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RESUMO

OBTENCAO TECNOLOGICA DE ANTI-RETROVIRAL A BASE DE
SULFATO DE INDINAVIR

A introducdo de novos agentes anti-retrovirais no mercado tem sido mais freqiiente,
fato este que evidencia a constante necessidade de obter agentes terapéuticos mais
eficazes e com menores efeitos colaterais. Devido ao grande numero de casos de
portadores do HIV no mundo e a capacidade do virus em sofrer mutacao, nos meados
da década de 90, uma nova classe de agentes anti-retrovirais foi desenvolvida, os
inibidores da protease, dentre eles destacando-se o Sulfato de Indinavir. Este, tem
como produto de referéncia no mercado o CRIXIVAN®, fabricado pela industria
farmacéutica Merck Sharp & Dohme® e disponibilizado para atender ao Programa de
SIDA do Ministério da Satde a um custo relativamente alto. Este estudo foi
realizado em parceria com o Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE e o Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE). Sendo assim, fez-se necessario o
desenvolvimento farmacotécnico-industrial do Sulfato de Indinavir 400 mg cépsulas,
o qual contemplou os estudos de pré-formulacdo qualitativa de excipientes, os testes
de bancada e a transposicao para escala industrial, buscando uma forma farmacéutica
estavel, produzida a baixo custo e com qualidade atendendo as Boas Praticas de
Fabricacao e, conseqlientemente permitindo um maior nimero de portadores do HIV
acesso ao medicamento. Outro objetivo do estudo foi o desenvolvimento e a
validagdo da metodologia analitica para quantificagdo da matéria-prima e produto
acabado, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), onde foram
definidos os parametros analiticos para o método e as especificacdes para os
produtos em analise. Dando continuidade, foi iniciado, para as capsulas de Sulfato de
Indinavir, o estudo de estabilidade, tomando-se como base a Resolugdo —RE n° 560,
publicada em 02 de abril de 2002 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que preconiza a utilizagdo de parametros para realizagdo da estabilidade
acelerada e de longa duracdo. Também foi efetuado um estudo comparativo do
produto desenvolvido Sulfato de Indinavir LAFEPE® e o de referéncia CRIXIVAN®.
Os estudos realizados com as capsulas desenvolvidas demonstraram que eles sdo
equivalentes entre si, sendo esta a etapa que antecede o estudo de bioequivaléncia
para permitir a disponibilizagdo do Sulfato de Indinavir LAFEPE como
Medicamento Genérico para o mercado nacional.

Palavras-Chave: Sulfato de Indinavir, caracterizagdo do principio-ativo,
validacéo por CLAE, transposicédo de escala, estabilidade, estudo comparativo.
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ABSTRACT
TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT OF NA NEW ANTIRETROVIRAL

BASED ON INDINAVIR

The introduction of new antiretroviral agents into the market has been more frequent,
fact this that indicates the need for more effective therapeutic agents presenting smaller
side effects. Concerned with the crescent worldwide number of HIV infection cases and
with the mutation capacity of the virus, a new class of agents was developed in the early
90s, the protease inhibitors. The Indinavir Sulfate is a highlighted member of this class
of antiretroviral agents that presents CRIXIVAN®, manufactured by the pharmaceutical
industry Merck Sharp & Dohme® as the reference product. The Ministry of Health
AIDS Program applies CRIXIVAN® as a relatively low cost therapeutic agent for AIDS
treatment. The development of a new formulation, with performance equivalent to the
reference formulation, will provide a cost effective alternative, consequently allowing a
larger number of HIV positive patients to have access to the treatment. In order to
achieve a new Indinavir Sulfate 400 mg capsules formulation, produced at a low cost
and with quality following the Good Practices of Production and looking for a stable
pharmaceutical form, excipients qualitative pre-formulation studies, pilot tests and the
transposition for industrial scale were performed. Another objective of the study was the
development and the validation of the analytical methodology for raw material and
finished product quantification by of High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The accelerated and long-term stability of the new Indinavir Sulfate capsule
formulation were also evaluated, as specified by the Resolution - REVERSE n° 560,
published on April 02, 2002 by the National Agency of Sanitary Surveillance
(ANVISA). After that, a comparative study involving the Indinavir Sulfate capsule
formulation manufactured by LAFEPE® and the reference formulation CRIXIVAN®
was performed. The formulation studies demonstrated that both formulations were
equivalent, and then the bioequivalence study will be the next stage to finally allow
Indinavir Sulfate produced by LAFEPE to be marketed as a Generic brand. This study
was accomplished in partnership with both the Laboratory of Medicines Technology
(Department of Pharmacy-UFPE) and the Pernambuco State Pharmaceutical Laboratory
(LAFEPE).

Key Words: Indinavir Sulfate, Characterization, HPLC, Validation, Scale-up, Stability,
Comparative Study.
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1. Introducgéo

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) foi reconhecida em meados
de 1981, nos EUA, a partir da identificagdo de um nimero elevado de pacientes adultos
do sexo masculino, homossexuais ¢ moradores de Sao Francisco ou Nova York, que
apresentavam sarcoma de Kaposi, pneumonia e comprometimento do sistema imune.
Em 1983, o agente etiologico foi identificado e tratava-se de um retrovirus humano,
atualmente denominado virus da imunodeficiéncia humana, HIV'.

Baseados nos conhecimentos da fisiopatogenicidade do virus HIV, onde este
permanece em constante multiplicacdo e apresenta grandes mutagdes, a necessidade de
novas drogas motivou varios estudos em busca de novos medicamentos. O Sulfato de
Indinavir € um dos mais recentes da classe dos agentes anti-retrovirais que se aplica ao
tratamento das infeccoes HIV. Ele age no ultimo estagio da formacdo do HIV,
impedindo a agdo da enzima protease que ¢ fundamental para a clivagem das cadeias
protéicas produzidas pela célula infectada em proteinas virais estruturais e enzimas que
formardo cada particula do HIV®.

O Sulfato de Indinavir ¢ indicado para o tratamento de individuos adultos com
infeccdo por HIV quando a terapia anti-retroviral ¢ adequada. Esta indicacdo esta
baseada na analise dos marcadores laboratoriais dos estudos de até 24 semanas de
duragdo para avaliar pacientes que receberam Sulfato de Indinavir em terapia
combinada com outros agentes anti-retrovirais ou em monoterapia. At¢ o momento, ndo
ha resultados dos estudos controlados que avaliam o efeito da terapia com sulfato de
indinavir na progressdo clinica da infeccdo por HIV, como sobrevida ou incidéncia de
infec¢des oportunistas®.

No cenario brasileiro atual, chamam atencdo as particularidades marcantes desta
nova patologia. O seu comportamento epidemiolodgico bastante heterogéneo e volatil, a
evolucdo clinica de carater cronico ¢ multifatorial, exigindo complexas decisdes
terapéuticas e forte estigma social contra a doenga somam-se isso aos antigos problemas
do Sistema Unico de Saude (SUS ), deficitario pela constante falta e mau gerenciamento
dos recursos, o que determina um confronto de grandes desafios cientificos, econdmicos
e sociais.

Os farmacos raras vezes sdo administrados isoladamente; ao contrario, fazem
parte de uma formulacdo combinada com um ou mais agentes ndo medicinais, com

fungdes variadas e especificas. Os excipientes sdo componentes essenciais para as
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formulagdes farmacéuticas mais variadas. E de fundamental importincia o estudo

prévio do fArmaco associados aos excipientes para obter produtos estaveis, eficientes, de
facil administragdo, seguro e terapeuticamente ativo.

A produgdo das formas farmacéuticas solidas ¢ destaque na maioria das
industrias farmacéuticas, e quando do descobrimento de um novo farmaco, este &,
sempre que possivel, lancado no mercado sob esta apresentagdo. As principais
vantagens habitualmente atribuidas as cépsulas em relacdo as outras formas
farmacéuticas sdo:

e Preparagdo mais simples;

e Pequena quantidade de excipientes;

e Fabricacdo a seco;

e Liberagdo do principio ativo mais facil;

e Fabricacdo facil a nivel magistral;

e Protecdo quanto a sabores e/ou odor desagradaveis;

e Protegdo do principio ativo ao oxigénio atmosférico®.

Tendo em vista que, no mercado farmacéutico, o Sulfato de Indinavir se encontra
produzido por um Gnica industria farmacéutica (Merck Sharp & Dohme®) com o nome
comercial CRIXIVAN® ¢ que ¢ demasiadamente caro, fez-se necessario o
desenvolvimento farmacotécnico-industrial, contemplando os estudos de pré-
formulacao, teste de bancada e lote experimental, na tentativa de conseguir capsulas de
Sulfato de Indinavir 500 mg (equivalente a 400 mg de Indinavir Base), de baixo custo e
de boa qualidade.

Este estudo foi realizado em parceria com o Laboratério de Tecnologia dos
Medicamentos, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) e com o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE). Ainda foi objeto de estudo o desenvolvimento e a validagdo da metodologia
analitica, pelo método cromatografico de alta eficiéncia (CLAE) onde foram definidos
parametros analiticos para o0 método. Também foi efetuado o estudo comparativo com o
medicamento de referéncia para as capsulas desenvolvidas e encontra-se em
desenvolvimento o estudo de estabilidade, tendo como base a Resolugao RE n° 560 da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, publicada em 02 de abril de 2002°.
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2. Justificativa

A introducao de novos agentes anti-retrovirais no mercado tem sido cada vez
mais freqiiente, fato este que evidencia a constante necessidade de obter agentes
terapéuticos mais eficazes e com menores efeitos colaterais. Com o grande niimero de
casos de SIDA no mundo e com a capacidade do virus em sofrer muta¢do, nos meados
da década de 90 uma nova classe de agentes anti-retrovirais foram desenvolvidos, os
inibidores da protease dentre eles destacando-se o Sulfato de Indinavir.

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica sdlida contendo o Sulfato de
Indinavir ¢ de grande importancia no cendrio terapéutico para o tratamento de SIDA,
colocando a disposi¢do da populacdo uma alternativa terap€utica mais econdmica e
segura.

A realizagdo deste projeto além do sentido cientifico, tem um cunho social, pois
possibilita a aquisicdo de medicamentos de qualidade e de baixo custo pela sociedade,
pois o medicamento serd produzido pelo laboratério de referéncia estadual, Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), contando com o apoio do
Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos, do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3. Objetivos

3.1.0bjetivo Geral

e Desenvolver uma tecnologia de obten¢do do anti-retroviral Sulfato de Indinavir na

forma farmacéutica cépsulas.

3.2. Objetivos Especificos

e Estudo de pré-formulagdo (caracterizacdo do principio ativo, desenvolvimento

farmacotécnico e estudo reologico).

e Desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica para a matéria-prima e

produto acabado.

e FElaboracdo da forma farmacéutica sélida cépsulas.

17
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Justificativa e Objetivos

Transposicao de escala de produgao.

Avaliacao da estabilidade da forma farmacéutica desenvolvida.

Estudo comparativo entre as capsulas desenvolvidas frente ao inovador (produto de
referéncia).
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1. Introducgéo

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) foi reconhecida em meados de
1981, nos EUA, com a identificagdo de um niimero elevado de pacientes adultos do sexo
masculino, homossexuais ¢ moradores de Sao Francisco ou Nova York, que apresentavam
sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocystis carinii e comprometimento do sistema
imune. Concluiu-se que se tratava de uma nova doenga de etiologia provavelmente infecciosa
e transmissivel" .

