64 55,31 82,29 114,05 97,92
5 167,66 248,94 193,03 48,79 59,50 40,43 73,58 106,45 96,51
Média
) ) 164,37 222,53 196,92 52,20 47,38 48,59 81,91 112,39 112,20
intracorrida
DPR (%) intracorrida 7,20 10,59 8,25 4,55 15,66 15,03 10,56 7,27 18,97
EPR (%) intracorrida -17,82 11,27 -1,54 -4,41 -5,25 -2,82 -18,09 12,39 12,20
Média intercorrida 194,61 49,39 102,17
DPR (%) intercorrida 15,26 12,33 19,32
EPR (%) intercorrida -2,70 -1,22 2,17

Legenda: LIQ = limite inferior de quantificacdo; DPR = desvio padréo relativo; EPR = erro padrdo

relativo.

Tabela 49 - Resultados de preciséo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQB de

efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico.

Replicatas Efavirenz Lamivudina Tenofovir
(600 ng/mL) (150 ng/mL) (300 ng/mL)
1 588,03 620,59 539,12 130,48 173,19 170,12 325,74 323,26 283,02
2 547,76 641,24 559,07 128,88 149,21 170,29 329,72 312,45 290,42
3 452,60 587,30 590,55 153,44 165,69 162,35 253,32 314,84 300,56
4 532,08 584,23 542,12 156,62 170,18 158,79 263,33 312,62 286,55
5 465,60 539,18 519,87 155,68 172,40 161,81 261,69 314,91 289,40
Média
intracortida 517,21 594,51 550,15 145,02 166,13 164,67 286,76 315,62 289,99
DPR (%) intracorrida 11,03 6,56 9,70 5,96 3,18 13,12 1,40 2,27
EPR (%) intracorrida -13,80 -0,92 3,32 10,76 9,78 -4,41 5,21 -3,34
Média intercorrida 553,96 158,61 297,45
DPR (%) intercorrida 9,27 8,73 8,24
EPR (%) intercorrida -7,67 5,74 -0,85
Legenda: CQB = controle de qualidade baixo; DPR = desvio padrao relativo; EPR = erro padrao

relativo.
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Tabela 50 - Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos para o CQM de

efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico.

) Efavirenz Lamivudina Tenofovir
Replicatas
(4000 ng/mL) (1600 ng/mL) (450 ng/mL)
1 3681,55 3686,64 3571,71 1846,22 1878,89 1835,19 456,98 459,50 477,62
2 3987,73 3670,46 3643,85 184581 175535 1755,01 465,19 415,70 420,89
3 3557,12 3919,03 3628,24 1656,63 1796,28 1807,64 449,67 473,50 439,08
4 3569,34 3758,71 3497,79 1513,75 1724,02 1832,11 434,89 452,70 451,01
5 3839,41 3597,40 3637,18 147521 1889,99 1825,09 395,87 453,90 423,15
Média
) ) 3727,03 3726,45 3595,75 1667,52 1808,91 1811,01 440,52 451,06 442,35
intracorrida
DPR (%) intracorrida 4,95 3,27 1,72 10,58 4,07 1,83 6,21 4,75 5,25
EPR (%) intracorrida -6,82 -6,84 -10,11 -4,22 13,06 13,19 -2,11 0,24 -1,70
Média intercorrida 3683,08 1762,48 444,64
DPR (%) intercorrida 3,76 7,08 5,14
EPR (%) intercorrida -7,92 10,15 -1,19

Legenda: CQM = controle de qualidade médio; DPR = desvio padrdo relativo; EPR = erro padrédo

relativo.

Tabela 51 - Resultados de preciséo e exatiddo intra e intercorridas obtidos para o CQA de

efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico.

. Efavirenz Lamivudina Tenofovir
Replicatas
(8000 ng/mL) (3200 ng/mL) (800 ng/mL)
1 6807,61 7488,04 6799,61 2937,25 3269,70 3163,13 768,30 779,98 809,10
2 7382,71 7640,98 744545 3307,82 3386,62 3214,55 845,58 821,65 785,88
3 6635,64 7732,40 6915,71 2842,95 3079,33 3426,53 809,69 921,94 880,46
4 7507,70 7092,00 7068,64 3300,77 3175,43 2994,37 767,14 908,15 868,25
5 7525,67 7667,93 6798,23 3255,02 3042,06 3417,80 734,26 829,05 747,92
Média
) . 7171,87 7524,27 7005,53 3128,76 3190,63 3243,27 784,99 852,16 818,32
intracorrida
DPR (%) intracorrida 5,84 3,43 3,85 7,07 4,41 1,83 5,50 7,11 6,82
EPR (%) intracorrida -10,35 -5,95 -12,43 2,23 -0,29 1,35 -1,88 6,52 2,29
Média intercorrida 7233,89 3187,55 818,49
DPR (%) intercorrida 5,17 5,57 6,99
EPR (%) intercorrida -9,58 -0,39 2,31

Legenda: CQA = controle de qualidade alto; DPR = desvio padrdo relativo; EPR = erro padrdo

relativo.
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Tabela 52 - Resultados de preciséo e exatid&o intra e intercorridas obtidos para o CQD de

efavirenz, lamivudina e tenofovir pelo método bioanalitico.

