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Artigo

VALIDATION OF A HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD FOR THE DETERMINATION OF
LAMIVUDINE AND ZIDOVUDINE IN TABLETS. An HPLC method was validated to assay lamivudine and zidovudine combined
in tablets. The chromatographic separation was carried out using methanol and acetate buffer pH 6.5 (50:50 v/v) and a RP-18

column, as mobile and stationary phase, respectively. The UV detection was at 270 nm. The method was linear in the range of 24 —
36 pg/mL (lamivudine) and 48 — 72 ug/mL (zidovudine). The recovery (accuracy) ranged from 101.35% to 103.04% and the precision

(repeatability and intermediate precision) was less than 2%. The method can be also applied to the quantification of these drugs in

the dissolution test of tablets containing both drugs.
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INTRODUCAO

Desde a descoberta da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) em 1981, tem-se alcangado considerdvel progresso no de-
senvolvimento de agentes anti-HIV. Os inibidores da enzima
transcriptase reversa, como a lamivudina - 3TC e a zidovudina -
AZT (Figura 1), foram a primeira classe de farmacos utilizada no
tratamento de infeccdes pelo virus da imunodeficiéncia adquirida —
HIV'. Além da zidovudina ter sido um dos primeiros 2"-3’dideoxinu-
cleosidios a apresentar inibi¢do da transcriptase reversa viral, os es-
tudos clinicos e imunolégicos demonstram que a sua introdugio no
tratamento contribuiu para melhorar e prolongar a vida dos pacien-
tes portadores da AIDS>*. A lamivudina, que também é um anélogo
dos dideoxinucleosidios, sofre fosforilacdo intracelular, dando ori-
gem ao metabdlito ativo, trifosfato de lamivudina, que assim como a
zidovudina age inibindo a atividade da transcriptase reversa. A com-
binacdo de farmacos anti-retrovirais € adotada preferencialmente,
ao invés da monoterapia, como primeira escolha para tratamento de
pacientes com infec¢des por HIV. A lamivudina administrada em
combinacio com a zidovudina é um agente efetivo para o tratamen-
to de pacientes tanto sintomdticos, quanto assintomaticos®.

O emprego terapéutico e a comercializa¢do da associacdo da
lamivudina e zidovudina estdo bem estabelecidos, porém ndo ha
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Figura 1. Estruturas quimicas: a) lamivudina (3TC) e b) zidovudina (AZT)

*e-mail: ruybeck @smail.ufsm.br

monografia oficial para a determinagdo dessa associacdo de farmacos
em comprimidos ou outras formas farmacéuticas. Uslu e colaborado-
res’ desenvolveram e validaram metodologias para a determinagio de
ambos os farmacos em comprimidos, por espectrofotometria no
ultravioleta e cromatografia liquida. Porém, ndo sugerem a aplicagdo
do método analitico para a avaliacdo da percentagem dissolvida (teste
de dissolugdo), além da preparagio das amostras requerer a utilizagdo
de grande quantidade de solvente organico, sendo empregados 100
mL de metanol para a preparacdo de cada amostra de comprimidos,
com posterior dilui¢do na fase mével. A literatura descreve ainda mé-
todos por espectrofotometria no UV’ e cromatografia liquida'>*!
para a determinagdo destas substincias em fluidos biolégicos de hu-
manos ou animais. Na literatura também podem ser encontrados ou-
tros métodos analiticos para a quantificacdo destes farmacos, porém,
isoladamente, em comprimidos, ou em associagdo com outros
farmacos'>®. As monografias oficiais para o doseamento de zidovudina
e lamivudina, isoladamente em comprimidos, encontram-se descritas
na Farmacopéia Brasileira® e na Farmacopéia Americana®.

Considerando a caréncia de métodos descritos na literatura para a
quantificacdo desta associacdo de farmacos em comprimidos, o objetivo
deste estudo foi validar um método através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a determinacdo do teor de lamivudina e zidovudina
em comprimidos, reduzindo a utilizagao de solvente organico na etapa de
preparacao das amostras, proporcionando economia e redugiio do impac-
to ambiental. O método foi validado de acordo com os seguintes
parametros: linearidade, faixa de concentracdo, exatiddo, precisdo e
especificidade. Ap6s a validagdo foi avaliado o emprego do método de-
senvolvido na quantificac@io do teor das substincias ativas em amostras
provenientes do teste de dissolugiio dos comprimidos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais
As substancias de referéncia - lamivudina (3TC) e zidovudina

(AZT) - foram gentilmente cedidas pelo Laboratério Cristédlia (Sdo
Paulo, Brasil), apresentando teores de 98,92 e 100,00%, respecti-
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vamente. Foram utilizadas 6 amostras de comprimidos contendo
150 mg de lamivudina e 300 mg de zidovudina, dentro do seu pra-
zo de validade (amostras A, B, C, D, E e F), obtidas a partir de
diferentes laboratérios farmacéuticos. O metanol (grau CLAE), os
reagentes e os solventes de grau analitico (acetato de amonia, aci-
do cloridrico concentrado, hidré6xido de amoénio e acido acético
glacial) foram utilizados conforme recebidos.