Em 1983, o HIV-1 foi isolado pelos pesquisadores Luc Montaigner, na Franga, e
Robert Gallo, nos EUA, e recebeu os nomes de LAV (Lymphadenopathy Associated Virus ou
Virus Associado a Linfadenopatia) e HTLV-III (Human T-Lymphotrophic Virus ou Virus T-
Linfotrépico Humano tipo 11I) respectivamente nos dois paises. Em 1986, foi identificado um
segundo agente etiolégico, um retrovirus, com caracteristicas semelhantes ao HIV-1,
denominado HIV-2. Nesse mesmo ano, um comité internacional recomendou o termo HIV
(Human Immunodeficiency Virus ou Virus da Imunodeficiéncia Humana), reconhecendo-o

. 1
como capaz de infectar seres humanos .
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O alvo favorito do HIV ¢ uma célula sangiiinea do grupo da linhagem branca T helper
(auxiliar) ou célula CDs. Estas células sdo importantes na prote¢do do organismo,
funcionando como o principal receptor celular para o HIV, permitindo sua entrada na célula
hospedeira, o que explica a deple¢do de linfécitos TCD4+ na AIDS. Hoje, sdo conhecidos
outros receptores ao HIV, como o co-receptor CCR5 que, quando ausente, poderia dificultar a
aderéncia do virus a célula hospedeira. O HIV destréi estas células e, quando o niimero de
células CDs cai a um certo nivel, o sistema imune enfraquece. Como resultado,
microorganismos tais como fungos, virus e parasitos causam infec¢des oportunistas em
portadores do HIV que entram no estdgio de SIDA. A doenga, portanto, caracteriza-se por
pronunciada supressdo do sistema imune, levando a exacerbagdo de diversas infecgdes
oportunistas, principalmente por: citomegalovirus, virus herpes simples, adenovirus,
papovavirus, virus da hepatite B etc. Os sintomas mais sérios freqlientemente sao precedidos
por fadiga, mal-estar, perda de peso e febre. Posteriormente, dificuldade respiratoria, diarréia
cronica e aparecimento de sarcoma de Kaposi (espécie de cancer de pele, caracterizado por
lesdes que vao desde manchas violadceas até tumores localizados na pele, nas mucosas e
6rgios internos)’.

O HIV ¢ um retrovirus com genoma RNA (4dcido ribonucléico), da familia
Lentiviridae. Pertence ao grupo dos retrovirus citopaticos e ndo-oncogénicos, uma vez dentro
da célula hospedeira, ¢ desencapsulado e incorpora o material do ntcleo celular, através da
enzima transcriptase reversa, transformando o RNA em DNA (4cido desoxirribonucléico), a
partir do qual produz mais proteina viral que se organiza em novos virus e s3o liberados da

célula por germinacio ou morte celular’.

O ciclo vital do HIV na célula humana esté4 descrito a seguir:

1. Ligacdo de glicoproteinas virais (gp120) ao receptor especifico da superficie celular
(principalmente linfocitos TCDy);

2. Fusdo do envelope do virus com a membrana da célula hospedeira;

3. Liberagdo do "core" do virus para o citoplasma da célula hospedeira;

4. Transcricdlo do RNA viral em DNA complementar, dependente da enzima
transcriptase reversa;

5. Transporte do DNA complementar para o ntcleo da célula, onde pode haver
integracdo no genoma celular (provirus), dependente da enzima integrase, ou a

permanéncia em forma circular, isoladamente;
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6. O provirus ¢ reativado e produz RNA mensageiro viral, indo para o citoplasma da
célula;

7. Proteinas virais sdo produzidas e quebradas em subunidades, por intermédio da
enzima protease;

8. As proteinas virais produzidas regulam a sintese de novos genomas virais, ¢ formam a
estrutura externa de outros virus que serdo liberados pela célula hospedeira; e

9. O virion recém-formado ¢ liberado para o meio circundante da célula hospedeira,

podendo permanecer no fluido extracelular, ou infectar novas células.

A interferéncia em qualquer um destes passos do ciclo vital do virus impede a
multiplicagdo e/ou a liberagcdo de novos virus. Atualmente estdo disponiveis comercialmente
drogas que interferem em duas fases deste ciclo: a fase 4 (inibidores da transcriptase reversa)
e a fase 7 (inibidores da protease). Existem pesquisas para se conseguir dois outros tipos de
inibidores, de integrase e de fusdo, que juntos aos ja existentes poderdo bloquear o virus HIV

em mais fases do seu ciclo de replicagio’.
2. Terapia Anti-Retroviral

A compreensdo progressiva sobre a dindmica viral e celular, e o0 melhor conhecimento
dos mecanismos de agdo farmacologica e de resisténcia aos medicamentos anti-retrovirais tém
permitido substanciais avangos no controle clinico da imunodeficiéncia causada pelo HIV.
Entretanto, a terapia anti-retroviral (TARV) ¢ um campo extremamente complexo e dindmico
e, apesar dos muitos avangos ocorridos nos ultimos anos, questdes importantes com o uso de
novas drogas, estratégias de tratamento e manejo dos efeitos colaterais de longo prazo, ainda
carecem de estudos para permitir a sua utilizagdo de forma mais ampla na pratica clinica
diaria com eficacia e seguranca'”.

A abordagem clinico-terapéutica da infec¢do pelo HIV e suas complicacdes tem se
tornado cada vez mais complexa nos ultimos anos. Com o advento da terapia anti-retroviral
potente, as manifestacdes clinicas da infec¢do pelo HIV tornaram-se menos freqlientes e
houve melhora substancial do prognostico e da qualidade de vida dos individuos infectados.
Entretanto, a resisténcia viral, a toxicidade das drogas atualmente disponiveis e a necessidade
de alta adesdo ao tratamento ainda permanecem como um importante problema, devendo os

. . . . - A .- 14
beneficios e os riscos serem cuidadosamente avaliados na decisdo terapéutica .
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O principal objetivo da terapia anti-retroviral ¢ retardar a progressdo da
imunodeficiéncia e/ou restaurar, tanto quanto possivel, a imunidade, aumentando o tempo ¢ a
qualidade de vida da pessoa infectada. Entretanto, a evolucdo natural da infec¢do pelo HIV
caracteriza-se por intensa e continua replicacdo viral em diversos compartimentos celulares e
anatomicos, que resulta, principalmente, na destruicao e/ou disfun¢do de células TCD4+ e de
outras células do sistema imune. A deple¢do progressiva do pool de células TCD4+, em
conjunto com outras alteragdes quantitativas e qualitativas do sistema imune, leva a
imunodeficiéncia, que em sua forma mais grave manifesta-se por meio da ocorréncia de
infecgdes oportunistas ¢ neoplasias que caracterizam a SIDA. Dessa forma, a supressiao
intensa e continuada da replicagdo viral ¢ fundamental para que seja possivel diminuir ou
reverter o dano imunologico'.

O tratamento anti-retroviral estd indicado para pacientes HIV+ sintomaticos ou
assintomaticos que apresentam contagem de células TCD4+ abaixo de 200 células/mm’.
Quando o paciente assintomatico apresenta contagem de células TCD4+ entre 200 e 350
células/mm’, o inicio da TARV pode ser considerado conforme a evolugio dos pardmetros
imunoldgicos (contagem de células TCD4+), virulogicos (carga viral) e outras caracteristicas
do paciente (motivagdo, capacidade de adesdo, outras co-morbidades), sendo necessaria a sua

monitorizagdo mais freqiiente para a tomada da decisdo'*.
3. Quando iniciar a terapia anti-retroviral

Além da avaliacao clinica, a contagem de células TCD4+ (em valores percentuais e
absolutos) e a medida da carga viral plasmatica (em cdpias/mL) e a sua variacdo (em valor
logaritmico) sdo parametros fundamentais a serem considerados para a decisdo de iniciar ou
ndo o tratamento. A carga viral e a contagem de células TCD4+ ndo devem ser verificadas
antes de trés a quatro semanas apds a resolugdo de qualquer infecgdo intercorrente ou
vacinagdo, pois, nessas situacdes, pode ocorrer alteragdo transitoria das mesmas' .

Para pacientes assintomaticos com contagem de células TCD4+ entre 200 e 350
células/ mm’, o tratamento pode ser considerado, mas muitos especialistas preferem nio
iniciar o tratamento anti-retroviral e apenas acompanhar a sua evolucao clinica e laboratorial,
reservando o tratamento para aqueles que apresentam piora clinica, imunologica ou
virologica. Os pacientes nessa situacdo devem ser monitorados clinica e laboratorialmente, em

intervalos curtos (no minimo 3 vezes ao ano), para que o tratamento possa ser iniciado se

ocorrer piora imunoldgica, ou seja, queda significativa da contagem de células TCD4+
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(variacdo > 25% do valor absoluto e/ou 3% do valor percentual entre contagens seriadas). Na
impossibilidade de um monitoramento freqiiente da contagem de células TCD4+, o tratamento
deve ser iniciado. Além disso, quanto mais proxima de 200 células/ mm’ for a contagem de
células TCD4+ e/ou maior a carga viral plasmatica (particularmente se > 100.000 copias),
mais forte serd a indicag@o para ser iniciada a terapia anti-retroviral. O tratamento ndo esta
indicado para pacientes com contagem de células TCD4+ >350 células/ mm’® , pois ndo ha
comprovagdo do beneficio da terapia anti-retroviral para este numero de células'®.

Em situagdes excepcionais, na impossibilidade de realizagdo do exame de contagem
de células TCD4+, a introducdo de terapia anti-retroviral (e de quimioprofilaxias) deve ser
considerada para pacientes assintomaticos com menos de 1.000 linfocitos totais/mm’,
especialmente se a dosagem de hemoglobina estiver abaixo de 13g/dL, pela grande
probabilidade de contagem de células TCD4+ ser menor que 200 células/mm’ ™.

A decisdo quanto ao esquema a ser utilizado na terapia inicial devera ser feita de forma
individualizada, baseando-se nos parametros clinicos, laboratoriais e farmacologicos das
drogas anti-retrovirais disponiveis. A terapia inicial geralmente ¢ composta por 2 inibidores
da transcriptase reversa andlogos de nucleosideo (ITRN), associado a um inibidor da
transcriptase reversa nao-analogo de nucleosideo (ITRNN) ou a um inibidor da protease
(IP)'™.

Na escolha da combinacdo de analogos de nucleosideo para compor o esquema anti-
retroviral ~ potente, estdo  recomendadas  associacdes  Zidovudina/Lamivudina,
Zidovudina/Didanosina, Estavudina/Lamivudina e Estavudina/Didanosina, as quais foram
largamente avaliadas em ensaios clinicos e sdo equivalentes entre si do ponto de vista de
eficacia virologica. A associacdo Lamivudina/Didanosina, apesar de virologicamente efetiva,
foi pouco avaliada em ensaios clinicos controlados'”.

Nao ha dados que permitam escolher entre esquemas triplos com 2 ITRN + ITRNN ou
2 ITRN + IP. Alguns especialistas sugerem que seja utilizado IP para a terapia inicial de
pacientes com contagem de células TCD,+ < 200 células/ mm®, pela maior experiéncia com
essa classe de medicamentos. Entretanto, o uso de IP ou ITRNN na composi¢do do esquema
anti-retroviral pode apresentar vantagens e desvantagens, conforme os habitos de vida do

. . . 14
paciente, a presenca de co-morbidades e o uso de outros medicamentos .
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4. Inibidores da Protease

Inibidores da Protease sdo drogas que agem no ultimo estdgio da formagdo do HIV,
impedindo a agdo da enzima protease, que ¢ fundamental para a clivagem das cadeias
protéicas produzidas pela célula infectada, em proteinas virais estruturais e enzimas que
formardo cada particula do HIV. Atualmente, estdo disponiveis comercialmente 5 Inibidores
da Protease: Sulfato de Indinavir, Ritonavir, Saquinavir, Nelfinavir e Amprenavir6’ B,

Os Inibidores da Protease sdo bem tolerados e apresentam uma larga atividade

terapéutica'®.
5. Sulfato de Indinavir

O Sulfato de Indinavir (IDV) é um p6 branco, higroscopico, com uma féormula molecular
C36H47N504 . H,SO4 € um peso molecular de 711,88. E muito solavel em agua e em metanol e
esta no mercado se apresentando na forma farmacéutica capsula gelatinosa dura. E fabricado
pela industria farmacéutica Merck Sharp & Dohme com o nome comercial de CRIXIVAN®'S,

A dose recomendada do Sulfato de Indinavir ¢ de 800 mg (2 cépsulas de 400 mg) por via
oral a cada 8 horas. A dose ¢ a mesma na utilizacdo tanto em monoterapia como em terapia
combinada com outros agentes antiretrovirais, devendo ser reduzida para 600 mg a cada 8
horas em pacientes com insuficiéncia hepética leve a moderada, devido a cirrose’.