) Efavirenz Lamivudina Tenofovir
Replicatas
(16000 ng/mL) (6400 ng/mL) (1600 ng/mL)
1 6017,86 7403,55 7187,95 2708,47 3652,08 3277,26 757,97 807,13 839,44
2 6904,26 7293,87 6938,65 3020,60 3316,34 3262,52 733,97 750,09 870,11
3 7856,85 7787,00 6934,62 3359,35 3163,67 3322,39 719,45 939,60 874,69
4 6736,92 6982,98 7054,97 2851,11 3182,60 3482,54 800,88 957,19 832,03
5 6562,71 7151,54 7112,88 2675,42 3268,34 3475,44 867,83 1026,01 828,21
Média
) . 6815,72 7323,79 704581 2922,99 3316,61 3364,03 776,02 896,01 848,90
intracorrida
DPR (%) intracorrida 9,84 4,14 1,56 9,56 5,96 3,19 7,72 12,69 2,58
EPR (%) intracorrida -14,80 -8,45 -11,93 8,66 3,64 5,13 -3,00 12,00 6,11
Média intercorrida 7061,77 3201,21 840,31
DPR (%) intercorrida 6,40 8,76 10,28
EPR (%) intercorrida -11,73 0,04 5,04

Legenda: CQD = controle de qualidade de diluicdo; DPR = desvio padréo relativo; EPR = erro padrao
relativo.

O método demonstrou ser preciso e exato para quantificacdo simultanea de EFV,
3TC e tenofovir. A preciséo intercorrida foi confirmada pelos valores de DPR, < 20%
para LIQ e < 15% para as demais concentracdes. A exatidao intracorrida foi
evidenciada pelos valores de EPR, < + 20% para LIQ e < £ 15% para as demais

concentracoes.

4.2.3 Efeito residual

O efeito residual também é conhecido como carryover e pode ser definido como
“efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do analito ou padréo interno
causado por contaminagdo proveniente de amostras analisadas anteriormente”
(BRASIL, 2012).

Consideram-se como critérios de aceitagdo que as respostas de picos interferentes
no tempo de retencao do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito
nas amostras processadas do LIQ. Também, deve-se considerar que as respostas
de picos interferentes no tempo de retencéo do padrao interno devem ser inferiores
a 5% da resposta do padrao interno (BRASIL, 2012).
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Para os analitos em estudo, EFV, 3TC e tenofovir e os padrbes internos estavudina
e aciclovir, ndo foram observados efeitos residuais na amostra de plasma branco
extraida e injetada imediatamente apds a amostra extraida do LSQ. Para o padréo
interno sulfato de indinavir na amostra branco injetada apos o LSQ apareceu
resposta de interferente no tempo de retencdo do padréo interno igual a 0,27% da
resposta do padrdo interno. Conforme os requisitos da legislacdo, as respostas de
picos interferentes no tempo de retencdo do padréo interno devem ser inferiores a
5% da resposta do padréo interno (BRASIL, 2012). Desse modo, pode-se considerar

gue néo houve efeito residual.

4.2.4 Efeito matriz

O efeito matriz € determinado na comparacao da resposta de um analito analisado
na matriz biolégica e na solucdo padrdo. A diferenca pode ser descrita como
supressao ou inducéo idnica, se a resposta do analito é diminuida ou aumentada
(KING, R. et al., 2000; DAMS et al., 2003; HELLER, 2007). Nos casos em gue 0S
compostos enddgenos ainda estdo presentes apO0s 0 preparo da amostra, a
guantificacdo pode ser seriamente prejudicada pelo efeito matriz, especialmente se
os analitos sédo eluidos mais cedo (tempo de retencdo menor) (EECKHAUT et al.,
2009). Por isso, é considerado um parametro importante para ser avaliado durante o

desenvolvimento e a validacdo de um método bioanalitico.

O efeito matriz foi avaliado por meio do FMN para o CQA. Nao houve efeito matriz
expressivo para o0s insumos farmacéuticos ativos em estudo, pois os DPR

calculados foram inferiores a 15% (Tabela 53).
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Tabela 53 - Resultados do efeito matriz para efavirenz, lamivudina e tenofovir para o método

bioanalitico por meio do célculo do FMN.

Fator de Matriz Normalizado (FMN)

Amostra Efavirenz Lamivudina Tenofovir

CQA CQA CQA
(8000 ng/mL) (3200 ng/mL) (800 ng/mL)

Pool normal 1 0,88 0,64 0,98
Pool normal 2 0,96 0,68 1,05
Média 0,92 0,66 1,01
DPR (%) 6,05 3,56 4,96

Legenda: FMN = fator de matriz normalizado; CQA = controle de qualidade alto; DPR = desvio padréao

relativo.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento farmacotécnico dos comprimidos foi realizado com
sucesso levando em consideracdo a dose humana dos antirretrovirais
convertida para coelhos, de forma a viabilizar estudos de biodisponibilidade
nesses animais. Os comprimidos preparados contém 66 mg de efavirenz, 33
mg de lamivudina e 33 mg de fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa

combinada.

A granulagdo por via Umida foi o processo escolhido na producdo dos
comprimidos, devido a baixa densidade e fluidez do efavirenz na forma
micronizada. O uso de tensoativo demonstrou-se necessario para melhorar a
molhabilidade do insumo farmacéutico ativo e tornar possivel a etapa de

granulacao da mistura.

A mistura final de pds do terceiro lote piloto da Formulagdo 2 contendo
efavirenz (66 mg), lamivudina (33 mg) e fumarato de tenofovir desoproxila (33
mg) apresentou propriedades de densidade e fluidez adequadas ao
preenchimento da matriz de compressao. Os comprimidos cumpriram com 0S
requisitos dos testes de determinac¢ao de peso, friabilidade, teor, uniformidade
de conteldo e desintegracdo, conforme especificacdes descritas nos Métodos
Gerais da Farmacopeia Brasileira 52 edi¢ao (2010).

