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INTRODUCAO das droga®, como é o caso do indinavir, um dos primeiros
inibidores da protease. Pertencem também a este grupo o
O tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adsaquinavir, ritonavir e nelfinavf
quirida (AIDS) tem mostrado grande evolugéo, a partir de Tratamentos que se mostraram promissores con-
1983-84, quando se deu a identificagao da etiologia ser virinham dois inibidores de protea¥€$e quando as en-
tica31% No principio, foi utilizada a droga zidovudiree zimas do citocromo P450 eram inibidas, aumentaram os
depois, uma combinagdo com nucleosideos anafdgps niveis plasmaticos das drogas, produzindo efeito antivi-
gue foram desenvolvidos, em fungdo dos nucleosideos na1%16-24,
turais necessarios a replicacédo dos ¥riecentemente, Indinavir, hidrato de sulfato de N-(2(R)-hidroxi-1(S)-
tem sido aplicada aos pacientes uma combinagéo de drogedanil)-2(R)-(feniimetil)-4(S)-hidroxi-5-[1-[4-(3-piridimilme-
gue tém como alvo a protease do virus da imunodeficiéndid)-2(S)-(N-terc-butilcarbamoil)piperazinil]]-pentanamida
humana (HIVA. (FIGURA 1)1¢é um inibidor especifico e potente da protease
A introducao dos inibidores de protease do HIV foido virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Em
feita, a partir de 1996, para uso em combinagao com os inilmiltura de células, o composto interferiu na replicacéo do
dores da transcriptase reversa do ¥frasos compostos virus, resultando na producéo de particulas virais imaturas
foram desenvolvidos por meio da técnica de modelagesnao infecciosa&
molecular, baseando-se na estrutura cristalina da protease  Estudos clinicos envolvendo pacientes infectados
do virus. Os inibidores de protease sdo moléculas grandasm HIV#demonstraram que a combinacao de indinavir e
e lipofilicas, sendo metabolizados e eliminados do organisiucleosideos anéalogos foi eficiente na diminuigcao do nivel
mo, principalmente pela a¢éo da isoenzima CYP3A4 do citale RNA viral no sangue. O indinavir apresentou uma meia
cromo P-458 Porém, esta enzima é responsavel pela grandi#da de cerca de 2 horas e um perfil farmacocinético nao
variabilidade entre os individuos e, farmacos utilizados erinear devido ao seu metabolismo oxidativo dose-depen-
associacdes podem inibir ou induzir a inativagdo de unmdenté?®6
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de gradiente P400@utosamplerAS3000/35000loop de

100pL, pré-coluna. A coluna utilizada foi da marca Merck,

de comprimento de 12,50 cm e diametro interno 4,6 mm, v

N OH 1 OH lume de 0,50 mL e com Superspher 60 RP 8, com diametro

| M | particula L7 (octilsilano quimicamente ligado a particulas d

M silica porosas) de 5p0n. Integrador e registrador incorpo-
O rados ao cromatégrafo.

O Para as analises, foi utilizado o sistema isocratic

com detector na regido ultravioleta no comprimento de on

NH de 260 nm, velocidade de fluxo de cerca de 1,0 mL por min
C to, temperatura da coluna em 40 °C e tempo de corrida
H.C CHEHE dez minutos. A prepara¢éo do padréo foi injetada cinco v

zes e cada uma das triplicatas da amostra foi injetada t
vezes, sendo utilizado volume deffi0por aplicagéo. Fo-
ram fixados, eficiéncia da coluna como néo inferior a 4 mi
pratos tedricos, fator de simetria nao maior que 2,0 e des
. : : adrdo relativo para as injecGes de réplicas, valores n
A proposta deste trabalho foi avaliar e validar a me? b 1€¢ P

. . . . - “maiores que 1,0%.
todologia descrita no Férum da Farmacopéia Americana, . a
¢) Calculo de poténcia das amostras

. s C )
eglgpes de 2,000 e 2061, para apl'lcagao em forma farma As quantidades (em %) de Indinavir base na maté
céutica de capsula e matérias-primas, uma vez que a meto-

dologia ainda ndo consta na Farmacopéia Americana U |g-prima € no produto f|r_1al foram.calculadas segundo
27, edicio de 2004 ormulas (1) e (2), respectivamente;