Estudos em animais tém demonstrado boa disponibilidade oral (13 a 70%), baixo indice
de efeitos colaterais no inicio do tratamento e alta poténcia antiviral in vivo’. O Sulfato de
Indinavir apresenta uma meia-vida plasmatica de 1,5 a 2 horas'®.

Os efeitos adversos mais freqlientes sdo nefrolitiase, atrofia renal, hipertensdo arterial,
disturbios do paladar, cefaléia, insonia, alopécia, alteracao dos pélos e unhas, dor abdominal,
vOmitos, fadiga, diabetes, hipercolesterolemia16.

Um pequeno estudo realizado com 5 pacientes, avaliando Indinavir 600 mg em quatro
tempos didrios como monoterapia, apresentou uma diminui¢ao significativa na carga viral de
1,55 log, com uma diminui¢do de 0,64 log em 24 semanas, apresentando também um aumento
significativo nas células CD4+ de 143 células/mm’ acima da linha basal’.

A combinac¢do do Indinavir com analogos nucleosideos dos Inibidores da Transcriptase
Reversa ¢ superior a monoterapia. Estudos com a terapia combinada de Indinavir com
Zidovudina e Lamivudina resultou num declineo médio de 2,2 log no RNA viral em 24

semanas que persistiram durante 44 semanas. Em 5 dos 6 pacientes que receberam a
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combinagdo das trés drogas, a carga viral permaneceu abaixo dos niveis detectaveis (500
copias/mL) em 44 semanas. Comparando inicialmente a combinagdo das trés drogas, em
somente 2 dos 9 pacientes que receberam apenas Indinavir e nenhum dos 8 pacientes que
receberam Zidovudina e Lamivudina, a carga viral permaneceu abaixo dos niveis detectaveis

em 44 semanas’.

Uma tendéncia para obter uma melhor supressao viral de longa duragdo foi observado
num grupo recebendo Zidovudina e Indinavir. Estes pacientes mantiveram uma reducgdo de
1,19 log na carga viral em 24 semanas, versus uma diminui¢do de 1,03 log em pacientes

s 6,10,12
recebendo apenas Indinavir .
Deve-se ajustar as doses do Sulfato de Indinavir ao co-administra-lo com Didanosina,

Efavirenz e Nevirapina, devido a diminuicdo da absor¢do do IDV, e com Delavirdine e

Ritonavir, por ocorrer aumento da absor¢io do IDV'*,
6. Concluséo

A introducdo de novos medicamentos e novas estratégias no tratamento da SIDA tem
modificado o panorama evolucional e as perspectivas dos portadores da doenga.

Com o surgimento dos Inibidores da Protease e com a constatagdo de bons resultados
nos pacientes em varias fases do tratamento, inclusive nas mais avancadas, a esperanga
aumentou, e as perspectivas de sobrevida com qualidade tornou-se uma realidade. Ha uma

nova esperanca de vida e de satide para muitos portadores.

O uso de um ou mais inibidores da protease juntamente com outros agentes

antiretrovirais € necessario para diminuir ou prevenir o desenvolvimento de resisténcia e

subsequente falha no tratamento.

A terapia anti-retroviral ¢ uma area complexa, sujeita a constantes mudangas. As
recomendacdes deverdo ser revistas periodicamente, com o objetivo de incorporar novos

conhecimentos gerados pelos ensaios clinicos.

Esta revisdo técnica-cientifica suportou nosso interesse no desenvolvimento
farmacotécnico-industrial de Indinavir na forma cépsula para ampliar o portfolio na produ¢do

publica de medicamentos anti-retrovirais.
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1. Introducgéo

A certificagdo dos fornecedores ¢ um requisito das Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), por meio da RDC 210, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)'.
A qualidade de um produto comeca na aquisi¢do dos insumos e dos materiais de
embalagem dentro de suas especificagdes, em boas condicdes, nas quantidades certas e
dentro do prazo previsto. Uma aquisi¢do bem-sucedida ¢ um pré-requisito para a
qualidade do produto final.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a matéria-prima Sulfato de Indinavir,
um inibidor da protease, no ciclo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
realizando as analises de controle de qualidade fisico-quimicos e avaliando o

comportamento térmico do Sulfato de Indinavir frente a técnica de Calorimetria
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Exploratéria Diferencial Fotovisual (DSC-Fotovisual), confirmando os resultados
obtidos na Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),

visando a certificagcdo dos fornecedores.
2. Materiais e Métodos

Neste estudo, foram utilizadas como matérias-primas: padrdo de trabalho Sulfato
de Indinavir do Fabricante A (Hetero Drugs Ltda®); padrio de trabalho Sulfato de
Indinavir do Fabricante B (Xiamen Mchem®); Sulfato de Indinavir do Fabricante A
(Hetero Drugs Ltda®, Lote: IS1871201); Sulfato de Indinavir do Fabricante B (Xiamen
Mchem®, Lote: IDVO011108); Sulfato de Indinavir do Fabricante C (Aurobindo Pharma
Ltda®, Lote: 1S-054022002).

2.1. Controle de Qualidade Fisico-Quimico

Baseado nas metodologias analiticas para matéria-prima, contidas no Drug
Master File (DMF) dos fabricantes Hetero Drugs Ltda® e Xiamen Mchem® , foram
realizados os seguintes testes: descricdo, solubilidade, identificagdo, doseamento (por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE), conteudo de monoetilsulfato (por
Eletroforese por Capilaridade), conteido de dgua (por Karl Fischer), rotacdo optica,
residuo por incineragdo, metais pesados e conteido de etanol (por Cromatografia
Gasosa)'?.

Na solubilidade, os solventes testados foram a adgua destilada e metanol
(Merck®).

A identificagdo foi realizada por infravermelho, CLAE e uma varredura
espectrofotométrica na regido UV-VIS e, para estas analises, foram utilizados um
Espectrometro de IVTF Bruker-IFS66 (Fourier Tranform-FT®); um Cromatégrafo a
Liquido de Alta Eficiéncia (SHIMADZU®) e um Espectrofotdmetro UV 2401PC
(SHIMADZU®).

O doseamento foi realizado em CLAE (SHIMADZU®), com coluna C8
(Symmetry Waters®), 250 x 4,6 mm, Sum; acetonitrila grau HPLC (Tedia®); fosfato de

potassio monobésico (Merck®); fosfato de potassio dibasico (Merck®); sistema de
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purificagdo de agua (Milli-Q Millipore® Corporation) e sistema de filtragio a vécuo
(Gast®).

Na determinagdo do conteudo de monoetilsulfato, foram utilizados
monoetilsulfato  (Merck®);  3,5-dintrobenzdico (Merck®); brometo de cetil
trimetilaménio (Aldrich®) e hidroxido de sédio (Merck®) e um sistema de Eletroforese
Capilar (Beckman® P/ACE 5510) %% 1011,

Na determina¢do do contetido de agua, foram usados metanol seco (Merck®);
solucdo Karl Fischer (Merck®) e um Aparelho Karl Fischer (Quimis®).

A rotacdo Optica foi realizada num Polarimetro (ATAGO POLAX — 2L®).

Na determinacdo do residuo por incineragdo, foi necessario o uso da Mufla
(Industria e Comércio Fornitec Ltda®) e do cadinho de porcelana (Chiarotti Maua M-
46"), além do reagente acido sulfirico (Merck®).

Para a determina¢do de metais pesados, utilizaram-se os reagentes acido nitrico
(Merck®); sulfeto de ferro (II) (VETEC Quimica Representagdes Ltda®); acetato de
amonio (Merck®); acido cloridrico (Merck®); hidroxido de amdnio (Merck®); nitrato de
chumbo (Merck®) e 4cido acético glacial (Merck®).

Para a determinacdo do conteudo de etanol em um Cromatdgrafo Gasoso
(SHIMADZU® GC-17A), foram usados dimetilsulfoxido (Merck®) e etanol (Merck®).

Além destes testes, também foram realizados o estudo de reparticao
granulométrica em um jogo de tamizes (Bertel®) e a analise microscopica para os dois
fabricantes.

Na andlise microscopica, utilizaram-se filme Asa 100 (Gold Kodak®) com
pelicula de 35mm; ldmina 25,4 x 76,2mm (Microscope Slide Ground Edges®); laminula
32 x 24mm (Assistent®); Microscopio optico (Zeiss®), com cAmara acoplada (MC 80
Axiolab®), com objetiva (achroplan®) 100x / 1,25 oil Ph 3 e oculares E-PI 10x / 20.

Todos os ensaios foram realizados com auxilio da Balanca (Mettler® AE 260) ¢

de vidrarias (Pyrex®).
2.2. Analise Térmica

As curvas DSC do Sulfato de Indinavir foram obtidas num Calorimetro

Exploratério Diferencial SHIMADZU®, modelo DSC - 50, acoplado a um sistema
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Fotovisual com camera de alta resolu¢do da marca Sanyo®, modelo VCC — D520,
conectado a um microscopio da marca Olympus®, numa faixa de temperatura de 25-
400°C, utilizando uma panela de aluminio, nas razdes de aquecimento 5, 10, 15 e
20°C.min"" . A atmosfera utilizada foi nitrogénio com fluxo de 100 mL.min"' ¢ a amostra
foi de 2,00 mg + 10%.

A curva TG do Sulfato de Indinavir foi obtida numa termobalanca Shimadzu®,
modelo TGA — 50H, num cadinho de alumina, na razdo de aquecimento de 10°C.min'1,
com faixa de temperatura 25-900°C, sob atmosfera de ar sintético (80% de nitrogénio e
20% de oxigénio ) a 20 mL.min"'. A amostra foi de 5,00 mg + 10% >3 %67,

As curvas DSC e TG foram realizadas com o auxilio de um microcomputador.
Os padroes A e B e as matérias-primas A, B e C foram adquiridas por trés diferentes

fabricantes.

3. Resultados e Discussao

3.1. Controle de Qualidade Fisico-Quimico

Os resultados das matérias-primas dos fornecedores testados estdo descritos na

tabela O1.

Tabela 01: Resultados do Controle de Qualidade Fisico-Quimico

Testes Especificacoes Fabricante A Fabricante B
- P6 branco, P6 branco, P6 branco,

Descricao . e . e . L .

higroscopico higroscopico higroscopico
Solubilidade Solivel em dgua e Conforme Conforme
metanol

Doseamento Entre 98,0 € 102,0% 98,78% 99.,48%

Contetido de 4gua  N&o mais que 1,50% 1,73% 1,99%
s Entre +122,0° e o o

Rotacao optica 1129,0° 122,55 125,85

Residuo por Nio mais que 0,10% 0,08% 0,13%

incineragao

Contetdo de Nio mais que 0,05% 0,003% 0,128%

monoetilsulfato

Conteddo de Entre 5,0 ¢ 8,0% 6.27% 13,15%

etanol

Metais pesados Nao mais que 0,001% Conforme Conforme
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As amostras dos dois fabricantes foram reprovadas na analise de contetdo de
agua, podendo ser justificado devido a umidade relativa no Brasil ser maior que os seus
respectivos paises de origem.

A amostra do fabricante B foi reprovada nas analises de residuo por incineracao,
contetdo de monoetilsulfato e conteudo de etanol.

Para as amostras dos fabricantes A e B, a identificacdo foi realizada por
infravermelho, cromatografia liquida de alta eficiéncia e uma varredura
espectrofotométrica.

O espectro de absorcao por infravermelho na amostra finamente moida em KBr
comprimido em um disco exibiu 0 maximo nos mesmos comprimentos de onda que o
preparado similar do padrdo de trabalho do Sulfato de Indinavir (ANEXO).

Na CLAE, o tempo de retengdo do pico principal na preparagdo da amostra se
apresentou em conformidade com o pico do padrio de trabalho do Sulfato de Indinavir
na preparacao padrao.

A varredura espectrofotométrica, com a solucdo padrdo e a solu¢do amostra
exibiram o valor maximo de absorvancia a 260 nm.

Para o fabricante C ndo foi realizado o controle fisico-quimico devido a
quantidade insuficiente de amostra.