Os perfis de dissolugcéo em diferentes meios contribuiram para o estudo inicial
da liberacdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila dos
comprimidos preparados. O meio de dissolugdo contendo concentracoes
inferiores a 1% p/v de lauril sulfato de sédio deve ser avaliado para ajuste das

condi¢des experimentais.

O método analitico desenvolvido e validado por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia foi adequado para a quantificacdo simultdanea de efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa

combinada. O método demonstrou-se seletivo em relagcdo aos excipientes da
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formulacéo, linear nas faixas de concentracdo estudadas (66,0 a 198,0 ug/mL
de efavirenz e 33,0 a 99,0 pg/mL de lamivudina e fumarato de tenofovir),

preciso (DPR < 2,0%), exato e robusto.

O teste de Youden se mostrou uma ferramenta adequada para avaliar a
robustez do método cromatografico para quantificacdo de efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em comprimidos de dose fixa
combinada, permitindo ordenar e avaliar a influéncia de cada uma das

variaveis para os parametros cromatograficos do método analitico.

A otimizacdo do gradiente da fase mdvel possibilitou a analise em curto tempo
de corrida cromatografica (15 min). As condicbes sdo adequadas para
analises de rotina de controle de qualidade de comprimidos contendo a
associagdo de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila,
independente das doses dos insumos farmacéuticos ativos na forma
farmacéutica, desde que o0s ajustes proporcionais no preparo das amostras
sejam feitos de forma a obter as concentracdes finais nas faixas lineares

estabelecidas.

Método bioanalitico por espectrometria de massas com fonte de ionizacao
electrospray no modo positivo desenvolvido para a quantificacdo simultanea
de efavirenz, lamivudina e tenofovir em plasma humano foi preciso, exato e
ndo apresentou efeitos residuais e matriciais na quantificacdo dos
antirretrovirais. A faixa de concentracdo estudada foi linear, abrangendo os
intervalos de 200 a 10000 ng/mL para efavirenz, de 50 a 4000 ng/mL para
lamivudina e de 100 a 1000 ng/mL para tenofovir. Sulfato de indinavir,
estavudina e aciclovir foram selecionados como padrbes internos de

efavirenz, lamivudina e tenofovir, respectivamente.

O método bioanalitico desenvolvido pode ser aplicado em estudos de
biodisponibilidade e bioequivaléncia, bem como no monitoramento terapéutico
de pacientes em tratamento com a associacdo de efavirenz, lamivudina e

tenofovir.
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Faz-se necessario a transferéncia do método bioanalitico desenvolvido em
plasma humano para plasma de coelho, com objetivo de aplicar o0 método
bioanalitico e avaliar in vivo o desempenho da formulagéo contendo efavirenz,
lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila em dose fixa combinada. O
protocolo experimental submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais da

Fundacao Oswaldo Cruz foi aprovado sob o n°® 71/13-2.
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SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF EFAVIRENZ, LAMIVUDINE AND
TENOFOVIR DISOPROXIL FUMARATE IN FIXED DOSE COMBINATION TABLET
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY.

The therapeutic regimen for the treatment of Aids using efavirenz, lamivudine and
tenofovir disoproxil fumarate has demonstrated efficacy and safety. In this work, an
analytical method was developed and validated for simultaneous quantification of
efavirenz, lamivudine and tenofovir disoproxil fumarate in a fixed-dose combination
tablet. Analysis by reverse phase HPLC with a gradient mobile phase (buffer pH 5.4
and methanol) and detection at A 260 nm was efficient in the separation and
quantification of this antiretrovirals. The developed method showed to be selective,
linear, precise, accurate and robust and can be successfully used in for routine

quality control analyses.

Keywords: antiretroviral; validation; HPLC.
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INTRODUCAO

Diversas combinacbes e esquemas terapéuticos de antirretrovirais (ARV) séo
utilizados no tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) com o
objetivo de alcancar o méximo beneficio e diminuir o risco do desenvolvimento de
resisténcia viral. A otimizacdo da terapia consiste em estabelecer doses ideais dos
insumos farmacéuticos ativos, reduzir o numero de unidades posoldgicas e elaborar
formulacbes adequadas. Constantemente, busca-se desenvolver novos insumos
farmacéuticos ativos e novas combinagdes medicamentosas, de modo a diminuir a
durabilidade e o custo do tratamento bem como aumentar a eficacia, a conveniéncia

e a tolerabilidade dos pacientes aos esquemas terapéuticos.'

Em um estudo observacional, Maggiolo e Suter* concluiram que a terapia ARV ideal
deve ser constituida em ndo mais que duas formas farmacéuticas por dia, de
pequenas dimensdes, em administracdo diaria Unica e sem interferéncia com a
alimentacdo. Outros trabalhos demonstram que quanto mais simples o esquema
terapéutico, maior é a probabilidade de adesdo do paciente ao tratamento.”™’ A
associagao de insumos farmacéuticos ativos em dose fixa combinada tem grande
aplicacao e aceitacdo nesse sentido, uma vez que proporciona menor administracao
diaria de formas farmacéuticas, além de oferecer comodidade e maior adesdo do

paciente.