FIGURA 1 - Estrutura molecular do Indinavir base

3 AaxPp x50 x 100 x 613,8 x Pot = Teor (%) (1)
MATERIAL E METODOS ADX50% Pax 7118

a) Reagentes
= - Lo AaxPpx50xPMx100x613,8xPot =Teor (%) (2)
O padrao secundério de sulfato de indinavir foi cedi Ap x50 x Pax 400 x 711,8

do pela Ranbaxy Laboratories Limited. Amostras de maté-
ria-prima e produto final sob a forma de capsulas foram ob-

. . S - Onde: 711,87 é o peso molecular de sulfato de indi
tidas de laboratdrios nacionais. Os reagentes utilizados fo- . . S i ]

. navir; 613,8 € o peso molecular de indinavir base; Pot é
ram de grau analitico e os solventes, de grau HPLC.

Tampé@o citrato- Foram pesados 3,7 g de citrato de’ ptenma do padrao; Aa e Ap sdo as respostas em area

sadio p.a. e 1,6 g de &cido citrico p.a. para 1000 mL de ég,?l'afgs da; preparacoes d(;a amost:a € paddraP ' respect|tyam
destilada. O pH foi acertado para$,0,1, utilizando hidro- €,"a e I'p sao massas da amostra € padrao, respectiva

xido de sédio 1 N quando necessario te; PM é o peso médio do contetdo das capsulas e 400
Fase mévek Foi utilizada uma mistura do tampo valor nominal (em mg) de principio ativo na forma de bas
citrato e acetonitrila na proporcéo de 55:45. A poténcia do padréo foi obtida por determinacao prévia d
Preparacéo do padrde O padréo foi preparado em sua umidade pelo método de Karl Fischer e o teor de etan

fase movel para obtencéo de concentragéo final de cercaRfYf cromatografia gasosa, conforme metodologia do Féru
0,3 mg/mL, isto &, cerca de 15 mg de sulfato de indinavir et Farmacopéia Americana, edicéo de 2001
50 mL de solvente. d) Procedimentos de Validagdo
Preparac&o da amostra de matéria-prima& amos- Os procedimentos de vaIidagé}g adotados para e
tra foi preparada em fase mével para obtencéo de concéitudo foram baseados na Farmacopéia Americana BSP
tracao final de cerca de 0,3 mg/mL. e Validagao de Causbn
Preparacédo da amostra de produto final (capsula) Exatiddo e precisdo foram determinadas por meio d
— Ap6s determinacao de peso médio do contetido das c4Bste de recuperacdo em trés concentragdes, sendo 70,
sulas, foi pesada analiticamente quantidade correspondéh130% da concentracéo nominal do produto final (400 m
te a cerca de 15 mg do principio ativo e transferida paff principio ativo/capsula) e cada concentragao foi testa
balo volumétrico de 50 mL, com auxilio da solugéo da fasem triplicata.
mével, para obtencéo de concentragéo final de cercade 0,3  Exatidéo e preciséo intermediarias foram determin
mg/mL de principio ativo. Apds mistura, a solu¢io da amoglas nas mesmas trés concentragdes anteriormente cita
tra foi filtrada por membrana de polietileno de porosidadgesando-se 100 mg do principio ativo para 50 mL de sol
de 0,45um. ¢do de fase movel e diluindo-se 5,25, 7,5 € 9,75 mL para
b) Sistema Cromatografico mL para obtencao de concentra¢des nominais de 70, 10
Foi utilizado o cromatdgrafo liquido, marca TSP 130%, respectivamente.
(SpectraSYSTEM da Thermo Separation Products Inc.), com A faixa de linearidade da curva de calibracgéo foi de
detectores UV/VIS SCM, degaseificador SCM 1000, bombterminada para matéria-prima e produto final capsula, sen
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a faixa de concentracéo do teste entre 0,2 mg/mL e 0,4 mg/ TABELA 1 — Teste de recuperacdo das amostras

mL. O efeito da matriz na linearidade da curva de calibracé@o

foi estudado pela adicdo de excipientes comumente utiliza- Concentracao das amostras
dos pelas industrias. A massa de excipiente utilizada foi géém % da concentragao nominal
aproximadamente 11,5 mg e cada concentracao foi avaliadde 400 mg de principio ativo)