As distribuigdes granulométricas das matérias-primas dos fabricantes A e B
apresentam diferentes comportamentos (Figura 01). Acredita-se que estes resultados sdo
devido a matéria-prima do fabricante A ser compactada e assim, apresentar maior

tamanho de particula quando comparada com a do fabricante B.
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Figura 01: Estudo de granulometria dos Fabricantes A (Hetero Drugs®) e

B (Xiamen Mchem®).

Na analise microscopica, o Sulfato de Indinavir se apresenta na forma amorfa,
ndo havendo diferenga entre os padrdes de trabalho e as matérias-primas dos dois

fabricantes.
3.2. Analise Térmica

As curvas DSC do Sulfato de Indinavir apresentaram dois picos endotérmicos
em diferentes temperaturas de fusao.

As matérias-primas A, B e C apresentaram pico de fusdo e calor de reagdo de
147.2°C; -62.0 J/g, 149.3°C; -63.7 J/g e 141.3°C; -54.4 J/g. Os padroes A ¢ B
apresentaram 146.2°C; -35.8 J/g e 142.0°C; -21.3 J/g, respectivamente.

A linha tracejada e a linha s6lida demonstraram as faixas de temperatura de
fusdo para duas formas pseudopolimorficas do Sulfato de Indinavir.

O padrao B e a matéria-prima C apresentaram um grau de hidratacdo diferente
do padrio A e das matérias-primas A e B, caracterizando uma solvata¢do. Devido a
presenca de sulfato, ocorre formagao de dois tipos de solvatos, modificando o ponto de
fusdo da substancia. Esta diferenga, nas propriedades fisico-quimicas, pode ter

consequéncias na solubilidade da droga. (Figura 02).
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Figura 02: Curvas DSC de padrdes e matérias-primas para Sulfato de Indinavir.

Os estudos de DSC fotovisual confirmam os dados das curvas de TG e DSC
sobre os processos térmicos do Sulfato de Indinavir. O padrdo A e as matérias-primas A
e B exibiram processos térmicos semelhantes (Figura 03), diferenciando-se do

comportamento apresentado pelo padrao B e da matéria-prima C (Figura 04).

Figura 03: Fotos A (25°C), B (142°C), C (151°C), D (160°C), E (165°C), F
(190°C), G (230°C), H (Curvas TG/DSC) da matéria-prima B.
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Figura 04: Fotos A (25°C), B (142°C), C (151°C), D (160°C), E (165°C), F
(190°C), G (230°C), H (Curvas TG/DSC) do padrio B.

4. Concluséao

No estudo de Analise Térmica, as matérias-primas analisadas para o Sulfato de
Indinavir atendem a qualidade requerida, estando aptas a continuarem os estudos para
serem certificadas.

Como a amostra do fabricante B foi reprovada nas analises de residuo por
incineracdo, conteudo de monoetilsulfato e conteudo de etanol, optou-se por escolher a
amostra do fabricante A para dar continuidade ao estudo da obtencdo tecnoldgica da
forma farmacéutica cépsula de Sulfato de Indinavir, na categoria de medicamento

genérico produzido na rede de laboratorios publicos.
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ABSTRACT
Indinavir sulfate has been used as an HIV protease inhibitor and is commonly associated to
other drugs in anti-AIDS cocktails. The purpose of this paper was to study the thermal
characteristics of Indinavir Sulfate (IS) by thermal analysis techniques and to evaluate the
quality of its raw materials. The standards A and B and raw materials A, B and C were
acquired from three suppliers. The DSC curves of Indinavir sulfate presented endothermic
peaks at different temperatures of fusion which suggests two pseudo-polimorphic forms for
indinavir sulfate. DSC-photovisual confirmed this process. TG curves demonstrated different
water contents in temperatures ranging from 25-117°C. The standard B and raw material C
showed different hydration degree from standard A and raw materials A and B. The presence
of a sulfate group in the indinavir molecule has caused the formation of two types of solvates
with changes in the peak of fusion. The presence of different water amount and sulfate
unoccupied sites in indinavir molecule can alter the thermal properties of this durg. This
difference in physicochemical properties can have consequences in the solubility and

bioavailability of the drug substance.

Keywords: Indinavir, DSC-Photovisual, TG, pseudo-polymorphism, and quality of raw

material
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1 - Introduction

Indinavir sulfate has been used as an HIV protease inhibitor and has been associated
to other drugs such as lamivudine and zidovudine in anti-AIDS cocktails. This therapy is
often monitored to evaluate the possibility of toxicological risks to pacients, adverse reaction
and interactions with foodstuffs products [1]. The quality of indinavir raw materials and its
related compounds must be monitored by pharmaceuticals industries to minimize these
adverse effects.

Thermal analysis have been used in the development of solid pharmaceutical forms
[2, 3, 4 and 5], impurity profiling of raw materials [6 and 7], characterization of
phytopharmaceuticals [8, 9 and 10] and investigation of polymorphism and pseudo
polymorphism in pharmaceuticals [ 11 and 12].

The polymorphic, pseudo-polymorphic and amorphous forms are common in
pharmaceuticals and these solid states can affect the melting point, heat capacity, volume,
density, solubility, dissolution rate and the bioavailability of drugs [13].

Particularly, pseudo-polymorphic forms can develop in pharmaceuticals after long
storage times, grinding, milling and tabletting process [14]. Accurate quality control of raw
materials is necessary to ensure the batch-to-batch quality of pharmaceutical products, and
DSC and TG have been used for this purpose. The aim of this work was to identify and
characterize the indinavir solvates and to identify useful thermal analytical parameters for this

characterization.

2 - Experimental

2.1 - Indinavir Samples

The samples of indinavir sulfate drug substance were obtained by LAFEPE from three

different suppliers and submitted to thermal analysis studies without previous treatment.

2.2 — Thermogravimetry Analysis

The TG curves were performed in a Shimadzu thermobalance, model TGA-50H, with

a heating rate of 10°C.min"', under air atmosphere and with a temperature range of 25-900°C.
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The sample (5.00mg = 10%) was placed in an a-alumina cell. The TG instrument was

calibrated using calcium oxalate monohydrate.
2.3 — Differential Scanning Calorimetry coupled to Photovisual System

The DSC curves of IS were performed in a Shimadzu calorimeter, model DSC-50,
coupled to a photovisual system which is constituted of an Olympus microscopy connected to
a Sanyo camera, model VCC-D520 with heating rates of 5, 10, 15 and 20°C.min'1, under
nitrogen atmosphere and a temperature range of 25—400°C. The samples (2.00 mg + 10%)
were packed in an aluminum cell. The cell was sealed hermetically. The temperature and heat
flow of the DSC instrument were calibrated by the melting point and enthalpy of indium and

zinc standards.
3 - Results and Discussion
3.1 - Thermogravimetry

The TG profiles of indinavir sulfate were similar for all samples. The samples
presented three steps of mass loss (Table 1) (ATTACHED). The only difference that was
found between samples was in the temperature range of lost humidity. Table 1 shows the
percentage of mass loss for indinavir sulfate raw materials and standards.

The data from Table 1 show diferences in the loss of mass between the raw materials
and standards. The raw material C presented an additional desolvation of about 45% in
relation to other raw materials while Standard B presented a desolvation of 35% in relation
to standard A. This increase in higroscopicity suggests a presence of other solvatation sites
which can result in differences related to the solubility of indinavir sulfate.

The second and third steps of mass loss can correspond to decomposition with sulfide
liberation. Stoichiometrically, one mol of indinavir sulfate corresponds to 13.8% of mass
loss. The decomposition of sulfate in the samples presented the following increasing order:

Indinavir C > standard A > standard B > Indinavir A > Indinavir B.
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3.2 — Differential Scanning Calorimetry

Indinavir sulfate drug substance was characterized using calorimetric analysis and
presented a melting point at 150-153°C in accordance to values reported in the literature [15].
We have detected a little shoulder after melting point transition. This small transition can be
attributed to the sulfate decomposition in indinavir molecule. Figure 1 shows this process in a
heating rate of 10°C/min (ATTACHED).

This process was detected in all batches in heating rates of 5 and 10°C/min., but
undetected in heating rates of 15 and 20°C/min., probably due to an increase in the heat flow
gradient. The heating rate has been an important parameter to evaluate other phenomena in
this drug such as the pseudo-polymorphism process. Figure 2 shows the DSC curves of
indinavir at 15°C/min (ATTACHED).

The DSC curves of indinavir sulfate presented endothermic peaks in different
temperatures of fusion at 10°C/min. The raw materials A, B and C presented peaks of fusion
and heats of fusion of 147.2°C; -62.0 J/g, 149.3°C; -63.7 J/g and 141.3°C; -54.4 J/g
respectively, while the standards A and B presented peaks of fusion and heats of fusion of
146.2°C; -35.8 J/g and 142.0°C; -21.3 J/g, respectively. The vertical dotted and solid lines in
Figure 3 indicates the temperature range of fusion for the two pseudo-polimorphic forms of
indinavir sulfate. The standard B and raw material C show different peaks of fusion from
standard A and raw materials A and B (Figure 3) (ATTACHED).

The temperature and endothermic peak of higroscopicity were calculated for indinavir
A, B, C and standards A and B with the following values: 71.4°C, -8.14 J/g; 76.5°C, -8.16 J/g;
73.7°C, -24.55 J/g; 82.1°C, -41.7 J/g; 95.8°C, -61.8 J/g, respectively. These endothermic
peaks corresponded to ethanol volatilization in raw materials and an euthetic mixture of
ethanol:water in standards [15]. Problably this water has been acquired during
recrystallization in the synthesis process or due to storage conditions. This data together with
those presented in Table 1 has demonstrated the importance of evaluating the water
percentage in different solvate forms of indinavir sulfate drug substance(Figure 1).

There was correlation between the percentage of mass loss as calculated from TG
curves and the range of melting point in the DSC curves for the different indinavir samples.
The thermogravimetry data (Table I) were coherent with DSC data (Figure 1) where can be
obsered that indinavir C raw material lost higher mass amount than standards and other raw
materials in the TG data. Similarly, indinavir C raw material presented lower melting point

than other indinavir raw materials and standards A and B. Indinavir B with lower mass loss in
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first decomposition step presented melting point in 149.3 °C and comparable to the literature
(150-153°C) [15], while indinavir C showed fusion peak in 141.3°C indicating poor quality of
raw material. The DSC and TG studies show that indinavir raw materials with higher mass
loss in the first step present lower temperature of fusion.

The different solvation processes cannot be influenced by humidity but others factors
such as crystallization temperature, different kind solvent of crystallization, storage
temperature, tabletting and impurities may be involved [13, 16, 17 and 18].

In the light of modern molecular and crystal structure studies it has been showed that
two betaine molecules occupy the same hydration site but differ with regard to the orientation
of the carboxylate and ammonium groups [19]. Solid state behavior have demonstrated that
nonstoichiometric water content in cromolyn sodium can be attributed to water molecules

which are associated with two unoccupied sodium sites in molecule [18].

3.3 - DSC coupled to a Photovisual System

The analysis by DSC coupled to a Photovisual System has confirmed the sulfate
decomposition in molecule as can be seen by the evolution of gas (Figure 4 — photos B3 and
Cs). The DSC Photovisual has evidenced differences in the thermal behavior of indinavir
samples. In spite of the analyses had been performed in open cell some differences were
detected between raw materials. Raw materials A and B presented total fusion at 160°C,
different from sample C (Figure 4 — Photos B3, C; and As, respectively). The raw material C
presented characteristics of insoluble material in air conditions and very different from
nitrogen conditions. Similarly this process has occurred in standard B (Figure 4 — Photo E,)
(ATTACHED). This standard presented incomplete fusion process at 150°C different from
standard A.

Formation of two sorts of solvates with changes in the peak of fusion and melting
point have occured in indinavir. The presence of different water amount and sulfate
unoccupied sites in indinavir molecule can alter the thermal properties of this drug. This
differences in physicochemical properties can have consequences in solubility and

bioavailability of drug.
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4 - Conclusion

DSC and TG data have demonstrated the presence of two types of solvates in
indinavir sulfate drug substance. Indinavir C and standard B may represent a solvatation form
which differs from indinavir A, B and standard A.