O esquema terapéutico com efavirenz (EFV), lamivudina (3TC) e fumarato de
tenofovir desoproxila (TDF) tem demonstrado eficacia e seguranca no tratamento da
Aids.®?! Os trés insumos farmacéuticos ativos atuam, respectivamente, como
inibidor ndo nucleosideo, nucleosideo e nucleotideo da transcriptase reversa e séo
recomendados em terapias iniciais ARV, conforme diretrizes da OMS, do FDA e do

Ministério da Saude.?>?*

As moléculas de EFV, 3TC e TDF (Figura 1) sdo estruturalmente distintas e
apresentam propriedades fisico-quimicas diferenciadas. O EFV é hidrofobico com
pKa 10,2.2°?® A 3TC é um anélogo da desoxicitidina, possui pKa 4,3 e permanece

primariamente na forma nao-ionizada em solucées aquosas.’*?’ O TDF, anélogo da
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adenina 5 monofosfato, € um pro- lipofilico, pka 3,75, biodisponivel na forma de

tenofovir.283°

Figura 1. Estruturas quimicas de efavirenz (a), lamivudina (b) e fumarato de

tenofovir desoproxila (c)
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Sharma e Mehta® descreveram método de quantificacéo simultanea de EFV, 3TC e
TDF por espectrofotometria derivada pela técnica do ponto de anulagédo em A 291,4
nm, 305,6 nm e 271,4 nm para cada insumo farmacéutico ativo, respectivamente.
Um método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa
com deteccdo a 265 nm foi descrito por Reddiah et al.*?, em modo gradiente e com
pH da fase mével em 3,8. A quantificacdo dos ARV por espectrofotometria derivada
apresenta como desvantagens o fato de ndo possuir alto nivel de especificidade e
sensibilidade como o obtido por CLAE, uma vez que nao separa 0s componentes da

amostra para posterior quantificagdo. Ja& o método de Reddiah et al.*

possui como
desvantagens o tempo de corrida longo (120 min), o inviabiliza as analises de rotina
de controle de qualidade, quando grandes quantidades de amostras sao preparadas,
e aumenta a probabilidade de degradacédo dos analitos durante o tempo de espera
para a injecdo das amostras. Somado a isso, 0 método proposto proporciona um
gasto excessivo de solvente organico, o que impacta negativamente no custo das

analises e constitui uma préatica ndo ecologicamente consciente.
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Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de um método analitico simples,
rapido e eficiente, aplicavel ao controle de qualidade de comprimidos com
associacado dos ARV. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método
analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para quantificacdo simultanea

de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa combinada.
PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Comprimidos e excipientes

Comprimidos revestidos de dose fixa combinada contendo 66 mg de EFV, 33 mg de
3TC e 33 mg de TDF foram desenvolvidos na Divisdo de Desenvolvimento
Farmacotécnico e Biotecnoldgico da Fundacdo Ezequiel Dias (Funed, MG, Brasil).
Os comprimidos foram elaborados com doses estimadas para coelhos com base no
calculo alomérico, visando, posteriormente, avaliar o perfil farmacocinético nesses
animais.®* Para o preparo dos comprimidos, inicialmente EFV foi granulado com
excipientes por via Umida e, em seguida, 3TC e TDF foram adicionados ao
granulado normalizado juntamente com o restante dos excipientes e a mistura dos
pos foi comprimida. As matérias-primas utilizadas foram EFV (Nortec Quimica S.A.,
Brasil), TDF (Cristélia, Brasil) e 3TC (Coben Pharmaceutical Co., China). Os
excipientes utilizados para a granulacdo do EFV foram laurilsulfato de sodio (Cognis
Brasil Ltda, Brasil), amido parcialmente pré-gelatinizado (Colorcon do Brasil Ltda,
Brasil) e croscarmelose sédica (Colorcon do Brasil Ltda, Brasil). Para a mistura final
de po6s foram utilizados celulose microcristalina 102 (Blanver Farmoquimica Ltda,
Brasil), croscarmelose sddica e estearato de magnésio (Magnesia, Alemanha). Apos
a etapa de compressdo, os comprimidos foram revestidos com suspensdo de
revestimento contendo diéxido de titanio (Kronos International, INC., Alemanha),
Opadry® 7006 (hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol 400, polietilenoglicol 8000;
Colorcon, Brasil) e alcool etilico grau farmacéutico (Vetec Quimica Fina Ltda.,
Brasil). Os equipamentos de producao utilizados foram: agitador Heidolph modelo
RZR2021 (Alemanha), agitador Ultra Turrax® modelo T50 (Alemanha), balanca semi-

analitca Gehaka® (Brasil), compressora Riva® modelo Piccola® FR-U1205-0
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(Argentina), drageadora Erweka® modelo AR402 (Alemanha), granulador (High
Shear Niro Fielder) Aeromatic Fielder™ modelo PMA-18578 (Suica), normalizador
Granulador Oscilante Erweka® modelo FGS (Alemanha) e tamis malha 20 Bronzinox
(Brasil).

Reagentes e substancias quimicas de referéncia

Reagentes grau cromatografico e analitico: metanol (J.T. Baker, México), acido
acético (Sigma-Aldrich, Alemanha), acetato de amoénio (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
acido trifluoroacético (Tedia, EUA). Agua purificada foi produzida pelo sistema
Direct-Q3 Milipore® (Bedford, USA). As substancias quimicas de referéncia efavirenz
(lote FOG376, pureza 99,8%); lamivudina (lote HOI378, pureza 99,7%) e fumarato de
tenofovir desoproxila (lote FO0J134, pureza 99,1%) foram provenientes da

Farmacopeia Americana (EUA).
Condicdes cromatogréficas

Utilizou-se cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Hewlett Packard (HP 1100,
EUA), equipado com bomba quaternéria, forno de coluna, injetor automatico,
detector de arranjo de diodos (DAD). Os dados cromatograficos foram obtidos e
processados no software HP ChemStation®. As andlises quantitativas foram
realizadas em coluna cromatografica de fase reversa Sun Fire® Cig (250 mm x 4,6
mm; 5 pm) da Waters (EUA) mantida a 30 °C, deteccédo a A 260 nm e com 20 yL de

volume de injecéo.