Recuperagao
média (em %)

Recuperacao
Intermediaria
média (em %)

em triplicata, com cada réplica analisada em triplicata tam- 70 103,60 + 2,30 | 100,20 = 0,07
bem. 100 100,80 = 0,01 {100,17 + 0,27

Para determinacéo do tempo de retenc¢édo da matéria- 130 9980 « 260 |100.08 + 0.09
prima de indinavir, foram realizados estudos para avaliac&o Recuperagdo média global: 1014 =24 |10015 = 0,06

da influéncia das substancias consideradas impurezas gue

podem eventualmente contaminar um lote, sendo estas, o

aminoindanol, piperazina bis-alquilada e lactona. Para tal, ~ ASequacdes das curvas de calibragdo da FIGURA 3

foi preparada uma solug&o com concentracao finalde 5 foram obtidas pela relagcdo da area do pico obtido em fungéo

de cada uma destas substancias.

Resultados e discussao

da concentracéo nominal do indinavir. Para esta determina-

¢do foram utilizadas concentracdes da faixa de 0,2 a 0,4 mg/
mL do farmaco e as equacgdes, obtidas por regressao linear.
As equacdes das retas (a) e (b) sdo coincidentes, corres-

A metodologia utilizada foi baseada na monografid?ondendo, respectivamente, as amostras sem e com excipi-
constante no Forum da Farmacopéia americana, edicioées, além dos coeficientes de correlacéo terem sido supe-
2003 para matéria-prima de sulfato de indinavir, com adagiores a 0,999. Como esperado, néo foi observada interfe-
tacdes para as condicdes do laboratdrio e produto final fecia dos excipientes na determinacéo da curva de calibra-

forma farmacéutica de capsulas.

¢do do indinavir e as curvas de calibracdo mostraram uma

Um estudo prévio do espectro de indinavir em faséinearidade na faixa de concentracdes testadas, isto &, 0,2 e

mével confirmou que em 260 nm, a substancia apresental4 mg/mL.
absorbancia significativa como recomendado pelo Férum

da Farmacopéia americdh&onforme pode ser observado 20
na FIGURA 2, a presenca de impurezas nao interferiu r 2
tempo de retencao do indinavir nem apresentou sobrepo
¢do entre si, demonstrando ser um método preciso e esp
fico. A exatidao do método foi demonstrada pelos resulte
dos da Tabela 1 referentes ao teste de recuperacdo das ar -
tras que apresentou variacdo de 99,8 a 103,6% para a 3%

de concentracdes testadas.

GO00000

S0000004

!

40000004
3000000

~ 2000000

Ares (unidades arbitranias)

10000004

I:Il-.i T T T T
0.0 0.1 02 0.3 04

Concentragio de Indinavir (mafmL)

FIGURA 2 - Efeito da matriz na linearidade da curva de
calibracdo de indinavir. (p) e (=) representam amostras de
Indinavir sem e com excipientes, respectivamente. (.....) Curva
de calibracédo de Indinavir matéria-prima sem excipientes, cuja
equacao foi y=-233392 + 1,32 x 107 x, onde coeficiente de
correlagdo r2 = 0,9997. ( __ ) Curva de calibragdo de Indinavir
matéria-prima com excipientes, cuja equagéo foi y=-1611 +
1,32 x 107 x, r2 = 0,99
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FIGURA 3 - Cromatograma do padréo de indinavir e impurezas
comumente encontradas na matéria-prima. Onde: (1)
aminoindanol, tempo de retengéo (t) do pico foi 1,837 min; (2)
bis-alquil-piperazina, t - 2,658 min; (3) substancia desconhecida
nao caracterizada, t. - 4,032 min; (4) indinavir, t - 6,403 min; (5)
lactona, t, - 9,702 min.

Para calcular o teor de indinavir, apesar de parecer
uma observacao 6bvia, foi importante, determinar a potén-
cia do padrao, considerando-se os teores de etanol e umi-
dade intrinsecos. Estes valores, normalmente, sé@o indica-
dos pelo fabricante, porém, caso contrario, devem ser deter-
minados pelo laboratério antes das analises.