DSC photovisual has demonstrated differences in the melting point which can cause
differences in solubility of indinavir drug.

The thermal analysis data have proved to be a versatile tool to differenciate the

indinavir sulfate solvates forms.
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1. Introducéo

Durante o processo de desenvolvimento do farmaco, a validagdo de método analitico €
realizada para garantir que o mesmo seja exato, especifico e reprodutivel dentro da variacao
especificada na qual a substancia em exame serd analisada. Conforme a defini¢do existente na
USP, a validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como “o processo que fornece uma evidéncia documentada de

1 .. L.
" Os laboratorios de analise

que o método realiza aquilo para o qual ¢ indicado para fazer
devem realizar a validagdo de métodos para atender ao governo ou a outros Orgaos
regulamentadores sendo que os dados obtidos devem fazer parte do conjunto de informagdes

que sera apresentado a agéncias como o FDA’.

O Sulfato de Indinavir ¢ um anti-retroviral, inibidor da enzima protease, que atendera
aos requisitos do Laboratdrio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) em compor

o coquetel anti-SIDA.
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O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para o doseamento da matéria-prima e das capsulas de

Sulfato de Indinavir 500 mg (400 mg de Indinavir).

2. Materiais e Métodos

No desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica para matéria-prima foi
utilizado o Sulfato de Indinavir compactado (Fabricante Hetero Drugs®, Lote: IS 1501202) o
qual foi secundarizado a partir de um padrao de trabalho de Sulfato de Indinavir (Fabricante
Hetero Drugs®, Lote: WS IS 01 / 02). Para a validacdo da metodologia analitica de capsulas
de Sulfato de Indinavir, foram utilizadas amostras de céapsulas de Sulfato de Indinavir

(Fabricante: LAFEPE®, Lote: 03090549).

As colunas utilizadas neste estudo foram: Coluna C18 (Lichcrocart®) 125 x 4mm, Sum
e Coluna C8 (Symmetry Waters®), 250 x 4,6 mm, 5um. Foram utilizados os seguintes
reagentes: acetonitrila grau HPLC (Tedia®); citrato de sodio (Merck®); 4cido citrico
(Merck®); hidroxido de sodio (Merck®); 4cido fosforico (Merck®); fosfato de potassio
monobésico (Merck®); fosfato de potassio dibasico (Merck®); fosfato de sédio monobasico
(Merck®); fosfato de sodio dibasico (Merck®) e 4gua ultra-pura (Milli-Q Millipore®
Corporation®).

Foi utilizado um lote certificado de vidrarias (Pyrex™) e equipamentos previamente
qualificados: sistema de purificagdo de agua (Milli-Q Millipore Corporati0n®); sistema de
filtracdo a vacuo; aparelho de Ultrassom (Ultrasonic Cleaner Unique®); balanga analitica
(Mettler® H20T); agitador magnético (Quimis®); cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(SHIMADZU®), com bombas LC — 10ADVP, autoinjetor SIL — 10ADVP, detector SPD — 10
AVP, controlador SCL — 10 AVP e forno CTO — 10ASVP; cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Thermo Separation Products®) , com detector Spectra System UV 100, integrador
Datajet integrator, forno Eldex CH-150, bomba ConstaMetric 3200, degaseificador
Membrane Degasser e autoinjetor manual; membrana e filtro 0,45 um (Milex Millipore®) e

espectrofotdmetro UV 2401PC (SHIMADZU®).
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2.1. Desenvolvimento do Método Analitico

Baseando-se em referéncias bibliograficas, foram testadas dezenove variacdes,
avaliando-se os seguintes parametros: colunas (C8 e C18); fase mdvel, modificando-se as
proporgdes dos tampdes Ko,HPO4 ¢ KH,PO4, Na,HPO4 e NaH,PO4, C¢HsNa307.2H,0 e H,O
com acetonitrila (ACN); comprimentos de onda (1) (210, 220, 247 e 260 nm); fluxo (0,2 ¢ 1,0
mL/min); volume de inje¢do (6,0, 20,0 e 50,0 uL); temperaturas do forno (25°C e 40°C) e

concentracdes (100 e 200 ppm) 'O 1112 131415

A partir dos cromatogramas obtidos, avaliou-se a adequagdo do sistema
cromatografico, através dos parametros: fator de capacidade, nimero de pratos teoricos e fator

de cauda.

2.2. Validacdo da Metodologia Analitica para Matéria-prima

Foi utilizado um método isocratico, com coluna de fase reversa C8, tendo como fase
moével o sistema tampao citrato de sédio pH=5,0 : acetonitrila (40:60) em um fluxo de 1,0
mL/min, detector UV (A 260nm), volume de injecdo de 20 pL, temperatura de 40°C e
concentragdo de 100 ppm. As diluigdes foram realizadas em agua ultra-pura. Foram realizadas
determinagdes de amostras em sextuplicata. Baseado na Resolu¢do RE n° 899, de 29 de maio
de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), foram avaliados os
pardmetros de performance analitica: robustez, lineraridade, faixa de variagdo, precisdo,

C g~ . ~ . ~ 3,4,56,7,8,16,17,18
exatiddo e limites de detecgdo e de quantificagio” * % 7% 161718

A robustez foi realizada através de pequenas variagdes na propor¢ao da composi¢ao da
fase movel, fluxo e temperatura do forno. Para a variacao da propor¢do da composi¢ao da fase
movel, foram realizadas andlises com tampao citrato de sddio : acetonitrila (35 : 65); tampao
citrato de sédio : acetonitrila (40 : 60); tampao citrato de sodio : acetonitrila (45 : 55). Com
relacdo ao fluxo, foram analisados os fluxos de 0,99, 1,00 ¢ 1,01 mL/min. Para a temperatura

do forno, foram avaliadas as temperaturas de 35, 40 e 45°C.

A linearidade foi avaliada através da andlise da regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados dos pontos médios de quatro curvas auténticas com o minimo de seis
pontos nas concentragdes de 40, 60, 80, 100, 120 ¢ 160 ppm de Sulfato de Indinavir. A Faixa

de Variacao foi testada entre 40-160% da concentracao de analise.
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A precisdo foi avaliada em trés niveis: a) Repetibilidade (precisdo intra-ensaio) foi
determinada pela determinagdo de seis amostras individuais do produto em um pequeno
intervalo de tempo, nas mesmas condi¢gdes de teste. b) Precisdo intermediaria (precisdo intra-
laboratorial) foi determinada em dois dias por dois analistas diferentes.; ¢) Reprodutibilidade
(precisdo inter-laboratorial) foi avaliada entre dois laboratorios , Coordenadoria de Controle
de Qualidade (COQUA) e Coordenadoria de Pesquisa & Desenvolvimento (COP&D), ambas

situadas no Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco - LAFEPE.

A Exatidao foi determinada a partir de andlises de amostras em concentragdes
conhecidas de Sulfato de Indinavir equivalentes a 50, 100 e 150 % da concentragdo tedrica

analisada.

Os Limites de Detec¢do e de Quantificacdo foram calculados pela divisao do desvio
padrao dos coeficientes lineares das quatro curvas de calibragdo dos ensaios de linearidade,
pelas médias dos coeficientes angulares das respectivas curvas, multiplicando-se por 3,3 e 10,

respectivamente.

2.3. Validacao da Metodologia Analitica para Capsulas de Sulfato de Indinavir

Foram utilizadas as mesmas condi¢des cromatograficas e concentragdo de analise da

Validag¢ao da Metodologia Analitica para Matéria-prima.

Os parametros analisados foram: robustez, precisdo (repetibilidade, precisdo

intermediaria e reprodutibilidade), especificidade e exatidao.
Foram realizadas determinag¢des de amostras em sextuplicata.

A especificidade foi realizada através de analises de placebo de capsulas de Sulfato de

Indinavir.

3. Resultados e Discussao

3.1. Desenvolvimento da Metodologia Analitica

A coluna escolhida foi a C8 em virtude do cromatograma obtido com a coluna C18 ter

apresentado um pico com assimetria caudal.
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Os resultados para os pardmetros avaliados estdo descritos nas tabelas 01, 02 03

(ANEXO).

A metodologia escolhida foi a que apresentou um pico resolvido, menor tempo de

reten¢do e nas condicdes ideais para conservacao da coluna, além de baixo custo operacional.

A temperatura do forno escolhida foi 40°C em virtude de, acima de 35°C, ocorrer uma

melhor estabilidade desta temperatura.

O comprimento de onda selecionado foi 260 nm, por ter apresentado o maior valor de

absorvancia quando realizada a varredura espectrofotométrica, e por apresentar uma boa area.

A composicao de fase movel escolhida foi citrato de sddio:acetonitrila 40:60, podendo
tomar como referéncia os limites das substiancias relacionadas encontradas em “consulta

publica” na Farmacopéia Brasileira — 6° fasciculo.

A concentracdo analitica, o volume de inje¢@o e o fluxo selecionados foram 100 ppm,
20 pL e 1,0 mL/min., respectivamente. As dilui¢des foram feitas em agua ultra-pura.
Os valores calculados para o ntimero de pratos tedricos, fator de cauda e fator de

capacidade foram 9869,09; 1,31 e 4,60, respectivamente.

3.2. Validacéo da Metodologia Analitica para Matéria-prima

Na Robustez, para todas as modificacdes analisadas, os resultados foram tratados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-way ou teste t de Student. Nao foram
evidenciadas diferengas estatisticamente significativas, com 95% de confianga, entre as
condi¢des avaliadas, indicando que o método é robusto'”.

Na Linearidade, a equacdo de regressdo linear obtida pelo método proposto foi
y=5004,2x + 5071, onde y representa a area do pico no cromatograma € X representa a
concentragdo de Sulfato de Indinavir.

A andlise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados demonstrou um
coeficiente de correlagdo muito proéximo da unidade (0,9995), demonstrando que ha
correlacdo linear entre as varidveis X e Y, o que significa que 99,95% da variacdo total em
torno da média ¢ explicada pela regressdo, restando 0,05% para ser explicado pelos residuos.
Construindo a tabela da ANOVA, verificou-se através de testes F, com 95% de confianga, que

a regressdo ¢ estatisticamente significativa e que ndo ha evidéncias de falta de ajuste.

Portanto, o método ¢é linear em concentracdes compreendidas entre 40 e 160 ppm'’.
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Nos trés niveis analisados para a precisdo, o método proposto mostrou adequada
precisao.

Na repetibilidade, o coeficiente de variagdo (CV) apresentou um valor de 0,38%.

Para a precisdo intermediaria, ndo foram evidenciadas diferencas estatisticamente
significativas entre analistas e dias, empregando-se o teste t de Student, com 95% de
confianca.

Na reprodutibilidade, ndo foi evidenciada diferenca estatisticamente significativa, com
95% de confianga, entre os dois laboratorios, empregando-se o teste t de Student.

Na Exatidao, empregando-se o teste t de Student, com 95% de confianca, ndo foram

evidenciadas diferencas estatisticamente significativas entre os valores obtidos e os esperados.

3.3. Validacdo da Metodologia Analitica para Céapsulas de Sulfato de Indinavir

Foram feitas determinacdes com as mesmas variagdes na robustez € 0s mesmos
tratamentos estatisticos realizados na Validagdo da Metodologia para Matéria-prima para a
precisdo, reprodutibilidade e exatiddo.

Na analise do placebo, nao foi detectada a presenca do pico do Sulfato de Indinavir o
qual apresenta um tempo de retengao em 4,0 (quatro) minutos, comprovando a especificidade

do método (Figuras 01 e 02).

SPDI0AP (2600m)
— 0411-08 Teor

041103 Teor 42Rep2
Name

r0.06

Volts
o
®

Volts

Fo.o4

o0

0,00

SULFATO DE INDINAVIR

Figura 01: Cromatograma obtido da analise de Sulfato de Indinavir
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-0,0004 [-0,0004

Figura 02: Cromatograma obtido da anélise do placebo de Sulfato de Indinavir

4. Conclusao

O método apresentado ¢ considerado como um método alternativo, por ndo constar nas
atuais edigdes das Farmacopéias Brasileira e Americana, ¢ como tal, foi validado segundo a
Legislagdao em vigor, Resolucao — RE 899, de 29 de maio de 2003.