A fase moével consistiu numa mistura de metanol e tampéao acetato pH 5,4. O tampé&o
acetato foi preparado dissolvendo-se 7,7 g de acetato de aménio em 1 L de &cido
aceético diluido 0,1% (v/v). O pH da solugéo foi ajustado para 5,4 com acido acético
concentrado, com auxilio de pHmetro. As andlises foram realizadas utilizando vazao

de fase movel de 1,0 mL/min e com eluigdo em gradiente conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Gradiente da fase mével para quantificacdo de EFV, 3TC e TDF em

comprimidos de dose fixa combinada

Intervalo de tempo (min) % MeOH % Tampao acetato
0-4 30 70
4-6 30 — 85 70 - 15
6-13 85 15
13-14 85 — 30 15— 70
14 - 15 30 70

Preparacédo das solucdes

Solucbes padrao estoque

Aproximadamente 66 mg de EFV, 33 mg de 3TC e 33 mg de TDF foram transferidos
separadamente para baldes volumétricos de 50 mL. Adicionaram-se 40 mL de
metanol em cada baldo, submeteu-se ao ultrassom por 20 minutos e os volumes

foram completados com o mesmo solvente.

Solucéo padréo diluida

Transferiram-se 5 mL de cada solugédo Solugédo padrdo estoque para um unico baléo
volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com a fase mével inicial (mistura de
metanol e tamp&o acetato 30:70, v/v). As concentragdes finais foram 132 pug/mL para
EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF, correspondendo a 100% da concentracdo de

trabalho.

Solugdo amostra

Vinte comprimidos revestidos foram pesados e triturados a p6 fino e uma quantidade
de pd6 equivalente a um peso médio foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL.
Acrescentaram-se 40 mL de metanol e, apés agitagdo em ultrassom por 20 minutos, o
volume foi completado com o mesmo solvente e filtrado em papel de filtro quantitativo.

A solucdo obtida foi diluida com fase movel inicial até a concentracdo de 132 pg/mL
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para EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF. A solugdo resultante foi filtrada em
membrana de 0,45 pm.

Solucéo placebo

Quantidade de p6 de placebo equivalente a um peso médio foi transferida para
baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se 40 mL de metanol e, apds agitacdo em
ultrassom por 20 minutos, o volume foi completado com o mesmo solvente e filtrado
em papel de filtro quantitativo. Transferiram-se 5 mL do filtrado para baldo volumétrico
de 50 mL, completou-se o volume com fase médvel inicial e, em seguida, a solucao

foi filtrada em membrana de 0,45 pm.
Validacdo do método analitico

O método analitico foi validado segundo a Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de
2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e o Guia ICH Q2 (R1)
(International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use).**3* Os parametros de validacdo
avaliados foram: seletividade, linearidade, precisao, exatiddo, robustez, limites de

deteccao e de quantificacao.
Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela analise de possiveis interferentes
presentes na mistura de excipientes da formulacdo (placebo) sujeitos a coeluigdo
com os analitos de interesse. Para isso, o0 cromatograma proveniente da Solucéo
amostra foi comparado ao da Solucéo placebo. Além disso, a pureza espectral dos
picos de EFV, 3TC e TDF foram avaliadas no cromatograma da Solu¢cdo amostra

com auxilio do detector de arranjo de diodos (DAD).
Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF foram estabelecidas a partir de trés
solucdes padrao de EFV 660 pg/mL, 3TC 330 ug/mL e TDF 330 pg/mL preparadas
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em metanol. Aliquotas dessas soluges foram diluidas em fase movel, de forma a
obter onze concentracdes diferentes, na faixa de 50% a 150% da concentragéo de
trabalho de EFV (132 pug/mL), 3TC (66 pg/mL) e TDF (66 pg/mL). As relacbes entre
as areas dos picos cromatograficos e as concentracbes dos analitos foram
submetidas a andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. O
ajuste dos dados ao modelo de regressdo, o coeficiente de correlacdo (r), o
intercepto, a inclinacdo da curva e a aleatoriedade dos residuos foram verificados

(Excel®).
Precisao

A precisdo foi definida pelas analises de repetibilidade (intra-dia) e precisédo
intermediaria (inter-dias), a partir da quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos
na concentragao de trabalho (132 pg/mL para EFV e 66 pg/mL para 3TC e TDF) em
seis amostras e em trés dias consecutivos (n=18). A preciséo intra-dia foi avaliada
pelas medicbes do desvio-padrédo relativo das determinacdes diarias, enquanto a

precisao inter-dias foi verificada pelo desvio-padrao relativo de todos os resultados.
Exatidao.