Equipamentos e condicoes analiticas

Foi empregado um sistema cromatografico constituido de duas
bombas Shimadzu LC-10AD, detector UV/Vis SPD 10AD e auto-
injetor Shimadzu (Shimadzu, Téquio, Japao). Os cromatogramas
foram obtidos e analisados através do programa Class-VP®
(Shimadzu, Téquio, Japao). Como fase estaciondria foi empregada
uma coluna Lichrospher® 100 (RP-18, 250 x 4,6 mm, com particulas
de 5 pm, Merck, Darmstadt, Alemanha) acoplada a uma pré-coluna
RP-18 (Merck, Darmstadt, Alemanha). A fase mével foi constituida
pela mistura de metanol e tampao acetato (50:50 v/v) pH 6,5, com
vazdo de 1,0 mL/min. O tampdo acetato foi preparado dissolvendo-
se 7,708 g de acetato de amonia em 1000 mL de 4cido acético glaci-
al a 1% em 4gua. O ajuste do pH da fase mével foi realizado com
uma solugéo de hidréxido de amdnia 6N. O sistema cromatografico
foi operado a temperatura ambiente. A deteccdo foi realizada a 270
nm. Este comprimento de onda situa-se entre os maximos de absor-
¢do para a lamivudina e zidovudina (280 e 267 nm, respectivamen-
te), determinados a partir das solucdes das substancias de referéncia
e demonstrou um baixo nivel sinal-ruido e uma boa especificidade’.

Método

Preparagdo das amostras

Foi determinado o peso médio de 20 comprimidos, os quais
foram posteriormente pulverizados. Uma quantidade equivalente a
150 e 300 mg de 3TC e AZT (peso médio), respectivamente, foi
transferida para um baldo volumétrico de 200 mL, com auxilio de
100 mL de HCI1 0,1 M, submetendo-se a amostra a agitacdo meca-
nica durante 20 min, quando o volume do baldo volumétrico foi
completado com HCI 0,1 M. Apés a centrifugagio desta amostra,
durante 10 min, foi realizada uma dilui¢do de 1,0 mL do sobre-
nadante em baldo volumétrico de 25 mL, completando-o com fase
movel. Esta solugdo foi filtrada através de membrana com 0,45 um
de porosidade, obtendo-se uma concentragdo final de 30,0 e 60,0
pg/mL, para 3TC e AZT, respectivamente. A amostra A foi empre-
gada no procedimento de validagdo do método, com excecdo do
teste de especificidade, que foi realizado com as 6 amostras em-
pregadas, todas obtidas a partir de diferentes laboratérios far-
macéuticos.

Validacdo do método

A validacdo do método foi realizada considerando-se as se-
guintes caracteristicas: exatiddo, precisdo (repetibilidade e preci-
sdo intermedidria), linearidade, faixa de concentragdo e especifi-
cidade®*.

Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela realizagdo da
curva analitica. A partir da solubilizacio das respectivas substan-
cias de referéncia (3TC e AZT) na fase mével, foram preparadas
cinco solugdes subseqiientes, em fase movel, para cada substincia
(3TC: 24,0; 27,0; 30,0; 33,0 e 36,0 pg/mL; AZT: 48,0; 54,0; 60,0;
66,0; 72,0 ug/mL), dentro da faixa de 80-120% de uma concentra-
¢do tedrica de 30,0 e 60,0 ug/mL, para 3TC e AZT, respectivamen-
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te. A curva analitica foi preparada e analisada em triplicata (em
dias diferentes). A linearidade foi estimada pela andlise de regres-
sdo linear pelo método dos minimos quadrados.

Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo teste de recuperacdo, analisando-
se, em triplicata, amostras de concentragido conhecida (3TC: 24,43
ug/mL; AZT: 48,65 pg/mL) obtidas a partir de comprimidos do
mesmo lote, adicionadas de trés concentragdes diferentes de subs-
tancia de referéncia (3TC: 3,0; 6,0 e 9,0 ug/mL; AZT: 6,0; 12,0 e
18,0 ug/mL). O percentual de recuperagdo (exatiddo) foi calculado
empregando-se a forma proposta pela AOAC?.