Os resultados obtidos mostram que o método atende aos requisitos de Boas Praticas de
Fabricacdo e Controle, pois apresenta a robustez, a precisao, a reprodutibilidade e finalmente

a confiabilidade requerida para um método analitico.
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1. Introducéo

O Sulfato de Indinavir ¢ um inibidor da protease no ciclo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Capsulas de Indinavir sdo formuladas como um sal de
sulfato e sdo administradas por via oral nas concentra¢des de 200 e 400 mg de Indinavir

(correspondendo a 250 ¢ 500 mg de Sulfato de Indinavir, respectivamente)’ *.

O Sulfato de Indinavir tem como produto de referéncia no mercado o
CRIXIVAN®, fabricado pela industria farmacéutica Merck Sharp & Dohme® e
disponibilizado para atender ao Programa de SIDA do Ministério da Satde a um custo
relativamente alto. Sendo assim, fez-se necessario o desenvolvimento farmacotécnico-
industrial do Sulfato de Indinavir capsulas, buscando uma forma farmacéutica estavel,

produzida a baixo custo e com qualidade atendendo as Boas Praticas de Fabricagao e,
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conseqiientemente, permitindo um maior nimero de portadores do HIV acesso ao
medicamento. Este estudo foi realizado em parceria com o Laboratorio de Tecnologia
dos Medicamentos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco e o Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco

(LAFEPE).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento da formulagao,
desenvolvimento da metodologia para dissolugdo, estudo reoldgico, transposi¢ao de
escala, estudo de estabilidade e estudo comparativo para capsulas de Sulfato de

Indinavir 500 mg (equivalente a 400 mg de Indinavir).

2. Materiais e Métodos

Para o desenvolvimento farmacotécnico, foi realizado uma planificacio

itati ; 2,6,7,8,9, 11, 15, 16
qualitativa de diluentes > & 7 %% - 15

, utilizando como matérias-primas: Sulfato de
Indinavir compactado (Fabricante Hetero Drugs®); lactose anidra (New Zealand®);
lactose  monohidratada  spray-dried  (Borculodomo  Ingredientes®);  amido
(CornProducts®); manitol (Getec Guanabara Quimica Ind. S/A®); celulose
microcristalina 101 (Blanver Farmoquimica Ltda®), celulose microcristalina 102
(Blanver Farmoquimica Ltda®), Cellactose (Meggle®), Starlac® (Meggle®) e utilizado
como lubrificante o estearato de magnésio (Ind. Quimica Anastacio S/A®). Os

equipamentos de produgio utilizados foram: Balanga semi-analitica Marte®, Misturador

em “V” (LAWES®) e Encapsuladeira manual (Multilabor®).

Foram manipulados oito Lotes de Bancada (LB) de 180 capsulas e massa de

113,4 g, com peso médio de conteudo de 630 mg, descritos na tabela O1.
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Componentes

LB I
(%0)

LB II
(%0)

LB I
(%0)

LB IV
(%0)

LBV
(%0)

LB VI
(%0)

LB VII
(%0)

LB VIII
(%0)

Sulfato de Indinavir
Lactose anidra (New
Zealand)

Lactose monohidratada
spray-dried

Amido

Manitol

Celulose microcristalina
101

Celulose microcristalina
102

Cellactose®

Starlac®

Estearato de Magnésio

79,37
19,04

1,59

79,37

19,04

1,59

79,37

1,59

79,37

1,59

79,37

1,59

79,37

1,59

79,37

19,04

1,59

79,37

19,04
1,59

O processo foi realizado com duas etapas de mistura, utilizando um misturador
em “V”. Na primeira etapa, foram homogeneizados o Sulfato de Indinavir e o diluente,
durante vinte minutos. Em seguida, foi adicionado e homogeneizado por cinco minutos
o estearato de magnésio. O produto foi encapsulado em invélucro “00” branco opaco

(Capsugel®) e acondicionado em recipiente de polietileno hermeticamente fechado.

O controle de qualidade fisico-quimico™ ' dos Lotes de Bancada foram
realizados utilizando os seguintes equipamentos: balanca analitica (Mettler®);
desintegrador (Nova Etica®), Karl Fischer (Metter® DL 18), cromatografo a liquido
(SHIMADZU®), aparelho de dissolugdo (ERWEKA®) e espectrofotometro UV-VIS
(SHIMADZU®).

As metodologias analiticas para peso médio, desintegracdo, umidade e
uniformidade de peso, seguiram The United States Pharmacopeia 25 '°, enquanto que a
metodologia utilizada para determinacdo de teor foi desenvolvida e validada atendendo
a Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003'®, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Foi utilizado um método isocratico, com coluna de fase reversa C-
8, tendo como fase movel o sistema tampdo citrato de sédio pH=5,0 : acetonitrila
(40:60), num fluxo de 1,0 mL/min, detector UV em um A 260 nm, volume de injecao de
20 pL, temperatura de 40°C e concentragdo de 100 ppm. As dilui¢cdes foram realizadas

em agua ultra-pura.
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Para a analise do teor dissolvido (Teste de Dissolucio)” '2, foi desenvolvida uma
metodologia baseada em variagdes do meio de dissolucdo (citrato de sédio pH=3,8),
agua destilada e acido cloridrico (HCI) 0,1 e 0,01N; aparato (pa e cesta) e rotagdo (50 e
100 rpm). O volume do meio de dissolu¢do, a concentragdo analitica e o tempo
utilizados foram 900 mL, 55,56 ppm e 45 min, respectivamente. As amostras foram
avaliadas em um espectrofotometro em A 260 nm. Foi realizado um tratamento

estatistico por Analise de Varidncia (ANOVA) e teste t de Student.

No estudo reoldgico das misturas de pés de cada lote de bancada, foram
determinados os Volumes Aparente e de Compactagdo e as Densidades Aparente ¢ de

x2021,22,23
Compactagao™ ="~

A determinagdo dos Volumes Aparente e de Compactagdo foi realizada
colocando-se 10 g da mistura de pés em uma proveta (Vidrolabor®) de 50 mL, fixada
em um compactador automatico. O equipamento promoveu uma compactacdo da
mistura de pds através de movimentos verticais na proveta, numa altura de 3 cm. O
volume ocupado pela mistura foi medido antes de se ligar o compactador (Vy); ap6s 10
compactagdes, necessdrias para a acomodacdo da mistura (Vy), ¢ em 1250

compactagdes (Vi2s0), onde o volume se manteve constante.

As Densidades Aparente e de Compactacdo foram determinadas a partir da
relagdo entre a massa de 10 g da mistura de pds e o volume ocupado pela mistura antes

e ap6s a compactacao.

Com a formulagdo selecionada para a transposi¢do de escala, foi realizado um
estudo de granulometria utilizando um jogo de tamizes de 28, 35, 60, 80, 100 e 200

mesh (Bertel Indtstria Metaltrgica Ltda®).

Na transposi¢do de escala, foram manipulados trés lotes industriais, cada um
contendo 70 Kg, massa suficiente para obter uma quantidade superior a 110.000
unidades. Nesta etapa, foram utilizados: Balanca (Filizola®); Misturador em “V”
(LAWES®); Encapsuladeira Automatica (Zanazi® 40F); Desumidificador (Arsec®) e

uma Linha de Envase e Embalagem.

Esté4 sendo realizado o estudo de estabilidade, seguindo a resolugdao RE n° 560,

de 02 de Abril de 2002 da ANVISA, preconizando a utilizacdo de pardmetros para a

61



Silva, R. M. F. Obtencdo Tecnologica de Anti-Retroviral a Base de Sulfato de Indinavir
Artigo V

realizacdo da estabilidade acelerada e de longa duragdo. Neste estudo, foi utilizada uma
Camara Climatica (FANEM® Mod. 345) *-17.

Foi realizado um estudo comparativo entre as capsulas desenvolvidas (LAFEPE
Sulfato de Indinavir®, Lote: 03090549) e o medicamento de referéncia (CRIXIVAN®
Lote: J8696).

3. Resultados e Discussdo

Todos os resultados dos controles fisico-quimicos dos lotes de bancada,

descritos na tabela 02, atenderam as especificagdes.

Tabela 02: Resultados dos Controles de Qualidade Fisico-Quimicos

Testes Especificacges LBI LBII LBII LBIV LBV LBVI LBVII LBVII
fg;;’uﬂed“’ da 0,7500 g +5% 0,7313 0,7355 0,7384 0,7277 0,171 0,7123 0,7377 0,7458
Peso médio do 0,630 g+5% 06769 06154 0,6205 06112 0,5997 0,5947 0,6202 0,6278
conteudo
Desintegragao Nao m;aliianue 30 Smin 6min 8min 4min Smin 4min 4min 3 min
Umidade por Karl Nao mais que
Fischer (%) S 0% 224 287 395 2,07 349 3,63 309 294
Teor (%) 90,0a110,0% 97,02 9438 9586 9570 9624 96,71 9534 93,86
. ~ Nao menos que
0

Dissolugdo (%) gio) 1o 0s 10 100,08 98,67 96,06 9636 9437 9294 9585 97,03
Uniformidade de

85a115% 98,82 94,01 9580 9643 96,62 9743 96,55 94,43

Peso (%)

No desenvolvimento da metodologia para dissolugdo, ndo foram evidenciadas
diferencas estatisticamente significativas, com 95% de confianca, entre os meios de
dissolugdo (agua destilada, HCI1 0,1 e HCI1 0,01N); aparatos (cesta e pa) e rotagdo (50 e
100 rpm).

Foi evidenciada diferenga estatisticamente significativa, com 95% de confianga,
entre os meios de dissolu¢do agua destilada e tampao citrato de sédio pH=3,8. Foi
evidenciada uma maior média de teor dissolvido do Sulfato de Indinavir na agua

destilada.
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Os parametros selecionados para o teste de dissolu¢do foram: 900 mL de agua

destilada, 50 rpm, aparato cesta ¢ um tempo de 45 min. As amostras com concentragao

analitica final de 55,56 ppm foram avaliadas em espectrofotdmetro em um A 260 nm.

Os resultados dos volumes aparente e de compactagdo e das densidades aparente

e de compactagao estdo descritos na tabela 03, demonstrando que os maiores valores de

densidade compactada sdo para os Lotes de Bancada I e II. Quanto maior o valor da

densidade compactada, melhor serd o escoamento da mistura de pds na escala industrial.

Como o Sulfato de Indinavir ¢ bastante higroscopico, foi selecionada para a

transposi¢ao de escala a formulagdao do Lote de Bancada I.

Tabela 03: Resultados dos Volumes Aparente e de Compactagdo e das Densidades

Aparente e de Compactacao

LB LB LB
Testes LB I LB Il i Y LBV VI

Volume aparente
(mL)

Volume compactado
(mL)

Densidade aparente
(g/mL)

Densidade
compactada (g/mL)

18,00 18,00 20,00 20,00 22,00 21,00

15,00 15,00 17,00 16,00 16,00 18,00

0,56 0,56 0,50 0,50 0,45 0,48

0,67 0,67 0,59 0,63 0,63 0,56

LB
Vil

21,00

17,00

0,48

0,59

LB
Vil

19,00

16,00

0,53

0,63

A figura 01 ilustra o resultado do estudo de granulometria para o Lote de

Bancada I, demonstrando que o comportamento deste lote é semelhante ao do

principio ativo no estudo de granulometria, sendo justificado pelo alto percentual de

Sulfato de Indinavir na formulagao.
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Hl Lote de Bancada | @ Principio Ativo

45,000%

40.000% W 39,644%
) 0

[@38,210%
35,000% -

W 30,043%
[29,400%

30,000%

25,000%
W 14,553%

@17,180%

20,000%
15,000%

W5,418% W2,771%

m3,732%

10,000% -

% de Particulas Retidas

W 0,259%
[0,235%

5,000% -

0,000% -

Tamiz28 Tamiz35 Tamiz60 Tamiz80 Tamiz 100 Tamiz 200 Coletor
Tamiz (Mesh)

Figura 01: Resultados da Comparagao entre o Estudo de Granulometria da
Formulagdo do Lote de Bancada I com o principio ativo Sulfato de Indinavir (Hetero

Drugs®)

Na transposicdo de escala, as misturas de pdés dos trés lotes industriais
apresentaram um bom escoamento na encapsuladeira. Foram determinadas as condi¢des
ambientais temperatura de 25°C e umidade relativa de 35%, sendo necessario a
presenca de um desumidificador junto a encapsuladeira. Devido a aderéncia do Sulfato
de Indinavir na encapsuladeira, houve a necessidade de se limpar os pinos da maquina

com intervalos de 30 minutos.