Quantidades conhecidas de cada ARV foram adicionadas a misturas dos excipientes
da formulacéo (placebo) com o intuito de determinar a porcentagem de recuperacgao.
O experimento foi executado em triplicata em trés niveis, correspondentes a 80%,
100% e 120% da concentragao de trabalho. A recuperacao foi expressa pela relagao
entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a respectiva
concentracéo teodrica de acordo com a Equacéao 1. O critério de aceitacdo para a
recuperacéo deve estar entre 98% a 102% do valor esperado.®

. Concentragdo média experimental
YoRecuperagao = Concentragdo teorica * 100 (1)
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Limite de deteccao e de quantificacédo

O limite de deteccao (LD) corresponde a menor quantidade do analito que se pode
detectar nas condicOes experimentais do método. E o limite de quantificacdo (LQ)
representa a menor quantidade do analito que se pode quantificar com adequada
precisdo e exatiddo. Esses parametros foram estimados pelo desvio padrdo do
intercepto (6) e inclinagdo da curva analitica (S) dos insumos farmacéuticos ativos
(Equacbes 2 e 3). Em seguida, Soluc¢des padréo de cada ARV foram preparadas nas
concentracdes de LQ e de LD estimadas e diluicbes sucessivas foram realizadas até
a obtencdo de uma relacdo entre sinal e ruido proxima de 3 para o LD e préxima de
10 para o LQ.** Ao encontrar a relacdo sinal/ruido esperada para o LQ e LD, a
solucéo foi injetada cinco vezes no cromatégrafo e determinado o DPR das areas

obtidas.

LD =3,3 (2)

>

Lo

3)

Robustez

Os efeitos de sete variaveis (temperatura do forno da coluna, pH do tampéao acetato,
vazao da fase movel, comprimento de onda, marca da coluna, modelo do
cromatégrafo e tempo de agitacdo no ultrassom) foram estudados por andlise
multivariada e a influéncia de cada uma delas foi identificada e ordenada.***" O
delineamento experimental incluiu oito analises, conforme demonstrado na matriz
dos fatores (Tabela 2), sendo os parametros nominais identificados pelas letras

maiusculas e os parametros variados pelas letras minasculas.
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Tabela 2. Matriz de fatores do estudo de robustez

Combinacao ensaiada
Fator

1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura do forno da coluna (°C) A A A A a a a a
pH do tampéo acetato B B b b B B b b
Vazéo da fase movel (mL/min) C c C c C c C C
Comprimento de onda (hm) D D d d d d D D
Tempo de agitacdo no ultrassom (min) E e E e e E e E
Marca da coluna F f f F F f f F
Equipamento G g g G g G G g
Resultados s t u % w X y z

Fatores A: 30 °C, a: 25 °C, B: 5,4, b: 5,7, C: 1,0 mL/min, c: 1,2 mL/min, D: 260 nm, d:
262 nm, E: 20 min, e: 15 min, F: Sun Fire® (C1s 250 x 4,6 mm, 5 pm), Waters (USA),
f: Zorbax Eclipse® (Cis 250 x 4,6 mm, 5 pm), Agilent (USA), G: HP 1100 e g: HP
1200. Resultados s, t, u, v, w, X, y, e z avaliados em relacédo ao teor (%), tempo de

retencdo (min), numero de pratos tedricos e fator de cauda.

Os resultados de cada experimento foram avaliados em relagédo ao teor, tempo de
retencdo, eficiéncia da coluna (representada pelo nimero de pratos tedéricos, N) e
fator de cauda. Estimou-se o efeito de cada fator pela diferenca entre a média dos
resultados das andlises com o parametro nominal (letras mailsculas) e a média
daqueles com o pardmetro variado (letras minudsculas). Assim, o efeito da
temperatura do forno da coluna, por exemplo, foi estimado de acordo com a

Equacéao 4.

) s+t+u+v w+x+y+z
Efeito AJa = 2 - 7 (4)

As diferencas mais relevantes indicaram que os fatores correspondentes tém maior
influéncia que os outros sobre a precisdo do método. Essas influéncias sao
consideradas relevantes se o valor absoluto do efeito é superior a expressdo s\2,

em que s é o desvio padrdo obtido das oito determinacées.*®
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de absorcéo no ultravioleta de solu¢cdes metandlicas dos ARV (EFV 10
pg/mL, 3TC 10 pg/mL e TDF 20 pg/mL) apresentaram maximos de absor¢cdo em 247
nm EFV, 271nm 3TC e 260 nm TDF (Figura 2). Optou-se pela detecgdo em A 260
nm, uma vez que os ARV em estudo absorvem consideravelmente os raios
ultravioleta nesse comprimento de onda. Apesar de ndao ser o A maximo de EFV e
3TC, foi possivel a quantificacdo com sensibilidade e seletividade adequadas no

comprimento de onda selecionado.

Na andlise cromatografica dos ARV, 3TC foi o primeiro a ser eluido, seguido de TDF
e EFV (Figura 3). A menor afinidade de 3TC pela fase estacionaria resultou em
menor fator de retencdo (k= 0,09) quando comparada aos insumos farmacéuticos
ativos mais hidrofébicos TDF (k = 2,59) e EFV (k = 3,29). Todos 0s picos

apresentaram resolucao e simetria adequados para analise cromatografica.

Mesmo com as caracteristicas fisico-quimicas distintas dos insumos farmacéuticos
ativos, a selecao do pH da fase mével e o esquema de gradiente proposto neste
estudo permitiram que a analise simultdnea de EVF, 3TC e TDF em comprimidos de
dose fixa combinada fosse desenvolvida em condicGes satisfatdérias e em curto
tempo de corrida cromatografica (15 min). Destaca-se, entdo, que o tempo de
corrida total do método para a quantificacdo dos ARV proposto nesse trabalho é oito

vezes menor que o publicado na literatura especializada.*
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Figura 2. Espectros no ultravioleta de EFV 10 pg/mL, 3TC 10 pg/mL e TDF 20

pg/mL em metanol
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Seletividade