Precisdo

Para a determinagdo da repetibilidade foram analisadas em
triplicata ¢ no mesmo dia, amostras dos comprimidos em trés con-
centragdes diferentes (3TC: 27,0; 30,0 e 33,0 ug/mL; AZT: 54,0;
60,0 e 66,0 ug/mL). Na determinagdo da precisdo intermedidria
foram analisadas, em triplicata e em trés dias diferentes, amostras
dos comprimidos na mesma concentragdo (3TC: 30,0 ug/mL; AZT:
60,0 pg/mL).

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparagio
entre os cromatogramas obtidos a partir da solu¢do padrio e das
solugdes amostra. As solucdes amostra foram preparadas a partir de
comprimidos provenientes de 6 diferentes laboratérios produtores.

Avaliagdo da aplicabilidade do método nos testes de dissolugdo

Para se avaliar a possibilidade de utilizagdo do método
cromatografico descrito, apds a sua validacdo foi realizado o teste
de dissoluc@o para 3 amostras diferentes de comprimidos, de acor-
do com os métodos oficiais descritos para medicamentos contendo
lamivudina®' ou zidovudina®. O teste de dissolu¢do foi realizado
utilizando como meio de dissolucdo 900 mL de 4dgua, a 37 + 0,5 °C
(Pharma Test, mod. PTWII, Hamburg, Alemanha). Apés a imersao
dos comprimidos, a agitacdo foi realizada utilizando o sistema de
pas a 50 rpm, durante 30 min. Apds o tempo especificado (30 min),
foram coletados 20,0 mL de cada cuba (n=6) e centrifugados. A
partir dos sobrenadantes, foram realizadas dilui¢des de 5 mL para
baldes volumétricos de 25 mL, que foram completados com fase
moével. As amostras foram filtradas através de membrana com
porosidade de 0,45 pum e analisadas através de CLAE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inexisténcia de métodos oficiais para a quantificagdo da asso-
ciagdo de lamivudina e zidovudina, em comprimidos, justifica o de-
senvolvimento e validagio de métodos analiticos para esses farmacos,
de maneira a auxiliar os laboratdrios de controle de qualidade a ga-
rantir & populagdo o acesso a medicamentos seguros e eficazes.
Aliado a isso, o presente estudo foi desenvolvido buscando também
a reduc@o dos custos de andlise e do impacto ambiental.

O método analitico para determinacio das substancias ativas (3TC
e AZT) foi validado através de CLAE. A fase movel constituida de
metanol e tampdo acetato (50:50 v/v) pH 6,5 mostrou-se adequada,
proporcionando um tempo de andlise de 5 min, boa eficiéncia (pra-
tos tedricos > 3000), com picos de boa resolucio e simetria aceitavel
(T < 2)*. As curvas analiticas apresentaram linearidade significativa
(r> 0,999, p < 0,01) na faixa de 24,0-36,0 e 48,0-72,0 ug/mL para
3TC e AZT, respectivamente (Tabela 1).

A especificidade do método cromatogréfico pdde ser determinada
através da comparagdo entre os cromatogramas obtidos a partir da
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Tabela 1. Andlise de regressdo linear da curva analitica do padrao
de lamivudina + zidovudina (3TC + AZT)

Parametros 3TC AZT
Faixa de concentragdo (ug/mL)* 24,0-36,0 48,0-72,0
Equagio da reta (n = 3) y = 48524,57x y = 43451,03x
+ 10382940 + 17722960
Coeficiente de regressio 0,9996 0,9996
Coeficiente de determinacio 0,9993 0,9992
Nivel de significancia p < 0,01 p < 0,01

* 5 (cinco) concentragdes do padrdo, em triplicata.

solucd@o padrio e das solucdes amostra preparadas a partir dos compri-
midos provenientes de diferentes laboratdrios produtores (n = 6). A
andlise dos cromatogramas demonstrou a inexisténcia de quaisquer
interferentes nos cromatogramas, independente da amostra analisada.
Nao foi observada interferéncia do solvente ou dos excipientes no com-
primento de onda de detec¢do (270 nm), através da andlise de amos-
tras do placebo. A Figura 2 apresenta uma comparacio entre o
cromatograma obtido a partir da solu¢@o padrdo e da solugio amostra
de um dos lotes de comprimidos utilizados (Amostra A).
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Figura 2. Cromatogramas obtidos para o padrdo (a) e amostra (b) na validagdo
do método cromatogrdfico para doseamento da lamivudina (3TC) e zidovudina
(AZT). Condigoes: coluna: RP-18 (125 x 4 mm, 5 um); fase movel: metanol:
tampdo acetato (50:50) pH 6,5; vazdo: 1 mL/min; detec¢ao: UV 270 nm
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Os resultados da avaliacdo da exatiddao do método encontram-se
na Tabela 2, demonstrando que o método apresenta uma exatidéio ade-
quada, com recuperacdo média das quantidades de substancia adicio-
nadas as amostras entre 95-105% (3TC: 102,27%; AZT: 102,40%).