Esta sendo realizado o estudo de estabilidade acelerada para os trés lotes
industriais, durante seis meses (180 dias), a temperatura de 40 £ 0,5°C e umidade

relativa de 75 £ 5%. Os resultados obtidos até o tempo de 90 dias estdo descritos nas
tabelas 04, 05 e 06 (ANEXO). O estudo de estabilidade de longa duragdao se encontra

em andamento.

Os resultados para o estudo comparativo estdo demonstrados na tabela 07.
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Tabela 07: Estudo Comparativo para Capsulas de Sulfato de Indinavir

Testes

Especificactes

LAFEPE Sulfato
de Indinavir®

Crixivan®

Descrigao

Peso médio da capsula
Peso médio do
conteudo

Desintegragao

Doseamento
Umidade por Karl
Fischer

Dissolucao

Uniformidade de peso

Capsula de gelatina
levemente opaca,
contendo um po6
branco
0,75000 g + 7,5%

0,63000 g +7,5%

Nao mais que 30
min. (agua a 37°C)
90,0 a 110,0%

Nao mais que 5,0%

Nao menos que 80%
em 45 min.

85al115%

Cépsula de gelatina
levemente opaca,
contendo um po
branco
0,75822 g

0,64002 g

4 min
101,61%
2,16%

101,20%

100,63%

Cépsula de gelatina
levemente opaca,
contendo um po
branco
0,76905 g

0,65896 g

12 min
101,86%
2,03%

89,4%

102,34%

4, Concluséao

Os estudos de pré-formulagdo nos conduziu a defini¢do da forma farmacéutica

capsula.

Os resultados demonstraram que a formulagdo selecionada correspondeu as

especificagdes de controle fisico-quimico, além de mostrar-se economicamente viavel.

A formulacdo se apresentou estavel diante das condi¢des estabelecidas no testes

de estabilidade acelerada.

As capsulas desenvolvidas de Sulfato de Indinavir, quando comparadas com o

medicamento de referéncia, sdo equivalentes entre si, porém o estudo nio ¢ considerado

uma Equivaléncia Farmacéutica, segundo a Resolucdo RE n°900, de 29 de maio de

2003, da ANVISA * ¥,
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Conclusoes

A exaustiva revisdo da literatura nos levou a necessidade de desenvolver um
inibidor da protease na forma farmacéutica capsula.

A caracterizagdo do Sulfato de Indinavir, foi demonstrado que a amostra do
fornecedor Hetero Drugs® atendeu as especificacdes, sendo escolhida para dar
continuidade ao estudo para a obtencdo tecnologica de capsulas de Sulfato de Indinavir.

A validacdo da metodologia analitica para doseamento da matéria-prima e
capsulas de Sulfato de Indinavir garantiu que o método foi robusto, preciso e exato
dentro da variagdo especificada na qual o Sulfato de Indinavir foi analisado.

As cépsulas desenvolvidas de Sulfato de Indinavir 500 mg (equivalente a 400
mg de Indinavir) foram obtidas com sucesso, apresentando uma formulagdo
economicamente viavel, estdvel e, quando comparadas com o medicamento de
referéncia, apresentaram-se equivalentes entre si, porém o estudo ndo foi considerado
uma Equivaléncia Farmacéutica, segundo a Resolucdo RE n° 900, de 29 de maio de

2003, da ANVISA.
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Perspectivas

v" Concluir o estudo de Certifica¢do dos Fornecedores do Sulfato de Indinavir.

v" Encaminhar Estudos de Equivaléncia Farmacéutica ¢ Bioequivaléncia para as
capsulas desenvolvidas de Sulfato de Indinavir.

v’ Validar a metodologia analitica desenvolvida para Teste de Dissolu¢do das
capsulas de Sulfato de Indinavir.

v" Validar a metodologia para doseamento da matéria-prima e capsulas de Sulfato
de Indinavir por Espectrofotometria UV-VIS, para agilizar e baixar custos das

analises industriais.
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ANEXO. Artigo III — Thermal Characterization of Two Solvatos Forms of
Indinavir Sulfate Using TG, DSC and DSC - Photovisual
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Figure 1 - DSC curves of indinavir sulfate raw materials and standards at 10°C/min.
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ANEXO. Artigo III — Thermal Characterization of Two Solvatos Forms of
Indinavir Sulfate Using TG, DSC and DSC - Photovisual
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Figure 2 — DSC curves of indinavir sulfate raw materials at 15°C/min.
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ANEXO. Artigo III — Thermal Characterization of Two Solvatos Forms of
Indinavir Sulfate Using TG, DSC and DSC - Photovisual
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Figure 3 — DSC curves of standards and raw materials of indinavir sulfate.
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ANEXO. Artigo III — Thermal Characterization of Two Solvatos Forms of
Indinavir Sulfate Using TG, DSC and DSC - Photovisual

b

Figure 4 — DSC photovisual: (room temperature) - photos A1, B1, C1, D1 and E{;
(151°C) - A2, B2, C2, D2 and E2 ; (160°C) — A3, B3, C3, D3 and E3; (165°C) — A4, B4,
C4, D4 and E4 for raw materials C, B, A, standard A and standard B, respectively.
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Table 1 — Percentage of mass loss of indinavir sulfate at 10°C/min.

Samples Temperature Range (°C) and Percentage of Mass Loss (%)
Raw Materials 25-117 117-166 166—-250 166 —-356 356 — 720
A 0.21 3.89 7.62 42.14 44.07
B 0.26 2.97 7.12 42.10 45.72
C 0.43 4.11 6.41 41.48 43.04
Standards
A 2.34 1.95 6.93 42.24 42.70

B 3.60 0.65 5.94 42.18 44.65
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ANEXO. Artigo IV - Desenvolvimento e Validacdo da Metodologia Analitica para
Doseamento da Matéria-prima e de Céapsulas de Sulfato de Indinavir por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Tabela 01: Resultados do Desenvolvimento da Metodologia utilizando Temperatura do
Forno 25°C, Concentracao de 200 ppm e Dilui¢des em Fase Movel

Métodos Fase Mével (FM) M Ao Ay A, Tr Fluxo Volume pH da
(nm)  (nm) (min)  (mL/min) de EM
Injecdo
(pL)
1 K,HPO4/KH,PO, + 220 - 1704415 - 4,0 1,0 20 8,0
ACN (40:60)
2 ACN + H,0O (40:60) 210 220 NHE - - 0,2 6,0 6,6
3 ACN + H,0 (40:60) 210 220 3550616 1598245 13,6 1,0 20 6,6
PAC PAC
4 ACN + H,0 (40:60) 247 260 128821 260738 13,7 1,0 20 6,6
PAC PAC
5 K,HPO, + ACN 220 260 3371225 952640 0,3 1,0 20 8,9
(60:40)
6 NaH,PO,/Na,HPO, 220 260 3679738 1073979 4,2 1,0 20 7,2
+ ACN (40:60) (ajustado
com
H;PO,)
7 NaH,PO,/Na,HPO, 220 260 3683356 1065077 3,9 1,0 20 5,7
+ ACN (40:60)
8 C¢HsNa;0,.2H,0 220 260 3539990 1687080 3,9 1,0 20 5,9
(pH=5)+ ACN
(40:60)
9 C¢HsNa;0,.2H,0 220 260 2348237 1061355 9,3 1,0 20 5,7
(pH=5) + ACN
(60:40)
10 K,HPO, + ACN 220 260 3828156 1083109 12,5 1,0 20 7,4
(60:40) (ajustado
com
H;PO,)
11 KH,PO, (pH=6) + 220 260 3896349 1156142 4,0 1,0 20 7,0
ACN (40:60)
12 KH,PO4 (pH=6) + 220 260 3941336 1123132 11,3 1,0 20 6,8
ACN (60:40)
13 KH,PO, (pH=6) + 220 260 3800315 1088745 5,8 1,0 20 6,9
ACN (50:50)

PAC — Pico com Assimetria Caudal
NHE — Néao Houve Estabilidade
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ANEXO. Artigo IV - Desenvolvimento e Validacdo da Metodologia Analitica para
Doseamento da Matéria-prima e de Céapsulas de Sulfato de Indinavir por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Tabela 02: Resultados do Desenvolvimento da Metodologia utilizando Temperatura do
Forno 40°C, Concentracao de 200 ppm e Dilui¢cdes em Fase Mdvel

Métodos Fase Mével (FM) A Ao A A, TR Fluxo Volume pHdaFM
(nm)  (nm) (min)  (mL/min) de Injegéo
(nL)
14 C¢HsNa;0,.2H,0 220 260 43537577 27431183 14,1 1,0 50 5,96
(pH=5) + ACN
(60:40)
15 C¢HsNa;0,.2H,0 + 220 260 3592604 2787743 4,0 1,0 50 6,16
ACN (40:60)
16 KH,PO, (pH=6) + 220 260 1481699 643955 43 1,0 20 7,0
ACN (40:60)
17 KH,PO,4 (pH=6) + 220 260 7669319 3334486 42 1,0 50 7,0
ACN (40:60)
18 C¢HsNa;0,.2H,0 - 260 - 1080326 4,1 1,0 20 6,10
(pH=5) + ACN
(40:60)

Tabela 03: Resultados do Desenvolvimento da Metodologia utilizando Temperatura do
Forno 40°C, Concentracdo de 100 ppm e Dilui¢des em Agua Ultra-Pura

Meétodo Fase Movel (FM) M (nm) A (nm)  Aq A, Tr (Min) Fluxo Volumede pHdaFM
(mL/min) Injec&o (uL)
19 CsHsNa;0,.2H,0 (pH=5) - 260 - 518783 4,0 1,0 20 6,10

+ ACN (40:60)
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ANEXO. Artigo V - Desenvolvimento Farmacotécnico-Industrial para Forma
Farmacéutica Capsula de Sulfato de Indinavir 400 mg

Tabela 04: Estabilidade do Lote Industrial 01

Testes Especificacbes TempoO Tempo30 Tempo60 Tempo 90
dia dias dias dias

Peso médio da 0,75000 g + 0,762397g 0,744831g 0,744426g 0,754955¢g
capsula 7,5%

Peso médio do 0,63000 g 0,644515g 0,627789g 0,625243g 0,637718g
conteudo 7,5%

Desintegragdo Naomaisque 30 3mine40 3 mineS58 4mine7 4minel0

min. (agua a seg seg seg seg
37°C)
Doseamento 90,0 a 110,0% 100,57% 99,67% 97.97% 97,76%
Umidade por Nao mais que 3,66% 4,25% 4,27% 4,11%
Karl Fischer 5,0%

Dissolugao Nao menos que 99,72% 99,65% 98,75% 96,37%
80% em 45 min.
Uniformidade 85a115% 99.41% 100,88% 98,76% 97,51%
de peso

Tabela 05: Estabilidade do Lote Industrial 02

Testes Especificacbes Tempo0O Tempo30 Tempo60 Tempo 90
dia dias dias dias

Peso médio da 0,75000 g + 0,770764g 0,758132g 0,756087g 0,76242¢g
capsula 7,5%
Peso médio do 0,63000 g = 0,654839g 0,643077g 0,633253g 0,645884¢g

conteudo 7,5%
Desintegracdo Naomaisque 30 3mine53 4minel0 4mine7 4minel5
min. (agua a seg seg seg seg
37°C)
Doseamento 90,0 a 110,0% 101,82% 101,72% 99,85% 99,42%
Umidade por Nao mais que 2,31% 2,53% 2,58% 2,61%
Karl Fischer 5,0%