O estudo da seletividade do método proposto foi realizado por verificacdo da
resposta da matriz (placebo) na deteccdo dos insumos farmacéuticos ativos. O
cromatograma da Solucao placebo ndo apresentou interferéncias nos picos dos ARV
(Figura 3), o que demonstra a seletividade do método em relacdo aos componentes
presentes na formulacdo estudada. Adicionalmente, as purezas espectrais dos picos
da Solucdo amostra foram avaliadas com o detector DAD (3TC = 99,95%, TDF =
99,86% e EVF = 99,27%). Os valores de pureza obtidos, préoximos a 100%,
evidenciam auséncia de coeluicdo de substancias junto aos insumos farmacéuticos

ativos.
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Figura 3. Sobreposicdo dos cromatogramas das Solu¢cdes amostra e placebo
obtidos conforme as condicbes cromatograficas descritas na parte experimental

deste estudo
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Linearidade

As curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF indicaram correlacéo linear adequada entre
as concentracoes e as areas dos picos no intervalo de 50% a 150% da concentracdo
de trabalho (Tabela 3). As regressées lineares foram significativas (p < 0,05) e os
coeficiente de correlacdo (EFV = 0,9971; 3TC = 0,9983; TDF = 0,9962) foram
superiores ao valor recomendado de 0,99.% O intercepto nao foi diferente de zero (p
> 0,05) e os residuos apresentaram distribuicdo aleatéria e sem tendéncias na

regressao de todos os insumos farmacéuticos ativos.

Tabela 3. Parametros das curvas analiticas de EFV, 3TC e TDF

R . Resultados
Parametros da regressao
EFV 3TC TDF
Faixa de trabalho (ug/mL) 66 a 198 33a99 33a99
Coeficiente de correlagao (r) 0,9971 0,9983 0,9962
Inclinacéo * desvio padréo 25,92 + 0,36 47,75 + 0,50 29,80 + 0,47
Intercepto + desvio padrédo 99,04 + 49,25 - 8,69 + 34,92 29,93 + 32,55
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Precisao

A precisdo da determinacdo de EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa
combinada foi estabelecida em trés dias consecutivos de analises e expressa em
valores de DPR. Na andlise de EFV, 3TC e TDF nos comprimidos de dose fixa
combinada, os valores de DPR para a preciséo intra-dia (n=6) foram 1,16%, 1,12% e
1,32%, respectivamente. Para a precisao inter-dias, os valores de DPR (n=18) para
EFV, 3TC e TDF foram 1,40%, 1,36% e 1,98%, respectivamente. Em todos os
casos, os desvios foram menores que 2,0%, 0 que garante precisdo satisfatoria do
método para doseamento dos ARV.>®

Exatiddo

O método de adicdo de padrdo ao placebo, em trés diferentes concentragdes, foi
utilizado no experimento de exatiddo (Tabela 4). As recupera¢cdes médias (n=9)
obtidas para os ARV (EFV = 99,77%, 3TC = 100,09% e TDF = 100,24%) estéo
compreendidas no intervalo recomendado de 98% a 102% e os valores de DPR
foram inferiores a 2,0%.%® Alternativamente, esses resultados foram comparados
ao valor tedrico de 100% utilizando o teste t de Student (a = 0,05; G.L. = 8). Os
valores de t obtidos (EFV = 0,66; 3TC = 0,68 e TDF = 0,89) foram inferiores ao
valor critico t ¢ 05:8= 2,31, 0 que evidencia nao existir diferencas significativas (p >
0,05) entre as quantidades de insumos farmacéuticos ativos que foram
recuperadas daquelas utilizadas nas contaminacdes dos placebos.

Tabela 4. Resultados da exatidao de efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir

desoproxila em comprimidos de dose fixa combinada

(&)
= 0
3 a 2 ) o Fumarato de tenofovir
E o = Efavirenz Lamivudina ]
3 & © desoproxila
2 E o
_ E o
Padréo Recuperagéo + Padréo Recuperacgéo + Padréo Recuperagéo +
adicionado DPR (%) adicionado DPR (%) adicionado DPR (%)
S (ng/mL) n=3 (ng/mL) n=3 (ng/mL) n=3
el
§ 105,6 99,70 + 0,41 52,8 100,13 + 0,56 52,8 100,00 + 0,30
w
132,0 100,07 + 0,92 66,0 100,26 + 0,01 66,0 99,87 + 1,28
158,4 99,53 +1,81 79,2 99,88 + 0,49 79,2 100,83 + 0,08
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Limite de quantificacdo (LQ) e de deteccéo (LD)

Os valores dos LD e de LQ foram estimados a partir das curvas analiticas e
determinados experimentalmente por diluicbes sucessivas (Tabela 5). As
concentracdes obtidas pela relagdo entre o sinal e o ruido da linha de base foram
inferiores as concentracfes estimadas por regressdo. Consideram-se validos os
resultados experimentais de LD e LQ, uma vez que os valores de DPR de cinco
injecbes consecutivas foram inferiores a 2,0% para os ARV, o que demonstra a
reprodutibilidade das respostas nas concentracdes experimentais de deteccao e

quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos.