Tabela 2. Recuperacao das solugdes padrdo de lamivudina (3TC) e
de zidovudina (AZT) adicionadas as amostras e analisadas pelo
método proposto (n = 3)

Farmaco Concentra¢do da substdncia  Recuperacdo (%)
de referéncia (ug/mL)
Adicionada Encontrada
3TC 3,00 3,09 103,01
6,00 6,14 102,31
9,00 9,13 101,49
Média 102,27
AZT 6,00 6,18 103,04
12,00 12,23 101,95
18,00 18,24 101,35
Média 102,11

Na Tabela 3 encontram-se os resultados obtidos para a preci-
sdo do método, incluindo a repetibilidade e precisdo intermedidria.
Os coeficientes de variacdo encontrados na avaliacdo da
repetibilidade apresentaram-se dentro da faixa de 0,11 e 0,68%
(3TC: 0,11-0,68%; AZT: 0,12-0,68%). Na avaliacdo da precisao
intermedidria, os coeficientes de variacdo apresentaram-se em uma
faixa de 0,10 e 1,75% (3TC: 0,10-1,75%; AZT: 0,17-1,58%). O
conjunto destes resultados (repetibilidade e precisdo intermedid-
ria) demonstra que o método analitico possui precisdo satisfatdria
dentro da faixa de concentrag¢@o avaliada.

Os resultados da validacdo do método demonstram a sua
aplicabilidade nas andlises de determinacdo do teor das substanci-
as ativas (3TC e AZT), em comprimidos. A partir disso, pode-se
sugerir o emprego deste método nas andlises de uniformidade de
conteudo, caracterizadas pela quantificacdo das substincias ativas,
em 10 comprimidos, individualmente. Neste caso, a amostra pode
ser preparada pela adi¢do de cada comprimido a baldo volumétrico
de 200 mL, procedendo-se o mesmo protocolo de preparacdo da
amostra descrito anteriormente. Esta hipdtese foi testada para a
amostra A, também empregada na validagdo do método, que apre-
sentou teores para os 10 comprimidos testados entre 95,05 e
100,90% e 96,50 e 101,70%, para 3TC e AZT, respectivamente.

A possibilidade de utiliza¢do deste método analitico para a
quantificagio das substancias ativas nos testes de dissolu¢ao dos com-
primidos também foi avaliada apds a etapa de validagdo. A Tabela 4

Tabela 3. Avaliacido da precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria) do método cromatografico para determinag¢do da lamivudina -

3TC e zidovudina - AZT (n=3)

Repetibilidade Precisdo Intermedidria

Farmaco Concentragdo n Coeficiente de Dia do ensaio n Coeficiente de
(ug/mL) variagdo (%) variagdo (%)

3TC 24,00 3 0,68 | 3 0,10

30,00 3 0,15 2 3 1,75

36,00 3 0,11 3 3 0,75

14243 9 1,30

AZT 48,00 3 0,68 1 3 0,17

60,00 3 0,20 2 3 1,23

72,00 3 0,12 3 3 1,58

14243 9 1,87
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apresenta os dados obtidos no teste de dissolucdo de diferentes amos-
tras (amostras A, B e C). Todas as amostras apresentaram um percentual
médio dissolvido maior que 90%. A andlise dos cromatogramas obti-
dos a partir das diferentes amostras coletadas do meio de dissolucio
ndo demonstrou a existéncia de interferentes nos cromatogramas.

Tabela 4. Percentuais dissolvidos (%) apds 30 min no teste de
dissolugdo dos comprimidos de lamivudina — 3TC e zidovudina -
AZT (150 + 300 mg)

Amostra Farmaco % dissolvido
Meédia + dp (n = 6)

A 3TC 101,24 = 3,00
AZT 104,46 = 2,90

B 3TC 95,82 + 13,85
AZT 97,51 + 13,69

C 3TC 98,48 = 6,62
AZT 98,97 + 6,16

CONCLUSOES

A validacdo do método de andlise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia da lamivudina e zidovudina em comprimidos de-
monstrou que este € preciso, exato, especifico e linear. A partir
disso, representa uma alternativa para a quantificacdo destas subs-
tancias ativas no testes de determinacdo do teor e uniformidade de
contetido de comprimidos e teste de dissolugido. O método desen-
volvido € caracterizado pela utilizacdo reduzida de solvente orga-
nico na etapa de preparacdo da amostra, em rela¢do a outros méto-
dos relatados na literatura, proporcionando maior economia € me-
nor impacto ambiental.
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