Dissolugao Nao menos que 100,81% 102,71% 100,97% 102,87%
80% em 45 min.
Uniformidade 85a115% 101,54% 102,01% 99.41% 100,05%
de peso
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ANEXO. Artigo V - Desenvolvimento Farmacotécnico-Industrial para Forma
Farmacéutica Capsula de Sulfato de Indinavir 400 mg

Tabela 06: Estabilidade do Lote Industrial 03

Testes Especificagcbes TempoO Tempo30 Tempo60 Tempo 90
dia dias dias dias

Peso médio da 0,75000 g 0,758219g 0,757248g 0,750027g 0,754606¢g
capsula 7,5%
Peso médio do 0,63000 g 0,640022¢ 0,642677g 0,6293755g 0,638686¢g

conteudo 7,5%
Desintegragdo Naomais que 30 3mine40 3 mine50 3 mine45 4 min
min. (dgua a seg seg seg
37°C)
Doseamento 90,0 2 110,0% 101,61% 101,49% 100,34% 100,03%
Umidade por Nao mais que 2,16% 2,43% 2,52% 2,67%
Karl Fischer 5,0%

Dissolugao Nao menos que  101,20% 100,60% 99,97% 102,08%
80% em 45 min.
Uniformidade 85a115% 100,63% 100,92% 100,21% 100,44%
de peso
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“IMPLEMENTACAO DA ATENCAO FARMACEUTICA AO PACIENTE HIV4+ ATENDIDO NO °
HOSPITAL DIA DO HOSP. INFANTIL JOANA DE GUSMAO - FLORIANOPOLIS - SC.
) Autores.D. M. STOLLMEIER, C. BLATT', M. R. FARIAS'
? Mestrandas e ' Profa. Orientadora do Programa de Pos-Graduagao em Farmacia-UFSC. Rua José Dutra, 70 - B1.2/305
Trindade - Florianapolis — SC - CEP 88.025-305. - Email: dstolimeier@ig.com.br

INTRODUGAO: O Hospital Infantil Joana de Gusmao
de Florianopolis - SC; é um hospital especializado de nivel
terciario com capacidade para 212 leitos. Foi credenciado pelo
Ministério da Saude com o Servigo de Atendimento Especial
(SAE), onde desenvolve atendimento aos pacientes HIV+, na
modalidade de Hospital Dia desde 1998.

Em junho de 2001 foi instalado no Hospital Dia uma
Farmacia Satélite onde o profissional farmacéutico faz a aten-
Gao farmacéutica com o objetivo de orientar o uso, manuseio
e conservagao correta dos medicamentos na residéncia, veri-
ficar possiveis problemas relacionados aos medicamentos
(PRM), identificar fatores que dificultem a adesao ao tratamen-
to e propor solugoes.

METODOLOGIA: Foram elaboradas estratégias para
a orientagao aos cuidadores (responsavel legal do menor em
tratamento) sobre a utilizagao dos medicamentos como: 1-
Confecgac de etiquetas com as principais orientagoes de uso
para cada um dos medicamentos da Terapia Anti-retrovial
(TARV), 2-Fornecimento de dosadores orais, copos medido-
res e adaptadores universais para medicamentos liquidos; 3-
Realizagao da dispensacao dos medicamentos de forma per-
sonalizada; 4-Confecgao de Ficha Individual de Acompanha-
mento Farmacéutico e 5-Elaboragao de um cando de medica-
mentos.

RESULTADOS: Foram desenvolvidos e implantados:
a licha individual de acompanhamento farmacoterapéutico
que, a cada encontro foi atualizada, o que permitiu identificar
onde estavam as maiores dificuldades e as falhas no trata-

mento domiciliar; o cartao de medicamentos, para a familia
utilizar como lembrete em casa; 30 modelos de etiquelas,
uma para cada apresentagao de medicamento, com cores
diferentes, impressas em etiquetas auto-adesiva, nas quais
foram colocados os principais itens para a lembranga dos
cuidadores sobre a dose, horanos e principais problemas
relacionado aos medicamentos. Foram fornecidos dosadores
orais ou copos medidores e adaptadores para facilitar a reti-
rada e medida mais exata das doses de medicamentos liqui-
dos.

DISCUSSAO E CONCLUSAO: Os atendimentos fo-
ram efeluados pelo farmacéutico, sempre as 3as. e 5as. feiras
a tarde, na farmacia salélite do Hospital Dia. A retirada dos
medicamentos é realizada mensalmente, enquanto que a con-
sulta médica é realizada a cada 3 meses. Na medida em que
as familias recebiam a atengao farmacéutica, verificava-se o
estreitamento da relagao cuidador/farmacéutico. Assim a ficha
individual de acompanhamento, permitiu visualizar as neces-
sidades de ajustes de horarios e de doses quando necessa-
rio, trocas de medicamentos de dificil aceitagao e a também a
identificagao de interagoes medicamentosas e reagoes adver-
sas. Pacientes com problemas de salude ou sociais que exi-
gissem acompanhamento, foram encaminhados ao servigo de
apoio médico e ou psico-social do Hospital Dia. A atuagao do
farmaceéutico no processo, mostrou que e possivel a melhora
da compreensao da importancia do tratamento e da adesao a
terapia anti-retroviral, para a melhora da qualidade de vida do
paciente e seus familiares.
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DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA POR CLAE PARA O

DOSEAMENTO DE SULFATO DE IND[NAVIR
R.M. FSILVA . FH.C.OLIVEIRA', FPM.MEDEIROS ", D. B MONTEIRO", J.M.FBRAGA’, “M.M.ALBUQUERQUE, PJ.ROLIM NETO'"
Laboralunu de Tecnologia dos Medmamenlns Nucleo de [Jontrnle de Qualidade de Medicamentos e Correlatos
Rua Prof. Artur de Sa S/N, Cidade Universitaria, Recife - PE.
*Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco — Largo de Dois Irmaos, 1117, Dois Irmaos — Recife-PE

Introdugao: O Sulfato de Indinavir & um anti-
retroviral, inibidor da enzima protease, que atendera aos
requisitos do Laboratorio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) em compor o coquetel anti-AlDS.
Objetivo: Desenvolver uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para o doseamenlto
da matéria-prima Sulfato de Indinavir. Metodos: Em um
cromatografo liquido ShimadzuQO , foram testadas treze
metodologias, avaliando os seguintes parametros: fase
movel (modificando as proporgoes dos tampoes K,HPO, e
KH,PO,, Na,HPO, e NaH,PO,, C ,H,Na,0,.2H,0 e H,O com

acetonitrila (ACN)), comprimentos de onda (l) (210, 220,
247 e 260 nm), fluxo (0,2 e 1,0 mL/min) e volume de inje-
gao (6,0 e 20,0 mL). A temperatura do forno e a concentra-
Gao ulilizadas foram de 25°C e 0,2 mg/mL, respectivamen-
te. Resultados e Discussao: Os resultados estao descritos
na tabela 01. A metodologia escolhida (11) foi a que apre-
sentou um pico resolvido, sem rabeamento, com maior area
de detecgao e nas condigoes ideais para conservagao da
coluna, além de baixo custo operacional. Conclusao: Apos
selegao do mélodo 11, iniciaremos a sua validagao seguin-
do a Resolugao RE n? 899, de 29 de Maio de 2003.
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Thermal Characterization of Two Solvates Forms of
Indinavir Sulfate Using TG, DSC and DSC-Photovisual

Rosali M. F. Silva®, Ticiano G.do Nascimento', Juliana S. Alencar?, José W. E. Veras',
Pedro J. R. Neto®” and Rui O. Macédo'
' UDEM / LTF / UFPB, Campus I - Jodo Pessoa — PB, ? Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas — UFPE, * Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco — LAFEPE,
Recife — PE - E-mail: ruimacedo @Itf.ufpb.br

ABSTRACT

Indinavir sulfate has been used as inhibitor of protease enzyme of HIV virus and has
been associated to other drugs in anti-AIDS cocktail. The purpose of this paper has been
evaluated thermal characteristics of Indinavir Sulfate (IS) raw materials by thermal analysis
techniques. The standards A and B and raw materials A, B and C were acquired from three
supplies. The DSC curves IS were performed in calorimeter Shimadzu, model DSC-50,
coupled to a photovisual system connected to Olympus microscopy, model VCC-D520,
heating rate of 5, 10, 15 and 20 °C.min" , under nitrogen atmosphere and temperature range
of 25-400°C. The samples were packed in aluminum cell with mass of 2.00 mg * 10%. The
TG curves were performed in Shimadzu thermobalance, model TGA-50H, in alumina cell,
heating rate of 10°C.min", under air atmosphere and temperature range of 25-900°C. The
sample mass was 5.00mg * 10%. The DSC curves of Indinavir sulfate have presented two
endothermic peaks in different temperatures of fusion. The raw materials A, B and C
presented peak of fusion and heat of fusion of 147.2 °C and -62.0 J/g; 149.3 °C and -63.7 J/g;
141.3 °C and -54.4 J/g, respectively. The standards A and B presented 146.2 °C and -35.8 J/g;
142.0 °C and -21.3 J/g, respectively. The dot line and solid line have showed temperature
range of fusion for two pseudo-polymorphic forms from indinavir sulfate. The standard B and
raw material C show hydration grade different from standard A and raw materials A and B
(Figure 1).
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Figure 1 — DSC curves of standards and raw materials of indinavir sulfate.

DSC-photovisual has confirmed this process. TG curves have demonstrated different
water percent in temperature range of 25-117°C and 117-165°C. The sulfate presence in
molecule has occurred a formation of two sorts of solvates with change in peak of fusion.
This difference in physicochemical properties can be have consequences in solubility of drug.
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CARACTERIZAGCAO DE SULFATO DE INDINAVIR UTILIZANDO A
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL FOTOVISUAL
PARA OBTENCAO DE CAPSULAS GELATINOSAS DURAS

Fabio Henrique Cavalcanti de Oliveira, Rosali Maria Ferreira da Silva, Ticiano
Gomes do Nascimento, Flavia Patricia Morais de Medeiros, Déborah Bezéerra
Monteiro, Rui Oliveira Macédo, Jodo Rui Barbosa de Alencar,

Miracy Muniz de Albuquerque, Pedro José Rolim Neto

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE)

(Indinavir, capsula, DSC-fotovisual)

Objetivo: Avaliar o comportamento térmico do Sulfato de Indinavir frente a técnica de Calorimetria
Exploratéria Diferencial Fotovisual (DSC-Fotovisual) e confirmar os resultados obtidos na
Termogravimetria e Calorimetria Exploratéria Diferencial, visando a cerlificagdo dos fornecedores.
Metodologia: As curvas DSC-Fotovisual do Sulfato de Indinavir foram obtidas num Calorimetro
Exploratério Diferencial, acoplado a um sistema Fotovisual, conectado a um microscopio, numa faixa
de temperatura de 25-400°C, utilizando uma panela de aluminio e a atmosfera utilizada foi N, com
fluxo de 100mL.min". Utilizaram-se dois fabricantes (AeB), avaliando a matéria-prima e o padrio.
Resultados e Discussado: Os padrées (A e B) apresentaram uma pureza melhor do que suas
respectivas matérias-primas podendo ser confirmado na figura 01 na qual foi observada uma maior
coalescéncia do que na figura 02. As matérias-primas (A e B) e o padréo (A) obtiveram os pontos de
fusdo: 147.2°C, 149,3°C e 146,2°C, respectivamente. O padréo (B) cujo ponto de fusio foi 142,0°C,
apresentou um grau de hidratagdo diferente do padrio (A) e das matérias-primas (A e B),
caracterizando uma solvatagéo. Devido & presenca de Sulfato, ocorre formagéo de dois tipos de
solvatos, modificando o ponto de fusdo da substancia. Esta diferenga, nas propriedades fisico-
quimicas, pode ter consequéncias na solubilidade da droga.

25 -~ ‘/’A

Figura 81: Folos da falxa de fuzlo dos padries A WA e B (B, ¢ B;y)
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Flgura 02: Folos da falxa de fuso das matltriesima

Conclusdo: As matérias-primas analisadas para o Sulfato de Indinavir atendem a qualidade
requerida, evidenciada no estudo de Analise Térmica, estando aptas a continuarem os estudos para
serem certificadas, exigéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), quando do
desenvolvimento de medicamentos genéricos.
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