Tabela 5. Valores estimados a partir da curva analitica e valores experimentais para
os limites de deteccao e de quantificacdo de EFV, 3TC e TDF

Limite de deteccédo Limite de quantificagédo
Estimado pela ] Estimado pela )
. Experimental (pg/mL) . Experimental (ug/mL)
curva analitica curva analitica
+ DPR (%) + DPR (%)
(Hg/mL) (Mg/mL)
EFV 45,29 2,78 + 0,66 137,23 9,28 + 0,66
3TC 34,86 0,29+ 1,08 105,64 0,78 £ 0,69
TDF 52,07 0,99 + 1,27 157,78 6,90 £ 0,45
Robustez

O efeito de cada variavel foi verificado em relacdo aos parametros de teor, tempo de
retencdo, numero de pratos tedricos e fator de cauda (Tabela 6), mediante
delineamento experimental de combinagbes por matriz de fatores. As diferencas

superiores ao valor critico (sV2, em que s é o desvio padrdo obtido nas oito

determinacdes) foram consideradas significativas nas anélises.
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Tabela 6. Efeitos das variaveis estudadas em relacdo aos parametros de teor (%),

tempo de retencdo (min), eficiéncia da coluna (N) e fator de cauda

EFV 3TC TDF
Variavel
Teor tr N Fc Teor tr N Fc Teor tr N Fc
Forno da coluna 150
(°C) -0,54 -0,15 8579 0,01 -0,31 150 | 0,00 | 0,30 -0,05
0,09 20 0,03
A: 30; a: 25
pH do tampéo
-0,50 0,03 1641 0,77 0,00 | 120 1,10 0,02 -70
B:5,4;b:57 0,01 0,02 0,02
Vazéo (mL) )
0,46 0,94 -2728 | 0,01 -0,49 0,56 | 770 | 0,02 0,67 739 0,03
C:1,0;c:1,2 0,62
8
A deteccdo (nm) )
0,30 0,03 -1003 0,09 0,02 | -104 | 0,01 | 0,14 0,01 142
D: 260; d: 262 0,01 ) 0,01
Tempo
ultrassom (min)
. 1,50 0,03 1,55 0,01 =72 0,00 | 2,14 0,01 611 0,01
E: 20 min; e: 15 11274 | 0,01
min
Coluna -
) 102
F: SunFire; f: 1,36 0,98 0,37 0,50 1,02 0,34 101
_ 13287 | 0,04 8 0,08 0,09
Eclipse 89
Modelo
equipamento
0,56 - 0,03 0,04 0,53 0,10 | -460 | 0,02 | 0,39 0,03 237 0,01
G: HP110; g: 11430 a1
HP1200
Valor critico 182
1,24 0,73 12372 | 0,04 1,06 0,39 | 777 | 0,05 | 1,31 0,40 0,06
(sV2) 99

O parametro que mais influenciou a determinacdo do teor dos ARV foi o tempo de

agitacdo da amostra no ultrassom. A solubilizagdo do insumo farmacéutico ativo é

condicdo essencial para a analise cromatografica e constitui-se em um parametro

critico na determinacdo do teor. A redugdo do tempo de agitagcdo para 15 min

prejudicou a extracdo dos insumos farmacéuticos ativos no solvente organico e, por

conseguinte, os teores foram significativamente inferiores quando comparados aos

resultados do procedimento normal de agitacdo em 20 min. Assim, recomenda-se

que a pulverizagdo dos comprimidos seja feita cuidadosamente até a obtencéo de

particulas finas e homogéneas e o tempo de extracdo em metanol seja padronizado

e seguido conforme o procedimento descrito no preparo das amostras.
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Apesar de possuir a mesma fase estacionaria, didmetro interno e tamanho de
particulas, a mudanca do fabricante da coluna provocou alteracdes no tempo de
retencdo, no numero de pratos tedricos e no fator de cauda dos picos. Essas
alteracdes sdo esperadas devido a diferenca no processo de fabricacdo de cada
coluna, da silica utilizada como suporte e da manutencao e condi¢cées de uso, 0 que
pode promover alteracdes abruptas da seletividade da fase estacionaria em relagédo

ao analito.3%4°

A mudanca na vazéo da fase movel interferiu diretamente no tg dos ARV. O aumento
da vazdo da fase mobvel promove reducdo do tempo de retencdo e,

consequentemente, reducdo do tempo de corrida.*

A temperatura do forno da coluna, o A de leitura e o pH do tampado néo
apresentaram influéncia significativa nos parametros avaliados. A mudanga do
equipamento também nao foi considerada uma variavel critica, exceto pela alteracao

da eficiéncia na determinacéo do teor de TDF.
CONCLUSAO

O método analitico apresentado neste estudo permite a quantificacdo simultanea de
EFV, 3TC e TDF em comprimidos de dose fixa combinada. Apesar das diferencas
nas caracteristicas fisico-quimicas dos insumos farmacéuticos ativos, a andlise por
CLAE em fase reversa com gradiente de fase movel (tampéo pH 5,4 e metanol) e

deteccdao em A 260 nm foi eficiente na separagao e quantificagdo dos ARV.

O meétodo desenvolvido foi seletivo em relacdo aos demais componentes da
formulacdo e apresentou preciséo e exatidao satisfatorias. O tempo de extracdo dos
insumos farmacéuticos ativos é uma variavel critica do procedimento de preparo das
amostras, sendo recomendavel a pulverizacdo cuidadosa até a obtencdo de
granulos finos e homogéneos, de forma a permitir a total solubilizacdo dos analitos.
As faixas lineares obtidas e os limites de deteccdo e de quantificacdo dos insumos
farmacéuticos ativos também foram adequados para as analises simultdneas dos
ARV.
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Considerando a demanda na producgéo industrial de comprimidos em dose fixa
combinada contendo efavirenz, lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila para
a simplificacdo terapéutica para o tratamento da Aids, a disponibilidade de um
método analitico rapido, simples e capaz de garantir resultados confiaveis é
essencial para viabilizar as andlises de rotina de controle de qualidade exigidas

pelos compéndios oficiais e regulamentac¢des sanitarias vigentes.
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