No Laboratério de Controle de Medicamentos, Cos-
méticos, Domissanitarios e Produtos Afins e as Respecti-
vas Matérias-Primas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuti-
cas da USP (Confar), este método de doseamento tem sido
utilizado, nos udltimos meses, com bastante eficiéncia em



amostras procedentes de varios laboratorios, seja na forma
de matérias-primas ou produtos finais na forma de capsulas

500 CD4+ cells per cubic millimeteew Engl. J. Med.
Waltham, v.333, n.25, p.1662-1669, 1995.

e um levantamento de mais de 110 amostras na forma 8leFISCHL, M.A; RICHMAN, D.D.; GRIECO, M.H.; GOTTLI-

capsulas apresentou teor de indinavir base de 4008
mg/capsula ou 100,2% do valor rotulado, resultado expres-
sivo do bom desempenho do método adotado.

Concluséao

EB, M.S.; VOLBERDING, P.A.; LASKIN, O.L.; LEEDOM,
J.M.; GROOPMAN, J.E.; MILDVAN, D.; SCHOOLEY, R.T;
JACKSON, G.G.; DURACK, D.T.; KING, D. The efficacy
of azidothymidine (AZT) in the treatment of patients with
AIDS-related compex — a double-blind, placebo-controlled tri-
al.New Engl. J. MedWaltham, v.317, n.4, p.185-191, 1987.

7 - GULICK, R.M.; MELLORS, J.W.; HAVLIR, D.; ERON, J.J,;

As metodologias descritas nas edi¢Ges de 2000 e
2001 do Férum da Farmacopéia Americ¢afigpodem ser
aplicadas para determinacéo de indinavir em matérias-pri-
mas e em produtos terminados na forma de capsulas, com
as adaptacdes e ajustes locais, mostrando-se especifico,
eficiente, seguro e rapido, tanto que foi testado e apresep:
tou bons resultados em amostras de diversas origens.

Recomenda-se obter uma curva de calibracédo para
cada conjunto de amostras a serem analisadas. Portanto,
apesar das monografias para indinavir matéria-prima e pro-
duto final capsula ainda ndo constarem como oficiais na
Farmacopéia Americana USPRa metodologia apresen-
tou boa aplicabilidade nos produtos testados no Iaboratg—
rio.
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importantes pela utilizagdo como flavorizantes e corantes
de alimentos e bebidds

As espécies reativas de oxigénio (ERO) séo for- A capacidade dos polifendis vegetais em atuar como
madas normalmente durante o metabolismo celular, antioxidantes nos sistemas biolégicos ja foi reconhecida
seja, sdo subprodutos do metabolismo da mitocondriaps anos trinfa entretanto, 0 mecanismo antioxidante foi
do citocromo P450, da ativacdo de células inflamatériaggnorado até pouco tempo. Para alguns derivados de &ci-
entre outros. Elas também podem ser formadas devidalas fendlicos, tem sido relatada a excelente propriedade de
acdo quimica e fisica a agentes como radigcllvA e quelacéo do ferro e de outros metais de transicao, e neutra-
H,O, Quando ocorre um aumento das ERO e/ou umkzagéo da agéo oxidativa dos radicais li¥f€sEstudos
diminuicdo da capacidade antioxidante, os radicais lrealizados demonstraram que os polifendis presentes no
vres sdo capazes de lesar componentes celulares, inatha verde Camellia sinensjsapresentam bioatividades
sive o DNA, modificando sua estrutura e/ou funcdo é@nportantes em certas patologias como: diabetes mellitus,
gerando o estresse oxidati%o cardiopatias, infec¢fes virais, inflamacbes e em doencas

Compostos fendlicos abrangem um grande grupo diegenerativas, como o cancer e o envelhecimento. Evidén-
flavonoides que estdo presentes em vegetais, frutas, vinbias sugerem que a ingestéo diaria de antioxidantes, princi-
e ch&*'". Eles contribuem para o sabor, odor e coloracdo gelmente compostos fendlicos, € capaz de retardar o apare-
diversos vegetais, sendo muitos desses economicamenimento destas doenéas

Introducdo

68 [1nfarms, v16, w 810, 2004




